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Abstrak

Akar Salung Belum (Luvunga sarmentosa) mengandung antioksidan yang dapat
mencegah kerusakan sel akibat radikal bebas. Pengujian efek senyawa terhadap
spermatozoa untuk menilai kemampuan viabilitas dapat dilakukan melalui analisis
integritas membran dengan pendekatan in vitro. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh ekstrak etanol 96% Saluang Belum (Luvunga sarmentosa)
terhadap integritas membran spermatozoa secara in vitro. Penelitian spermatozoa
manusia in vitro yang dicuci dan ditambahkan medium BWW kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama | jam dengan ekstrak etanol 96% akar saluang belum pada
perlakuan konsentrasi, 100 ng/mL, 200 ng/mL, 400 ng/mL, 800 ng/mL serta kelompok
kontrol (hanya BWW). Integritas membran dinilai pada masing-masing 100 ulL yang
telah ditambahkan | mL HOST (Hypo-osmotic swelling test) di inkubasi 37°C selama
30 menit dan diamati menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x untuk
melihat integritas membran spermatozoa dari ekor yang menggembung. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa senyawa yang terdapat di dalam ekstrak etanol 96%
akar Saluang Belum (Luvunga Sarmentosa) adalah terpenoid, flavonoid, steroid,
fenolik dan alkaloid. Jumlah viabilitas sperma meningkat secara signifikan dari
konsentrasi 100 ng/mL (68 %3,99) , 200 ng/mL (72,2 +4,26) , 400 ng/mL (77%
4,76),dan 800 ng/mL (80+4,87). Meningkat jika dibandingkan dengan kontrol
(63£3,81). Ekstrak etanol 96% akar Saluang Belum (Luvunga sarmentosa) yang
diberikan secara invitro memiliki pengaruh untuk meningkatkan integritas membran
spermatozoa.

Kata Kunci:
Ekstrak Etanol
Saluang Belum
Integritas Membran
Spermatozoa

Keywords:

Ethanol Extract

Saluang Belum Root
Spermatozoa Membrane
Integrity

Abstract

Good sperm quality is characterized by adequate number, motility and viability. Saluang
Belum root contains antioxidants that can prevent cell damage due to free radicals. to
observe the effect of compounds on spermatozoa to assess viability can be done through
membrane integrity analysis with an in vitro approach. This study aims to determine the
effect of 96% ethanol extract of Saluang Belum (Luvunga sarmentosa) on spermatozoa
membrane integrity in vitro. Human sperm cleaned and added with BWW medium, then
incubated at 37 °C within | hour with 96% ethanol extract of Saluang Belum roots in the
concentration treatment, 100 ng/mL, 200 ng/mL, 400 ng/mL, 800 ng/mL. Membrane
integrity of sperm was assessed dfter incubated with HOST (Hypo-osmotic swelling test)
solution for 30 minutes and observed using a light microscope with a magnification of 400x
to analyzed sperm tail swelling. In the first group (concentration |00 ng/ml), the membrane
integrity value was 68 * 3.99 (%), the second treatment (concentration 200 ng/ml) was
72.2 £ 4.26 (%), the third treatment concentration (400 ng/ml) was 77 + 4.76 (%) and
the fourth treatment concentration (800 ng/ml) was 80 % 4.87 (%), and the control group
was 63 * 3.8/ (%). The 96% ethanol extract of Saluang Belum root (Luvunga sarmentosa)
has the effect of improving spermatozoa membrane integrity.
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PENDAHULUAN

Spermatozoa adalah sel yang terdiri dari kepala sperma
dan ekor sperma. Fungsi utama sperma adalah untuk
melakukan fertilisasi. Proses spermatozoa menuju
tempat fertilisasi yang dapat terjadi diukur dengan
kualitas sperma yang baik. (Melani Cintia Dewi et dl,
2022) Sebagai dasar analisis spermatozoa yang
berkualitas adalah spermatozoa dengan jumlah,
motilitas, dan viabilitas baik. (Brenda C, 2022) Kualitas
sperma yang buruk merupakan penyebab utama
infertilitas pada pria. Faktor-faktor yang mempengaruhi
kualitas sperma yaitu gaya hidup seperti makanan
rendah nutrisi, kebiasaan merokok, alkohol, obat-
obatan, Serta faktor lingkungan seperti polutan yang
mengakibatkan kualitas sperma buruk dan mampu
menurunkan konsentrasi dan motilitas spermatozoa

hingga 50%. (Puspitaningrum et al., 2022)

Preservasi merupakan penerapan teknologi reproduksi
khususnya IVF (in vitro fertilisasi) menggunakan semen
cair atau beku yang diperoleh dari hasil donor
spermatozoa. Penyimpanan spermatozoa telah sejak
lama digunakan dalam praktik klinis reproduksi
berbantu, yang tujuan utamanya yaitu saat proses
penyimpanan semen dapat menjaga viabilitas.(Fabozzi et
al, 2016) Proses preservasi dapat merusak sperma
dengan berbagai cara seperti kerusakan ultra struktural,
stres oksidatif dan osmotik. Hal ini mengubah
konfigurasi lipid dan protein, mengurangi gerakan dan
daya hidup sperma serta menyebabkan cedera pada
mitokondria dan ekor spermatozoa. Selain itu, proses
ini juga meningkatkan fragmentasi DNA sperma, yang
mengakibatkan penurunan kualitas sperma setelah
dibekukan dan dicairkan. Spermatozoa terdiri dari
beberapa membran, seperti membran plasma, membran
mitokondria, dan membran akrosomal. Membran-
membran ini sebagai pelindung fisioloogi yang tetap utuh
supaya memastikan daya hidup sperma, terutama

setelah proses preservasi. (Khan et al, 2021)

Pembekuan merupakan suatu fenomena pengeringan
fisik terkait dengan perubahan fase dalam lipid dan
merubah kondisi membran. Pada keadaan pembekuan
membran terjadi perubahan temperatur menunjukkan
peristiwa beberapa fase kondisi membran yaitu
sebelum, selama dan setelah pembekuan semen dimana
terbentuk kristal-kristal, terjadi penumpukan elektrolit
dan bahan terlarut lainnya di dalam larutan atau di dalam
sel. Kristal sel intraseluler dapat merusak sperma secara
mekanik. Konsentrasi elektrolit yang berlebihan akan
melarutkan selubung lipoprotein dinding sel sperma
pada waktu thawing, permeabilitas membran sel akan
berubah dan menyebabkan kematian sel. Proses

pencairan menghasilkan tingkat ROS (Reactive Oxygen
Species) yang tinggi dan merusak sel sperma, mengubah
potensi  reproduksi sperma dan  mengurangi
kemampuan  untuk  pembuahan.  Selain ity
ketidakseimbangan ROS  berdampak penurunan
viabilitas sperma, disfungsi mitokondria, dan kerusakan
DNA, antara lain. Disfungsi mitokondria menghasilkan
peroksidasi lipid dan penurunan Potensial membran
mitokondria, yang mana sebagai prediktor kapasitas
fertilisasi sperma. Kerusakan sperma akibat stres
oksidatif yang tinggi berdampak negatif pada
keberhasilan ART (Assisted Reproductive Technology) dan
berhubungan dengan tingkat kehamilan yang rendah.
Oleh karena itu, diperlukan intervensi untuk
mengurangi kerusakan akibat proses kriopreservasi dan
meningkatkan kualitas sperma setelah dibekukan.

(Kumar et al., 2019)

Upaya untuk menjaga kualitas sperma pada saat kondisi
stres oksidatif adalah dengan pemberian antioksidan.
Antioksidan merupakan jenis senyawa alami dengan
mudah didapatkan pada kandungan tanaman herbal.
Antioksidan seperti alkaloid, flavonoid, terpenoid dan
senyawa fenolik dapat secara langsung mereduksi,
menangkal, menekan reaksi ROS dan memperbaiki
kerusakan akibat dari efek radikal bebas. Menurut
penelitian Derbak et al (2021) efek kandungan alkaloid

terbukti meningkatkan kualitas sperma domba. Alkaloid
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bisa melindungi sperma dengan meningkatkan
ketahanan integritas membran sperma domba.
Penelitian selanjutnya harus dilakukan untuk memahami
mekanisme biologis dan biokimia yang mendasari efek
menguntungkan tersebut.(Derbak et al, 2021) Menurut
penelitian Sari et al pada tahun (2023) flavonoid
termasuk antioksidan yang mengontrol peroksidasi lipid
dengan menghalangi oksidasi. Senyawa flavonoid
menyediakan donor hidrogen dan mengikat radikal lipid
menjadi radikal lipid yang stabil dan akhirnya
menghentikan reaksi berantai peroksidasi lipid, sehingga
meningkatakan viabilitas dan motilitas pada sperma

tikus. ( Sari et al, 2023)

Senyawa-senyawa antioksidan tersebut terdapat pada
tanaman herbal salah satunya adalah Saluang Belum
(Luvunga sarmentosa). Saluang belum adalah tanaman
endemik di masyarakat Kalimantan Tengah. Pada
umumnya masyarakat mengolah tanaman herbal ini
menjadi bahan konsumsi contohnya sebagai obat atau
ramuan tradisional untuk meningkatkan kesuburan
pria.(Noh et al.,, 2020) Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan oleh Islamiati et al pada tahun 2022 melalui uji
skrining fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol
70% akar Saluang Belum (Luvunga sarmentosa) secara
empiris mengandung steroid dan flavonoid.(Islamiati et
al., 2022) Pemberian ekstrak etanol 70% akar Saluang
Belum (Luvunga sarmentosa) dapat meningkatkan
kualitas sperma yang diukur dari jumlah dan motilitas
sperma pada mencit.(Musfirah et al, 2016) Penelitian
ekstrak saluang belum ini belum banyak dilakukan
kepada manusia sehingga peneliti tertarik untuk
melakukan eksperimen mengenai pengaruh ekstrak
etanol 96% Saluang Belum (Luvunga sarmentosa)
terhadap membran spermatozoa menggunakan hypo-

osmotic swelling test.
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METODOLOGI
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah rotary
evaporator, waterbath, inkubator, kolom vacum tabung
eppendorf 1,5 mL centrifuge, tabung falcon 15 mL,
micropipet, tabung falcon 50 mL, neubauer chamber,
mikroskop cahaya. Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah sampel sperma manusia, medium
BWW (Biggers, Whitten, and Whittingham), medium
percoll 50%, larutan hipoosmotik, etanol 96%, akar

saluang belum (Luvunga sarmentosa), sperm diluting fluid.
Metode Pelaksanaan

Sebanyak 5000 gram akar Saluang Belum (Luvunga
sarmentosa) dicuci dan dikeringkan selama tujuh hari
untuk membuat simplisia dengan menggunakan blender,
kemudian diayak dengan menggunakan saringan
berukuran 60 mesh. Simplisia sebanyak 1000 g
dimaserasi dengan etanol 96% selama 3 x 24 jam.
Maserat  yang  diperoleh  dipekatkan  dengan

menggunakan rotary evaporator.

Penelitian ini menggunakan sampel sperma dari donor
dengan kriteria umur 20-30 tahun. Semen ditampung
dalam wadah steril dan dibiarkan pada suhu ruangan
selama 30 menit untuk proses pencairan, kemudian
dicuci menggunakan gradien percol 50%. Kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 1900 rpm selama 30
menit. Supernatan dibuang, pelet dicuci dengan 3 ml
medium BWW. Kemudian tabung disentrifugasi
kembali dengan kecepatan 1900 rpm selama |5 menit.
Supernatan dibuang, pelet murni diberikan | ml BWW
lalu  dihomogenkan.  Setelah itu, konsentrasi
spermatozoa diukur dengan memberikan 95 pL cairan
pengencer sperma dan 5 pl spermatozoa yang telah
dicuci dalam tabung 1,5 ml lalu dihomogenkan. Ambil 10
puL sampel dan letakkan di dalam ruang Neubauer.
Selanjutnya, perhitungan konsentrasi perhitungan

konsentrasi dilakukan di bawah mikroskop dengan
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perbesaran 400x menggunakan metode analisis semen

standar menurut WHO (Permatasari et al, 2023).

Spermatozoa dibagi menjadi lima kelompok, masing-
masing berisi £10 juta sel, yaitu kontrol (tanpa
perlakuan), pemberian ekstrak etanol Luvunga
sarmentosa dengan konsentrasi 100, 200, 400, dan 800
ng/mL. Kelima kelompok tersebut kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama | jam. Selanjutnya, dilakukan uji
HOS pada sampel semen dan diamati ekor yang
melengkung/menggulung pada mikroskop cahaya

dengan perbesaran 400x.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tabel I. Hasil Pengaruh Ekstrak

Kelompok Mean + SD (%)
63,87 * 3,8|abcde
68,80 * 3,99 bede
72,20 + 4,26 <de
77,07 £ 4,76 de

80,87 + 4,87

Kontrol Negatif
P1 (100 ng/mL)
P2 (200 ng/mL)
P3 (400 ng/mL)
P4 (800 ng/mL)

a,b,c,d,e

Keterangan: superskrip ( ) menunjukkan perbedaan

nyata (p<0.05) £ SD = merupakan standar deviasi data

Dari data hasil penelitian, menunjukan adanya pengaruh
ekstrak akar Luvunga sarmentosa terhadap integritas
membran yang dilihat dari jumlah ekor sperma yang
menggulung/melengkung secara in vitro. Hal ini
dipengaruhi oleh peranan senyawa yang terdapat pada
ekstrak etanol 96% akar saluang belum (Luvunga

sarmentosa).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Permatasari et al
(unpublished), didapatkan hasil uji fitokimia pada ekstrak
akar saluang belum terdapat kandungan senyawa
terpenoid, flavonoid, steroid fenolik dan alkaloid.
Senyawa terpenoid memiliki peran sebagai antioksidan
dengan mengurangi pembentukan radikal bebas yang
dengan cara memutuskan reaksi berantai dan
mengubahnya menjadi produk yang lebih stabil

(Permatasari et al,2023). Senyawa terpenoid terhadap

sperma memiliki aktivitas sebagai antioksidan dan dapat

menghambat peroksidasi lipid. (Furi et al., 2020)

Mekanisme antioksidan dalam proses
pengenceran/pembekuan  (thawing/ freeze) pada
penyimpanan sperma normal (preverasi), dapat
digunakan untuk meminimalkan kerusakan akibat
aktivitas radikal bebas. Pada penelitian sebelumnya
Ozimic et al (2023), senyawa terpenoid mampu
memberikan atom hidrogen kepada radikal bebas.
Sehingga membran sperma tetap terjaga dari paparan

ROS. Terpenoid termasuk dalam senyawa antioksidan

yang kuat.(Ozimic et al, 2023)

Kandungan flavonoid dalam Luvunga sarmentosa
memiliki peran penting dalam menekan sintesis ROS
dengan menghalangi pembentukan enzim prooksidan
atau menghilangkan berbagai elemen yang dapat memicu
pembentukan radikal bebas. Selain itu, flavonoid dapat
mencegah radikal hidroksil dengan mengikat ke nitrat
oksida (NO), sehingga pembentukan peroxynitrite tidak
terjadi dan kerusakan sel dapat dihindari.(Suryadinata et
al, 2021) Pada penelitian sebelumnya Wirenviona et al
(2021) terbukti senyawa flavonoid merupakan senyawa
metabolit sekunder yang berperan sebagai antioksidan
karena bermanfaat dalam mencegah kerusakan sel

akibat stres oksidatif. (Wirenviona et al., 2021)

Steroid yang terkandung dalam ekstrak etanol Luvunga
sarmentosa bertindak sebagai antioksidan yaitu dengan
cara menangkap/scavenging ROS, misalnya superoksida,
dan mengkelat logam (Fe2+ dan Cu2+) (Ayu et al,
2021). Bedasarkan penelitian yang telah dilakukan Akar
et al (2021) penggunaan antioksidan dapat mencegah
terbentuknya oksidasi selama pembekuan sperma,
mengurangi dampak buruk dari ROS, dan meningkatkan
kualitas sperma setelah dicairkan (proses thawing.).
Steroid  dapat  meningkatkan  transkripsi  gen
antiapoptosis, seperti Bcl-2, Bcl-XL, dan Mcl-1, yang
dapat menghambat aktivasi kaspase untuk apoptosis.
Steroid juga dapat menghambat ekspresi dan aktivitas

gen proapoptosis, seperti Fas, FasL, Bax, Bak, dan Bok,
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yang dapat memicu jalur ekstrinsik dan intrinsik
apoptosis. Jalur intrinsik apoptosis dipicu oleh sinyal
stres intraseluler, seperti kerusakan DNA, oksidasi,
atau kekurangan nutrisi. Sinyal ini menyebabkan
pelepasan sitokrom c dari mitokondria, yang kemudian
berikatan dengan protein Apaf-l dan membentuk
kompleks yang disebut apoptosom. Apoptosom
mengaktifkan kaspase-9, yang kemudian mengaktifkan
kaspase-3 dan kaspase-7.(Akar et al., 2021) Ekstrak

akar Luvunga sarmentosa juga mengandung fenolik yang
memiliki mekanisme sebagai antioksidan yaitu melalui
kemampuan dari gugus fenol untuk mengikat suatu
radikal bebas dengan mendonorkan atom hidrogennya
melalui proses transfer elektron.(Kisiriko et al., 2021)
Pada penelitian sebelumnya Tvrda et al. (2020) struktur
fenolik dalam aksi antioksidan biologis dengan
menghilangkan superoksida, oksigen tunggal, peroksida,
hidrogen peroksida, dan radikal hidroksil. Fenolik
penting untuk pertahanan sel normal selama stres
oksidatif ~molekul fenolik dengan memberikan
perlindungan pada sperma terhadap serangan oksidatif
dan/atau  kemungkinan kontaminasi bakteri, yang
mengakibatkan pemeliharaan viabilitas dan aktivitas
fungsional sperma mamalia yang lebih tinggi. (Tvrda et

al., 2020)

Ekstrak etanol 96% akar Luvunga sarmentosa
mengandung alkaloid sebagai antioksidan dengan
mendonorkan hidrogen atom pada objek radikal bebas
(Ayu et al, 2021). Alkaloid penyerap radikal bebas
merupakan mekanisme pencegahan oksidasi amin
biogenik dengan menghambat monoamine oxidase, yang
bertanggung jawab atas produksi zat beracun seperti
hidrogen peroksida, yang menginduksi stres oksidatif
mempertahankan kualitas sperma terkait dampak total
alkaloid pada semen domba. Penelitian Rahimi-Madiseh
et al (2020) alkaloid dapat melindungi sperma dari
kerusakan oksidatif dan meningkatkan integritas
membran sperma epididimis domba dapat bermanfaat
dalam IVF (in vitro fertilization). Alkaloid dapat berfungsi

dalam beberapa cara penyerapan langsung radikal bebas,
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mencegah pembentukan radikal bebas dengan
menghambat enzim-enzim spesifik yang menghasilkan
radikal bebas atau menjaga integritas rantai transpor
elektron  mitokondria  selama  kondisi  stres,
mengaktifkan sejumlah enzim antioksidan seperti GST,
GSH-Px, GR, SOD. (Rahimi-Madiseh et al., 2020)
Penyimpanan sperma untuk ART (Asisted Reproductive
Technology) menyebabkan kerusakan pada tingkat
molekuler seperti fragmentasi DNA akibat proses
freeze dan thawing berdampak pada kerusakan lebih
lanjut ditingkat struktural yaitu pada membran
spermatozoa(Rophi et al, 2021). Preservasi ini
bertujuan melindungi keutuhanan spermatozoa sebelum
proses IVF (In Vitro Fertilization) yang mana sangat
berdampak pada plasma membran spermatozoa sebagai
prediktor kapasitas fertilisasi sperma. Kerusakan
spermatozoa akibat stres oksidatif yang tinggi
berdampak negatif pada keberhasilan ART yang
seharusnya preservasi ini berperan dalam terlindunginya
membran sperma dari ROS serta mencegah proses

kematian sel. (Panjaitan, 2022)

Dengan adanya kelima senyawa tersebut, dilakukan
intervensi agar mengurangi kerusakan mekanik atau
kimia akibat proses preservasi pada sperma normal dan
meningkatkan kualitas sperma setelah dibekukan.
Berdasarkan penelitian sebelumnya Gualteri et al (2021)
pemberian antioksidan dapat menjaga kualitas sperma
pada saat kondisi stres oksidatif adalah dengan
pemberian antioksidan, yang dapat mereduksi,
menangkal, menekan reaksi ROS dan memperbaiki
kerusakan akibat dari efek radikal bebas yang
berdampak penurunan viabilitas sperma, disfungsi
mitokondria,  kerusakan = DNA, dan disfungsi
mitokondria menghasilkan peroksidasi yang berakibat
rusaknya struktur membran spermatozoa. (Gualtieri et

al, 2021)

Peningkatan jumlah ekor sperma yang
melengkung/menggulung sudah dapat dilihat dari

kelompok perlakuan pertama dengan konsentrasi |00
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ng/ml dibandingkan dengan kelompok kontrol.
Perlakuan pertama dengan konsentrasi 100 ng/ml ini
merupakan konsentrasi efektif menurut farmakologi
merupakan konsentrasi paling rendah namun dapat
memberikan efek yang menguntungkan (Thomas & Ting,
2012). Jumlah ekor sperma yang menggulung atau
melengkung terus mengalami peningkatan seiring
dengan peningkatan konsentrasi ekstrak etanol yang
diberikan sehingga pemberian ekstrak etanol 96% akar
saluang belum (Luvunga sarmentosa) mempengaruhi
integritas membran sperma secara dose dependent
mengacu pada efeknya yang dapat berubah bila
konsentrasi ekstrak diubah. Penelitian ini sejalan dengan
penelitian Leiva-Revilla et al (2022) bahwa terjadi
peningkatan viabilitas membran spermatozoa secara in
vitro untuk perkembangan preservasi sperma normal
mencegah kerusakan mekanik dan kimiawi pada saat

pross freeze atau thawing. (Leiva-Revilla et al., 2022)

KESIMPULAN

Ekstrak etanol 96% akar saluang belum (Luvunga
sarmentosa) berpengaruh terhadap integritas membran
spermoatozoa dengan dosis  efektif menurut

farmakologi pada konsentrasi 100 ng/ml.
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