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PENGARUH EKSTRAK ETANOL 70% ALFALFA DENGAN INDUKSI 

H2O2 TERHADAP KUALITAS SPERMATOZOA Mus musculus SECARA 
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ABSTRAK 

Hidrogen peroksida merupakan kelompok ROS yang berperan sebagai 

sumber radikal bebas dan menyebabkan kerusakan oksidatif sehingga menurunkan 

kualitas spermatozoa. Pada kondisi tersebut, diperlukan senyawa antioksidan yang 

mampu menekan radikal bebas, baik secara endogen ataupun eksogen. Salah satu 

antioksidan alami yang berpotensi mengurangi aktivitas radikal bebas adalah 

ekstrak etanol 70% alfalfa. Oleh sebab itu, penelitian ini dilakukan untuk 

mengetahui pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa dengan induksi H2O2 terhadap 

kualitas spermatozoa Mus musculus secara in vitro. Penelitian ini dilakukan secara 

eksperimental menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial yang 

terdiri dari dua faktor perlakuan, yaitu H2O2 (0, 10, dan 50 µM) dan ekstrak etanol 

70% alfalfa (0%, 2%, dan 6%) dengan tiga ulangan. Kualitas spermatozoa setelah 

pemberian ekstrak alfalfa, induksi H2O2, maupun kombinasi keduanya dianalisis 

berdasarkan parameter motilitas, viabilitas dan integritas membran setelah inkubasi 

30 menit pada suhu 37 ºC. Data yang diperoleh kemudian dianalisis secara statistik 

menggunakan two-way ANOVA dan dilanjutkan uji Duncan. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa ekstrak etanol 70% alfalfa maupun induksi H2O2 secara 

tunggal tidak berpengaruh terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa (p>0,05), 

namun berpengaruh terhadap integritas membran spermatozoa (p<0,05). 

Sebaliknya, terdapat interaksi antara ekstrak etanol 70% alfalfa dengan H2O2 

terhadap viabilitas spermatozoa (p<0,05), namun kedua faktor tidak berinteraksi 

terhadap motilitas dan integritas membran spermatozoa Mus musculus secara in 

vitro (p>0,05). Secara keseluruhan, konsentrasi ekstrak alfalfa 2% menunjukkan 

pengaruh terbaik dibandingkan konsentrasi 6%. Temuan ini mengindikasikan 

bahwa interaksi antara ekstrak alfalfa dengan H2O2 dapat mengubah pola respons 

spermatozoa dibandingkan jika diberikan secara tunggal. 

 

Kata kunci: Kualitas spermatozoa, Medicago sativa L., Mus musculus, ROS 
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THE EFFECT OF 70% ALFALFA ETHANOL EXTRACT WITH H2O2 

INDUCTION ON THE QUALITY OF SPERMATOZOA Mus musculus IN 

VITRO 

 

Jihan Ihza Nabilla, Kholifah Holil, Didik Wahyudi 

 

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology 

Maulana Malik Ibrahim State Islamic University Malang 

ABSTRACT 

Hydrogen peroxide is a group of ROS that acts as a source of free radicals 

and causes oxidative damage so as to reduce the quality of spermatozoa. In these 

conditions, antioxidant compounds are needed that are able to suppress free 

radicals, both endogenous and exogenous. One of the natural antioxidants that has 

the potential to reduce free radical activity is 70% alfalfa ethanol extract. Therefore, 

this study was conducted to determine the effect of 70% alfalfa ethanol extract with 

H2O2 induction on the quality of spermatozoa Mus musculus) in vitro. This study 

was conducted experimentally using a factorial Complete Random Design (RAL) 

consisting of two treatment factors, namely H2O2 (0, 10, and 50 μM) and ethanol 

extract of 70% alfalfa (0%, 2%, and 6%) with three replicas. The quality of 

spermatozoa after alfalfa extract, H2O2 induction, and a combination of both were 

analyzed based on the parameters of motility, viability and membrane integrity after 

30 minutes of incubation at 37 ºC. The data obtained were then statistically analyzed 

using two-way ANOVA and continued the Duncan test. The results showed that 

ethanol extract of 70% alfalfa and induction of H2O2 alone did not affect 

spermatozoa motility and viability (p>0.05), but did affect spermatozoa membrane 

integrity (p<0.05). In contrast, there was an interaction between 70% alfalfa ethanol 

extract and H2O2 on spermatozoa viability (p<0.05), but the two factors did not 

interact on the motility and membrane integrity of Mus musculus spermatozoa in 

vitro (p>0.05). Overall, the alfalfa extract concentration of 2% showed the best 

effect compared to the concentration of 6%. These findings indicate that the 

interaction between alfalfa extract and H2O2 can alter the response pattern of 

spermatozoa compared to if administered solely. 

 

Keywords: Spermatozoa quality, Medicago sativa L., Mus musculus, ROS,  
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  على جودة الحيوانات المنوية 2O2H٪ مع تحفيز 70تأثير مستخلص إيثانول البرسيم بنسبة  

Mus musculus المختبر  في 

 
 جيهان إحزا نبيلة، خليفة هوليل، ديديك وحيودي 

 

 برنامج دراسة الأحياء، كلية العلوم والتكنولوجيا

 جامعة الدولة الإسلامية مولانا مالك إبراهيم

 الملخص 

تعمل كمصدر للجذور الحرة وتسبب أضرارا تأكسدية لتقليل جودة    ROSبيروكسيد الهيدروجين هو مجموعة من  

الحيوانات المنوية. في هذه الحالات، تكون المركبات المضادة للأكسدة ضرورية قادرة على كبح الجذور الحرة، سواء  

يها القدرة على تقليل نشاط الجذور الحرة هو مستخلص  الداخلية أو الخارجية. أحد مضادات الأكسدة الطبيعية التي لد

٪ مع تحفيز 70٪. لذلك، أجريت هذه الدراسة لتحديد تأثير مستخلص إيثانول البرسيم بنسبة 70إيثانول البرسيم بنسبة 

2O2H  المنوية   على جودة  حيوانات   musculus Mus     أجريت هذه الدراسة تجريبيا باستخدام تصميم  المختبرفي .

ميكرومتر( ومستخلص الإيثانول بنسبة    50و،  0، 10)   2O2Hيتكون من عاملي معالجة، وهما  (  RALعشوائي كامل )

مستخلص البرسيم، وتحفيز  ٪( مع ثلاث نسخ مكررة. تم تحليل جودة الحيوانات المنوية بعد  6٪، و2٪،  0٪ برسيم )70

2O2H  ،  دقيقة من الحضانة عند    30ومزيج من الاثنين بناء على معايير الحركة، وقابلية البقاء، وسلامة الغشاء بعد

ثنائي الاتجاهواستمر  تحليل النوفاين  درجة مئوية. ثم تم تحليل البيانات التي تم الحصول عليها إحصائيا باستخدام  37

وحده لم   2O2H٪ من البرسيم وتحفيز  70في اختبار دنكان. أظهرت النتائج أن مستخلص الإيثانول الذي يحتوي على  

( للبقاء  وقابليتها  المنوية  الحيوانات  حركة  على  المنوية  (،  p>0.05يؤثرا  الحيوانات  غشاء  سلامة  على  أثر  لكنه 

(p<0.05  .)  2٪ من البرسيم و70على النقيض من ذلك، كان هناك تفاعل بين مستخلص الإيثانول بنسبةO2H   على مدى

الحيوانات المنوية   في أغشية (، لكن لم يكن هناك تفاعل بين حركة وسلامة الغشاء 0.05بقاء الحيوانات المنوية )ص<

٪. تشير 6٪ أفضل تأثير مقارنة بتركيز 2بشكل عام، أظهر تركيز مستخلص البرسيم بنسبة    (.0.05)ص>المختبر  في  

يمكن أن يغير نمط استجابة الحيوانات المنوية مقارنة بإعطائها   2O2Hهذه النتائج إلى أن التفاعل بين مستخلص البرسيم و

 بشكل فردي. 

 

ROS,Mus musculus .،Lميديكاغو ساتيفا   الكلمات المفتاحية:جودة الحيوانات المنوية،   
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BAB I  

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang  

Infertilitas merupakan kondisi yang terjadi pada pasangan dalam masa 

reproduksi. Penyebab infertilitas dapat berasal dari faktor pria dan wanita, 

infertilitas wanita terjadi pada usia 40 keatas yang ditandai dengan produksi oosit 

menurun. Sedangkan, infertilitas pria dapat disebabkan oleh gangguan hormonal, 

kelainan genetik, serta infeksi pada saluran reproduksi dapat menggangu fungsi 

sperma sehingga mencakup sekitar 45% kasus infertilitas pria. Selain itu faktor 

gaya hidup dan paparan lingkungan juga berperan dalam penurunan kualitas sperma 

(Pujianto et al., 2021). Hal tersebut diperkuat oleh Dewangga dkk., (2021) bahwa 

nutrisi yang kurang, merokok, dan lingkungan yang buruk dapat mempengaruhi 

kualitas sperma.  

Penurunan kualitas sperma akibat berbagai faktor tersebut tidak hanya 

terjadi pada manusia, tetapi juga dapat dipelajari melalui hewan model mamalia. 

Mencit (Mus musculus) banyak digunakan dalam penelitian reproduksi karena 

memiliki kemiripan anatomi, fisiologi, dan genetik dengan manusia, termasuk 

karakteristik sistem reproduksinya (Mutiarahmi dkk., 2021). Kesamaan tersebut 

memungkinkan spermatozoa mencit digunakan sebagai model untuk mempelajari 

mekanisme yang berkaitan dengan kualitas sperma. Oleh karena itu, mencit sering 

dimanfaatkan dalam penelitian laboratorium di bidang reproduksi (Handajani, 

2021) 

Kualitas spermatozoa dapat menurun akibat ketidakseimbangan redoks 

dalam tubuh, yang mengakibatkan peningkatan pro-oksidan dan penurunan 
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kapasitas sistem antioksidan. Ketidakseimbangan redoks ini mengganggu berbagai 

proses krusial dalam sistem reproduksi (Twigg et al., 1998). Kondisi tersebut 

menunjukkan bahwa proses fisiologis dalam tubuh memerlukan keseimbangan agar 

dapat berjalan optimal. Kata “keseimbangan” tersebut dijelaskan dalam Al-Quran 

Surah Al-Infitar ayat 6-9 sebagai berikut: 

رِيْمِِۙ  
َ
ك
ْ
كَ ال ِ

كَ بِرَب  سَانُ مَا غَرَّ
ْ
اِن
ْ
يُّهَا ال

َ
كَِۙ    ٦يٰٓا

َ
ىكَ فَعَدَل قَكَ فَسَوّٰ

َ
ذِيْ خَل

َّ
ِ صُوْرَةٍ   ٧ال

ي 
َ
فِيْْٓ ا

بَكََۗ  
َّ
ا شَاۤءَ رَك يْنِِۙ  ٨مَّ بُوْنَ بِالد ِ ِ

ذ 
َ
 تُك

ْ
ا بَل

َّ
ل
َ
   ٩ك

Artinya: “Wahai manusia, apakah yang telah memperdayakanmu (berbuat durhaka) terhadap 

Tuhanmu Yang Maha Mulia, yang telah menciptakanmu lalu menyempurnakan kejadianmu 

dan menjadikan (susunan tubuh)-mu seimbang? Dalam bentuk apa saja yang dikehendaki, 

Dia menyusun (tubuh)-mu. Jangan sekali-kali begitu! Bahkan, kamu mendustakan hari 

Pembalasan” (Q.S. Al-Infitar [82]: 6-9). 

 

Menurut Ash-Shiddieqy (2000) dalam Tafsir An-Nuur menjelaskan bahwa 

wahai manusia yang diberi akal dan daya berpikir serta kekuatan fisik hingga 

menjadi makhluk yang paling utama. Apakah yang mendorong kamu berlaku 

durhaka terhadap tuhan yang maha pemurah, yang telah mencurahkan nikmat-

nikmatnya kepadamu? Bukankah sepatutnya kamu mensyukuri tuhan yang 

menjadikan kamu dalam bentuk sangat baik ini. Asy-Syaukani (1964) dalam Tafsir 

Fathul Qadir yang diterjemahkan oleh Fachruddin & Saefullah (2008) menjelaskan 

bahwa “ ىكَ  خَلقَكََ  الَّذِي   فعََدَلكََ   فسََوّٰ ” menciptakanmu dari sperma dan belum menjadi apa-

apa lalu menyempurnakanmu sebagai seorang laki-laki yang bisa mendengar, 

melihat, berfikir, dan seimbang. Kata “  ََفعََدلَك” memiliki makna bahwa allah 

menjadikan anggota tubuhnya itu sempurna, tidak ada keretakan didalamnya. 

Pendapat ini diperkuat oleh Az-Zuhaili (2005) dalam Tafsir Al- Munir yang 

diterjamahkan oleh Al-Kattani (2014) bahwa “  َفعََدلََك” menjadikan (susunan tubuh) 

mu seimbang dalam penciptaan dan anggota baru.  
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Ayat diatas mengungkapkan bahwa Allah menyempurnakan bentuk tubuh 

manusia dan memberikan keseimbangan serta struktur manusia sesuai proporsional 

masing-masing. Nikmat kesempurnaan dan keseimbangan yang diciptakan ini perlu 

dijaga dengan baik (Wijayanti, 2023). Apabila keseimbangan susunan tubuh 

terganggu oleh berbagai faktor, seperti ketidakseimbangan redoks dalam tubuh, hal 

tersebut dapat menyebabkan kerusakan oksidatif pada DNA, protein, dan lipid 

sperma. Kerusakan oksidatif akan merusak fungsi sperma melalui peroksidasi lipid. 

Akibatnya, sperma mengalami penurunan motilitas dan kehilangan kemampuan 

untuk berfusi dengan oosit sehingga terjadi stres oksidatif (Twigg et al., 1998).  

Aydemir et al., (2014) menyatakan bahwa semakin kuat kerusakan 

peroksidatif pada membran sperma, maka sperma juga semakin menurun 

kualitasnya. Sperma sangat sensitif terhadap stres oksidatif, karena memiliki 

karakteristik struktural dan fungsionalnya yang unik yaitu kandungan asam lemak 

tak jenuh ganda (PUFA) pada membran plasmanya. Membran plasma tersusun atas 

fosfolipid bilayer atau lapisan lipid ganda yang dibentuk oleh lipid polar.  

Membran plasma akan berinteraksi dengan berbagai protein dengan gugus 

kepala hidrofilik dan rantai asil hidrofobik (Tapia et al., 2012). Rantai asil dapat 

berupa asam lemak tak jenuh ganda, yang terjadi karena terdapat lebih ikatan 

rangkap didalam rantai karbonnya melalui desaturase dan elongase (Hussein. 2013; 

Owczarek et al., 2015). Adanya asam lemak tak jenuh ganda pada membran, 

menyebabkan sperma mudah mengalami kerusakan yang disebabkan ROS (Tapia 

et al., 2012). 

ROS (reactive oxygen species) merupakan radikal bebas yang mengandung 

satu elektron berpasangan dan termasuk molekul yang sangat reaktif (Bouhadana 
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et al., 2025). ROS akan bereaksi dengan PUFA didalam membran yang akan 

memicu peroksidasi lipid sehingga menyebabkan fluiditas membran, penurunan 

integritas membran, dan gangguan fungsi sperma (Argawal et al., 2024). ROS dapat 

dihasilkan selama metabolisme seluler sebagai produk sampingan, seperti anion 

superoksida dan radikal bebas. ROS juga dapat diinduksi untuk memicu stres 

oksidatif (Aydemir et al., 2014). Namun, pada sisi yang lain ROS berperan penting 

sebagai molekul persinyalan untuk mengatur proses esensial dalam proses maturasi 

dan kapasitas fertilisasi sperma (Medica et al., 2025). 

Dalam penelitian ini, untuk menurunkan kualitas spermatozoa 

menggunakan induksi H2O2 sebagai sumber radikal bebas (ROS). Pendekatan ini 

mengacu pada penelitian Garg et al., (2009) yang melaporkan bahwa spermatozoa 

kerbau diinduksi H₂O₂ pada konsentrasi 50 μM, H₂O₂ menyebabkan tingginya 

kadar MDA akibat jumlah ROS yang terbentuk sehingga dampak pada menurunnya 

motilitas, viabilitas, dan integritas membran lebih besar. Sebaliknya, pada 

konsentrasi H2O2 rendah kadar MDA belum cukup tinggi untuk menyebabkan 

kerusakan namun kualitas spermatozoa sudah mampu menurun. Menurut Thakor et 

al., (2024) menyatakan bahwa sperma sapi yang diinduksi H2O2 konsentrasi 50 μM 

juga menurun motilitasnya sebesar 14%. 

Bader et al. (2019) juga menyatakan bahwa paparan H2O2 pada spermatozoa 

manusia menyebabkan peningkatan ROS, sehingga terjadi penurunan motilitas 

progresif 32% dan motilitas total 40% spermatozoa pada konsentrasi 40 µM H2O2. 

Penurunan tersebut menyebabkan sperma tidak bergerak. Selain itu, viabilitas 

sperma juga menurun lebih dari 50% sel mati dan juga peningkatan fragmentasi 

DNA dan vakuolisasi kepala sperma. H2O2 merupakan spesies oksigen reaktif yang 
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berperan untuk mengganggu fisiologis sperma akibat stres oksidatif (Pujianto et al., 

2021).  

Pemberian konsentrasi H2O2 yang tinggi diatas 100µM dapat menyebabkan 

stres oksidatif berat karena merusak seluruh biomolekul esensial (Jomova et al., 

2024). Menurut Nosrat et al., (2025) H2O2 akan berdifusi secara langsung 

menembus membran sel dan menyebabkan kerusakan dalam sel. Penginduksian 

H2O2 juga mampu mengaktivasi jalur persinyalan seperti NF-κB. Namun jika 

terdapat logam transisi yang bersifat redoks-aktif, maka H2O2 akan membentuk 

radikal hidroksil melalui reaksi fenton (Jomova et al., 2024). Radikal hidroksil 

tersebut akan memicu rantai bereaksi peroksidasi lipid sehingga menyebabkan 

gangguan mitokondria dan kerusakan DNA pada sel sperma (Wang et al., 2025). 

Penelitian yang dilakukan Pujianto et al., (2021) membuktikan bahwa pada 

konsentrasi 250 μM H2O2 dijadikan sebagai agen stres oksidatif yang ditandai 

meningkatnya kadar MDA sehingga berdampak pada penurunan viabilitas sperma 

hingga 42% dan integritas membran menurun signifikan 20,47%.  

Penelitian di atas membuktikan induksi H2O2 pada spermatozoa 

meningkatkan kadar ROS yang dapat dilihat dari peningkatan kadar MDA. 

Peningkatan ROS ini mampu merusak membran sel sehingga menyebabkan 

penurunan kualitas spermatozoa. Menurut pernyataan Pujianto et al., (2021) 

menyatakan bahwa sperma rentan terhadap radikal bebas karena sel sperma hanya 

memiliki sedikit sitoplasma pada diferensiasi terminal, sehingga kandungan enzim 

antioksidan endogen sangat terbatas seperti glutathione peroksidase, superoksida 

dismutase, dan katalase. 
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Kerusakan sperma yang diakibatkan oleh H2O2 dapat diatasi dengan 

pemberian antioksidan. Antioksidan memiliki efektivitas untuk mengurangi 

kerusakan akibat stres oksidatif melalui dua tahap, yaitu interaksi secara langsung 

dengan radikal bebas, serta interaksi tidak langsung dengan menurunkan ekspresi 

enzim penghasil radikal bebas maupun meningkatkan kerja dan produksi enzim 

antioksidan didalam sel. Antioksidan tidak hanya mencegah dan memperbaiki 

kualitas sperma dengan menghambat ROS, tetapi juga memodulasi kadarnya di 

plasma mani untuk menciptakan lingkungan optimal bagi fungsi sperma dan 

kesuburan (Kaltsas., 2023). 

Dalam penelitian ini pemberian antioksidan dalam penelitian ini berasal dari 

bahan alami, salah satunya yaitu ekstrak etanol 70% alfalfa. Alfalfa mengandung 

berbagai senyawa aktif seperti vitamin, flavonoid, saponin, kumarin, fitoestrogen, 

asam amino, alkaloid, dan fitosterol yang berperan sebagai antioksidan (Widyowati 

dkk., 2014; Soufan et al., 2021). Menurut Solihati., dkk (2013) kandungan 

antioksidan yang tinggi terbukti mampu mempertahankan kualitas spermatozoa. 

Kemampuan antioksidan suatu ekstrak umumnya diukur melalui nilai IC50, 

di mana semakin kecil nilai IC50 menunjukkan semakin kuat aktivitas 

antioksidannya. Herba alfalfa yang diekstrak dengan etanol 70% menunjukkan 

aktivitas antioksidan yang kuat dengan nilai IC50 sebesar 59,339 µg/mL, yang 

mencerminkan kemampuan efektif dalam menangkal radikal bebas sehingga dapat 

melindungi kerusakan sel sperma akibat stres oksidatif (Widyowati dkk., 2014). 

Nilai ini sebanding dengan aktivitas antioksidan ekstrak Centella asiatica yang 

memiliki nilai IC50 sebesar 53,221 µg/mL (Harahap, 2024). Aktivitas yang lebih 

kuat ditunjukkan oleh ekstrak Capparis spinosa dengan nilai IC50 21,591 µg/mL. 
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Nilai ini terbukti mampu mempertahankan kualitas sperma manusia hingga 

motilitas mencapai 51,8%, di mana ekstrak tersebut juga mengandung flavonoid 

sebagai komponen antioksidan utamanya (Rad et al., 2021). Dengan demikian, 

semakin kecil nilai IC50 suatu ekstrak mencerminkan semakin kuat aktivitas 

antioksidannya dan semakin besar potensinya dalam mempertahankan kualitas 

spermatozoa. Hal ini memperkuat alasan penggunaan ekstrak etanol 70% alfalfa 

dalam penelitian ini, mengingat nilai IC50 sebesar 59,339 µg/mL yang tergolong 

kuat menunjukkan bahwa alfalfa memiliki kemampuan yang memadai dalam 

menangkal radikal bebas, sehingga diharapkan mampu melindungi spermatozoa 

dari kerusakan akibat stres oksidatif dan berkontribusi dalam mempertahankan 

kualitasnya. 

Proses penyaringan senyawa antioksidan pada alfalfa, menggunakan 

metode maserasi dengan pelarut etanol 70%. Etanol 70% memiliki tingkat 

kepolaran yang sesuai dengan sifat senyawa aktif yang ingin diekstrak, sehingga 

mempermudah penetrasi pelarut masuk ke dalam dinding sel simplisia (Nofita & 

Rahman., 2025; Maharadingga dkk., 2021). Menurut Hakim & Saputri (2020) 

keberhasilan ekstraksi sangat dipengaruhi oleh konsentrasi pelarut etanol. Jika 

konsentrasi etanol lebih besar dari 70% maka komponen hasil ekstraksi sedikit 

menurun akibat denaturasi protein dan meningkatkan resistensi difusi.  

Penelitian yang dilakukan Novita & Rahman., (2025) menyatakan bahwa 

ekstraksi daun pucuk merah dengan metode maserasi menggunakan pelarut 70% 

menghasilkan kandungan fenolik total sebesar 858,9 mg GAE/g ekstrak lebih tinggi 

dibandingkan etanol 96%. Hal tersebut membuktikan bahwa 70% merupakan 

pelarut yang efektif untuk mengekstrak senyawa fenolik karena bersifat semi-polar 
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hingga polar. Novita & Rahman (2025) juga mengatakan jika konsentrasi pelarut 

lebih tinggi dapat menyebabkan pengendapan senyawa sehingga jumlah senyawa 

aktif yang terlarut menurun. 

Senyawa polifenol dan flavonoid yang berhasil diekstrak dijadikan sebagai 

sumber antioksidan alami untuk menangkap serta menetralkan radikal bebas (Rad 

et al., 2021). Efek protektif serupa pada ekstrak tanaman lain yang mengandung 

flavonoid. Loung-on et al., (2022) menyatakan pada sperma sapi yang diinduksi 

mancozeb diberikan bersamaan dengan ekstrak Nelumbo nucifera. Ekstrak 

Nelumbo nucifera mengandung senyawa bioaktif flavonoid berupa quercetin-3-O-

arabinoglikosida sehingga secara efektif dapat menangkal radikal bebas. 

Penambahan ekstrak menunjukkan peningkatan morfologi, viabilitas dan integritas 

akrosom sperma, serta menurunkan stres oksidatif dan kadar LPO. Oleh karena itu, 

ekstrak Nelumbo nucifera memiliki aktivitas antioksidan dan penangkal radikal 

bebas untuk mencegah keruskan sel dan meningkatkan kualitas sperma. 

Menurut Kowalczyk et al., (2022) pemberian antioksidan alami atau sintetis 

sangat diperlukan, karena sperma memiliki cadangan antioksidan endogen terbatas 

sehingga tidak mampu untuk menjaga kualitasnya dan mudah mengalami 

kerusakan. Mekanisme pertahanan dari antioksidan akan melalui berbagai jalur 

reaksi detoksifikasi untuk mempertahankan homeostasis redoks dengan 

menetralkan ROS (Aydemir et al., 2014). Senyawa antioksidan sintetis seperti 

quercetin juga dapat meningkatkan kualitas sperma sebagai penetral ROS. Abdallah 

et al. (2011) melaporkan bahwa quercetin mampu melindungi spermatozoa dari 

kerusakan oksidatif yang diakibatkan oleh pemberian hidrogen peroksida. 
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Kombinasi antara quercetin konsentrasi 200μM yang ditambahkan H2O2 

konsentrasi 100μM menunjukkan peningkatan motilitas dan viabilitas serta 

mengurangi kadar MDA (malondialdehid) pada sperma tikus wistar. Quercetin 

merupakan salah satu jenis flavonoid dalam kelompok flavonol, yang memiliki sifat 

antioksidan yang kuat. Senyawa ini memainkan peran penting dalam mendukung 

fungsional sperma dan pertahanan antioksidan. Dalam penelitian in vitro, quercetin 

berpotensi melindungi sperma dari kerusakan oksidatif yang disebabkan hidrogen 

peroksida (Abdallah et al., 2011). 

Pendekatan penelitian di atas menunjukkan bahwa pemberian antioksidan, 

baik berasal dari ekstrak tumbuhan maupun sintetis seperti quercetin terbukti efektif 

mampu mengurangi stres oksidatif akibat ROS dari induksi H2O2. Selain itu, H2O2 

telah banyak digunakan sebagai agen induksi stres oksidatif pada berbagai tingkat 

konsentrasi, dengan dampak yang bervariasi mulai dari penurunan kualitas 

spermatozoa pada konsentrasi rendah hingga kerusakan berat pada konsentrasi 

tinggi. Oleh karena itu, penelitian ini menggunakan H2O2 sebagai sumber radikal 

bebas dengan dua tingkat konsentrasi untuk mengevaluasi pengaruh antioksidan 

ekstrak alfalfa terhadap kualitas spermatozoa di bawah tekanan oksidatif yang 

berbeda. Dengan demikian, penelitian ini bertujuan mengetahui apakah efek ekstrak 

alfalfa bersifat konsisten atau bergantung pada besarnya ROS yang diinduksi H2O2, 

dengan fokus pada kualitas spermatozoa (Mus musculus) secara in vitro. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa terhadap kualitas spermatozoa 

Mus musculus berdasarkan motilitas, viabilitas, dan integritas membran secara 

in vitro? 

2. Bagaimana pengaruh induksi H2O2 terhadap kualitas spermatozoa Mus 

musculus berdasarkan motilitas, viabilitas, dan integritas membran secara in 

vitro? 

3. Apakah ada interaksi ekstrak etanol 70% alfalfa dengan induksi H2O2 terhadap 

kualitas spermatozoa Mus musculus berdasarkan motilitas, viabilitas, dan 

integritas membran secara in vitro? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa terhadap kualitas 

spermatozoa Mus musculus secara in vitro. 

2. Untuk mengetahui pengaruh induksi H2O2 terhadap kualitas spermatozoa Mus 

musculus secara in vitro. 

3. Untuk mengetahui pengaruh interaksi ekstrak etanol 70% alfalfa dengan induksi 

H2O2 terhadap kualitas spermatozoa Mus musculus secara in vitro? 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dilakukannya penelitian ini adalah: 

1. Memberikan informasi tentang pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa terhadap 

kualitas spermatozoa Mus musculus yang dinduksi H2O2 secara in vitro. 
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2. Sebagai dasar dalam pengembangan teknik perlindungan kualitas sperma (Mus 

musculus) menggunakan ekstrak alfalfa terhadap penurunan kualitas 

spermatozoa akibat induksi H2O2. 

1.5 Batasan Masalah 

Batasan masalah dari penelitian ini adalah: 

1. Penelitian ini dilakukan secara in vitro menggunakan sperma mencit (Mus 

musculus) yang diperoleh dari proses isolasi organ reproduksi. Penilaian 

kualitas sperma dilakukan secara mikroskopis yang meliputi motilitas 

spermatozoa, viabilitas, serta integritas membran plasma spermatozoa melalui 

uji hipoosmotik. Pengamatan dilakukan setelah perlakuan dan masa inkubasi 

yang telah ditentukan dalam penelitian. 

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

3. Konsentrasi H₂O₂ yang digunakan dengan konsentrasi 0, 10, dan 50 µM yang 

diperoleh dari pengenceran larutan stok H₂O₂ 30% (Merck). 

4. Media sperma dalam penelitian ini menggunakan NaCL 0,9%. 

5. Parameter yang diamati terbatas pada viabilitas, motilitas, dan integritas 

membran spermatozoa. 
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BAB II  

TINJAUAN PUSTAKA  

2.1 Alfafa (Medicago sativa L.) 

2.1.1 Deskripsi  

Alfafa merupakan tanaman yang tumbuh di Iran 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).  

 
Gambar 2. 1 Bagian tanaman alfalfa (Medicago sativa). (a) tanaman alfalfa, (b) 

daun, (c) bunga, dan (d) batang (iNaturalist.org; Hunek et 

al., 2022). 

Alfalfa sebagai tanaman subtropik, tumbuh secara optimal pada suhu 20-

30°C dengan pH tanah memiliki 6,5 dan sistem drainase yang baik (Harianja dkk 

2021). Penelitian Suwignyo et al. (2023) menyatakan bahwa di Indonesia Alfalfa 

telah dihasilkan varietas yang baru disebut dengan “Alfalfa tropis” yang telah 

diakui oleh Kementerian Pertanian RI. Varietas tersebut dapat bertahan pada suhu 

tinggi 48 °C serta menghasilkan kandungan protein kasar yang tinggi sebesar 20%-
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32%. Secara taksonomi tanaman Alfalfa menurut Bagavathiannan & Van Acker 

(2009) dikelompokkan sebagai berikut: 

Kingdom   : Plantae 

Divisi   : Magnoliophyta 

Class   : Magnoliopsida 

Order  : Fabales 

Family  : Fabaceae 

Genus : Medicago 

Species : Medicago sativa (Linnaeus, 1753). 

2.1.2 Morfologi 

Alfalfa dapat hidup di daerah kering dengan curah hujan 200 mm/tahun atau 

lahan basah dengan curah hujan 2500 mm/tahun karena tanaman ini memiliki akar 

yang dapat mencapai kedalam hingga 4,5meter sehingga pada musim kering 

mampu menopang kelangsungan hidup. Secara morfologi menurut Sajimin (2011), 

tanaman ini pertumbuhannya bercabang dan membentuk rhizome, bagian dasar 

batangnya berupa kayu dan tumbuh mendatar namun bercabang serta batangnya 

tegak menjulang tinggi sekitar 30-120 cm. Memiliki bentuk daun bertipe trifoliate 

dengan satu tangkai atau petiol, dimana satu tangkai terdapat tiga helai daun 

berukuran 5-15 mm, bagian bawah daun terdapat bulu-bulu tipis begitu juga 

dibagian tangkainya.  

Alfalfa akan berbunga dan menghasilkan biji pada musim kemarau. Tandan 

bunganya rapat memiliki sekitar 10 sampai 35 kuntum dengan mahkota berwarna 

ungu atau biru hingga putih. Bunganya akan menghasilkan polong berupa biji yang 
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akan matang setelah beberapa minggu yaitu 3 hingga 5 minggu (Sajimin,2011) 

(Gambar 2.1).  

2.1.3 Kandungan dan Manfaat 

Allah SWT menciptakan segala isi yang ada di bumi dengan rahmat yang 

tidak sia-sia. Sesuatu yang ada di bumi berhak dimanfaatkan manusia dengan 

sebaiknya-baiknya. Sebagaimana firman Allah dalam Al-Qur’an surah Thaha ayat 

53: 

خْرَجْنَا  
َ
مَاۤءِ مَاۤءًَۗ فَا  مِنَ السَّ

َ
نْزَل

َ
ا ا وَّ

ً
مْ فِيْهَا سُبُل

ُ
ك
َ
كَ ل

َ
سَل رْضَ مَهْدًا وَّ

َ
ا
ْ
مُ ال

ُ
ك
َ
 ل
َ
ذِيْ جَعَل

َّ
ال

ى   نْ نَّبَاتٍ شَتّٰ زْوَاجًا م ِ
َ
ْٓ ا   ٥٣بِه 

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). 

 

Sebagaimana dijelaskan menurut Asy-Syaukani (1964) dalam Tafsir Fathul 

Qadir yang diterjemahkan oleh Fachruddin & Saefullah (2008) bahwa “ نَا رَج  بِه    فَاخَ   

وَاجًا ن   ازَ  شَتّٰى نَّبَات   م ِ ” Allah tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis 

tumbuhan yang bermacam-macam. Menurut Al-Qurthubi (1964) dalam Tafsir Al-

Qurthubi/Al Jami’ li Ahkaam Al Qur’an yang diterjemahkan oleh Rosyadi & 

Faturrahman (2009) di bumi Allah menurunkan air hujan sehingga bisa menjadi 

penyebab munculnya tumbuhan yang berbagai jenis dan bermacam-macam. 

Pendapat ini diperkuat oleh Az-Zuhaili (2005) dalam Tafsir Al- Munir yang 

diterjamahkan oleh Al-Kattani (2014) bahwa Allah menurunkan hujan dari awan 

dan kemudian mengeluarkan berbagai jenis tumbuhan berupa tanaman dengan 

bentuk yang bermacam-macam, sebagian untuk manusia dan sebagian lainnya 

untuk binatang.  
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Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah telah mengatur alam semesta sebaik 

mungkin. Turunnya hujan itu merupakan nikmat yang harus disyukuri. Hujan dapat 

menyuburkan tanah sehingga dapat menumbuhkan berbagai jenis tumbuhan yang 

bermanfaat untuk makhluk hidup di bumi (Arsalan dkk., 2022). Tumbuhan yang 

beraneka ragam diciptakan dengan segala manfaat yang terkandung didalamnya 

(Suskha dkk., 2020). Sebagaimana firman Allah dalam Al-Qur’an surah Q.S. Al-

Luqman Ayat 10 berbunyi: 

مْ وَبَثَّ فِيْهَا مِنْ  
ُ
نْ تَمِيْدَ بِك

َ
رْضِ رَوَاسِيَ ا

َ
ا
ْ
قٰى فِى ال

ْ
ل
َ
مٰوٰتِ بِغَيْرِ عَمَدٍ تَرَوْنَهَا وَا قَ السَّ

َ
خَل

رِيْمٍ 
َ
ِ زَوجٍْ ك

 
ل
ُ
ْۢبَتْنَا فِيْهَا مِنْ ك نْ

َ
مَاۤءِ مَاۤءً فَا نَا مِنَ السَّ

ْ
نْزَل
َ
ِ دَاۤبَّةٍَۗ وَا

 
ل
ُ
   ١٠ك

Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang (seperti) yang kamu lihat dan 

meletakkan di bumi gunung-gunung (yang kukuh) agar ia tidak 

mengguncangkanmuserta menyebarkan padanya (bumi) segala jenis 

makhluk bergerak. Kami (juga) menurunkan air hujan dari langit, lalu 

Kami menumbuhkan padanya segala pasangan yang baik.” (Q.S. Al-

Luqman [31]: 10). 

Tim Tafsir Kementerian Agama Republik Indonesia (2008), Allah 

menurunkan hujan dari langit. Hujan itu berasal dari awan yang dihalau-Nya ke 

suatu tempat tertentu, kemudian berubah menjadi hujan yang membasahi 

permukaan bumi. Dengan air hujan itu, tumbuhlah segala macam tumbuh-

tumbuhan yang beraneka ragam dengan warna yang indah dan manfaatnya banyak. 

Menurut Asy-Syaukani (1964) dalam Tafsir Fathul Qadir yang diterjemahkan oleh 

Fachruddin & Saefullah (2008) lafaz kalimat “dan Kami turunkan air hujan dari 

langit, lalu Kami tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik” 

maksudnya adalah, kami menurunkan hujan dari langit, sebab penurunan hujan itu 

Kami tumbuhkan berbagai macam tumbuhan. Dan kata “  كَرِي م” merujuk pada 

keindahan warnanya dan manfaatnya yang banyak. Menurut Az-Zuhaili (2005) 

dalam Tafsir Al- Munir yang diterjamahkan oleh Al-Kattani (2014), kalimat “ كُل ِ  مِن    
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ج   كَرِي م   زَو  ” memiliki makna bahwa setiap jenis tumbuhan yang baik memiliki banyak 

manfaatnya. Tumbuhan seperti bagian batang, daun, akar, kulit, dan bunga dapat 

dimanfaatkan menjadi pengobatan tradisional yang mendukung kesehatan dan 

kesejahteraan kehidupan di bumi (Rizal 2020). Tumbuhan akan menghasilkan suatu 

komponen aktif yang terkandung sehingga dijadikan alternatif pengobatan 

tradisional (Pelokang dkk., 2018). Salah satunya yaitu pada tanaman Alfalfa, 

Alfalfa memiliki khasiat untuk penyembuhan penyakit(Susilowati dkk., 2014). 

Alfalfa termasuk tanaman leguminosa, yang dapat menyembuhkan berbagai 

jenis penyakit termasuk kanker. Kandungan serat yang dimiliki alfalfa mampu 

mengikat lemak dan zat karsinogen yang disebabkan oleh kanker (Widyowati dkk., 

2014; Susilowati 2014). Alfalfa juga terkenal sebagai sumber fitoestrogen karena 

mengandung senyawa kimia berupa coumestrol. Coumestrol dikonsumsi manusia 

sebagai makanan sehat untuk diet (Hong et al., 2011).  

Alfalfa juga akan kaya serat, protein, mineral, vitamin, klorofil, dan 

karotenoid (Harianja dkk., 2021). Protein yang dimiliki alfalfa juga dapat dijadikan 

alternatif sebagai sumber nutrisi pengganti protein hewani (Soufan et al.,2021). 

Selain itu, kandungan klorofil yang dimiliki alfalfa juga berperan sebagai 

pengaturan kekebalan tubuh dan menangkap radikal bebas (Susilowati dkk., 2014).  

Alfalfa memiliki kandungan metabolit sekunder seperti fitoestrogen, 

alkaloid, fitosterol, asam amino, polisakarida, saponin, dan flavonoid. Selain itu 

juga memiliki α-tokoferol dalam jumlah 4 mg/100 g berat kering, yang dapat 

mencegah terjadinya peroksidasi lipid pada sperma. Fitokimia yang dimiliki 

tanaman ini berupa karoten, kumarin, beta-sitosterol, isofavon, kriptoxantin, 

daidzein, genistin, limonene, lutein, dan zeaksantin. Senyawa-senyawa tersebut 
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bersifat sebagai antioksidan, antiinflamasi, imunostimulan, dan antikarsinogenik 

(Suwignyo et al., 2023; Bafeel & Ibrahim., 2008; Horvat et al., 2022). Senyawa 

antioksidan non-enzimatik alfalfa seperti fenol, flavonoid, dan fitoestrogen juga 

dapat meningkatkan aktivitas enzimatik antioksidan termasuk glutation, katalase, 

dan SOD (Raeeszadeh et al., 2021).  

Alfalfa kaya akan senyawa fenolik yang dapat menangkap radikal bebas 

oksidatif. Senyawa fenolik yang dimiliki alfalfa yaitu flavonoid yang merupakan 

kelompok senyawa fenol turunan sekunder (Horvat et al., 2022). Flavonoid 

memiliki struktur benzene dengan gugus OH yang tergantikan. Flavonoid bersifat 

antioksidan dengan berat molekul rendah dan bersifat polifenol serta memiliki 

struktur dasar fenil-benzopiran (C6-C3-C6) (Mishra et al., 2024). Struktur kimia 

yang dimiliki flavonoid dibedakan menjadi beberapa bagian diantaranya flavonon, 

flavonol, flavon, antiosianidan, dan isoflavon (Gambar 2.2).   

 
Gambar 2. 2 Struktur Kimia Flavonoid. (Ayunda & Malita., 2024). 

 

Flavonoid berperan dalam menetralkan radikal bebas dapat melalui 

beberapa mekanisme, yaitu donasi elektron dari gugus fenoliknya, pengikatan ion 

logam yang bersifat pro-oksidatif, penghambatan enzim penghasil ROS, serta 
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pengaktifan jalur Nrf2 untuk memperkuat mekanisme pertahanan antioksidan pada 

tingkat seluler (Saerang dkk., 2025).  

Menurut El-Khawagah et al. (2020), flavonoid mengandung lima gugus 

hidroksil (–OH) yang memiliki interaksi kuat dengan membran sel. Keberadaan 

gugus hidroksil tersebut serta cincin B berbentuk katekol menjadikan flavonoid 

sebagai antioksidan yang sangat efektif. Struktur tersebut memungkinkan flavonoid 

memiliki kemampuan menangkap radikal bebas ROS yang lebih tinggi 

dibandingkan vitamin E dan vitamin C. Kemampuan antioksidan tersebut diperoleh 

melalui mekanisme donasi elektron dari gugus hidroksil kepada radikal bebas, 

sehingga radikal bebas menjadi lebih stabil dan tidak lagi merusak komponen sel. 

Dengan demikian, antioksidan mampu menghentikan reaksi berantai oksidatif yang 

dipicu oleh ROS (Gena dkk., 2021). Menurut Mishra et al. (2024), flavonoid juga 

mampu menembus membran lipid sebagai molekul amfipatik dan mencegah 

kerusakan akibat oksidasi. Oleh karena itu, flavonoid berperan dalam melindungi 

membran dan akrosom spermatozoa serta membantu mempertahankan proses 

reaksi akrosom yang diperlukan dalam fertilisasi. 

Senyawa flavonoid selain terdapat pada alfalfa, juga terdapat pada tanaman 

lain yang tersebar pada berbagai bagian tanaman, mulai dari akar, batang, kulit, 

kayu, daun, buah, hingga bunga (Ayunda & Malita., 2024). Penelitian yang 

dilakukan Tvrdá et al. (2020) melaporkan adanya fenol pada ekstrak omija, dengan 

kandungan flavonoid sebesar 2,66 mg/g. Kandungan antioksidan pada konsentrasi 

50 µg/mL ekstrak omija berpengaruh meningkatkan motilitas dan aktivitas 

mitokondria pada spermatozoa sapi. Selain itu, juga terjadi penurunan produksi 

ROS 3% dan memberikan perlindungan terhadap molekul protein dan lipid, 
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sehingga sifat antioksidan dari ekstrak omija memiliki kemampuan dalam 

melindungi struktur dan komponen sel terhadap dapat kerusakan oksidatif.  

Penelitian lain menurut Fuadatin & Hariani (2024) menyatakan bahwa 

filtrat kelopak rosella mengandung 0,23 mg flavonoid yang mampu menstabilkan 

radikal peroksidasi lemak. Filtrat tersebut dapat memberikan efektivitas pertahanan 

terhadap kualitas spermatozoa setelah pembekuan, sehingga dapat 

menyeimbangkan antara produksi radikal bebas dan antioksidan. Menurut 

pernyataan Kumbhare et al. (2023) antioksidan yang berasal dari tanaman dapat 

dijadikan alternatif untuk mengurangi masalah infertilitas akibat ROS, sehingga 

senyawa aktif seperti fenolik dan flavonoid, dapat bekerja menangkal dan 

menghambat kerusakan sel.  

2.2 Mus muscullus 

2.2.1 Hewan Coba Mencit 

Hewan coba yang umum dipakai dalam penelitian di laboratorium salah 

satunya adalah mencit (Mus musculus). Mencit dipilih sebagai sumber spermatozoa 

karena memiliki karakteristik yang cocok untuk model induksi stres oksidatif in 

vitro dan uji efek protektif antioksidan. Selain itu, mencit juga memiliki proses 

metabolisme yang mirip dengan manusia serta pertumbuhan reproduksinya relativ 

cepat sehingga memudahkan penyediaan spermatozoa (Rahman et al., 2019). 

Secara taksonomi mencit menurut Widyawaty (2018) adalah sebagai berikut: 

Kingdom   : Animalia 

Filum   : Chordata 

Kelas   : Mamalia 

Ordo  : Rodentia 

Famili  : Muridae 
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Genus  : Mus 

Spesies : Mus musculus (Linnaeus, 1753) 

2.2.2 Sistem Reproduksi Jantan 

Organ reproduksi yang dimiliki mencit jantan diantaranya yaitu testis, 

skrotum, epididimis, vas deferens, kelenjar aksesori, uretra, dan penis (Gambar 

2.3). Organ-organ tersebut berperan penting dalam proses spermatogenesis dan 

transportasi spermatozoa. Mencit jantan akan mencapai kematangan seksual pada 

umur 10-12 minggu sehingga spermanya dapat digunakan sebagai bahan penelitian 

(Nugroho, 2018). 

 
Gambar 2. 3 Sistem Reproduksi Jantan (Nugroho, 2018) 

 

Testis merupakan kelenjar utama pada sistem reproduksi jantan yang 

berperan penting dalam memproduksi spermatozoa. Testis terletak di dalam 

skrotum melalui mekanisme descensus testiculorum yang dikendalikan oleh 

hormon androgen. Testis akan dibungkus oleh tunika vaginalis, yaitu lapisan 

membran yang memisahkan testis dari epididimis di dalam rongga skrotum. Tunika 

vaginalis terbentuk dari peritoneum intra abdomen yang bermigrasi ke dalam 

skrotum selama perkembangan genitalia interna jantan. Setelah testis bermigrasi, 

saluran prosesus vaginalis akan menutup (Fitria dkk., 2015; Noor dkk., 2020). 
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 Hal tersebut menyebabkan suhu di dalam testis lebih rendah 2–4 °C 

dibandingkan suhu tubuh, kondisi ini sangat diperlukan untuk berlangsungnya 

spermatogenesis secara optimal. Terbentuknya spermatogenesis karena testis 

mengandung banyak tubulus seminiferus yang terdiri atas sel epitel, serta testis juga 

mensintesis hormon androgen melalui proses steroidogenesis. Biosintesis hormon 

androgen berlangsung dalam sel leydig di jaringan intertubular yang berperan 

menghasilkan hormon testosteron (Fitria dkk., 2015; Noor dkk., 2020).  

Spermatozoa yang terbentuk di testis akan dialirkan ke epididimis untuk 

proses pematangan dan penyimpanan. Epididimis tersusun dari saluran yang 

berkelok-kelok tidak beraturan, terdiri atas, caput, corpus, dan cauda. Caput 

epididimis memiliki diameter 5-11 mm dengan panjang 400 cm, tersusun atas 7-8 

lobulus yang dilapisi oleh epitel bertingkat silindris tidak bersilia. Epididimis 

berperan sebagai tempat pematangan spermatozoa sekaligus tempat penyimpanan 

sementara spermatozoa yang belum matang (Nugroho, 2018).  

Proses pematangan spermatozoa ditandai menghilangnya protoplasmik 

droplet pada bagian kepala spermatozoa. Pada caput epididimis, berperan menyerap 

cairan yang dihasilkan oleh testis dan juga menghasilkan sekresi cairan dari sel 

epitel. Hal tersebut mendukung perubahan morfologi akrosom, yang meliputi 

kondensasi inti, pelepasan sitoplasma, peningkatan muatan negatif, serta 

penambahan lapisan glikoprotein. Setelah melalui epididimis, spermatozoa 

selanjutnya dialirkan ke vas deferens (Nugroho, 2018). 

Vas deferens berawal dari ujung kauda epididimis di dalam skrotum, 

kemudian melewati kanalis ingunalis menuju rongga tubuh dan berarakhir di uretra 

penis. Sebelum memasuki uretra, vas deferens bergabung dengan saluran vesika 
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seminalis membentuk duktus ejakulatoris. Duktus ejakulatoris akan menuju uretra 

yang menjadi saluran bagi sperma dan urin untuk melewati penis hingga ke luar 

tubuh (Noor dkk., 2020) 

Saat ejakulasi berlangsung, sperma dialirkan melalui vas deferens melalui 

kontraksi peristaltik yang dikendalikan saraf. Di sepanjang vas deferens terdapat 

tiga kelenjar, yakni kelenjar vesikula seminalis, kelenjar prostat, dan kelenjar 

cowper. Ketiga kelenjar tersebut membentuk plasma semen, yang berperan sebagai 

medium bagi sperma sekaligus melindunginya dari lingkungan asam saluran 

reproduksi betina. Sperma yang telah bercampur dengan plasma semen, akan 

didorong sepanjang uretra penis dan dikeluarkan melalui orifisium uretra eksternal 

di ujung penis (Noor dkk., 2020; Iskandar dkk., 2024). 

Penis terdiri dari tiga massa silindris, yakni korpus spongiosum yang 

dikelilingi tunika albuginea dan dua korpus cavernosum penis. Glans penis dilapisi 

epitel berlapis gepeng dengan folikel rambut dan merupakan bagian paling sensitif 

pada penis. Akar penis melekat pada tulang pubis dan berhubungan dengan otot 

ischiocavernosus yang berperan dalam mempertahan ereksi serta proses ejakulasi 

(Putra, 2014). 

2.2.3 Spermatozoa Mencit 

Spermatozoa yang umum digunakan bahan uji berasal dari mencit karena 

dijadikan sebagai model penelitian untuk mengevaluasi tingkat fertilitas. 

Pengujiannya dilakukan dari berbagai faktor, seperti bahan alam, senyawa kimia, 

paparan lingkungan, serta konsentrasi tertentu untuk mengamati pengaruhnya 

terhadap kualitas dan kuantitas spermatozoa. Pemilihan spermatozoa mencit 

sebagai model karena memiliki kemiripan proses spermatogenesis dengan mamalia 

lain (Nugroho, 2018).  
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Spermatozoa merupakan sel gamet jantan yang terbentuk melalui proses 

spermatogenesis di testis dan berfungsi untuk membuahi oosit dalam menghasilkan 

keturunan. Spermatozoa pada mamalia memiliki bentuk dan ukuran kepala yang 

bervariatif. Strukturnya terdiri dari tiga bagian utama yaitu kepala, bagian tengah 

(miedpice), dan ekor (flagellum) (Vieira et al., 2024).  

Kepala mengandung haploid genom dari jantan serta akrosom mengandung 

enzim hidrolitik sebagai organel yang dapat menembus zona pelusida oosit. 

Akrosom termasuk salah satu faktor dalam menentukan bentuk kepala sperma. 

Akrosom spermatozoa mencit menutupi sebagian besar sisi dorsal kepala dan 

memanjang sepanjang apical hook. Bentuk falciform ini terbentuk selama proses  

spermiogenesis, dimana nukleus mengalami elongasi dan berubah menjadi bentuk 

sabit (Yogo, 2022). 

Proses terbentuknya falciform, bersamaan dengan perpindahan vesikel 

akrosomal ke daerah dorsal sehingga akrosom menjadi lebih panjang dan tipis. 

Kepala spermatozoa pada mencit (rodentia) memiliki bentuk sabit atau falciform 

(hook-shaped) dengan lengkungan bagian dorsal (Gambar 2.4). Proses 

pembentukan struktur kepala spermatozoa juga dipengaruhi oleh kondensasi 

kromatin inti yang ditandai dengan pergantian histon oleh protamin (Yogo, 2022).  

Selain itu, pembentukan kepala spermatozoa juga dipengaruhi oleh 

manchette yang merupakan struktur sementara yang tersusun dari mikrotubulus dan 

terbentuk selama tahap spermatid bulat hingga elongasi. Manchette berperan 

penting dalam pembentukan kepala melalui mekanisme pemahatan (sculpting) dan 

pengaturan distribusi komponen sitoskeleton. Manchette tidak hanya berperan 
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dalam pembentukan kepala saja namun juga berperan dalam proses pembentukan 

flagellum (Yogo, 2022).  

Selanjutnya bagian miedpiece memiliki bagian principal piece diselubungi 

oleh fibrous sheath yang dibatasi oleh struktur annulus. Fibrous sheath ini terdiri 

atas kolom ventral dan dorsal yang dihubungkan oleh serangkaian rusuk. Di bagian 

sentralnya, terdapat tonjolan yang berperan menstabilkan cincin aksonema. Kedua 

struktur tersebut berkontribusi dalam menghasilkan gerakan (Syauqy, 2014). 

Miedpiece kaya akan mitokondria yang tersusun secara spiral berfungsi dalam 

menyediakan energi dalam bentuk ATP untuk mendukung motilitas flagellum 

(Vieira et al., 2024).  

Amaral (2022) mengatakan untuk memenuhi kebutuhan energi tersebut, 

spermatozoa memanfaatkan sumber energi baik dari luar (eksogen) maupun dari 

dalam (endogen). Energi tersebut diperoleh melalui dua jalur metabolisme utama 

yang terkompartemenisasi. Jalur tersebut adalah glikolisis berlangsung di principal 

piece dan fosforilasi oksidatif (OXPHOS) terjadi melakui rantai transport electron 

(ETC) yang terletak di midpiece atau lebih tepatnya di membrane mitokondria 

bagian dalam.  

Glikolisis berjalan lebih cepat dan mampu menyediakan ATP secara 

langsung di tempat yang paling dibutuhkan untuk mendukung motilitas flagellum, 

meskipun kurang efisien dalam jumlah ATP yang dihasilkan. Sebaliknya fosforilasi 

oksidatif lebih efisien dalam produksi ATP, namun proses ini bergantung pada 

ketersediaan oksigen dan memerlukan distribusi ATP dari midpiece menuju seluruh 

bagian ekor spermatozoa. Oleh karena itu, ketersediaan ATP yang cukup menjadi 
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dasar motilitas untuk melakukan pergerakkan pada ekor spermatozoa (Amaral, 

2022). 

Flagella spermatozoa mencit dibagi menjadi 3 bagian yaitu bagian tengah 

(midpiece), bagian utama (principal piece), dan bagian ujung (end piece). Pada 

bagian midpiece dan principal piece spermatozoa mencit terdapat struktur disebut 

annulus, yang berfungsi sebagai penghalang sitoplasma dan penanda batas antara 

keduanya. Sementara komponen struktural inti flagellum adalah aksonema 

merupakan komponen flagela yang terdiri dari sembilan mikrotubulus  ganda dan 

dua mikrotubulus tunggal sentral. Panjang flagellum spermatozoa mencit memiliki 

panjang total sekitar 120-130 µm, dengan panjang total sekitar 35-258 µm. Hal 

tersebut dikatakan bahwa spermatozoa mencit lebih panjang dibandingkan dengan 

spermatozoa mamalia yang lain (Yoga, 2022). 

 
Gambar 2. 4 Struktur Morfologi Mencit (Yogo, 2022) 

 

Jika terjadi cacat pada struktur morfologi diatas dapat mengakibatkan 

infertilitas sehingga menyulitkan spermatozoa untuk mencapai gamet betina. Cacat 

bagian tengah dan ekor dapat memengaruhi motilitas, sedangkan cacat bagian 

kepala dapat mengganggu interaksi antara sperma dan oosit untuk pembentukan 

zigot (Vieira et al., 2024). Spermatozoa matang yang baik akan mendukung fungsi 
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sperma dalam mencapai dan menembus ovum. Oleh karena itu, spermatozoa 

matang yang diejakulasikan memelurkan kualitas optimal agar mampu bertahan 

menuju ovum dan melakukan pembuahan (Tanga et al., 2021).  

Pernyataan tersebut didukung oleh Putra (2014) bahwa kualitas 

spermatozoa yang optimal menggambarkan kondisi struktural dan fungsional yang 

baik, sehingga menjadi indikator utama penentu kesuburan. Sperma memiliki 

kualitas yang tinggi apabila memiliki karakteristik normal dan mampu membuahi 

ovum. Penilaian terhadap kualitas sperma umumnya dilakukan berdasarkan 

beberapa parameter penting yaitu motilitas, viabilitas, dan integritas membran. 

Motilitas atau kecepatan gerak maju spermatozoa merupakan parameter 

utama penentu tingkat pembuahan karena daya gerak flagellum memfasilitasi 

perjalana menuju ovum (Nugroho, 2018). Motilitas spermatozoa didorong oleh 

pergerakkan terkoordinasi antara doublet mikrotubulus pada struktur axoneme 

flagelum. Pergerakkan ini bergantung pada aktivitas ATPase dynein sepanjang 

flagelum yang menghasilkan gaya geser (sliding) antara mikrotubulus adjacent, 

sehingga menghasilkan gerakan maju pada spermatozoa. Regulasi motilitas ini 

melibatkan mekanisme yang kompleks, mencakup influx ion calsium (Ca²⁺) ke 

dalam sitoplasma flagellum serta aktivasi persinyalan protein kinase yang 

bergantung pada adenosin mofosfat siklik (cAMP) (Amaral, 2022).  

Pengukuran motilitas pada sperma mencit, diambil dari kauda epididimis 

dengan nilai kontrol umumnya tinggi dan konsistensi antar individu >50% (Creasy 

& Chapin, 2018). Motilitas spermatozoa terbagi menjadi dua yaitu massa dan 

individu. Motilitas massa didefinisikan sebagai persentase total spermatozoa yang 

menunjukkan aktivitas gerak progresif dan non-progresif melalui mikroskopis. 
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Sedangkan motilitas individu adalah pengukuran gerakan sperma tunggal yang 

diukur berdasarkan pola progresif atau non-progresif secara mikroskopis (Tanga et 

al., 2021). Untuk memperoleh data motilitas yang baik, interval waktu dari 

pengambilan sperma sampai pengukuran harus identik antar semua individu yaitu 

pada waktu optimal 15 menit serta tetap mempertahankan pada suhu 37 °C secara 

konsisten salama proses analisis (Martinez, 2022).  

Viabilitas spermatozoa merupakan bagian penting dalam analisis kualitas 

sperma dan syarat keberhasilan fertilisasi. Viabilitas spermatozoa mencit memiliki 

nilai kontrol normal >60% (Garner and Hafez, 2000). Dalam evaluasi viabilitas 

menggunakan metode pewarnaan eosin-nigrosi. Eosin berfungsi sebagai pewarna 

sperma mati yang akan menembus membrane plasma spermatozoa sehingga 

menjadi ungu. Sedangkan nigrosin sebagai pewarna latar belakang untuk 

memberikan kontras. Spermatozoa yang hidup dengan membran utuh tidak 

terwanai dan tetap berwarna putih (Tanga et al., 2021).  

Integritas membran plasma spermatozoa memegang peranan penting dalam 

menjaga fungsi sel dan kesuburan. Metode ini digunakan untuk menganalisis 

membran plasma spermatozoa berdasarkan peningkatakan permeabilitas membrane 

yang mengalami kerusakan. Membran ini berfungsi mempertahankan homeostasis 

intraseluler, melindungi sel dari agen eksternal, serta memfasilitasi interaksi dengan 

oosit dan epitel saluran reproduksi betina (Tanga et al., 2021).  Keutuhan membran 

diperlukan untuk mempertahankan homeostasis sel dan menunjang proses 

fertilisasi, termasuk motilitas, kapasitasi, reaksi akrosom serta pengikatan zona 

pelusida (Hossain et al., 2011).  



28 

 

 

Oleh karena itu, untuk mengevaluasi integritas membran dapat dilakukan 

dengan mengukur peningkatan permeabilitas membrane yang rusak, salah satunya 

melalui uji pembengkakan Hipo-Osmotik (HOS Test) (Tanga et al., 2021). Uji HOS 

digunakan untuk melihat spermatozoa yang memiliki membran fungsional (Vaez et 

al., 2014). Spermatozoa yang memiliki membran plasma utuh akan mengalami 

influx air dalam larutan hipo-osmotik, sehingga ekor melingkar (coiled tail). 

Sebaliknya spermatozoa dengan membran rusak tidak mampu merespon perubahan 

osmotic sehingga ekor tetap lurus. Reaksi ini mencerminkan integritas fungsional 

membrane plasma spermatozoa. Nilai normal uji HOS adalah >60%, jika <60% 

maka kerusakan membran plasma semakin besar dan dapat menurunkan kualitas 

serta potensi fertilitas spermatozoa (Nugroho, 2018).  

2.3 Sumber ROS pada Spermatozoa 

ROS merupakan molekul yang sangat reaktif karena memiliki elektron tak 

berpasangan, sehingga mudah menyerang biomolekul target seperti lipid pada 

membran sel dan karbohidrat pada asam nukleat (Wagner et al., 2018). Produksi 

ROS dapat dihasilkan secara alami selama metabolisme sel. ROS dapat 

dikendalikan oleh sistem antioksidan endogen, seperti superoksida dismutase 

(SOD), yang mengubah anion superoksida menjadi senyawa yang kurang reaktif. 

Namun, jika produksi ROS berlebihan, kondisi ini akan memicu stres oksidatif yang 

dapat merusak berbagai komponen sel (Wang et al., 2025). 

Salah satu sumber utama ROS pada spermatozoa berasal dari mitokondria, 

khususnya selama proses fosforilasi oksidatif di rantai transpor elektron (ETC) 

(O’Flaherty & Scarlata, 2022). Pada kondisi stres oksidatif, gangguan rantai 

transpor elektron dapat meningkatkan kebocoran elektron sehingga produksi ROS 
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meningkat dan memicu terjadinya stres oksidatif (Sadeghi et al., 2022). Kebocoran 

elektron dapat bereaksi dengan oksigen membentuk ROS. Apabila produksi ROS 

mitokondria melebihi kapasitas antioksidan, akan terjadi stres oksiadtif yang 

mengakibatkan penurunan produksi ATP dan merusak mitokondria yang 

mengganggu motilitas sperma (Wang et al., 2025). Menurut Younus et al., (2024) 

menyatakan bahwa kerusakan mitokondria dapat menyebabkan masuknya ion 

kalsium secara berlebihan sehingga mengganggu rantai tranpor elektron. 

ROS yang dihasilkan spermatozoa terdiri atas berbagai jenis, antara lain 

superoksida (·O2
−), hidrogen peroksida (H2O2), radikal proksimal (·ROO), atau 

hidroksil (·OH−). Selain itu juga terdapat nitrogen reaktif (RNS) seperti oksida 

nitrat (·NO), dinitrogen trioksida (N2O3), dan peroksinitrit (ONOO-), dimana 

kehadirannya dapat mempengaruhi fungsi sperma dan menurunkan fertilitas 

(Maynou et al., 2020). Akibatnya, ketika kadar ROS melampaui kapasitas 

antioksidan, dapat terjadi kerusakan pada sel dan DNA spermatozoa (Wagner et al., 

2018).  

Keberadaan ROS menyebabkan membran plasma sperma menjadi rentan 

terhadap radikal bebas yang memicu stres oksidatif. Membran plasma kaya asam 

lemak tak jenuh (PUFA) berperan untuk mendukung fusi membran dan reaksi 

akrosom. Namun komponen membran plasma yang rusak dapat memicu 

peroksidasi lipid, sehingga terjadi kerusakan kimiawi pada membran. Dari proses 

tersebut menghasilkan radikal bebas yang dapat menyebabkan penipisan ATP, 

merusak DNA, dan mengganggu integritas membran sehingga menghambat 

kemampuan sperma (Bouhadana et al., 2025).  
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Menurut pernyataan Sengupta et al., (2024) ROS dapat berasal dari sumber 

endogen seperti varikokel, leukosit, dan spermatozoa belum matang dapat 

mengganggu produksi sperma. Sumber eksogen seperti kebiasaan merokok, 

sehingga terjadi peningkatan kadar nikotin, logam berat, dan radikal bebas yang 

mampu merusak DNA serta menurunkan motilitas. Konsumsi alkohol berlebihan 

juga memicu pembentukan ROS melalui aktivasi enzim sitokrom P450 dan 

NADPH oksidase dapat menyebabkan keruskaan mitokondria dan fragmentasi 

DNA.  

Selain itu, adanya faktor paparan radiasi seperti elektromagnetik yang dapat 

menurunkan konsentrasi dan integritas membran sperma. Faktor lingkungan seperti 

polusi udara dan polusi bahan kimia. juga dapat merusak membran plasma dan 

mengganggu proses spermatogenesis (Gambar 2.5). Nutrisi yang buruk juga dapat 

menurunkan kualitas sperma seperti rendahnya asupan vitamin C, B2, B6, 

selenium, dan Zinc (Dewangga dkk., 2021). 

 
Gambar 2. 5 Dampak stres oksidatif. (a) Sumber ROS, (b) Pengaruh ROS, (c) 

Pengaruh penambahan antioksidan (Sengupta et al., 2024). 

 

Reactive Oxygen Species (ROS) pada kadar fisiologis juga memainkan 

peran penting dalam mendukung fungsi optimal spermatozoa. Oleh karena itu, 
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pelrunya keseimbangan antara ROS dan sistem antioksidan. ROS berfungsi sebagai 

sinyal sel dengan menginduksi produksi adenosin monofosfat siklik (cAMP). 

Peningkatan cAMP ini menghamnat enzim tirosin fosfatase sehingga mendorong 

terjadinya fosforilasi tirosin protein. Fosforilasi tirosin tersebut akan memicu 

kaskade persinyalan untuk proses kapasitasi spermatozoa. Proses kapasitasi 

tersebut bergantung keberadaan ROS dan antioksidan. Selain itu, ROS juga 

mendorong reaksi akrosom, sementara antioksidan dapat menghambat reaksi 

akrosom (Wagner et al., 2018). 

Antioksidan memiliki peran untuk menjaga kesehatan sperma dengan 

mengurangi kadar ROS (Sengupta et al., 2024). Menurut Bouhadana et al. (2025) 

sistem antioksidan ini terdiri dari dua yaitu mekanisme endogen dan eksogen. 

Kedua bekerja sama untuk melindungi sperma dari kerusakan oksidatif. 

Antioksidan dikategorikan menjadi sistem enzimatik maupun non-enzimatik. 

Sistem enzimatik meliputi glutation peroksidase (GPx), superoksida dismutase 

(SOD), dan katalase (CAT) yang merupakan enzim alami yang terdapat dalam 

sperma atau seminal plasma (Gambar 2.6).  

 
Gambar 2.6 Keseimbangan antara antioksidan dan ROS pada sperma. 

(Bouhadana et al., 2025). 
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Kapasitas antioksidan alami sperma terbatas akibat volume sitoplasma yang 

kecil dan penyebaran komponennya terbatas sehingga perlu pendukung tambahan. 

Sistem non-enzimatik berperan dalam mendukung pertahanan untuk menetralkan 

radikal bebas secara langsung dan menjaga keseimbangan redoks dalam sel sperma. 

Antioksidan eksogen berasal dari suplemen makanan seperti buah-buahan, sayuran, 

dan ikan sebagai pendukung sistem pertahanan antioksidan endogen dengan 

menyediakan vitamin, mineral, dan fitokimia yang membantu mencegah 

pembentukan ROS dan peroksidasi lipid (Bouhadana et al., 2025).  

2.4 Hidrogen Peroksida 

Hidrogen peroksida merupakan peroksida sangat sederhana dengan 

senyawa ikatan tunggal oksigen dan dapat berperan sebagai oksidator atau reduktor 

(Duca & Travin., 2020). Menurut Pędziwiatr et al. (2018) hidrogen peroksida 

memiliki senyawa kimia dengan rumus H2O2, yang terdiri dari 2 atom hidrogen dan 

2 atom oksigen (Gambar 2.7). Hidrogen peroksida termasuk kelompok ROS yang 

ditandai dengan adanya elektron tidak berpasangan dalam strukturnya. Hidrogen 

peroksida bersifat sebagai oksidator kuat sehingga mampu merusak makromolekul 

seluler seperti protein, lipid, dan asam nukleat (Abdollahi & Hosseini, 2014).  

Larutan hidrogen peroksida memiliki viskossitas lebih tinggi. Larutan ini memiliki 

warna biru pucat, tidak berbau, dan kental. Namun jika dibiarkan pada suhu ruang, 

larutan ini menjadi tidak berwarna dan mengeluarka bau yang kuat. Hidrogen 

peroksida juga bersifat asam lemah karena tidak sepenuhnya terionisasi dengan air 

(Pędziwiatr et al., 2018).  
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Gambar 2. 7 Struktur kimia hidrogen peroksida (Busing & Levy., 1965). 

 

H₂O₂ tidak hanya berperan sebagai agen oksidatif yang merusak sel, tetapi 

pada konsentrasi rendah juga berperan sebagai molekul sinyal redoks yang dapat 

mengaktifkan sistem antioksidan endogen spermatozoa. Evdokimov et al. (2015) 

melaporkan bahwa inkubasi spermatozoa dengan H₂O₂ konsentrasi rendah yaitu 10 

µM dan 100 µM terbukti meningkatkan kadar glutathione tereduksi (GSH) hingga 

50% dibandingkan kelompok kontrol, serta meningkatkan aktivitas enzim GAPDS 

yang berperan dalam metabolisme energi spermatozoa. Hal ini diduga terjadi 

melalui aktivasi jalur pentosa fosfat yang menghasilkan NADPH, sehingga 

glutathione teroksidasi dapat direduksi kembali menjadi GSH oleh enzim 

glutathione reduktase. Dengan demikian, H₂O₂ pada konsentrasi rendah justru dapat 

memperkuat sistem pertahanan antioksidan endogen spermatozoa, sedangkan pada 

konsentrasi tinggi bersifat toksik dan merusak kualitas spermatozoa. 

Penggunaan H2O2 dimanfaatkan sebagai sumber radikal untuk mengetahui 

mekanisme kerusakan oksidatif karena paparan zat ini secara langsung yang akan 

meningkatkan kadar ROS dalam tubuh memicu kerusakan sel (Wu et al., 2023). 

Menurut Ofoedu et al. (2021) H2O2 dapat menjadi toksik bagi sel jika 

konsentrasinya diberi diatas 50 µM, jika konsentrasi dibawah itu maka tetap terjadi 

toksisitas namun dalam tingkat yang rendah 20 µM. Konsentrasi hidrogen 

peroksida sedang ke tinggi dapat menyebabkan sperma kehilangan mobilitasnya, 

terutama melalui penipisan ATP intraseluler dan penurunan fosforilasi protein 
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aksonema. Sebaliknya, peningkatan H2O2 yang signifikan mendorong peroksidasi 

lipid dan kematian sel (Alahmar., 2019).  

Penambahan kadar H2O2 berlebih memicu pembentukan radikal bebas yang 

sangat reaktif, termasuk radikal hidroksil dan alkoksi (•OH dan OH–) melalui reaksi 

fenton atau Haber waiss, dimana H2O2 adalah produk sampingan metabolisme 

oksigen yang terbentuk melalui reduksi molekul O2 ketika menerima elektron. H2O2 

juga tidak berbahaya karena tingkat reaksinya dengan biomolekul seperti protein, 

lipid, dan DNA relatif rendah (Rashki et al., 2021; Pham et al. 2013; Juan et al., 

2021). Namun jika ada logam tertentu seperti Fe2+ atau Cu+, H2O2 dapat memicu 

pembentukan radikal hidroksil (•OH) yang sangat reaktif sehingga menyebabkan 

kerusakan oksidatif pada berbagai molekul dalam tubuh, termasuk protein, lipid, 

dan DNA (Gambar 2.8) (Terzi., 2020).  

 
Gambar 2. 8 Reaksi fenton (Juan et al., 2021). 

 

Penelitian yang dilakukan Ogawa et al. (2003) konsentrasi H2O2 10mM 

menghasilkan pembentukan ROS tertinggi ditandai dengan peningkatan sinyal 

fluoresensi hijau serta pada inti sel (HS-Os-1) terjadi kerusakan DNA akibat 

oksidasi yang menunjukkan peningkatan fluoresensi. Sementara itu, sel HS-Os-1 

yang dikultur dengan H2O2 1mM menunjukkan fluoresensi merah terang, 

menyebabkan disfungsi potensial membran mitokondria dan perubahan apoptosis 

pada garis sel HS-Os-1. Studi lain yang dilakukan Erdogan et al. (2022) pada sel 

SH-SY5Y diberi paparan H2O2 konsentrasi 250 µM menunjukkan penurunan 
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viabilitas sel 50% serta memicu peningkatan rasio Bax/Bcl-2 yang menunjukkan 

apoptosis pada sel SH-SY5Y. Dari penelitian di atas terbukti bahwa H2O2 salah satu 

faktor pendorong utama kerusakan sel yang mengakibatkan nekrosis dan apoptosis. 

Penelitian terdahulu juga menyatakan bahwa H2O2 merupakan agen 

pengoksidasi yang sangat merusak spermatozoa manusia. H2O2 tidak hanya 

menurunkan kualitas secara fungsional tetapi juga integritas DNA spermatozoa. 

Sperma yang dipapar H2O2 1 mM diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C 

menyebabkan aktivitas sperma menjadi tidak bergerak sehingga menunjukkan 

perubahan signifikan dari stres oksidatif terhadap fungsi sperma (Twigg et al., 

1998). Alqawasmeh et al. (2020) menyatakan bahwa sperma manusia yang 

diinkubasi dengan H2O2 300 µM terbukti menurunkan kualitas sperma, dengan 

penurunan motilitas total sebesar 30% dan kerusakan DNA sebesar 47,4% setelah 

dipapar H2O2 pasca-pencairan. Dengan demikian, hal ini menunjukkan bahwa 

konsentrasi H2O2 jika semakin meningkat justru menyebakan kerusakan 

keseluruhan fungsi spermatozoa. 

2.5 Pengaruh Ekstrak Alfalfa terhadap Kualitas Spermatozoa yang diinduksi 

H2O2  

Pemberian antioksidan dapat mencegah dan mengurangi peroksidasi lipid 

akibat radikal bebas pada membran plasma spermatozoa. Salah satu tanaman yang 

memiliki efek antioksidan karena mensintesis berbagai metabolit sekunder yaitu 

Alfalfa. Alfalfa memiliki senyawa flavonoid yang termasuk kelompok polifenol, 

dimana memiliki kemampuan menetralkan ROS secara langsung, dengan cara 

melepaskan ion hidrogen untuk menangkap radikal bebas seperti OH agar 

menghambat aktivitasnya. Tingginya gugus hidroksil flavonoid berinteraksi 
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dengan senyawa radikal reaktif, membuat oksigen reaktif menjadi stabil sehingga 

radikal menjadi tidak aktif (Suwignyo et al., 2023). 

Menurut Moretti et al. (2023) senyawa antioksidan dari ekstrak tanaman 

dapat meningkatkan mekanisme pertahanan sel dengan merangsang aktivasi enzim 

antioksidan dan menekan aktivitas enzim pro-oksidan. Kandungan ekstraknya akan 

memodulasi produksui ROS, meningkatkan homeostasis redoks, dan mengaktifkan 

berbagai jalur persinyalan, salah satunya Keap1/Nrf2. Jalur ini merupakan 

mekanisme pertahanan utama yang berpartisipasi dalam perlindungan spermatozoa 

terhadap kerusakan oksidatif melalui peningkatan respons antioksidan seluler.  

Dalam kondisi normal, Nrf2 terikat oleh protein Keap1 di sitoplasma. 

Namun, senyawa antioksidan dari tanaman akan memodifikasi protein Keap1, 

sehingga melepaskan Nrf2 untuk masuk kedalam nukleus. Nrf2 akan mengikat 

ARE (antioxidant response element), sehingga memicu enzim antioksidan seperti 

SOD (superoksida dismustase), GSH-px (glutation peroksidase), CAT (katalase), 

NQO10 (NADPH kuinon oksidoreduktor), dan heme oxygenase-1, agar lebih tahan 

terhadap kerusakan oksidatif. Antioksidan berasal dari tanaman juga mengaktifkan 

SIRT1 dan PGC- 1α untuk mendorong pembentukan mitokondria baru, 

meningkatkan efisiensi rantai transport elektron, dan mengatur permeabilitas 

membran mitokondria (Gambar 2.9) (Mararajah et al., 2024; Liu et al., 2025).  
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Gambar 2. 9 Mekanisme antioksidan dan induksi H2O2 (Mararajah et al., 

2024). 

Proses tersebut berperan dalam mempertahankan fungsi mitokondria, 

menjaga kestabilan produksi ATP, dan menekan akumulasi ROS berlebih. 

Mekanisme ini penting dalam mempertahankan kualitas spermatozoa, terutama 

motilitas karena pergerakan spermatozoa sangat bergantung pada ketersediaan 

energi dan keseimbangan status oksidatif sel (Gang et al., 2025). Menurun Leyn 

dkk., (2021) menyatakan bahwa pemberian antioksidan pada konsnetrasi yang tepat 

akan menghasilkan perlindungan maksimal terhadap reaksi peroksidasi lipid yang 

disebabkan oleh radikal bebas pada membrane plasma spermatozoa. Meskipun 

demikian, efektivitas antioksidan tidak selalu berbanding lurus dengan konsentrasi 

yang diberikan. Pemberian antioksidan dari bahan alami pada konsentrasi tinggi 

justru berpotensi menimbulkan efek prooksidan apabila kadar ROS dalam sel relatif 

rendah, sehingga keseimbangan redoks terganggu dan antioksidan berperan 

sebaliknya dalam meningkatkan akumulasi ROS (Bouayed & Bohn, 2010) 

Disisi yang lain, ketika sperma dipapar H2O2 dapat mengganggu 

keseimbangan homeostasis redoks sel pada sel sperma. Ketika sistem pertahanan 

antioksidan tidak mampu berfungsi secara optimal, dapat terjadi kelebihan radikal 

bebas dan oksidannya yang dapat menyerang komponen sel. Kondisi ini 
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menyebabkan disfungsi sel yang pada akhirnya terjadi kematian sel (Kurhaluk et 

al., 2025; Dutta et al., 2019; Yu et al., 2025). H2O2 termasuk zat yang beracun bagi 

spermatozoa karena dapat menghambat motilitas sperma dan menekan produksi 

ATP (Abdallah et al., 2011).  

Proses penghambatan motilitas sperma dapat disebabkan oleh kerentanan 

asam lemak tak jenuh ganda (PUFA) yang melimpah pada membran sperma, 

sehingga memicu reaksi kimia yang dikenal dengan peroksidasi lipid (LPO) 

(Gambar 2.9). Proses LPO akan menghasilkan aldehida lipid yang menyerang 

protein mitokondria, sehingga terjadi penurunan motilitas sperma dan kematian sel. 

Prose tersebut akan memicu reaksi berantai yang dapat mengoksidasi lebih dari 

50% membran spermatozoa (Pujianto et al.,2021; Wagner et al., 2018). Oleh karena 

itu, jika terjadi peningkatan kadar ROS yang disebabkan peroksidasi lipid, maka 

motilitas sperma menurun. Peroksidasi akan mengurangi fleksibilitas membran dan 

mengganggu mekanisme flagellum sehingga menghambat motilitas secara 

keseluruhan (Wagner et al., 2018) 

Dengan demikian, ketika ekstrak tumbuhan yang mengandung senyawa 

antioksidan dikombinasikan dengan H₂O₂, senyawa tersebut berperan 

menghentikan rantai reaksi oksidasi dengan cara menetralkan senyawa perantara 

radikal bebas yang terbentuk akibat paparan H₂O₂. Mekanisme ini bekerja dengan 

menghambat aktivitas oksidatif H₂O₂ sehingga radikal lipid yang terbentuk dapat 

distabilkan dan tidak bereaksi lebih lanjut dengan oksigen maupun molekul lemak 

lain pada membran plasma spermatozoa (Suwignyo et al., 2023).  

Hal ini didukung oleh Mararajah et al., (2024) melaporkan bahwa 

pemberian ekstrak akar Chlorophytum brovilianum yang mengandung flavonoid 
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dan dikombinasikan dengan induksi H₂O₂ 200 µM selama inkubasi 2 jam mampu 

memberikan pengaruh signifikan terhadap motilitas spermatozoa, di mana 

pemberian ekstrak mampu melindungi spermatozoa dari kerusakan akibat H₂O₂. 

Temuan tersebut menunjukkan bahwa senyawa flavonoid dari ekstrak tanaman 

berpotensi memberikan efek protektif terhadap spermatozoa yang mengalami stres 

oksidatif akibat induksi H₂O₂. Mengacu pada hal tersebut, ekstrak alfalfa yang juga 

diketahui kaya akan flavonoid diduga memiliki potensi yang serupa dalam 

melindungi kualitas spermatozoa dari kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh 

induksi H₂O₂. 

2.6 Ekstraksi 

Ekstraksi merupakan proses pemisahan senyawa aktif dari bahan alami. 

Metode ekstraksi dimanfaatkan untuk mendapatkan senyawa antioksidan. Beberapa 

metode ekstraski yang dapat digunakan yaitu maserasi, microwave assisted 

extraction (MAE) dan ultrasonic assisted extraction (UAE) (Fauziyah dkk., 2022). 

Metode ekstraksi salah satu teknik efektif yang bergantung pada jenis pelarut dan 

polaritas pelarut karena kelarutan zat dipengaruhi oleh pelarut tersebut. Proses 

ekstraksi dapat dilakukan dengan atau tanpa pemanasan (Yulinar dkk., 2022). 

Metode ekstraksi yang umum digunakan yaitu maserasi. Metode maserasi 

merupakan senyawa untuk mengisolasi bioaktif. Proses tersebut melibatkan 

perendaman pelarut sehingga tidak memerlukan proses pemanasan agar tidak 

merusak zat aktif. Prosesnya melibatkan perendaman sampel dalam pelarut organik 

pada suhu kamar, sehingga pelarut menembus dinding sel dan rongga sel yang 

berisi senyawa aktif (Wiranata dkk., 2022).  
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Metode maserasi memiliki kelemahan seperti waktunya lama, 

membutuhkan banyak pelarut, dan rentan terhadap reaksi hidrolisis, oksidasi, dan 

ionisasi yang dapat merusak senyawa fenolik. Maserasi berlangsung lambat pada 

suhu rendah, namun suhu tinggi oksidasi senyawa antioksidan menjadi cepat 

(Wiranata dkk., 2022). Pelarut yang dapat digunakan untuk proses ekstraksi yaitu 

methanol, etanol, etil asetat, dan N-heksana, yang mengisolasi senyawa penting 

pada tumbuhan. Prinsipnya serbuk tumbuhan akan larut jika pelarutnya memiliki 

polaritas yang sama (Riasari dkk., 2022). 

Etanol digunakan sebagai pelarut untuk melarutkan komponen antioksidan 

dari golongan metabolit sekunder (Nurhasnawati dkk., 2017) Etanol mengekstrak 

senyawa dengan berbagai tingkat polaritas, mulai dari polar hingga non-polar. 

Etanol memiliki ciri-ciri yaitu tahan terhadap pertumbuhan mikroba, harga relative 

murah, dan bersifat tidak toksik dibandingkan pelarut organik lain (Afifah dkk., 

2023). Etanol dengan titik didih 79°C memerlukan pemanas untuk proses 

pemekatan (Hasanah dan Novian., 2020) Dalam penelitian ini, pelarut yang dipakai 

etanol 70%, karena sifatnya yang lebih polar sehingga lebih efektif dalam 

menghasilkan kadar flavonoid total (Wahyudi dan Minarsih., 2023).  

Sifat polar yang dimiliki etanol 70%, dapat menarik senyawa polar dari 

serbuk simplisia (Prasetya dkk., 2025). Hal tersebut didukung oleh pernyataan 

Andriani dan Murtisiwi (2020) menyatakan bahwa pelarut berkonsentrasi rendah 

menghasilkan kadar senyawa yang lebih tinggi dibandingkan pelarut berkonsentrasi 

tinggi (Yunita dan Khodijah., 2020). Wahyudi dan Minarsih (2023) menyatakan 

bahwa etanol sebagai pelarut sangat mempengaruhi hasil ekstrasi. Etanol 70% 

dengan kandungan air sebesar 15,2% bersifat lebih polar karena jumlah air yang 
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lebih tinggi dan adanya gugus OH bersifat polar, sehingga lebih efisien dalam 

menyaring senyawa metabolit sekunder. 

2.7 Hipotesis Penelitian 

Hipotesis penelitian ini adalah sebagai berikut: 

H1: Pengaruh ekstrak etanol 70% alfafa dengan induksi H2O2 berpengaruh terhadap 

kualitas spermatozoa (Mus musculus) secara in vitro. 

H0: Pengaruh ekstrak etanol 70% alfafa dengan induksi H2O2 tidak berpengaruh 

terhadap kualitas spermatozoa (Mus musculus) secara in vitro. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN  

3.1 Rancangan Penelitian 

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental kuantitatif 

untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol 70% alfafa terhadap kualitas 

spermatozoa mencit (Mus musculus) yang diinduksi H₂O₂ secara in vitro. Penelitian 

ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial yang terdiri dari 2 

faktor yaitu faktor pertama ekstrak etanol Alfafa (E) dengan berbagai konsentrasi 

yaitu 0% (E0), 2% (E1) dan 6% (E2). Faktor kedua adalah H2O2 (H) dengan 

berbagai konsentrasi yaitu 0 µM (H0), 10 µM (H1), dan 50 µM (H2). Setiap 

kombinasi perlakuan dikombinasikan membentuk 9 perlakuan, masing-masing 

diulang sebanyak 3 kali, sehingga terdapat 27 satuan percobaan perlakuan. Adapun 

desain penelitian dari beberapa perlakuan adalah sebagai berikut: 

Tabel 3. 1 Perlakuan pada Penelitian 

Ekstrak Alfalfa 

H2O2 

H0 (H2O2 0 µM) H1 (H2O2 

10 µM) 

H2 (H2O2 50 

µM) 

E0 (Ekstrak Alfalfa 0%) E0H0 E0H1 E0H2 

E1 (Ekstrak Alfalfa 2%) E1H0 E1H1 E1H2 

E2 (Ekstrak Alfalfa 6%) E2H0 E2H1 E2H2 

Keterangan: 

E0H0: Sebagai kontrol  

E1H0: Ekstrak daun alfafa dengan konsentrasi 2% dan H2O2 konsentrasi 0 µM 

E2H0: Ekstrak daun alfafa dengan konsentrasi 6% dan H2O2 konsentrasi 0 µM 

E0H1: Ekstrak daun alfafa dengan konsentrasi 0% dan H2O2 konsentrasi 10 µM 

E1H1: Ekstrak daun alfafa dengan konsentrasi 2% dan H2O2 konsentrasi 10 µM 

E2H1: Ekstrak daun alfafa dengan konsentrasi 6% dan H2O2 konsentrasi 10 µM 

E0H2: Ekstrak daun alfafa dengan konsentrasi 0% dan H2O2 konsentrasi 50 µM 

E1H2: Ekstrak daun alfafa dengan konsentrasi 2% dan H2O2 konsentrasi 50 µM 

E2H2: Ekstrak daun alfafa dengan konsentrasi 6% dan H2O2 konsentrasi 50 µM 
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3.2 Variabel Penelitian 

Penelitian ini menggunakan tiga variabel yang terdiri dari: 

1. Variabel bebas berupa konsentrasi H₂O₂ dan ekstrak etanol 70% alfalfa. 

Perlakuan H₂O₂ terdiri atas 0 µM (kontrol),10 µM (konsentrasi rendah) dan 50 

µM (konsentrasi tinggi), sedangkan perlakuan ekstrak alfalfa menggunakan 

konsentrasi 0%, 2% dan 6%. Konsentrasi tersebut dipilih untuk mengetahui 

pengaruh H₂O₂ dan ekstrak alfalfa terhadap motilitas, viabilitas, dan integritas 

membran spermatozoa.  

2. Variabel terikat meliputi motilitas, viabilitas, dan integritas membran 

spermatozoa pada mencit (Mus musculus). 

3. Variabel kontrol yaitu spermatozoa mencit (Mus musculus) berumur 75 hari. 

Selain itu juga meliputi suhu inkubasi (37°C), waktu inkubasi, serta volume 

sampel yang dianalisis selama penelitian. 

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian  

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2025 hingga April 2026.  

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. 

3.4 Alat dan Bahan  

3.4.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi buchner filtration 

funnel, rotary evaporator, corong, batang pengaduk, beaker glass, erlenmeyer, 

cawan petri, timbangan analitik, set alat bedah, aluminium foil, tabung Eppendorf, 
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inkubator, mikropipet, spuit 3 ml, mikroskop, object glass, cover glass, kertas label, 

dan kertas saring whatman no.1. 

3.4.2 Bahan  

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi cauda epididimis 

mencit (Mus musculus), hidrogen peroksida (30% H2O2 Merck), Etanol 70%, 

Ekstrak daun Alfafa, fruktose, DMSO, Aquades, natrium sitrat, pewarna eosin–

nigrosin, serta sodium chloride 0,9% infus. 

3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Persiapan Ekstrak Alfalfa 

Proses ekstraksi alfalfa metode ini sesuai dengan Raeeszadeh et al (2021) 

yang dimodifikasi. Langkah awal dikumpulkan alfafa kemudian di cuci hingga 

bersih dengan aquades dan dikeringkan selama 24 jam. Setelah proses pencucian 

Alfalfa dimasukkan kedalam oven untuk proses pengeringan pada suhu 45°C. 

Setelah proses pengeringan, kadar air yang hilang ditentukan terlebih dahulu, 

kemudian daun alfalfa yang kering di haluskan. Alfalfa 150 g yang telah dihaluskan 

ditambahkan etanol 70%, kemudian dilarutkan dan direndam selama 72 jam, 

dengan perbandingan bubuk dan pelarut 1:10. Setelah proses perendaman, disaring 

dengan kertas saring whatman no.1 untuk memperoleh filtratnya. Filtrat akan 

diuapkan dengan rotary evaporator pada suhu 40°C hingga menghasilkan ekstrak 

kental. Ekstrak yang pekat disimpan dalam wadah tertutup rapat pada suhu 4°C. 

Ekstrak alfalfa yang pekat dilarutkan kembali dengan DMSO sebanyak 1 ml untuk 

dilanjutkan pada tahap perlakuan sampel (Tumkiratiwong et al., 2014).  

3.5.2 Aklimatisasi dan Isolasi Organ Reproduksi 

Tahapan aklimatisasi dilakukan dengan mempersiapkan hewan coba mencit 

jantan dewasa sebanyak 27 berusia 75 hari lebih dahulu. Semua hewan coba mencit 
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diaklimatisasi selama 1 minggu sebelum dilakukannya isolasi organ agar dapat 

beradaptasi dengan lingkungan baru. Selama tahap aklimatisasi, dipastikan hewan 

coba mencit ditempatkan didalam kandang yang nyaman dan dilengkapi dengan 

pakan serta air minum (Hafza et al., 2017).  

Setelah 7 hari aklimatisasi, memasuki tahapan isolasi organ sesuai metode 

Hafza et al., (2017) yang dimodifikasi. Hewan coba didislokasi terlebih dahulu, 

kemudian hewan coba mencit dibedah menggunakan alat bedah dan diambil bagian 

kauda epididimisnya. Setelah itu, kauda epididimis diletakkan di atas cawan petri 

yang telah berisi 1 ml larutan NaCl 0,9%. Selanjutnya, kauda epipimis dicincang 

secara halus hingga terbentuk suspensi sperma yang homogen. Suspensi tersebut 

selanjutnya dijadikan sebagai sampel uji untuk diberi perlakuan menggunakan 

larutan H₂O₂ dan ekstrak pada konsentrasi yang telah ditetapkan dalam penelitian. 

3.5.3 Inkubasi Spermatozoa dengan H₂O₂ dan Ekstrak 

Langkah selanjutnya berdasarkan Garg et al., (2009) yang dimodifikasi. 

Suspensi spermatozoa dibagi ke dalam beberapa tabung perlakuan yaitu kelompok 

kontrol 0 µM H₂O₂, kelompok 10 µM H₂O₂, dan kelompok 50 µM H₂O₂. Larutan 

stok H2O2 1mM dibuat dari H₂O₂ 30% melalui pengenceran menggunakan akuades 

dan dihomogenkan. Selanjutnya, larutan stok H2O2 ditambahkan ke dalam masing-

masing tabung suspense sperma hingga diperoleh konsentrasi akhir H2O2 sebesar 

10 µM dan 50 µM. 

Proses setelah ditambahkan H₂O₂ berdasarkan metode Russo et al (2006), 

ekstrak daun Alfalfa pada konsentrasi 0%, 2%, dan 6% secara bersamaan juga 

ditambahkan ke masing-masing tabung suspensi. Setiap perlakuan diinkubasi pada 

suhu 37°C, kemudian dilakukan evaluasi motilitas dan viabilitas pada awal inkubasi 

0 menit dan setelah 30 menit inkubasi. Kemudian dilanjutkan dengan pengamatan 
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integritas membran. Pengamatan ini dilakukan secara bertahap untuk melihat 

perubahan kualitas spermatozoa mencit selama diberi perlakuan. 

Tabel 3. 2 Perhitungan Pengenceran Semen 

Perlakuan 

Volume pada… 
Total 

Volume Ekstrak (µl) H2O2 (µl) Suspensi sperma 

E0H0 0 0 200 200 

E0H1 0 2 198 200 

E0H2 0 10 190 200 

E1H0 4 0 196 200 

E1H1 4 2 194 200 

E1H2 4 10 186 200 

E2H0 12 0 188 200 

E2H1 12 2 186 200 

E2H2 12 10 178 200 

 

3.5.4 Uji motilitas  

Pemeriksaan motilitas spermatozoa menurut Elisia (2022), dengan 

meneteskan 20 µL suspensi sperma di atas kaca benda dan ditutup dengan kaca 

penutup, diamati dibawah mikroskop cahaya pada perbesaran 400x. Penilaian 

penilaian dilakukan dengan menghitung persentase spermatozoa hidup, yaitu 

spermatozoa yang progresif dari total spermatozoa dengan nilai kisaran antara 0-

100%. Perhitungan motilitas spermatozoa dapat menggunakan rumus menurut 

Nubatonis dkk (2024), sebagai berikut: 

Motilitas (%) = 
Jumlah spermatozoa motil progresif

Jumlah total  yang diamati
 𝑥 100% 

Perhitungan rerata penurunan motilitas dilakukan menggunakan rumus berikut:  

𝑃𝑒𝑛𝑢𝑟𝑢𝑛𝑎𝑛 𝑚𝑜𝑡𝑖𝑙𝑖𝑡𝑎𝑠 (%) = 𝑃𝑒𝑟𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑠𝑒 𝑚0 − 𝑃𝑒𝑟𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑠𝑒 𝑚30 

𝑥 (%) =
∑𝑥

𝑛
 

Keterangan:  

M0   :Persentase motilitas spermatozoa sebelum perlakuan (%) 

M30  :Persentase motilitas spermatozoa setelah inkubasi/perlakuan 30 menit (%) 
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X      :Persentase rerata penurunan motilitas (%) 

∑x    :jumlah seluruh nilai penurunan motilitas dari setiap ulangan (%) 

n       :jumlah ulangan 

3.5.5 Uji Viabilitas 

Penilaian viabilitas spermatozoa dilakukan menggunakan metode pewarnaan 

eosin–nigrosin sesuai dengan Braune et al., (2025) dan Peris et al., (2025) larutan 

pewarna dibuat dengan dengan melarutkan 0,67 g eosin dan 10 g nigrosine dalam 

100 mL aquades. Larutan tersebut dipanaskan kemudian didinginkan, disaring, dan 

disimpan dalam botol gelap. Preparat dibuat dengan meneteskan suspensi sperma 

10 µL dan larutan pewarna eosin-nigrosin, kemudian dibuat apus tipis, dikeringkan, 

dan diamati di bawah mikroskop cahaya dengan pembesaran 400x. Spermatozoa 

yang hidup atau layak ditandai dengan kepala putih, sementara spermatozoa yang 

mati memiliki kepala yang berwarna merah atau merah muda. Persentase viabilitas 

kemudian dihitung dengan rumus (Barek dkk., 2020):  

Viabilitas (%) = 
Jumlah spermatozoa hidup

Jumlah total yang diamati
 𝑥 100% 

Perhitungan rerata penurunan motilitas dilakukan menggunakan rumus berikut: 

𝑃𝑒𝑛𝑢𝑟𝑢𝑛𝑎𝑛 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑎𝑠 (%) = 𝑃𝑒𝑟𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑠𝑒 𝑣0 − 𝑃𝑒𝑟𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑠𝑒 𝑣30 

𝑥 (%) =
∑𝑥

𝑛
 

Keterangan:  

V0 :Persentase viabilitas spermatozoa sebelum perlakuan (%) 

V30     :Persentase viabilitas spermatozoa setelah inkubasi/perlakuan 30 menit (%) 

X         :Rerata penurunan viabilitas (%) 

∑x      :Jumlah seluruh nilai penurunan viabilitas dari setiap ulangan (%) 

n        :Jumlah ulangan 



48 

 

 

3.5.6 Uji integritas membran 

Penilaian integritas membran dilakukan dengan metode pewarnaan HOST 

(Hypo osmotic Swelling Test) yang sesuai dengan Saputra dkk., (2021). Larutan 

HOST dibuat terlebih dahulu dengan melarutkan 0,31 g natrium sitrat dan 0,565 g 

fruktosa yang dilarutkan dalam 50 ml aquades. Setelah pengamatan motilitas dan 

viabilitas, suspensi spermatozoa hasil perlakuan digunakan untuk pemeriksaan 

integritas membran. Sebanyak 10 μL suspensi sperma dipindahkan ke tabung 

Eppendorf, kemudian ditambahkan 5 μL larutan HOST dan diinkubasi pada suhu 

37°C selama 30 menit. Setelah proses inkubasi, suspensi sperma diteteskan diatas 

gelas objek. kemudian diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 400x. Utami 

& Ducha (2023) menyatakan bahwa persentase membran sperma yang normal 

ditunjukkan dengan ekor sel yang menggulung, sedangkan membran yang rusak 

ditandai dengan bentuk ekor yang lurus. Hasil yang didapatkan dihitung 

menggunakan rumus: 

Integritas membran (%) = 
Spermatozoa menggulung

Spermatozoa menggulung+spermatozoa lurus
 𝑥 100% 

3.6 Analisis Data 

Data hasil penelitian yang diperoleh berupa motilitas, viabilitas, dan 

integritas membran spermatozoa yang dianalisis menggunakan program SPSS 

(IBM Corp., 2013). Analisis diawali dengan uji normalitas menggunakan uji 

Kolmogorov-Smirnov atau Shapiro-Wilk untuk mengetahui apakah data 

berdistribusi normal. Selanjutnya dilakukan uji homogenitas untuk mengetahui 

kesamaan varian antar kelompok perlakuan. Data yang memenuhi asumsi 

normalitas dan homogenitas kemudian dianalisis secara statistik menggunakan uji 

ANOVA faktorial pada taraf signifikansi p<0,05. Apabila hasil uji ANOVA 
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menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (p<0,05), maka dilanjutkan 

dengan uji lebih lanjut antar perlakuan. Pemilihan uji lanjut didasarkan pada nilai 

Koefisien Keragaman (KK). Berdasarkan hasil  analisis yang diperoleh, nilai KK 

menunjukkan >10%, maka uji lanjut yang digunakan adalah uji Duncan untuk 

mengetahui perbedaan nyata antar perlakuan. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

4.1 Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Alfalfa dengan Induksi H2O2 Terhadap 

Motilitas Spermatozoa Mus musculus Secara In Vitro 

Motilitas merupakan indikator penting kualitas spermatozoa karena 

mencerminkan kemampuan sel untuk bergerak secara progresif. Dalam penelitian 

ini pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa dengan induksi H₂O₂ menunjukkan adanya 

pengaruh terhadap motilitas spermatozoa secara deskriptif. Hal ini terlihat adanya 

penurunan dari rerata motilitas pada masing-masing perlakuan, dari waktu 0 menit 

sampai setelah inkubasi 30 menit (Tabel 4.1).  

Tabel 4. 1 Rerata Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Alfalfa dengan Induksi H2O2 

Terhadap Motilitas Spermatozoa Mus musculus Secara In Vitro 

Perlakuan  Rerata Penurunan (%) ± SD 

E0H0 13.95 ± 9.00 

E0H1 9.44 ± 3.51 

E0H2 10.26 ± 8.08 

E1H0 9.87 ± 8.12 

E1H1 11.23 ± 1.85 

E1H2 4.08 ± 7.85 

E2H0 7.97 ± 9.33 

E2H1 14.19 ± 9.16 

E2H2 10.75 ± 7.02 

  

Nilai rerata pada tabel 4.1 diperoleh dari selisih rerata persentase motilitas 

spermatozoa dari waktu 0 menit ke 30 menit pada setiap perlakuan. Selisih tersebut 

menunjukkan penurunan viabilitas spermatozoa setelah inkubasi selama 30 menit. 

Semakin kecil penurunan viabilitas yang diperoleh, maka semakin baik 

kemampuan perlakuan dalam mempertahankan motilitas spermatozoa, begitu 

sebaliknya. 
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Rerata penurunan motilitas spermatozoa yang diperoleh baik diberi 

perlakuan secara tunggal maupun dikombinasikan dengan H2O2 dan yang tidak 

diberi perlakuan yaitu kelompok kontrol, menunjukkan rerata persentase yang 

berbeda. Pada kelompok kontrol tanpa perlakuan (E0H0) diperoleh rerata 

penurunan motilitas sebsar 13,95%, nilai ini lebih tinggi dibanding perlakuan 

lainnya. Tingginya penurunan motilitas pada kelompok kontrol diduga berkaitan 

dengan tidak adanya sumber energi yang dapat menunjang aktivitas kemampuan 

motilitas selama inkubasi.  

Menurut Octaviani dkk., (2021) penurunan motilitas dapat terjadi seiring 

bertambahnya waktu inkubasi karena produksi ROS melebihi kapasitas enzim 

endogen antioksidan. Selama inkubasi, metabolisme sel mengalami peningkatan 

sehingga memicu terjadinya peroksidasi lipid. Hal tersebut berpotensi merusak 

membran plasma dan mengganggu kinerja mitokondria dalam menghasilkan energi 

untuk pergerakkan spermatozoa. Kondisi ini juga memicu akumulasi asam laktat 

yang menurunkan pH medium menjadi lebih asam, sehingga berpotensi merusak 

organel sel dan menghambat produksi energi (Adira dkk., 2026). Hal ini sejalan 

dengan pernyataan Laos dkk., (2021) mengatakan bahwa tingginya nilai penurunan 

motilitas selama inkubasi dapat menghasilkan radikal bebas yang mengakibatkan 

peningkatan reaksi oksidasi sehingga sumber energi motilitas menurun. Dengan 

demikian, spermatozoa menjadi lebih rentan terhadap pembentukan ROS dan 

mengalami penurunan kemampuan gerak.  

Keterbatasan ketersediaan energi pada spermatozoa juga dapat dipengaruhi 

oleh jenis pengencer yang digunakan. Dalam penelitian ini pengencer yang 

digunakan yaitu Nacl fisiologis 0,9%. Menurut Nurfitrih dkk., (2023) menyatakan 
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bahwa larutan NaCL sebagai pengencer menunjukkan hasil yang kurang optimal 

karena kurang menyediakan energi yang diperlukan oleh spermatozoa, sehingga 

perlu ditambahkan komponen lain yang mampu mempertahankan motilitas. Akibat 

kondisi tersebut, kemampuan spermatozoa dalam menyediakan energi untuk 

pergerakkan menjadi terbatas. 

Pemberian ekstrak alfalfa secara tunggal tanpa induksi H2O2, pada perlakuan 

E1H0 yaitu pemberian ekstrak alfalfa konsentrasi 2% menunjukkan rerata 

penurunan motilitas sebesar 9,87% lebih rendah dibandingkan perlakuan kontrol 

E0H0 sebesar 13,95%. Selanjutnya pada perlakuan E2H0 yaitu pemberian ekstrak 

alfalfa konsentrasi tinggi 6% rerata penurunan motilitas lebih rendah sebesar 

7,97%. Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak alfalfa konsentrasi 6% terdapat 

kecenderungan dalam mempertahankan motilitas spermatozoa dibandingkan 

konsentrasi 2%, namun keduanya lebih protektif dibandingkan kelompok kontrol 

tanpa pemberian alfalfa. Temuan ini sejalan dengan penelitian Biagi et al., (2019) 

bahwa pemberian ekstrak Castanea sativa yang mengandung flavonoid tidak 

memberikan efek toksik terhadap motilitas spermatozoa sehingga motilitas tetap 

dapat dipertahankan seiring bertambahnya konsentrasi yang dibrikan.  

Kemampuan ekstrak dalam mempertahankan motilitas spermatozoa 

berkaitan dengan kandungan senyawa bioaktif yang bersifat antioksidan. Ekstrak 

alfalfa dalam penelitian ini diketahui mengandung senyawa bioaktif. Menurut 

Darni dkk., (2016) alfalfa merupakan tanaman yang kaya akan metabolit sekunder 

terutama senyawa flavonoid yang diketahui memiliki aktivitas antioksidan. 

Padmiswari dkk., (2025) mengatakan bahwa senyawa flavonoid diketahui memiliki 

aktivitas antioksidan yang mampu menangkap radikal bebas. Oleh sebab itu, 
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kandungan antioksidan dalam ekstrak mampu melindungi spermatozoa dari 

kerusakan akibat ROS selama proses inkubasi, sehingga motilitas spermatozoa 

tetap dapat dipertahankan.  

Sementara itu, pada perlakuan H2O2 secara unggal sebagai sumber radikal 

bebas untuk menginduksi ROS, spermatozoa mencit diberi perlakuan dengan 

tingkat konsentrasi yang berbeda. Pada perlakuan E0H1 yaitu pemberian H2O2 

konsentrasi 10µM menunjukkan rerata penurunan motilitas spermatozoa sebesar 

9,44% lebih rendah dibandingkan perlakuan kontrol E0H0 sebesar 13,95%. 

Selanjutnya, pada perlakuan E0H2 yaitu pemberian H2O2 konsentrasi tinggi 50µM, 

rerata penurunan motilitas sebesar 10,26% lebih tinggi dibandingkan E0H1. Hal ini 

menunjukkan bahwa respon spermatozoa mencit masih mampu mempertahankan 

motilitasnya baik pada konsentrasi rendah maupun tinggi selama inkubasi. Berbeda 

dengan penelitian Garg et al., (2009) melaporkan bahwa pemberian H2O2 

konsentrasi 50 µM terhadap spermatozoa kerbau sudah meningkatkan kadar MDA 

sehingga motilitas menurun lebih besar, sedangkan pada konsentrasi rendah kadar 

MDA belum meningkat namun motilitas spermatozoa sudah terlihat menurun. 

Menurut Alahmar (2019), H2O2 dapat bersifat toksik terhadap sel apabila 

konsentrasi yang diberikan diatas 50 µM, sehingga dapat menyebabkan 

spermatozoa kehilangan motilitasnya. Hal ini didukung oleh penelitian Mahfouz et 

al., (2010) bahwa pemberian H2O2 pada konsentrasi tinggi (100mM) dapat 

meningkatkan penurunan motilitas spermatozoa sebesar 16% akibat peningkatan 

kadar ROS intraseluler selama diinkubasi 15 menit.  

Pada penelitian ini, induksi H2O2 50 µM tunggal selama inkubasi 30 menit 

belum menyebabkan peningkatan penurunan motilitas spermatozoa yang lebih 
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besar. Berbeda dengan penelitian De Castro et al., (2016) melaporkan bahwa 

pemberian H2O2 50 µM sudah dapat meningkatkan penurunan motilitas 

spermatozoa selama inkubasi 1 jam. Dengan demikian, pada penelitian ini 

pemberian H2O2 secara tunggal terhadap motilitas spermatozoa dipengaruhi oleh 

konsentrasi yang diberikan belum cukup tinggi dan waktu inkubasi yang relatif 

singkat, sehingga paparan H2O2 pada penelitian ini belum cukup untuk 

meningkatkan produksi ROS secara optimal. Menurut Karunakaran et al., (2012) 

jika produksi ROS meningkat akibat H2O2, motilitas spermatozoa dapat terganggu 

akibat terjadinya stres oksidatif. Hal ini akan berdampak pada tingginya penurunan 

motilitas spermatozoa melalui kerusakan komponen sel dan gangguan pergerakkan 

spermatozoa.  

Berbeda dengan perlakuan tunggal, kombinasi ekstrak alfalfa dengan H2O2 

konsentrasi rendah pada motilitas justru menunjukkan penurunan meningkat 

dibandingkan perlakuan alfalfa tunggal. Pada perlakuan E1H1 menunjukkan rerata 

penurunan motilitas lebih tinggi sebesar 11,23%, dibandingkan E1H0 sebesar 

9,87%. Meningkatnya nilai motilitas terlihat jelas pada perlakuan E2H1 dengan 

rerata penurunan motilitas lebih tinggi sebesar 14,19% dibandingkan E2H0 sebesar 

7,97% dan juga lebih tinggi dari kelompok kontrol. Hasil tersebut mengindikasikan 

bahwa kombinasi ekstrak alfalfa 6% dengan H2O2 10µM (E2H1) justru tidak 

memberikan efek protektif yang optimal terhadap motilitas spermatozoa mencit 

melainkan memperburuk kondisi sel. Hasil ini berbeda dengan penelitian Mararajah 

et al., (2024) melaporkan bahwa pemberian ekstrak akar Chlorophytum 

brovilianum baik konsentrasi rendah maupun tinggi yang dikombinasikan dengan 

induksi H2O2 200 µM selama inkubasi 2 jam mampu memberikan pengaruh 
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signifikan terhadap motilitas, di mana pemberian ekstrak mampu melindungi 

spermatozoa dari kerusakan akibat H2O2.  

Perbedaan tersebut diduga berkaitan dengan konsentrasi H2O2 yang 

diberikan kurang menjadikan sumber radikal bebas, sehingga kombinasi alfalfa 6% 

dan H2O2 10 µM belum mampu memberikan efek protektif yang optimal terhadap 

motilitas spermatozoa. Menurut Bouayed dan Bohn (2010), pemberian antioksidan 

dari bahan alami pada konsentrasi tinggi dapat memberikan efek merugikan apabila 

jumlah ROS dalam sel relatif rendah, karena keseimbangan redoks terganggu 

sehingga antioksidan justru berperan sebagai pro-oksidan dan meningkatkan 

akumulasi ROS. 

Pola yang berbeda juga pada kombinasi lainnya, ketika konsentrasi H2O2 

dinaikkan menjadi 50µM. Pada perlakuan E1H2 rerata penurunan motilitas justru 

paling rendah diseluruh perlakuan yaitu sebesar 4,08% dibandingkan pada 

perlakuan E1H0 sebesar 9,87% maupun E1H1 sebesar 11,23%. Nilai tersebut 

mengindikasikan bahwa pemberian ekstrak alfalfa konsentrasi 2% yang 

dikombinasikan dengan H2O2 konsentrasi tinggi justru memberikan efek protektif 

paling optimal dalam mempertahankan motilitas spermatozoa. 

Temuan tersebut sejalan dengan penelitian Takalani et al., (2026) 

melaporkan bahwa pemberian ekstrak air teh putih dari Camellia sinensis juga 

mengandung senyawa polifenol yang mampu mempertahankan motilitas 

spermatozoa pada konsentrasi rendah setelah diinduksi kumena hidroperoksida. Hal 

ini relevan mengingat ekstrak alfalfa mengandung flavonoid yang merupakan 

bagian dari golongan senyawa polifenol, sehingga aktivitas ini menunjukkan 
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adanya efek protektif antioksidan dalam menekan ROS sehingga motilitas dapat 

bertahan setelah induksi stres oksidatif.   

Rahman et al., (2019) mengatakan bahwa antioksidan merupakan molekul 

yang dapat menekan proses oksidasi, sehingga mencegah terjadi stres oksidatif. 

Antioksidan membantu dalam meningkatkan sintesis antioksidan endogen melalui 

aktivasi jalur Nrf2 untuk memberikan perlindungan tambahan (Soewondo et al., 

2025). Dengan demikian, kandungan antioksidan pada ekstrak alfalfa konsentrasi 

rendahd yang dikombinasikan dengan H2O2 50 µM mampu meningkatkan aktivitas 

sistem antioksidan spermatozoa sehingga pembentukan radikal bebas dapat ditekan 

dan motilitas spermatozoa tetap terjaga selama proses inkubasi.  

Sementara itu, pada perlakuan E2H2 rerata penurunan motilitas sebesar 

10,75%. Nilai tersebut meningkat dibandingkan E2H0 sebesar 7,97%, namun 

menurun jika dibandingkan dengan E2H1 sebesar 14,19%. Hasil ini menunjukkan 

bahwa pada konsentrasi alfalfa tinggi seiring peningkatan konsentrasi H2O2 dari 10 

µM ke 50 µM tidak memperburuk kondisi sel secara berkelanjutan, melainkan 

memberikan perbaikan ringan meskipun efek protektifnya belum mencapai tingkat 

yang diperoleh pada kombinasi alfalfa konsentrasi rendah.  

Hal tersebut diduga karena H2O2 pada konsentrasi tertentu juga dapat 

berperan mengaktifkan sistem antioksidan endogen spermatozoa. Menurut Pena et 

al., (2019), H2O2 diketahui juga berperan dalam persinyalan redoks karena mampu 

mengoksidasi residu tertentu sehingga dapat mengatur aktivitas seluler secara 

reversible dan respon antioksidan endogen. Hal ini didukung oleh Evdokimov et 

al., (2015) melaporkan bahwa pemberian H2O2 pada konsentrasi 10 µM dan 100 

µM selama inkubasi 1 jam dapat meningkatkan kadar gluthahione (GSH) sebagai 



57 

 

 

sistem antioksidan endogen spermatozoa serta meningkatkan aktivitas enzim 

glikolitik GAPDS.  

Perbandingan seluruh kelompok perlakuan menunjukkan bahwa hubungan 

antara konsentrasi H2O2 dan ekstrak alfalfa terhadap motilitas spermatozoa bersifat 

tidak linier. Pada ekstrak alfalfa konsentrasi rendah (2%) seiring bertambahnya 

konsentrasi H2O2 dari 0 ke 10 µM justru sedikit meningkatkan penurunan motilitas 

pada perlakuan E1H0 sebesar 9,87% menjadi 11,23% pada perlakuan E1H1. 

Namun pada konsentrasi H2O2 50 µM penurunan motilitas turun menjadi nilai 

terendah pada perlakuan E1H2 sebesar 4,08%.  Pola ini menunnjukkan bahwa efek 

antioksidan pada alfalfa konsentrasi rendah tercapai pada H2O2 konsentrasi tinggi. 

Sebaliknya, ekstrak alfalfa konsentrasi tinggi (6%) menunjukkan penurunan 

motilitas tertinggi ketika dikombinasikan dengan H2O2 10 µM. Hal ini ditunjukkan 

pada perlakuan E2H0 sebesar 7,97% menjadi 14,19% pada perlakuan E2H1, 

kemudian menurun pada perlakuan E2H2 sebesar 10,75% namun tetap lebih tinggi 

dibandingkan perlakuan alfalfa tunggal. Pola ini mengindikasikan bahwa pada 

konsentrasi ekstrak alfalfa 6%, keseimbangan redoks sel lebih sensitif terganggu 

pada rentang konsentrasi H2O2 tertentu. Sejalan dengan pernyataan Alharbi (2024) 

bahwa pemberian antioksidan secara berlebihan dapat memicu ketidakseimbangan 

redoks yang justru meningkatkan kondisi oksidatif dan berdampak negatif terhadap 

kualitas spermatozoa. Dalam kondisi fisiologis normal, spermatozoa membutuhkan 

keseimbangan antara pembentukan ROS dan kapasitas antioksidan untuk 

mempertahankan fungsi sel, sehingga apabila keseimbangan tersebut terganggu 

maka dapat menyebabkan kerusakan sel (De Luca et al., 2021; Pujianto et al., 2021; 

Simanjuntak & Zulham, 2020). 
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Dengan demikian, mekanisme aktivasi antioksidan oleh H2O2 ini terjadi 

pada kedua kombinasi baik E1H2 maupun E2H2, namun hasilnya berbeda. Pada 

perlakuan E1H2, ekstrak alfalfa konsentrasi rendah mekanisme keduanya bekerja 

sinergis, sehingga penurunan motilitas paling rendah. Pada perlakuane E2H2, 

ekstrak alfalfa konsentrasi tinggi justru membebani sel, sehingga aktivasi 

antioksidan oleh H2O2 tidak cukup untuk mengimbangi beban tersebut. Pernyataan 

tersebut didukung oleh Seddiki & Moreira da Silva (2017) menyatakan bahwa 

senyawa antioksidan berupa flavonoid menunjukkan aktivitas protektif yang efektif 

pada konsentrasi rendah, namun berpotensi sitotoksitas pada konsentrasi tinggi. 

Data hasil penurunan motilitas spermatozoa yang diperoleh diatas kemudian 

dianalisis secara statistik menggunakan ANOVA faktorial untuk mengetahui 

signifikansinya (Tabel 4.2).  

Tabel 4. 2 Hasil Uji ANOVA faktorial Pengaruh Kombinasi Ekstrak Etanol 70% 

Alfalfa dengan Induksi H2O2 Terhadap Motilitas Spermatozoa Mus 

musculus Secara In Vitro 

SK DB JK  KT Fhitung F 5% 

E 2 43.96 21.979 0.374 3.55 

H 2 49.99 24.994 0.425 3.55 

E*H 4 129.54 32.385 0.550 2.93 

Galat 18 1058.92 58.829     

 

Hasil uji ANOVA faktorial pada tabel 4.2 tersebut menunjukkan bahwa perlakuan 

yang diberi ekstrak alfalfa tunggal (konsentrasi 2% maupun 6%), H2O2 tunggal 

(konsentrasi 10µM maupun 50 µM), atau interaksi antara keduanya tidak 

berpengaruh signifikan terhadap penurunan motilitas spermatozoa. Hal ini 

ditunjukan oleh nilai Fhitung lebih rendah dibandingkan Ftabel. Tidak adanya pengaruh 

signifikan pada ketiga faktor tersebut diduga karena konsentrasi H2O2 yang 

diberikan tidak melebihi 50 µM dengan waktu inkubasi hanya 30 menit, sehingga 
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tekanan oksidatif yang terbentuk belum cukup optimal untuk menghasilkan 

perbedaan respons motilitas yang nyata antar kelompok perlakuan.  

Menurut De Castro et al., (2016) melaporkan bahwa pemberian H2O2 50µM 

mampu meningkatkan penurunan motilitas spermatozoa setelah inkubasi 1 jam. 

Sementara itu, Mahfouz et al., (2010) juga melaporkan bahwa H2O2 konsentrasi 

tinggi (100mM) selama 15 menit dapat meningkatkan produksi ROS. Oleh karena 

itu, konsentrasi dan waktu inkubasi H2O2 pada penelitian ini diduga belum cukup 

menyebabkan tekanan oksidatif yang berdampak nyata terhadap motilitas 

spermatozoa, meskipun secara deskriptif tetap terlihat variasi rerata penurunan 

motilitas antar kelompok perlakuan, seperti pada kombinasi E1H2 penurunan 

motilitas yang paling rendah dan E2H1 yang paling tinggi. 

4.2 Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Alfalfa dengan Induksi H2O2 Terhadap 

Viabilitas Spermatozoa Mus musculus Secara In Vitro 

Viabilitas merupakan indikator kemampuan hidup spermatozoa yang 

mencerminkan integritas membran sel dan kestabilan fisiologisnya. Menurut 

Setionio dkk., (2022) pengukuran viabilitas ini merupakan indikator kemampuan 

hidup sel yang mencerminkan integritas membran plasma. Pengukuran viabilitas 

biasanya dilakukan dengan metode penyerapan warna eosin nigrosin, karena 

spermatozoa dengan membran yang rusak akan lebih mudah menyerap warna. Pada 

pengamatan mikroskopik, spermatozoa yang masih hidup terlihat kepala transparan 

sedangkan spermatozoa yang mati berwarna gelap sehingga dapat membedakan 

kondisi hidup dan mati sel dengan jelas. Hal ini terlihat pada (Gambar 4.1).  
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Gambar 4. 1 Hasil Pengamatan Viabilitas Spermatozoa menggunakan mikroskop 

cahaya pada perbesaran 400x dengan pewarnaan eosin nigrosin. (a) 

sperma hidup, (b) sperma mati. 

 

Hasil pengamatan yang di peroleh dalam penelitian ini menunjukkan adanya 

penurunan rerata viabilitas pada masing-masing perlakuan, dari waktu 0 menit 

sampai setelah inkubasi 30 menit (Tabel 4.3). 

Tabel 4. 3 Rerata Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Alfalfa dengan Induksi H2O2 

Terhadap Viabilitas Spermatozoa Mus musculus Secara In Vitro 

Perlakuan Rerata penurunan (%) ± SD 

E0H0 12.10 ± 4.65 

E0H1 9.82 ± 10.54 

E0H2 11.47 ± 9.53 

E1H0 21.94 ± 4.48 

E1H1 16.47 ± 12.38 

E1H2 5.69 ± 3.23 

E2H0 18.12 ± 5.88 

E2H1 12.90 ± 2.74 

E2H2 26.65 ± 0.83 

 

 

Nilai rerata pada tabel 4.3 diperoleh dari selisih rerata persentase viabilitas 

spermatozoa dari waktu 0 menit ke 30 menit pada setiap perlakuan. Selisih tersebut 

menunjukkan penurunan viabilitas spermatozoa setelah inkubasi selama 30 menit. 

Semakin kecil penurunan viabilitas yang diperoleh, maka semakin baik 
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kemampuan perlakuan dalam mempertahankan motilitas spermatozoa, begitu 

sebaliknya. 

Rerata penurunan viabilitas, baik pada perlakuan tunggal maupun 

dikombinasikan dengan H2O2 dan yang tidak diberi perlakuan yaitu kelompok 

kontrol, menunjukkan rerata persentase yang berbeda. Pada kelompok kontrol tanpa 

perlakuan E0H0 menunjukkan rerata penurunan viabilitas lebih tinggi sebesar 12%. 

Nilai ini menunjukkan bahwa rerata persentase viabilitas spermatozoa masih dapat 

dipertahankan oleh sperma selama inkubasi 30 menit, sehingga sebagai acuan 

dalam menilai perubahan viabilitas akibat pemberian ekstrak alfalfa dan H2O2.  

Spermatozoa ketika diberi ekstrak alfalfa secara tunggal tanpa induksi H2O2, 

menunjukkan rerata penurunan viabilitas spermatozoa mencit meningkat 

dibandingkan kontrol. Perlakuan E1H0 menunjukkan penurunan viabilitas 

spermatozoa sebesar 21,94%, kemudian menurun pada perlakuan E2H0 sebesar 

18,12%.  Kedua nilai tersebut lebih tinggi dibandingkan kontrol E0H0 (12,10%). 

Hasil tersebut mengindikasikan bahwa pemberian ekstrak alfalfa tunggal belum 

memberikan efek protektif yang optimal terhadap viabilitas spermatozoa, meskipun 

pada konsentrasi yang lebih tinggi 6% penurunan yang terjadi sedikit lebih rendah 

dibandingkan konsentrasi 2%. Temuan ini sejalan dengan Phankhieo et al., (2025) 

melaporkan bahwa pemberian ekstrak daun Paederia foetida yang diketahui 

mengandung senyawa flavonoid dan fenolik, baik pada konsentrasi rendah maupun 

tinggi, pemberian ekstrak belum mampu memberikan efek protektif yang optimal 

terhadap viabilitas spermatozoa selama inkubasi.  

Menurut Subani (2014) pemberian ekstrak pada konsentrasi tinggi dapat 

menimbulkan efek pro-oksidan sehingga terjadi ketidakseimbangan antara senyawa 
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antioksidan dan oksidan di dalam sel spermatozoa, yang menyebabkan menurunnya 

daya hidup spermatozoa. Peningkatan penurunan viabilitas spermatozoa diduga 

berkaitan dengan kandungan senyawa aktif yang terdapat di dalam ekstrak alfalfa. 

Aitken et al., (2016) mengatakan bahwa senyawa polifenol dapat menstimulasi 

aktivitas pro-oksidan pada kondisi tertentu.  

Sementara itu, ketika spermatozoa mencit diberi H2O2 secara tunggal 

menunjukkan rerata penurunan viabilitas menurun dibandingkan kelompok kontrol 

E0H0, baik pada konsentrasi rendah 10 µM maupun tinggi 50 µM dengan rerata 

persentase penurunan pada E0H1 sebesar 9,82% kemudian meningkat pada 

perlakuan E0H2 sebesar 11,47%. Nilai tersebut mengindikasikan bahwa 

peningkatan konsentrasi H2O2 dari 10 µM ke 50 µM cenderung meningkatkan 

penurunan viabilitas spermatozoa, meskipun keduanya masih berada dibawah nilai 

kontrol E0H0 (12,10%). Hal ini menunjukkan bahwa ROS yang terbentuk belum 

menyebabkan kerusakan membran spermatozoa secara berlebihan, sehingga respon 

spermatozoa mencit terhadap viabilitas masih dapat ditoleransi. Berbeda dengan 

penelitian Garg et al., (2009) melaporkan bahwa pemberian H2O2 konsentrasi 50 

µM sudah mampu menunjukkan menurunnya viabilitas spermatozoa kerbau dari 

tingginya kadar MDA dibandingkan pada konsentrasi rendah. 

Hal tersebut didukung oleh Pujianto et al., (2021) melaporkan bahwa 

paparan H2O2 250 µM dapat menyebabkan penurunan viabilitas spermatozoa 

manusia setelah diinkubasi 2 jam, sedangkan konsentrasi H2O2 10-100 µM masih 

dapat mengaktifkan sistem pertahanan sel. Sejalan dengan itu Chaki (2002) 

melaporkan bahwa paparan H2O2 konsentrasi rendah belum menyebabkan 

kerusakan spermatozoa dan efek yang ditimbulkan bersifat reversible. Namun, 
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peningkatan konsentrasi H2O2 yang lebih tinggi dapat menginduksi kerusakan sel. 

Perbedaan respons tersebut menunjukkan bahwa sensitivitas spermatozoa terhadap 

H2O2 dapat dipengaruhi oleh kondisi sel dan kemampuan spermatozoa dalam 

mentoleransi stres oksidatif 

Konsentrasi H2O2 yang diberikan pada penelitian ini tidak melebihi 50 µM 

dengan waktu inkubasi hanya 30 menit, sehingga diduga masih berada dalam batas 

toleransi oleh sel. Hal ini berbeda dengan penelitian Mahfouz et al., (2010) 

melaporkan bahwa induksi H₂O2 100 µM selama 15 menit inkubasi sudah dapat 

menurunkan viabilitas spermatozoa melalui peningkatan jumlah sel mati, sehingga 

dampaknya langsung menurunkan viabilitas sperma. Dengan demikian, rendahnya 

penurunan viabilitas spermatozoa pada penelitian ini dipengaruhi oleh perbedaan 

konsentrasi serta respon spermatozoa terhadap produksi ROS.  

Pola yang berbeda terlihat ketika ekstrak alfalfa dikombinasikan dengan 

H2O2 pada konsentrasi rendah. Perlakuan E1H1 menunjukkan penurunan viabilitas 

menurun sebesar 16,47% dibandingkan E1H0 sebesar 21,94%. Pola serupa juga 

terlihat pada E2H1 dengan penurunan viabilitas menurun sebesar 12,90% 

dibandingkan E2H0 sebesar 18,12%. Hasil ini menunjukkan bahwa kehadiran H2O2 

konsentrasi rendah menunjukkan kecenderungan memberikan efek protektif 

terhadap viabilitas spermatozoa mencit dibandingkan pemberian alfalfa secara 

tunggal. 

Kondisi ini diuga berkaitan dengan kemampuan H2O2 konsentrasi rendah 

dalam mengaktifkan antioksidan endogem spermatozoa melalui mekanisme 

persinyalan redoks (Pena et al., 2019). Evdokimov et al., (2015) melaporkan bahwa 

pemberian H2O2 pada konsentrasi 10 µM dan 100 µM selama inkubasi dapat 
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meningkatkan kadar gluthaione (GSH) sebagai sistem antioksidan endogen 

spermatozoa serta meningkatakan aktivitas enzim glikolitik GAPDS. Dengan 

demikian, pada konsentrasi H2O2 rendah, antioksidan eksogen dari alfalfa dan 

aktivasi pertahanan endogen sel bekerja saling melengkapi pada kedua konsentrasi 

alfalfa.  

Pola yang berlawanan justru muncul ketika konsentrasi H2O2 dinaikkan 

menjadi 50 µM. Pada ekstrak alfalfa 2% + H2O2 50 µM (E1H2), penurunan 

viabilitas justru semakin menurun menjadi 5,69%, nilai ini paling rendah di seluruh 

perlakuan. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa keberadaan H2O2 konsentrasi 

tinggi justru mendukung efektivitas ekstrak alfalfa 2%, sehingga kombinasi ini 

bekerja sinergis dan menghasilkan penurunan viabilitas paling rendah dalam 

mempertahankan kualitas spermatozoa selama inkubasi 30 menit. Temuan ini 

sejalan dengan penelitian Sreelatha & Padma (2011) melaporkan bahwa senyawa 

antioksidan flavonoid dari ekstrak tumbuhan Moringa oleifera pada konsentrasi 

rendah yang diinduksi bersamaan dengan H2O2 200 µM mampu menekan 

pembentukan ROS dengan menghambat peroksidasi, sehingga mampu memberikan 

perlindungan kembali terhadap viabilitas spermatozoa.  

Hal tersebut relevan dengan ekstrak alfalfa yang juga mengandung senyawa 

antioksidan berupa flavonoid, saponin, tanin, dan fitoesterogen yang pemberiannya 

mampu bekerja secara simultan pada berbagai jalur perlindungan sel sehingga 

memberikan manfaat untuk daya hidup spermatozoa (Widyaningrum dkk., 2024). 

Sebagaimana dalam Q.S. Asy-Syu’ara ayat 7: 

رِيْمٍ 
َ
ِ زَوجٍْ ك

 
ل
ُ
ْۢبَتْنَا فِيْهَا مِنْ ك نْ

َ
مْ ا

َ
رْضِ ك

َ
ا
ْ
ى ال

َ
مْ يَرَوْا اِل

َ
وَل
َ
   ٧ا
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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 Tafsir Al- Munir yang diterjemahkan 

oleh Al-Kattani (2014) orang-orang kafir berpaling dari memikirkan tanda-tanda 

kekuasaan Allah dan bukti-bukti yang dapat disaksikan, lantas Allah berfirman “اولم 

كريم زوج كل من فيها انبتنا كم الارض يرواالى ” apakah mereka tidak melihat ke bumi yang 

telah Allah ciptakan dan tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan 

dan buah-buahan yang banyak manfaatnya. Mereka dengan hal itu dapat bukti 

keagungan kuasa Allah dan dahsyatnya kekuasaan-Nya, bahwa Allah ada dan Esa 

lagi Mahakuasa terhadap segala sesuatu untuk memberikan petunjuk kepada kaum 

dan lainnya.  

Menurut Quraisy Sihab (2002) dalam tafsir Al-Misbah kata “  كَرِي م” memiliki 

makna menggambarkan segala sesuatu yang baik bagi setiap objek yang disifatinya. 

Tumbuhan yang baik maka yang subur dan bermanfaat. Pendapat ini diperkuat oleh 

Asy-Syaukani (1964) dalam Tafsir Fathul Qadir yang diterjemahkan oleh 

Fachruddin & Saefullah (2008) makna kata “ الزوج” disini adalah bermacam-macam 

atau ragam, sedangkan kata “كريم” adalah baik. Makna dari kata tersebut adalah 

berbagai macam tumbuhan yang bermanfaat tidak ada yang mampu 

menumbuhkannya kecuali Tuhan Semesta alam.  

Ayat diatas memiliki makna bahwa tumbuhan yang diciptakan Allah tidak 

hanya indah secara bentuk dan warna, tetapi juga memiliki manfaat bagi kehidupan. 

Sejalan dengan hal tersebut, pemberian antioksidan alami yang berasal dari ekstrak 

alfalfa juga dapat memberikan manfaat berupa efek positif terhadap viabilitas 

spermatozoa. Hal ini menunjukkan bahwa setiap tumbuhan yang tumbuh di bumi 
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memiliki tujuan dan manfaat yang jelas yang telah ditentukan. Tumbuhan yang 

diciptakan ini sudah secara terukur, baik bentuk maupun unsur-unsurnya sehingga 

manfaat yang diberikan berbeda-beda begitupun juga karakreristik yang dimiliki 

berbeda. Hal ini diperkuat oleh firman Allah SWT dalam Q.S Al-Hijr ayat 19 

berbunyi: 

وْزُوْنٍ  ِ شَيْءٍ مَّ
 
ل
ُ
ْۢبَتْنَا فِيْهَا مِنْ ك نْ

َ
قَيْنَا فِيْهَا رَوَاسِيَ وَا

ْ
ل
َ
رْضَ مَدَدْنٰهَا وَا

َ
ا
ْ
   ١٩وَال

Artinya: “Kami telah menghamparkan bumi, memancangkan padanya gunung-

gunung, dan menumbuhkan di sana segala sesuatu menurut ukuran(-

nya).” (Q.S. Al-Hijr [15]: 19). 

Menurut Quraisy Sihab (2002) dalam tafsir Al-Misbah, bahwa kalimat 

“ بَت نَا ء   كُل ِ  مِن   فيِ هَا وَانَ ْۢ ن   شَي  زُو  و  مَّ ” memiliki arti Allah SWT menumbuhkembangkan 

di bumi ini aneka ragam tanaman untuk kelangsungan hidup dan menetapkan bagi 

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 “ بَ  ء   كُل ِ  مِن   فيِ هَا ت نَاوَانَ ْۢ ن   شَي  زُو  و  مَّ ” 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 “  ن زُو  و   disini adalah bahwa ”مَّ

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.  
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Berbagai jenis tumbuhan yang diciptakan oleh Allah SWT telah berada 

dalam kondisi yang terukur, yaitu dalam keadaan yang tepat dan sesuai dengan 

ketentuan-Nya. Dalam suatu tumbuhan, Allah menetapkan manfaat didalamnya 

sehingga menghasilkan fungsi biologis yang dapat menunjang kehidupan. Adanya 

manfaat ini mendorong manusia untuk melakukan kajian ilmiah lebih lanjut guna 

mengidentifikasi serta memahami peran fisiologis dari masing-masing tumbuhan. 

Peran fisiologis pada ekstrak alfalfa dalam penelitian ini, diketahui memberikan 

manfaat sebagai sumber antioksidan alami yang kaya akan flavonoid dan polifenol. 

Senyawa tersebut bekerja dengan menangkal radikal bebas sehingga mampu 

mempertahankan daya hidup spermatozoa (Darni dkk., 2016). Hal ini diperkuat 

oleh Sari et al., (2023) bahwa penambahan antioksidan mampu menekan 

peroksidasi lipid melalui penghambatan proses oksidasi pada fase inisiasi maupun 

propagasi, di mana radikal turunan antioksidan memiliki stabilitas yang lebih tinggi 

dari pada radikal lipid, sehingga reaksi berantai terhenti dan pembentukan radikal 

lipid baru dapat dicegah. Sreelatha & Padma (2011) juga menambahkan bahwa 

pemberian ekstrak tumbuhan mampu meningkatkan aktivitas enzim antioksidan 

sehingga membantu memperkuat sistem pertahanan sel dalam menghadapi stres 

oksidatif. Dengan demikian, senyawa yang terkandung dalam ekstrak alfalfa diduga 

mampu memberikan perlindungan terhadap viabilitas spermatozoa melalui dua cara 

yaitu, menekan pembentukan ROS dan meningkatkan aktivitas enzim antioksidan 

ketika dikombinasikan H2O2 50 µM selama inkubasi. 

Sebaliknya, pada ekstrak alfalfa 6% + H2O2 50 µM (E2H2), penurunan 

viabilitas mengalami kenaikan sebesar 26,65%. Hal ini diduga oleh tingginya 

tekanan ROS yang dihasilkan oleh H2O2 50 µM, sehingga melebihi kemampuan 
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senyawa antioksidan dalam ekstrak alfalfa 6% untuk menetralisirnya. Karunakaran 

et al., (2012) menyatakan bahwa H2O2 mampu menginduksi peroksidasi lipid pada 

membran spermatozoa bergantung konsentrasi yang diberikan. Peningkatan 

peroksidasi lipid ini berkontribusi terhadap kerusakan membran sel sehingga 

berdampak pada penurunan viabilitas.  

Konsentrasi ekstrak alfalfa 6% yang diberikan dalam perlakuan E2H2 

diduga telah melampaui ambang batas protektif antioksidan. Akibatnya, 

keseimbangan redoks terganggu dan senyawa antioksidan pada kondisi normal 

bersifat protektif justru berpotensi menjadi prooksidan sehingga akumulasi ROS 

semakin meningkat. Hal ini didukung oleh penelitian Biagi et al., (2019) 

melaporkan bahwa pemberian ekstrak daun Castanea sativa pada konsentrasi tinggi 

tidak efektif memberikan perlindungan terhadap viabilitas spermatozoa yang 

diinduksi H2O2 100 µM karena kadar MDA tidak mampu ditekan oleh senyawa 

antioksidan yang terkandung. Biagi et al., (2019) juga menjelaskan bahwa hal ini 

berkaitan senyawa flavonoid dan polifenol yang pada konsentrasi tinggi justru 

dapat bersifat toksik terhadap sel spermatozoa. Hal tersebut sejalan dengan 

pernyataan Kanner (2020) bahwa pemberian polifenol pada konsentrasi tinggi dapat 

menunjukkan jalur pro-oksidatif yang bersifat sitotoksik sehingga berpotensi 

meningkatkan pembentukan ROS.  

Perbandingan rerata penurunan viabilitas spermatozoa secara keseluruhan 

terhadap seluruh kelompok perlakuan menunjukkan bahwa hubungan antara 

konsentrasi H2O2 dan ekstrak alfalfa tidak linear serta berbeda arah pada dua 

konsentrasi alfalfa yang diuji. Pada alfalfa konsentrasi rendah (2%), peningkatan 

konsentrasi H2O2 dari 0 hingga 50 µM secara konsisten meningkatkan efek 
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protektif, terlihat dari penurunan viabilitas yang terus mengecil (21,94% pada 

E1H0; 16,47% pada E1H1; 5,69% pada E1H2). Pola ini mengindikasikan bahwa 

kapasitas antioksidan alfalfa konsentrasi rendah rendah belum terlampaui meskipun 

H2O2 dinaikkan hingga 50 µM, sehingga aktivasi pertahanan endogen oleh H2O2 

dan kerja antioksidan eksogen dari alfalfa tetap bersinergi pada seluruh rentang 

konsentrasi yang diuji. 

Sebaliknya, pada alfalfa konsentrasi tinggi (6%), efek protektif hanya 

konsisten terlihat hingga H2O2 konsentrasi rendah 10 µM (18,12% pada E2H0 

menjadi 12,90% pada E2H1), namun berbanding terbalik menjadi penurunan 

viabilitas tertinggi pada H2O2 konsentrasi tinggi 50 µM (26,65% pada E2H2). Pola 

respons yang tidak linier ini menunjukkan bahwa pada kombinasi ekstrak alfalfa 

konsentrasi tinggi dengan H₂O₂ konsentrasi tinggi, efek perlindungan terhadap 

spermatozoa mencapai batas maksimal terhadap kapasitas protektif sel. Sejalan 

dengan pernyataan Dutta et al., (2022) bahwa aktivitas antioksidan tidak selalu 

memberikan efek protektif yang menguntungkan, karena efektivitasnya juga 

dipengaruhi oleh konsentrasi yang digunakan. 

Dalam kondisi ROS yang tinggi akibat H2O2, kemampuan antioksidan untuk 

menetralisir ROS dapat terlampaui sehingga justru memperparah kerusakan sel. 

Paparan H2O2 dapat mengganggu keseimbangan homeostasis redoks sel 

spermatozoa, sehingga ketika sistem pertahanan antioksidan tidak berfungsi secara 

optimal, terjadi akumulasi radikal bebas yang menyerang komponen sel. Kondisi 

ini menyebabkan disfungsi sel yang pada akhirnya berujung pada kematian sel 

(Kurhaluk et al., 2025; Dutta et al., 2019; Yu et al., 2025). Dengan demikian, 

perbedaan respons antara konsentrasi alfalfa 2% dan 6% terhadap peningkatan 
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konsentrasi H2O2 menegaskan bahwa efektivitas ekstrak alfalfa berbeda tergantung 

konsnetrasi yang digunakan, baik terhadap konsentrasinya ekstrak itu sendiri 

maupun terhadap besarnya tekanan oksidatif yang diberikan 

Data rerata penurunan viabilitas spermatozoa tersebut kemudian dianalisis 

secara statistik menggunakan ANOVA faktorial untuk mengetahui signifikansinya 

pada (Tabel 4.4).  

Tabel 4. 4 Hasil Uji ANOVA faktorial Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Alfalfa 

dengan Induksi H2O2 Terhadap Viabilitas Spermatozoa Mus musculus Secara In 

Vitro 

SK DB JK  KT Fhitung F 5% 

E 2 259.16 129.578 2.591 3.55 

H 2 68.87 34.434 0.688 3.55 

E*H 4 631.27 157.818 3.155 2.93 

Galat 18 900.35 50.019     

 

Hasil Uji ANOVA faktorial pada tabel 4.4 tersebut menunjukkan bahwa faktor 

ekstrak alfalfa tunggal baik konsentrasi 2% maupun 6% menunjukkan nilai Fhitung 

lebih kecil daripada Ftabel. Begitu juga induksi H2O2 secara tunggal baik konsentrasi 

10µM dan 50 µM menunjukkan nilai Fhitung lebih kecil daripada Ftabel. Hasil 

menunjukkan bahwa kedua faktor perlakuan secara tunggal tidak berpengaruh 

signifikan terhadap viabilitas spermatozoa. Tidak berpengaruh pada perlakuan 

tunggal H2O2 diduga karena konsentrasi H2O2 yang diberikan pada penelitian ini 

tidak melebihi 50 µM, sehinggga belom bisa menyebabkan sumber radikal bebas 

atau ROS yang terbentuk belum cukup menyebabkan kematian. sel Hal ini 

didukung oleh Chaki (2002) yang melaporkan bahwan paparan H2O2 pada 

konsentrasi dibawah 50 µM belum menyebabkan kerusakan spermatozoa dan efek 

yang ditimbulkan masih bersifat reversible. Sementara itu, tidak berpengaruhnya 

pemberian ekstrak alfalfa tunggal diduga kondisi sel belum mengalami tekanan 
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oksidatif, sehingga kandungan antioksidan ekstrak alfalfa belum mempu 

memberikan respons perlindungan yang konsisten dan terukur terhadap viabilitas 

spermatozoa. Hal ini sejalan dengan Phankhieo et al., (2025) yang mealporkan 

bahwa pemberian ekstrak yang mengandung flavonoid dan fenolik baik pada 

konsentrasi rendah maupun tinggi belum mampu memberikan efek protektif yang 

optimal terhadap viabilitas spermatozoa.  

Berbeda dengan perlakuan tunggal, interaksi antara ekstrak alfalfa dengan 

H2O2 menunjukkan nilai Fhitung lebih besar daripada Ftabel, sehingga terdapat 

pengaruh interaksi yang signifikan terhadap viabilitas spermatozoa. Pengaruh 

signifikan ini terlihat dari respons antar kombinasi konsentrasi. Pada kombinasi 

ekstrak alfalfa 2% dengan H2O2 50 µM (E1H2), penurunan viabilitas spermatozoa 

justru paling rendah di antara seluruh perlakuan sebesar 5,69%. Hal ini 

menunjukkan bahwa pada konsentrasi ekstrak alfalfa rendah, kehadiran H₂O₂ 

konsentrasi tinggi turut mendukung respons redoks protektif sel. Menurut Pena et 

al., (2019) pemberian H2O2 pada konsentrasi rendah justru berperan mengaktifkan 

sistem antioksidan endogen spermatozoa melalui mekanisme persinnyalan redoks. 

Sebaliknya, kombinasi ekstrak alfalfa 6% dengan H₂O₂ 50 µM (E2H2) 

menghasilkan penurunan viabilitas spermatozoa tertinggi sebesar 26,65%. Hal ini 

menunjukkan bahwa antioksidan ekstrak alfalfa yang diberikan pada tekanan 

oksidatif akibat H2O2 konsentrasi tinggi diduga melampaui ambang batas protektif 

antioksidan sehingga keseimbangan redoks terganggu dan senyawa antioksidan 

justru berpotensi menjadi prooksidan. Hal ini sesuai dengan pernyataan Kanner 

(2020) bahwa pemberian senyawa antioksidan pada konsnetrasi tinggi dapat 
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menunjukkan jalur pro-oksiddatif yang bersifat sitotoksik sehingga berpotensi 

meningkatkan pembentukan ROS. 

Selanjutnya, hasil berpengaruh signifikan tersebut dilakukan uji lanjut untuk 

mengetahui adanya perbedaan antar perlakuan. Uji ini digunakan karena nilai 

koefisien kergama (KK) diketahui lebih dari 10%, sehingga uji Duncan dinilai 

sesuai untuk membandingkan perbedaan antar perlakuan pada (Tabel 4.5). 

Tabel 4. 5 Hasil Uji Duncan Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Alfalfa dengan Induksi 

H2O2 Terhadap Viabilitas Spermatozoa Mus musculus Secara In Vitro 

Perlakuan Rerata (%) ± SD 

E1H2 5.69 ± 3.23a 

E0H2 11.47 ± 9.53ab 

E0H1 11.48 ± 10.54ab 

E0H0 12.10 ± 4.65ab 

E2H1 12.90 ± 2.74ab 

E1H1 16.47 ± 12.38bc 

E2H0 18.12 ± 5.88bc 

E1H0 21.94 ± 4.48c 

E2H2 26.65 ± 0.83c 

Keterangan: notasi dengan huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan 

nyata pada taraf 5%. 

 

Hasil Uji Duncan pada tabel 4. 5 terdapat perbedaan pola penurunan 

viabilitas spermatozoa antar perlakuan setelah inkubasi selama 30 menit. Perlakuan 

E1H2, menunjukkan tidak berbeda nyata pengaruhnya dengan perlakuan E0H2, 

E0H1, E0H0, dan E2H. Namun perlakuan E1H2 berbeda nyata pengaruhnya 

dengan perlakuan E1H1, E2H0, E1H0, dan E2H2. Perlakuan E0H2, E0H1, E0H0, 

dan E2H1 menunjukkan tidak berbeda nyata satu sama lain dan juga tidak berbeda 

nyata pengaruhnya dengan perlakuan E1H1 dan E2H0. Namun, berbeda nyata 

dengan perlakuan E1H0 dan E2H2. Pemberian kombinasi ekstrak alfalfa dengan 

H₂O₂ yang memberikan pengaruh terendah dalam menurunkan viabilitas 

spermatozoa mencit yaitu pada perlakuan E1H2, dengan rerata penurunan viabilitas 
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spermatozoa sebesar 5,69%, sehingga perlakuan ini paling efektif dalam 

mempertahankan viabilitas spermatozoa selama inkubasi 30 menit. 

4.3 Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Alfalfa dengan Induksi H2O2 Terhadap 

Integritas Membran Spermatozoa Mus musculus Secara In Vitro 

Integritas membran merupakan salah satu indikator penting kualitas 

spermatozoa karena mencerminkan kemampuan membran plasma dalam 

mempertahankan fungsi fisiologis sel. Membran plasma yang utuh berperan dalam 

metabolism spermatozoa, reaksi akrosom, serta penetrasi spermatozoa pada kumus 

opharus oosit. Kerusakan membran plasma dapat mengurangi fungsi spermatozoa 

karena berkurangnya komponen seluler dan inaktivasi protein penting, yang pada 

akhirnya menurunkan fertilitas sel (Parera et al., 2023). Uji integritas membran 

spermatozoa mencit dilakukan dengan metode HOST yang dapat dilihat pada 

(Gambar 4.2). 

 
Gambar 4. 2 Hasil Pengamatan Integritas Membran menggunakan mikroskop 

cahaya pada perbesaran 400x dengan uji HOST. (a) Membran plasma 

rusak, (b) Membran plasma utuh. 

 

Hasil pengamatan pada gambar 4.2 menunjukkan bahwa spermatozoa 

mencit yang ditandai huruf (a) menunjukkan membran plasma rusak yang ditandai 

dengan ekor tetap lurus tanpa perubahan bentuk. Sebaliknya, pada huruf (b) ekor 

spermatozoa mengalami pembengkokan yang menandakan membran plasma utuh. 
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Menurut penelitian Parera et al., (2023) menyatakan bahwa spermatozoa akan 

bereaksi dengan larutan hipoosmotik karena larutan tersebut bergerak masuk 

kedalam sel melalui membran plasma akibat perbedaan tekanan osmotic. Masuknya 

larutan ini menyebabkan sel membengkak pada bagian ekor. Sebaliknya, 

spermatozoa yang membrane plasmanya rusak tidak menunjukkan pembengkakan 

atau perubahan bentuk ekor karena struktur dan fungsi membran telah terganggu. 

Membran plasma terganggu karena pengaruh kombinasi ekstrak etanol 70% 

alfalfa dengan induksi H2O2 mengalami perubahan terhadap intergritas membran 

spermatozoa. Perubahan tersebut disebakan oleh H2O2 yang memicu produksi ROS, 

sehingga merusak struktur membran sel spermatozoa yang dapat dilihat dari nilai 

rerata integritas membran pada (tabel 4.6). 

Tabel 4. 6 Rerata Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Alfalfa dengan Induksi H2O2 

Terhadap Integritas Membran Spermatozoa Mus musculus Secara In 

Vitro 

Perlakuan Rerata (%) ± SD  

E0H0 24.03 ± 4.89 

E0H1 18.25 ± 2.41 

E0H2 14.30 ± 2.26 

E1H0 17.35 ± 3.93 

E1H1 12.79 ± 1.53 

E1H2 9.49 ± 2.04 

E2H0 13.02 ± 1.90 

E2H1 11.65 ± 3.38 

E2H2 11.57 ± 3.00 

 

Rerata persentase integritas membran pada tabel 4.6 menunjukkan adanya 

perbedaan antara kelompok kontrol, perlakuan ekstrak alfalfa tunggal, H2O2 

tunggal, maupun perlakuan kombinasi keduanya. Pada kelompok kontrol tanpa 

perlakuan (E0H0) memiliki nilai integritas membran tertinggi sebesar 24,03% 
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dibandingkan perlakuan lainnya. Hasil tersebut menunjukkan bahwa pada 

kelompok kontrol spermatozoa masih mampu mempertahankan keutuhan 

membrannya dengan baik. Namun demikian, nilai integritas yang diperoleh masih 

tergolong rendah dan belum mencapai kondisi optimal. Menurut Nugroho (2018) 

rerata integritas membran yang berada di bawah 60% mengindikasikan bahwa 

sebagian besar spermatozoa telah mengalami kerusakan membran sehingga fungsi 

sel menjadi terganggu. 

Kerusakan membran dapat disebabkan oleh proses inkubasi yang dapat 

meningkatkan produksi radikal bebas yang berbahaya. Membran plasma 

spermatozoa kayak akan asam lemak tak jenuh ganda sehingga sangat rentan 

bereaksi dengan radikal bebas. Peningkatan radikal bebas selama inkubasi dapat 

memicu terjadinya peroksidasi lipid sehingga menyebabkan kerusakan pada 

membran plasma spermatozoa (Yusrina dkk., 2018). Temuan ini sejalan dengan 

penelitian Luzardin dkk., (2020) melaporkan bahwa integritas membran mengalami 

penurunan ketika bertambahnya waktu inkubasi. Penurunan integritas membran ini 

disebabkan akibat terganggunya metabolisme sel spermatozoa sehingga membran 

plasma tidak mampu mempertahankan fungsinya secara optimal.  

Pemberian ekstrak alfalfa tunggal tanpa induksi H2O2 menunjukkan rerata 

integritas membran spermatozoa menurun dibandingkan kelompok kontrol. Hal ini 

terlihat pada perlakuan E1H0 rerata integritas membran sebesar 17,35%, kemudian 

menurun pada perlakuan E2H0 sebesar 13,02%. Meskipun perlakuan E1H0 

memiliki rerata lebih tinggi dibanding E2H0, kedua perlakuan tersebut tetap 

menunjukkan integritas membran yang lebih rendah daripada kontrol E0H0 

(24,03%). Hasil ini mengindikasikan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak alfalfa 
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tidak memberikan perlindungan yang lebih baik terhadap integritas membran 

seiring bertambahnya konsentrasi, melainkan diduga belum optimalnya 

kemampuan senyawa antioksidan dalam ekstrak alfalfa untuk menahan kerusakan 

akibat radikal bebas selama inkubasi. 

Temuan tersebut sejalan dengan penelitian Zhang et al., (2024) melaporkan 

bahwa pemberian ekstrak pucilagin yang juga mengandung senyawa antioksidan 

seperti polifenol sebagai sumber antioksidan menunjukkan integritas membran 

spermatozoa menurun seiring bertambahnya konsentrasi. Hal ini mengindikasikan 

bahwa konsentrasi antioksidan yang diberikan tidak selalu memberikan efek 

protektif terhadap spermatozoa, tetapi juga berpotensi menimbulkan prooksidan, 

sehingga menyebabkan terganggunya fungsi akrosom serta menurunkan kestabilan 

membran spermatozoa.  

Pernyataan Akbar (2010) juga mengatakan bahwa menurunnya integritas 

membran spermatozoa dapat dipengaruhi oleh kandungan saponin dan alkaloid 

yang terdapat dalam tanaman alfalfa. Senyawa tersebut dapat berinteraksi dengan 

komponen penyusun membran spermatozoa yang terdiri atas lipid dan protein. 

Kadar saponin yang berlebihan berpotensi mengganggu susunan lipid bilayer 

membran sehingga menyebabkan fungsi membran menjadi kurang optimal dalam 

mempertahankan kestabilan sel. Loetjettanarom et al., (2025) menyatakan bahwa 

pemberian ekstrak dari bahan alam jika belum menunjukkan efek protektif yang 

optimal terhadap integritas membran spermatozoa, maka terjadi ketidakseimbangan 

antara antioksidan dan radikal bebas.  

Peningkatan ROS secara berlebihan dapat memicu kerusakan membran sel, 

sehingga pemberian antioksidan dari bahan alami belum mampu memberikan 
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perlindungan terhadap membran spermatozoa (Loetjettanarom et al., 2025). 

Kondisi ini sejalan dengan pernyataan Moustakli et al., (2025) bahwa gangguan 

homeostasis redoks akibat pemberian antioksidan yang tidak sesuai dapat memicu 

kondisi reductive stress yang mengganggu fungsi mitokondria dan jalur persinyalan 

sel yang sensitif terhadap perubahan redoks. Dengan demikian, pemberian ekstrak 

alfalfa secara tunggal belum mampu memberikan perlindungan yang optimal 

terhadap integritas membran spermatozoa karena efektivitas antioksidan tidak 

hanya ditentukan oleh konsentrasi yang diberikan tetapi juga kemampuannya dalam 

menjaga keseimbangan homeostasis redoks sel spermatozoa. 

Sementara itu, ketika spermatozoa mencit diinduksi H2O2 sebagai sumber 

radikal bebas menunjukkan bahwa paparan ROS dari H₂O₂ dapat menurunkan 

integritas membran spermatozoa. Pada perlakuan H2O2 secara tunggal 

menunjukkan rerata integritas membrane yang lebih rendah dibandingkan kontrol. 

Hal ini terlihat pada perlakuan E0H1 menunjukkan rerata integritas membrae 

sebesar 18,25%, kemudian menurun ketika konsentrasinya ditingkatkan pada 

perlakuan E0H2 sebesar 14,30%. Hasil ini mengindikasikan bahwa semakin tinggi 

konsentrasi H2O2 yang diberikan secara tunggal, semakin menurun integritas 

membran spermatozoa yang terjadi. Hal ini didukung oleh penelitian Nosrat et al., 

(2025) melaporkan bahwa pemberian H2O2 pada konsentrasi yang tepat secara 

signifikan menyebabkan integritas membran spermatozoa menurun akibat 

tingginya kadar ROS yang memicu kerusakan membran plasma spermatozoa, 

sehingga metabolisme energi spermatozoa terganggu.  

Selain itu, Naseer et al., (2025) juga melaporkan bahwa pemberian H2O2 

seiring bertambahnya konsentrasi memberikan efek merugikan terhadap fungsi 
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sperma akibat peningkatan stres oksidatif. Hal ini karena membran spermatozoa 

menjadi target utama ROS karena memiliki kandungan asam lemak tak jenuh ganda 

yang tinggi sehingga rentan mengalami peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid akibat 

induksi H2O2 dapat menyebabkan kerusakan pada membran plasma sehingga 

integritas membrannya menurun (Subani, 2014). Hal ini didukung oleh Chaki 

(2002) yang menyatakan bahwa paparan H2O2 dapat menginduksi stres oksidatif 

spermatozoa melalui peningkatan ROS secara berlebih, yang selanjutnya 

memperparah kerusakan komponen membran plasma sehingga permeabilitas dan 

stabilitas membran spermatozoa terganggu. Dengan demikian, induksi H2O2 secara 

tunggal terbukti menyebabkan rendahnya integritas membran plasma spermatozoa 

melalui mekanisme peroksidasi lipid yang bergantung pada konsentrasi yang 

diberikan. 

Berbeda dengan perlakuan tunggal, ketika ekstrak alfalfa dikombinasikan 

dengan H2O2 pada konsentrasi rendah, integritas membran justru menurun 

dibandingkan perlakuan alfalfa tunggal pada kedua tingkat konsentrasi. Perlakuan 

E1H1 rerata integritas membran menurun sebesar 12,97% dibandingkan perlakuan 

E1H0 sebesar 17,35%. Pola serupa terlihat pada E2H1 dengan rerata lebih rendah 

sebesar 11,65% dibandingkan perlakuan E2H0 sebesar 13,02%. Hasil ini 

mengindikasikan bahwa penambahan H2O2 pada konsentrasi rendah, integritas 

membran menurun pada kedua konsentrasi ekstrak alfalfa yang diberikan karena 

kandungan ekstrak alfalfa belum mampu memberikan perlindungan yang optimal 

terhadap tekanan oksidatif tambahan yang ditimbulkan H2O2. 

Hal tersebut didukung oleh penelitian Eskandari & Momeni (2016) yang 

melaporkan bahwa pemberian antioksidan silymarin yang dikombinasikan dengan 
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sodium arsenite selama inkubasi tetap menunjukkan penurunan integritas membran 

dibandingkan perlakuan antioksidan tunggal. Hasil tersebut mengindikasikan 

bahwa keberadaan agen penginduksi radikal bebas tetap menyebabkan penurunan 

integritas membran meskipun telah diberikan antioksidan.  

Disisi yang lain, ketika ekstrak alfalfa dikombinasikan dengan H2O2 

konsentrasi tinggi menunjukkan rerata integritas membran menurun di antara 

seluruh perlakuan. Hal ini terlihat pada perlakuan E1H2 nilai rerata integritas 

membran sebesar 9,49%. Nilai ini mengindikasikan bahwa penambahan ekstrak 

alfalfa konsentrasi rendah pada kondisi tekanan oksidatif tinggi tidak memberikan 

efek protektif, melainkan justru memperparah rendahnya jumlah integritas 

membran spermatozoa. Hasil tersebut berbanding terbalik dengan hasil yang 

diperoleh pada parameter viabilitas dan motilitas bahwa kombinasi perlakuan E1H2 

justru menunjukkan hasil terbaik.  

Hal ini didukung oleh penelitian Moreira et al. (2022) yang melaporkan 

bahwa antioksidan hiperosida dalam ekstrak Castanea sativa pada konsentrasi 

rendah yang dikombinasikan dengan H2O2 300 µM juga tidak mampu mencegah 

kerusakan membran spermatozoa, sehingga tekanan oksidatif H2O2 tetap 

memberikan dampak negatif terhadap integritas membran meskipun antioksidan 

telah ditambahkan. Dengan demikian, pada konsentrasi antioksidan yang rendah, 

kapasitas penetralan ROS diduga belum mencukupi untuk mengimbangi tekanan 

oksidatif yang tinggi akibat H2O2, sehingga ROS yang terakumulasi memicu 

peroksidasi lipid pada membran plasma spermatozoa dan menyebabkan penurunan 

integritas membran yang lebih besar dibandingkan perlakuan lainnya. 
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Sementara itu, pada perlakuan E2H2 rerata integritas membran sebesar 

11,57% sedikit menurun dibandingkan E2H1 sebesar 11,65% namun lebih tinggi 

dibandingkan E1H2 sebesar 9,49%. Hasil ini menunjukkan bahwa pada konsentrasi 

alfalfa tinggi, peningkatan konsentrasi H2O2 dari 10 µM ke 50 µM hampir tidak 

mengubah tingkat kerusakan membran, sehingga diduga kapasitas antioksidan 

ekstrak alfalfa konsentrasi tinggi sudah mencapai batas kejenuhannya terhadap 

kerusakan membran. Berbeda dengan alfalfa konsentrasi 2% yang justru 

mengalami rerata paling rendah terhadap integritas membran pada konsentrasi 

H2O2 yang sama. Sejalan dengan temuan Phankhieo et al., (2025) melaporkan 

bahwa ekstrak tumbuhan pada konsentrasi tinggi tidak hanya gagal meningkatkan 

kualitas spermatozoa, tetapi juga dapat berubah menjadi prooksidan yang 

menurunkan kualitas spermatozoa. Kondisi ini menyebabkan kerusakan membran 

karena pemberian antioksidan eksogen sudah berada di titik jenuh, sehingga 

peningkatan konsentrasi H2O2 tidak banyak memperburuk kondisi sel yang telah 

terganggu. 

Hasil rerata integritas membran spermatozoa yang diperoleh, kemudian 

dianalisis secara statistik menggunakan uji ANOVA faktorial untuk mengetahui 

signifikansinya (Tabel 4.7).  

Tabel 4. 7 Hasil Uji ANOVA faktorial Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Alfalfa 

dengan Induksi H2O2 Terhadap Integritas Membran Spermatozoa Mus 

musculus Secara In Vitro 

SK DB JK  KT Fhitung F 5% 

E 2 237.59 118.794 13.234 3.55 

H 2 184.55 92.277 10.28 3.55 

E*H 4 56.72 14.179 1.58 2.93 

Galat 18 161.58 8.976     
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Berdasarkan hasil uji ANOVA faktoral pada tabel 4.7 menunjukkan bahwa faktor 

ekstrak alfalfa tunggal, baik konsnetrasi 2% dan 6% berpengaruh signifikan 

terhadap integritas membran spermatozoa, ditunjukkan oleh nilai Fhitung lebih besar 

daripada Ftabel. Pengaruh signifikan ini diduga karena perbedaan konsentrasi ekstrak 

memengaruhi kemampuan antioksidan dalam menjaga keseimbangan redoks sel, 

sehingga efektivitasnya terhadap integritas membran bergantung pada konsentrasi 

yang diberikan. Hal ini sejalan dengan Zhang et al. (2024) yang melaporkan bahwa 

pemberian ekstrak yang mengandung polifenol menunjukkan perubahan integritas 

membran seiring bertambahnya konsentrasi. 

Demikian pula, faktor H2O2 tunggal baik pada konsentrasi 10 µM dan 50 

µM juga berpengaruh signifikan terhadap integritas membran spermatozoa, 

ditunjukkan nilai Fhitung lebih besar dari Ftabel. Pengaruh signifikan ini diduga karena 

peningkatan konsentrasi H2O2 secara langsung meningkatkan produksi ROS 

sehingga memicu kerusakan membran sel yang berdampak pada integritas 

membran. Hal ini didukung oleh Nosrat et al. (2025) yang melaporkan bahwa 

pemberian H2O2 secara signifikan menyebabkan integritas membran menurun 

melalui peningkatan ROS yang merusak membran plasma. Oleh karena itu, 

semakin tinggi konsentrasi H2O2 yang diberikan, semakin besar pula kerusakan 

yang ditimbulkan terhadap integritas membran. 

Berbeda dengan kedua faktor tunggal tersebut, interaksi antara konsentrasi 

ekstrak alfalfa dengan H2O2 tidak menunjukkan pengaruh yang signifikan terhadap 

integritas membran spermatozoa, ditunjukkan dengan nilai Fhitung lebih kecil dari 

Ftabel. Hasil ini mengindikasikan bahwa kedua faktor bekerja secara independen 

dalam memengaruhi integritas membran, tanpa saling memperkuat maupun 
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melemahkan efek satu sama lain. Tidak adanya interaksi yang signifikan ini diduga 

karena ekstrak alfalfa, pada kondisi tekanan oksidatif yang ditimbulkan H2O2, 

belum mampu memberikan respons perlindungan tambahan yang cukup terhadap 

membran plasma spermatozoa sehingga tekanan oksidatif H2O2 tetap mendominasi 

kerusakan yang terjadi terlepas dari konsentrasi alfalfa yang diberikan. Hal ini 

didukung oleh Moreira et al. (2022) yang melaporkan bahwa antioksidan 

konsentrasi rendah yang dikombinasikan dengan H2O2 tidak mampu mencegah 

kerusakan membran spermatozoa. Selain itu, Eskandari dan Momeni (2016) juga 

melaporkan bahwa kombinasi antioksidan dengan agen penginduksi radikal bebas 

tetap menyebabkan integritas membran menurun karena keberadaan agen oksidatif 

tetap berdampak negatif meskipun antioksidan telah diberikan. 

Selanjutnya, uji lanjut Duncan dilakukan pada faktor yang berpengaruh 

signifikan yaitu ekstrak alfalfa dan induksi H2O2 secara tunggal.  Uji Duncan dipilih 

karena nilai koefisien keragaman (KK) yang diperoleh lebih dari 10%, sehingga 

dinilai sesuai untuk membandingkan perbedaan antar perlalakuan pada (Tabel 4.8). 

Tabel 4. 8 Hasil Uji Duncan Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Alfalfa dan Diinduksi 

H2O2 Terhadap Integritas Membran Spermatozoa Mus musculus Secara 

In Vitro 

Perlakuan Rerata (%) ± SD 

E0 18.86 ± 5.16a 

E1 13.21 ± 4.15b 

E2 12.08 ± 3.00b 

H0 18.13 ± 5.82a 

H1 14.23 ± 3.77b 

H2 11.79 ± 2.99b 

Keterangan: notasi dengan huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan 

nyata pada taraf 5%. 

 

Hasil Uji Duncan pada tabel 4.5 menunjukkan bahwa perlakuan kontrol 

tanpa pemberian ekstrak alfalfa (E0) merupakan rerata gabungan dari perlakuan 
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E0H0, E0H1, dan E0H2 memiliki rerata integritas membran tertinggi sebesar 

18,86% yang ditandai dengan notasi a, sehingga berbeda nyata dengan perlakuan 

ekstrak alfalfa konsentrasi 2% (E1) dan 6% (E2). Perlakuan (E1) terdiri atas 

gabungan perlakuan E1H0, E1H1, dan E1H2, sedangkan pada perlakuan (E2) 

terdiri atas gabungan perlakuan E2H0, E2H1, dan E2H2. Kedua perlakuan E1 dan 

E2 tidak menunjukkan perbedaan satu sama lain. Perbedaan tersebut menunjukkan 

bahwa pemberian ekstrak alfalfa seiring bertambahnya konsentrasi yang diberikan 

cenderung menurunkan integritas membran spermatozoa dibandingkan tanpa 

pemberian ekstrak.  

Sementara itu, perlakuan kontrol tanpa H2O2 (H0) merupakan rerata 

gabungan dari perlakuan E0H0, E1H0, dan E2H0 menunjukkan rerata integritas 

membran spermatozoa tertinggi sebesar 18,13% yang ditandai dengan notasi a, 

sehingga terdapat perbedaan dengan perlakuan induksi H2O2 10 µM (H1) dan 50 

µM (H2). Perlakuan (H1) terdiri atas gabungan perlakuan E0H1, E1H1, dan E2H1, 

sedangkan pada perlakuan (H2) merupakan gabungan perlakuan E0H2, E1H2, dan 

E2H2, namun kedua perlakuan H1 dan H2 tidak menunjukkan perbedaan satu sama 

lain. Hasil tersebut menunjukkan bahwa induksi H2O2 seiring bertambahnya 

konsentrasi yang diberikan menyebabkan penurunana integritas membran 

spermatozoa akibat peningkatan ROS yang memicu kerusakan membran plasma 

spermatozoa.  
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BAB V  

PENUTUP  

5.3 Kesimpulan 

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah sebeagai berikut: 

1. Ekstrak etanol 70% alfalfa secara tunggal tidak berpengaruh terhadap motilitas 

dan viabilitas spermatozoa Mus musculus secara in vitro, namun berpengaruh 

terhadap integritas membran. 

2.  Induksi H2O2 secara tunggal tidak berpengaruh terhadap motilitas dan 

viabilitas spermatozoa Mus musculus secara in vitro, namun berpengaruh 

terhadap integritas membran. 

3. Terdapat interaksi antara ekstrak etanol 70% alfalfa dengan induksi H2O2 

terhadap viabilitas spermatozoa, namun ekstrak etanol 70% alfalfa dengan 

induksi H2O2 tidak berinteraksi terhadap motilitas dan integritas membran 

spermatozoa Mus musculus secara in vitro.  

5.4 Saran 

Saran dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan menggunakan satu konsentrasi H2O2 yang 

lebih tinggi sebagai sumber radikal bebas, karena pada penelitian ini dua tingkat 

konsentrasi H2O2 (10 µM dan 50 µM) belum optimal menurunkan kualitas 

spermatozoa secara in vitro. 

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan pengujian parameter stres oksidatif, 

seperti kadar MDA untuk mengetahui tingkat peroksidasi lipid membran 

spermatozoa akibat paparan ROS yang diinduksi H2O2. 
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3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut menggunakan jenis pengencer yang 

berbeda untuk mengetahui media yang paling optimal dalam mempertahankan 

kualitas spermatozoa selama perlakuan secara in vitro. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Tabel Perhitungan Rerata Motilitas 

Perlakua

n 

Waktu 

Inkubasi 

Motilitas (%) pada 

Ulangan ke- Total Rerata Selisih 

1 2 3 

E0H0 
0 Menit 37.86 58.99 57.60 154.45 51 

14 
30 Menit 32.39 35.59 44.63 112.61 38 

E0H1 
0 Menit 32.00 42.01 37.01 111.02 37 

9 
30 Menit 24.7 28.53 29.49 82.71 28 

E0H2 
0 Menit 36.33 38.16 26.52 101.00 34 

10 
30 Menit 25.59 20.08 24.56 70.23 23 

E1H0 
0 Menit 39.19 59.23 51.13 149.55 50 

10 
30 Menit 30.58 40.68 48.68 119.95 40 

E1H1 
0 Menit 48.48 38.41 51.91 138.81 46 

11 
30 Menit 30.12 36.28 38.71 105.11 35 

E1H2 
0 Menit 29.41 40.36 35.79 105.56 35 

4 
30 Menit 27.35 34.65 31.33 93.32 31 

E2H0 
0 Menit 58.33 59.54 62.04 179.91 60 

8 
30 Menit 51.26 43.31 62.64 157.21 52 

E2H1 
0 Menit 56.80 45.45 55.74 157.99 53 

14 
30 Menit 42.17 40.81 32.44 115.42 38 

E2H2 
0 enit 48.62 39.22 40.98 128.82 43 

11 
30 Menit 28.99 37.89 29.71 96.58 32 

 

Lampiran 2. Analisis Motilitas menggunakan SPSS 

Uji Normalitas (Shapiro-Wilk) 
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Uji Homogenitas (Levene Test) 

 
 

Uji ANOVA 
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Lampiran 3. Tabel Perhitungan Rerata Viabilitas 

Perlakua

n 

Waktu 

Inkubasi 

Viabilitas (%) pada 

Ulangan ke- Total Rerata Selisih 

1 2 3 

E0H0 
0 Menit 41.06 41.67 42.22 124.95 42 

12 
30 Menit 32.39 31.43 24.83 88.65 30 

E0H1 
0 Menit 44.29 36.09 37.01 117.39 39 

10 
30 Menit 37.36 35.37 15.2 87.92 29 

E0H2 
0 Menit 41.06 34.21 37.87 113.14 38 

11 
30 Menit 20.83 32.89 25.00 78.73 26 

E1H0 
0 Menit 38.19 59.23 47.36 144.77 48 

22 
30 Menit 20.58 32.68 25.68 78.95 26 

E1H1 
0 Menit 47.62 35.04 40.00 122.66 41 

16 
30 Menit 17.23 22.68 33.33 73.25 24 

E1H2 
0 Menit 32.65 32.35 34.09 99.10 33 

6 
30 Menit 26.32 23.81 31.92 82.04 27 

E2H0 
0 Menit 55.56 59.54 58.33 173.43 58 

18 
30 Menit 43.45 41.14 34.48 119.07 40 

E2H1 
0 Menit 53.00 45.45 34.72 133.18 44 

13 
30 Menit 38.62 35.71 20.14 94.47 31 

E2H2 
0 Menit 35.71 36.59 38.71 111.01 37 

27 
30 Menit 9.05 10.77 11.24 31.06 10 

 

Lampiran 4. Analisis Viabilitas menggunakan SPSS 

Uji Normalitas 
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Uji Homogenitas 

  
 

Uji ANOVA 

  
Uji DMRT (Uji Duncan's Multiple Range Test) 
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Lampiran 5. Tabel Perhitungan Rerata Integritas Membran 

Perlakuan 

Integritas membran (%)  

pada Ulangan ke- Rerata 

1 2 3 

E0H0 28.165 25.294 18.636 24 

E0H1 20.77 15.97 18.02 18 

E0H2 16.33 14.71 11.86 14 

E1H0 13.05 20.77 18.24 17 

E1H1 13.16 14.10 11.11 13 

E1H2 7.20 11.10 10.17 9 

E2H0 12.45 15.13 11.47 13 

E2H1 8.03 14.71 12.23 12 

E2H2 8.89 14.81 11.00 12 

 

Lampiran 6. Analisis Integritas Membran menggunakan SPSS 

Uji Normalitas 

  

Uji Homogenitas 
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Uji ANOVA 

  

Uji DMRT (Uji Duncan's Multiple Range Test) 
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian 

Hasil Pengamatan 

Motilitas Viabilitas Integritas Membran 

 
 

a. Spermatozoa hidup 

b. Spermatozoa mati 

 

a. Membran plasma rusak 

b. Membran plasma utuh 

 

Proses Ekstraksi 

 

Simplisia Alfalfa 

 

Penimbangan 

simplisia alfalfa 

 

Pembuatan ekstrak 

dengan maserasi 

 

Penyaringan Ekstrak 
 

Pemekatan ekstrak dengan 

Rotary evaporator 

 

Ekstrak Alfalfa 
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Proses Isolasi Spermatozoa Mencit 

 
Dislokasi pada hewan mencit 

 
Pembedahan pengambilan kauda 

epididimis 

 

 
Preparasi kauda epididimis mencit 

 

 
Kauda epididimis dicincang dalam 

pengencer Nacl 0,9% 

 
Suspensi Spermatozoa 
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