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BAB |
ISOFLAVON KEDELAI

1.1. Kedelai

Kedelai atau Glycine max (L) Merr termasuk familia Leguminoceae, sub famili
Papilionaceae, genus Glycine max, berasal dari jenis kedelai liar yang disebut
Glycine unriensis (Samsudin, 1985). Menurut Ketaren (1986), secara fisik setiap
kedelai berbeda dalam hal warna, ukuran dan komposisi kimianya. Perbedaan
secara fisik dan kimia tersebut dipengaruhi oleh varietas dan kondisi dimana
kedelai tersebut dibudidayakan. Biji kedelai tersusun atas tiga komponen utama,
yaitu kulit biji, daging (kotiledon), dan hipokotil dengan perbandingan 8:90:2.
Sedangkan komposisi kimia kedelai adalah 40,5% protein, 20,5%lemak,22,2%

karbohidrat, 4,3% serat kasar, 4,5% abu, dan 6,6% air (Snyder and Kwon,1987).

Gambar 1.1. Tanaman dan Biji Kedelai



Menurut Budisantoso (1994), terdapat empat jenis kedelai, yaitu sebagai berikut :

a Kedelai kuning: kedelai yang kulit bijinya berwarna kuning, putih atau
hijau,yang bila dipotong melintang memperlihatkan warna kuning pada irisan
keping bijinya, yang biasanya dijadikansusu.

b. Kedelai hitam: kedelai yang kulit bijinya berwarnahitam.

¢ Kedelai hijau: kedelai yang kulit bijinya berwarna hijau, yang bila
dipotongmelintang memperlihatkan warna hijau pada irisan kepingbijinya.

d Kedelai coklat: : kedelai yang kulit bijinya berwarnacoklat.

Bentuk biji kedelai bergantung kultivarnya, dapat berbentuk bulat, agak gepeng

dan sebagian besar bulat telur. Sedangkan besar dan bobotnya dibagi menjadi tiga,

yaitu:

a. Kedelai berbiji kecil : bobot 100 biji7-11gr.

b. Kedelai berbiji sedang : bobot 100 biji 11-13gr.
c. Kedelai berbiji besar : bobot 100 biji lebih dari 13gr.

1.2. Sumber Isoflavon

Isoflavon adalah : senyawa flavonoid yang merupakan salah satu anggota
senyawa fitoestrogen. Senyawa isoflavon terdistribusi secara luas pada berbagai
bagian tanaman, baik pada bagian akar,batang,daun maupun buah. Sebagai
metabolit sekunder, isoflavon banyak terdapat pada tanam-tanaman, khususnya
dari golongan Leguminoceae. Isoflavon juga ditemukan pada berbagai tanaman
yang banyak dikonsumsi manusia,termasuk biji-bijian dan padi-padian. Dari
berbagai tanaman tersebut, isoflavon paling banyak terdapat dalam kedelai dan
produk olahannya.lsoflavon kedelai merupakan komponen yang diketahui sebagai

flavonoid, yang tersusun atas daidzein, genestein dan sejumlah kecil glisitein.



King (2002) melaporkan bahwa dalam kedelai terdapat 12 macam isoflavon yaitu
. daidzein dengan tiga glukosida konjugasinya yaitu : daidzin, asetildaidzin dan
malonildaidzin; genestein dengan tiga glukosida konjugasinya yaitu : genistin,
asetilglisitin dan malonilglisitin. Dalam kedelai, glisitein dan glukosidanya
terdapat dalam jumlah yang sangat kecil dibandingkan dengan daidzein dan

genestein sertaglukosidanya.

Tabel 1.1

Kandungan Isoflavon pada beberapa produk kedelai setiap 100 gram

Kandungan Isoflavon Beberapa Kandungan Isoflavon
Produk Kedelai Setiap 100 gr (genistein dan daidzein)

Produk Kedelai mg

Kedelai hijau,tak dimasak 54,8

Kedelai matur,tak dimasak 188,8

Kedelai panggang 194,2

Susu kedelai 8,8

Tahu, takdimasak 33,6

Tempe, tak dimasak 53,1

Tepung kedelai 208.6

1.3. Struktur Kimia Isoflavon

Isoflavon memiliki kemiripan struktur kimia dengan estrogen pada mamalia
(Setchell & Adlercreutz, 1988). Cincin fenolat pada isoflavon merupakan struktur
penting pada kebanyakan komponen isoflavon yang berfungsi untuk berikatan
dengan reseptor estrogen (Leclerq & Heuson, 1979). Struktur kimia isoflavon
sangat menentukan aktivitas biologis, bioavailabilitas dan efek fisiologis.Schmidl
dan Labuza (2000) dalam Winarsi menyatakan bahwa setelah dikonsumsi,
isoflavon kedelai dihidrolisis oleh glukosidase intestinal, sehingga terbentuk
aglikon daidzein, genestein, dan glisitein.Perubahan isoflavon glukosida menjadi

aglikon dikatalisis oleh enzim glukosidase. Isoflavon sebagai senyawa estrogen



like, mengawali kerjanya dengan cara meniru kerja estrogen. Implikasi Kklinis
isoflavon, tergantung pada beberapa faktor termasuk reseptor yang dapat binding
dengan isoflavon, letak reseptor dan konsentrasi estrogen yang bersaing dengan
isoflavon (Kim et al, 1998). Tidak adanya gugus yang bersifat lifolitik dalam
komponen fitoestrogen tersebut, juga memudahkan terjadinya pengikatan
isoflavon dengan reseptor estrogen (Cunningham et al, 1997). Manifestasi ikatan
isoflavon dengan reseptor estrogen, akan menunjukkan aktivitasnya yang agonis
atau antagonis tergantung pada kadar estrogen (Brzozowski et al,1997). Aktifitas
etrogenik isoflavon terkait dengan struktur kimianya yang mirip dengan
stilbestrol, yang biasanya digunakan sebagai obat estrogenik.Bahkan isoflavon
mempunyai aktivitas yang lebih tinggi dari stilbestrol.Daidzein merupakan
senyawa isoflavon yang aktivitas estrogeniknya lebih tinggi dibandingkan dengan
senyawa isoflavon lainnya.Aktivitas estrogenik tersebut terkait dengan struktur
isoflavon yang dapat ditransformasikan menjadi equol, dimana equol mempunyai
struktur fenolik yang mirip dengan hormon estrogen.Apabila struktur equol
sebagai metabolit isoflavon ditumpangkan pada struktur estradiol maka jarak
antara gugus hidroksil keduanya sangat identik, oleh sebab itu tidak
mengherankan jika isoflavon mampu berikatan dengan reseptor estrogen (RE),

dengan sifatnya yang agonis ataupun antagonis (Winarsi2005).

Estradiol

Isoflavone



Gambar 2.2. Struktur molekul isoflavon dan estradiol (Setchell & Cassidy)

Struktur Kimia Isoflavo lik
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Gambar 2.8. Struktur kimia isoflavon aglikon

1.4.Metabolisme Isoflavon

Isoflavon glikosida pertama-tama akan mengalami deglukosilasi menjadi
aglikon oleh hidrolisa bakteri (Hawkesworth et al,1971) atau glukosidase seluler
dan kemudian sebagian besar akan mengalami glukoronidasi dan sulfatasi oleh
enzim-enzim intraseluler. Demikian pula aglikon setelah masuk ke dalam sel akan
mengalami konjugasi secara ekstensif. Konjugat tersebut akan keluar dari
permukaan basolateral enterosit dengan mekanisme transport fasilitas dan masuk
kedalam sirkulasi darah. Glukoronidasi dan sulfatasi fraksi isoflavon yang lolos
dari proses konjugasi dalam dinding usus dapat terjadi didalam hati,ginjal dan
organ lain. Konjugasi merupakan jalur utama metabolisme isoflavon pada
mamalia,meskipun ditemukan juga terjadinya hidroksilasi dan metilisasi didalam
hati. Kemungkinan lain aglikon tersebut akan difermentasi terlebih dahulu oleh
mikroflora usus menjadi metabolit spesifik yaitu equol dan p-etilfenol (Axelson et
al,1984; Joannou et al,1995), baru kemudian diserap oleh usus. Metabolisme

dalam usus terseebut sangat bervariasi diantara individu dan dipengaruhi oleh



komponen lain yang terkandung didalam makanan yang dikonsumsi. Bila diet
mengandung karbohidrat dalam jumlah banyak, maka akan meningkatkan
fermentasi intestinal, sehingga menghasilkan biotransformasi isoflavon lebih
banyak dan meningkatkan pembentukan equol sebagai hasil metabolisme daidzein
mamalia.

Xu et al (1995) menyimpulkan bahwa penyerapan, ekskresi dan
konsentrasi isoflavon dalam plasma darah dipengaruhi oleh dosis yang
dikonsumsi.Selain itu dinyatakan bahwa mikroflora usus mempunyai peranan
dalam meningkatkan ketersediaan isoflavon.Ketersediaan isoflavon kedelai
bervariasi antara 13 sampai 35% tergantung dari jumlah dan kondisi mikroflora
individu. Secara klinis fermentasi isoflavon oleh mikroflora usus sangat penting,
karena potensi estrogenik equol lebih tinggi dibandingkan dengan prekursornya
yaitu : daidzein. Waktu paruh (half-life) daidzein dan genestein dalam plasma
sebesar 7,9 jam pada orang dewasa dan konsentrasi tertinggi terdapat 6-8 jam
setelah dikonsumsi. Xu et al (1998) dalam Winarsi melaporkan bahwa konsumsi
protein kedelai yang mengandung isoflavon 65-129 mg/hari, meningkatkan rasio
2-(OH) E, terhadap 160 (OH) E; sebesar 67% dan rasio 2-(OH) E,, terhadap 4-
(OH) E; sebesar 33% lebih tinggi bila dibandingkan dengan konsumsi protein
kedelai yang mengandung isoflavon 10 mg/hari. Bila kedelai di konsumsi secara
reguler, maka kadar isoflavon plasma dapat melebihi kadar estradiolnormal.

Terdapat 2 macam reseptor estrogen yaitu : reseptor estrogen beta dan
reseptor estrogen alfa. Dua reseptor tersebut memainkan peran yang berbeda,
demikian pula terdistribusinya ke dalam jaringan dan afinitas binding dengan

ligand juga berbeda. Reseptor estrogen beta terdistribusi dalam jaringan



otak,tulang,kandung kemih dan epitel pembuluh darah. Reseptor estrogen alfa

terdistribusi dalam jaringan payudara liver dan ginjal.



BAB Il
PENGARUH ISOFLAVON TERHADAP REPRODUKSI

2.1. Isoflavon sebagai Estrogen Like

Struktur molekul isoflavon memiliki kemiripan dengan struktur
estrogen,oleh sebab itu isoflavon disebut sebagai estrogen like. Adanya kemiripan
struktur antara dua senyawa tersebut maka, isoflavon mampu berikatan dengan
reseptor estrogen yang terdapat dalam sel berbagai jaringan tubuh. Isoflavon,
diketahui berpotensi lebih rendah yaitu : 10°- 10 kali dibanding estrogen
endogen,namun mampu berikatan kuat dengan resptor estrogen beta.
Penelitian berkaitan dengan terpaparnya isoflavon dalam tubuh hewan dan
dampaknya terhadap reproduksi sudah banyak diteliti, baik pada hewan jantan
maupun hewan betina.Hasil penelitian menunjukkan pengaruh isoflavon terhadap
fertilitas dan perkembangan hewan bervariasi, ada yang berdampak positif dan
ada juga yang negatif. Hal tersebut disebabkan respon biologis isoflavon pada
hewan bergantung pada faktor-faktor seperti spesies, umur, jenis kelamin, dosis,
cara pemberian dan metabolisme (Winarsi2005).

Hasil penelitian Kang, et al (2002) menunjukkan bahwa ketika genestein
diberikan dengan dosis tinggi selama kebuntingan dan laktasi dengan dosis 0,04
dan 4 mg/kg bb/hari, tidak ada perbedaan yang signifikan pada berat anak, jenis
kelamin, jumlah anak, dan tidak berpengaruh pada jumlah dan motilitas
spermatozoa pada tikus jantan. Selanjutnya hasil penelitian Controneo, et al
(2001), pemberian genestein 250 mg/kg pakan tidak berpengaruh pada konsentrasi

plasma hormon seks dan reseptor hormon seks uterus pada anak tikus betina.



Fritz et al (2002) melihat pengaruh genestein pada androgen dan ekspresi
Estrogen Reseptor (ER) pada prostat tikus jantan yang diberikan pada induk
bunting dengan dosis 0,25 dan 250 mg/kg makanan. Hasil penelitiannya
menunjukkan bahwa kelompok perlakuan genestein reseptor androgen, ekspresi
ERa dan ERP prostat tikus menurun.Tetapi tidak ada perbedaan terhadap
histopatologi dan berat organ reproduksi diantara kelompok perlakuan.
Selanjutnya hasil penelitian Glover dan Assinder (2006) menunjukkan bahwa
tikus jantan yang diberikan pakan dengan fitoestrogen tinggi selama 3 hari
fekunditasnya menurun, tetapi sifatnya sementara dimana pada hari ke 12 kembali
normal. Selanjutnya ekspresi REa dan reseptor androgen mRNA meningkat pada
segmen epididimis, tetapi menurun pada cauda epididimis pada tikus yang diberi
fitoestrogentinggi.

Pemberian isoflavon dapat mengganggu jalannya spermatogenesis, karena
fitoestrogen menghambat kerja enzim 17-B-hidroksisteroidoksidoreduktase, enzim
yang dibutuhkan untuk sintesis testosteron, hambatan kerja tersebut menyebabkan
penurunan kadar testosteron serta hambatan pada perkembangan sistem syaraf
pusat dan gonodal (Atanasova et al, 2000). Efek antiandrogenik juga dapat
menghambat sekresi LH pada hipofisis, yang berakibat penurunan kadar sekresi

testosteron pada sel Leydig (Gultekin, 2006).

2.2. Isoflavon sebagai Antioksidan

Suatu senyawa dikatakan memiliki sifat antioksidatif bila senyawa
tersebutmampumendonasikansatuataulebihelektronkepadasenyawa  prooksidan,

kemudian mengubah senyawa oksidan menjadi senyawa yang lebih stabil. Sifat



seperti ini dimiliki oleh senyawa isoflavon kedelai. Sebagai antioksidan,isoflavon
dalam kedelai mampu meredam aktivitas radikal bebas dengan cara mengikat dan
mencegah reaksi berantainya. Radikal bebas dibentuk oleh metabolisme
xenobiotik atau metabolisme sel aerob secara normal. Senyawa species oksigen
reaktif (Reaktive Oxygen Species/ROS) adalah radikal bebas yang punya peran
penting pada  beberapa  proses  fisiologis = spermatozoa  seperti
kapasitasi,hiperaktivasi,reaksi akrosom dan fusi dengan oosit. Spermatozoa
membutuhkan ROS pada level rendah untuk menginduksi proses kapasitasi dan
pada reaksi akrosom ,serta berikatan dengan zona pelusida sehingga dapat
berlangsung proses fertilisasi (Sanocha dan Kurpisz 2004).

Pembentukan ROS menginduksi peroksidasi lipid yang bersifat sitotoksik
akibat inisiasi suatu reaksi rantai ke dalam membran, diikuti dengan reaksi
propagasi sehingga secara keseluruhan akan mengakibatkan kerusakan sel.
Pembentukan ROS yang berlebihan maka akan memicu stres oksidatif, berpotensi
mengakibatkan pengaruh toksik, dan merupakan mediator penting terhadap
berkurangnya fungsi dan kualitas spermatozoa. Berlebihnya pembentukan ROS
dihubungkan dengan penurunan motilitas ,morfologi abnormal dan penurunan
kapasitas penetrasi spermatozoa dengan oosit, serta penurunan fertilitas

(Saleh dan Agarwal2002).

Spermatozoa memiliki sistem pertahanan enzimatik atau non enzimatik untuk
menetralkan pengaruh toksik senyawa ROS pada spermatozoa, sehingga ROS
hanya terdapat dalam jumlah kecil yang diperlukan untuk menjaga fungsi
spermatozoa tetap normal. Sistem pertahanan radikal bebas, baik enzimatik

maupun non enzimatik, meliputi proteksi terhadap berbagai kompertemen sel

10



antara lain mitokondria, retikulum endoplasma, peroksisom, sitoplasma dan
membran sel. Pemeliharaan integritas sel tergantung pada keseimbangan antara
pembentukan radikal bebas dengan sistem pertahanan radikal bebas. Terjadinya
kerusakan sel dihasilkan oleh ketidakseimbangan antara pembentukan ROS dan

aktivitas pertahanan enzim antioksidan (Winarsi 2005).
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BAB IlI

REPRODUKSI TIKUS JANTAN

3.1. Anatomi Reproduksi

3.1.1. Testis

Testis adalah organ lunak yang berbentuk oval.Merupakan sepasang
kelenjer kelamin yang bersifat endokrin dan eksokrin. Sebagai kelenjer endokrin,
testis menghasilkan hormon steroid yang kemudian disekresikan ke dalam
pembuluh darah, dan sebagai kelenjer eksokrin , testis menghasilkan spermatozoa
yang kemudian dikeluarkan kedalam saluran ekskretori. Setiap testis dikelilingi
oleh suatu jaringan yang disebut dengan tunika albuginea.Jaringan ikat fibrosa ini
membentuk septum kedalam testis, sehingga membagi testis menjadi lobulus-
lobulus yang tidak beraturan.Didalam lobulus terdapat tubulus seminiferus yang
merupakan jaringan yang dapat menghasilkan sel-sel germinal dari hewan jantan
(Hafez, 1996).

Diantara tubulus tubulus tersebut selain terdapat stroma intertisial yang
terdiri dari sel sel intertisial atau sel leydig, juga terdapat pembuluh darah limfe
Tubulus seminiferus yang disusun oleh epitel seminiferus yang terletak diatas
jaringan ikat yang disebut dengan membran basalis. Epitel seminiferus terdiri dari
2 jenis sel yaitu sel - sel kelamin jantan yang akan mengalami spermatogenesis
dan selsertoli.

Sel sertoli berada dekat membran basalis dan fungsinya selain memberi
nutrisi kepada sel spermatogenik juga rnenghasilkan ABP (Androgen Binding
Protein) .ABP berfungsi mengikat testosteron yang dihasilkan oleh sel leydig dan

membawanya dari tubulus ke reseptor yang terdapat dalam sel sel germinal, untuk

12



selanjutnya diperlukan dalam spermatogenesis (Hafez, 1996).

Testis selain merupakan kelenjar endokrin yang menghasilkan hormon
steroid,juga bersifat sebagai kelenjar eksokrin karena menghasilkan spermatozoa.
Dalam testis terdapat lebih kurang 250 kompartemen piramidal yang disebut
lobulus testis.Setiap lobulus terdiri dari 1-4 tubulus seminiferus (Carneiro., Kelly,
1998). Diameter tubulus seminiferus 250 gm, serta panjang rata-rata 32 cm. Epitel
tubulus seminferus terdiri atas dus jenis sel yaitu sel sertoli sebagai penyokong
dan sel-sel yang merupakan garis turunan spermatogenik. Sel-sel turunan
spermatogenik tersebar dalam 4 sampai 8 lapisan yang menempati ruangan antara
lamina basalis dan lumen tubulus. Sel-sel ini membelah beberapa kali dan
akhirnya berdeferensiasi, menghasilkan spermatozoa (Rudolf, Stromberg, 1986,

Nasution, 1993 : Carneiro, Kelley,1998).

Saminal vesicla

Coaqulating
gland

Bladder .
Vas defarans ~Ampulla
Ventral prostate —

Dorsal prostate gland
gland

T Caput epididymis
Urethra — ¢ P i
T Coarpus epididymis
Bulbourethral —
giand

~Testis
Cauda apidiaymis

Male urogenital system

Gambar 3.1 : Organ genital tikus dewasa (Howard, 2002 )
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3.1.2. Saluran Eksretori

Saluran ekskretori terdiri dari rete testis, saluran eferens, epididimis dan
duktus (vas) deferens.Rete testis merupakan suatu sisitem anastomosis dari
tubulus seminiferus yang lurus dan berkumpul.Rete testis selanjutnya membuka
kedalam tiga sampai tujuh saluran eferens. Saluran-saluran tersebut kemudian
akan bergabung menjadi satu yaitu epididimis.

Epididimis merupakan saluran yang memanjang dari bagian atas sampai
bawah testis dan terbagi atas tiga bagian yaitu kaput, korpus dan kauda
epididimis, Epididimis berfungsi sebagai tempat pematangan spermatozoa,
penyimpanan spermatozoa dan sebagai saluran yang menyalurkan spermatozoa
dari testis menuju saluran ejakulasi. Selain itu epididmis juga mempunyai fungsi
absorbs! bagi spermatozoa yang mati dan sekresi berbagai macam zatseperti
glikoprotein, karnitin dan lainnya. Fungsi absorbsi dan sekresi ini diperlukan
untuk memelihara lingkungan intraminal epididimis (Hafez,1996).

Lingkungan intraminal yang sesuai akan mendukung perubahan perubahan
yang terjadi selama proses pematangan spermatozoa. Pematangan spermatozoa
merupakan proses yang kompleks, menyangkut beberapa perubahan morfologi.,
fisiologis dan biokimia dari spermatozoa, Hasil dari rangkaian proses tersebut
adalah kemampuan spermatozoa melakukan fertilisasi ovum. Kemampuan
tersebut diperoleh secara bertahap selama spermatozoa melewati saluran
epididimis. Saluran setelah kauda epididimis adalah vas deferens yang akan
menuju uretra. Pada bagian ujung vas deferens terdapat ampula, yaitu tempat

penyimpanan spermatozoa sebelum keluar ataudiejakulasikan.

14



3.1.3. Tubulus Seminiferus

Tubulus seminiferous merupakan suatu saluran yang berjalan berlekuk
lekuk yang bisa berakhir buntu atau bisa beranastomosis dengan tubulus-tubulus
didekatnya baik dari satu lobulus testis maupun dari lobulus testis
sebelahnya.Saluran ini mempunyai ukuran panjang 30-70 cm dengan diameter

bervariasi antara 150-300um (Compenhaver et al,1988).

Tubulus seminiferous dilapisi oleh epitel germinativum / epitel seminiferus,
merupakan jaringan epitel berlapis kubis yang duduk pada membrana basalis.
Diluar tubulus terdapat jaringan peritubuler yang terdiri atas jaringan ikat fibrous
yang disebut tunica propia, mengandung serat-serat jaringan ikat, sel-sel
fibroblast dan selototpolos yang disebut myoidperitubuler. Kontraksidarisel myoid
peritubuler diduga akan merubah diameter tubulus seminiferus dan akan
membantu pergerakan spermatozoa sepanjang tubulus (Junqueira 1997).

Epitelium tubulus seminiferus terdiri atas dua jenis sel yaitu :Sel penyokong
atau sel sustentakular atau sel sertoli. Pada tikus jumlahnya kira kira 17-19%
dari epitel tubulus seminiferus yang terdapat diantara sel-sel spermatogenik. Sel
ini membentuk tidak teratur, selindris tinggi dan duduk pada lamina basalis
tubulus seminiferus. Intinya berada agak jauh dari dasar sel, berwarna pucat,
berbentuk lonjong atau segitiga dengan sumbu panjang mengarah ke
lumen.Sitoplasma tampak fibriler dan kadang terlihat badan. Kristaloid yang
terdiri atas protein disekitar inti, dua sel sertoli yang berdekatan mempunyai
hubungan occludent/tigh junction yang bersama sama dengan jaringan peritubuler
membentuk sawar darah testis ( blood testis barier). Sel sertoli mempunyai

beberapa fungsi yaitu:
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1. Menyokong dan mengatur nutrisi spermatozoa yangberkembang

2. Fagositosis

3. Salah satu komponen sawar darah testis

4. Sekresi cairan ke lumen tubulus seminiferus untuk transport spermatozoa
Sel spermatogenik membentuk lapisan epitel berlapis yang terdiri dari 4-8

lapis sel. Sel-sel ini berkembang secara progresif dari basal kearah lumen tubulus

seminiferus. Terjadinya proliferasi mendorong sel-sel kearah lumen dan sel-sel

yang sudah dekat dengan lumen akan mengalami trasformasi menjadi

spermatozoa.Pada masa pubertas sel ini mulai berpoliferasi secara mitosis.

Matiern Pavtmwn | Goontie -

Gambar 3.2 : Tubulus seminiferus Testis ( Howard, 2002 )
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3.1.4. Duktus Deferens

Panjang 5 — 6 cm dengan diameter 2,5 mm dan dilapisi oleh epitel
kolumnar bertingkat. Sebelum memasuki prostat duktus deferens membentuk
bagian yang disebut ampula.Bagian akhir ampula dan vesikula seminalis
kemudian memasuki prostat dan bermuara ke uretra prostatikum.Ampula dilapisi
oleh sel epitel kolumnar yang pendek (Hafez, 1996).
3.1.5. Kelenjar Tambahan ( Accessorius)

Kelenjar asessori mempunayi peranan penting sebagai media hidup bagi
sperma.Kelenjar ini terdiri dari vesikula seminalis, kelenjar prostat, kelenjar
cowperi, kelenjar ampula, kelenjar bulbouretra dan kelenjar preputial (Rugh,

1997).

3.1.6. Uretra

Merupakan saluran keluarnya sperma, adapun saluran ini terdapat pada
rongga dalam penis. Dimana pada bagian ventralnya dilapisi epitel berlapis
gepeng dan disebelah dorsalnya terdapat epitel kuboid (Rugh,1997)
3.1.7. Penis

Terdiri dari tiga lapisan, antara lain satu lapisan tipis corpus cavernosa
uretra (corpus spongia) yang dikelilingi oleh tunika albugenia dan dua lapisan
tebal corvus cavernosa penis. Glans penis dilapisi oleh epitel berlapis gepeng yang
terdiri atas folikel - folikeal rambut.Akar penis melekat pada tulang pubis yang

berhubungan dengan musculus ischiocavernosa (Rugh, 1997).

17



3.2. Spermatogenesis

Proses spermatogenesis terjadi di dalam lumen tubuli seminiferus testis dan
proses ini dalam keadaan normal terjadi setiap saat. Spermatogenesis adalah
segala proses yang terjadi dari spermatogonium menjadi spermatozoa. Rangkaian

perkembangan ini dapat di bagi menjasi 4 fase yaitu:

1. Fase Proliferasi ( perbanyakan)

Pada fase proliferasi sel-sel spermatogonium mengalami mitosis sampai
beberapa kali, dimana sel-sel turunannya disebut spermatosist primer
dengan mengandung 46 kromosom.

2. Fase growing(pertumbuhan)

Pada fase ini satu spermatosist primer membelah secara meiosis menjadi

dua spermatosist sekunder yang mengandung 23 kromosom.

3. Fase maturasi ( pematangan )
Fase ini merupakan fase pembagian pematangan yang akan menghasilkan
dua sel spermatid

4. Fase transformasi ( perubahan bentuk)

Spermatid berubah bentuk dengan lambat menjadi spermatozoa (Nasution,

1993: Tjitrosomo, Sugiri, 1996)
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Gambar 3.3 : Proses Spermatogenesis ( Nasution, 1993)

Faktor hormonal banyak berperan dalam proses spermatogenesis, beberapa

diantaranya adalah ( Guyton& Hall, 1997: Jungueira,Carnerro,Kelly, 1998 ):
1. Testosteron
Disekresikan oleh sel-sel leydig yang terletak di intestinum testis.Hormon ini

penting dalam pembelahan meiosis untuk pembentukan spermatosist sekunder

2. LH (Luteinizing Hormon) dan FSH (Folikel StimulatingHormon)

Kedua hormon ini disekresikan oleh kelenjer hipofise anterior melalui umpan
balik antara hipotalamus-hipofise-testis

Dalam proses spermatogenesis terdapat siklus epitelium spermatogonium
yang terjadi dalam tubulus seminiferus testis, yaitu perubahan lengkap sel
spermatogenik dalam komposisi sel tertentu sampai menampakan komposisi sel
yang sama berikutnya, siklus ini dimulai dari mitosis spermatogonium A sampai

keluarnya spermatozoa dari tubulus seminiferus yang berulang sesuai dengan
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waktu siklus bervariasi, pada manusia terjadi 64 hari sedangkan pada tikus waktu
siklus spermatogenesis adalah selama 48 hari (Hess, 1999)
3.3. Poros Hipotalamus-Hipofisis-Testis

Kelangsungan dari proses spermatogenesis sangat tergantung pada faktor
hormon.Hormon yang diketahui berpengaruh terhadap proses spermatogenesis
adalah GnRH, FSH, LH, Testosteron dan inhibin. Mekanisme pengendalian
proses spermatogenesisi tersebut diatur oleh kerja poros hipotalamus- hipofisis -
testis. Dari hipotalamus disekresi hormon pelepas yaitu GnRH. Hormon pelepas
ini akan dikeluarkan ke hipofisis melalui pembuluh darah sistim porta hipofisis.
GnRH akan mempengaruhi hipofisis untuk mensekresi FSH dan LH. Hormon
FSH meransang perkembangan sel spermatogenik tahap proliferasi,
spermatogenesis dan spermiogenesis.FSH juga meransang sel sertoli membentuk
Androgen Binding Protein (ABP) dan inhibin. ABP yang dihasilkan oleh sel
sertoli berperan mengikat testosteron tang berada diluar tubulus seminferus
kedalam tubulus untuk membentuk proses spermatogenesis. Inhibin merupakan
senyawanonsteroidyangdihasilkanolehselsertoli.Inhibindapatmernberikan  umpan
balik negatif bagi hipofisis dalam mensekresi FSH.Sedangkan LH berfungsi
meransang sel leydig membentuk testosteron (Nasution, 1999).

Mekanisme kerja poros hipotalamus - hipofisis - testis terjadi melalui umpan
balik antara sel penghasil hormon dengan sel sasaran.Sebagai contoh adalah
pengaturan sekresi LH pada hipofisis oleh testosteron. Jika kadar hormon
testosteron dalam sirkulasi darah meningkat maka hormon tersebut akan
menghambat sekresi LH yang dihasilkan oleh hipofisis. Umpan balik dapat pula

terjadi terhadap hipotalamus, sehingga sekresi GnRH dihambat. Menurunnya
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sekresi LH maka aktivitas sel leydig serta produksi testosteron akan menurun
pula. Penurunan ini akan merangsang hipothalamus dan hipofisis untuk
memproduksi LH (Nasution,1999).

Selain FSH dan LH, Hipofisis juga memproduksi hormon prolaktin dibawah
pengaruh hipotalamus.Sekresi prolaktin ini diatur oleh Prolaktin Releasing Faktor
(PRF) dan prolaktin inhibiting faktor (PIF).PRF berfungsi untuk merangsang
pembentukan prolaktin sedang PIF berperan menghambat pembentukannya.
Peranan hormon prolaktin dalam reproduksi ialah  meningkatkan aktivitas
reseptor LH pada sel leydig, sehingga sekresi testosteron meningkat
(Nasution,1999).

Ketergantungan spermatogenesis terhadap hormon telah banyak dibuktikan
melalui penelitian - penelitian. Rojks dan Scili ( 1989 ) menyatakan bahwa kadar
FSH dan LH dalam serum pria fertil berbeda makna dengan serum oligospermia
dan azoospermia. Bartke menyimpulkan pemberian  prolaktin dengan LH
terhadap proses spermatogenesis berbeda makna dengan perlakuan hanya berupa

pemberian LHsaja.
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Gambar 3.4 : Kontrol fungsi testis (Sherwood 2001)

3.4. Jumlah,Morfologi dan Kecepatan Spermatozoa
3.4.1. Jumlah Spermatozoa

Jumlah spermatozoa adalah salah satu faktor penentu dalam menentukan
kualitas sperma.Jumlah sperma yang berkualitas adalah spermatozoa yang
memiliki jumlah sekitar lebih dari 20 juta / ml ejakulat. Apabila jumlahnya kurang
maka bisa dikatakan spermatozoanya tidak berkualitas. Jumlah spermatozoa
dihitung menurut beberapa cara yaitu jumlah spermatozoa per ml ejakulat dan
jumlah spermatozoa per volume ejakulat. Namun yang umum dipakai adalah
jumlah spermatozoa per ml ejakulat (Yatim, 1994).

Menghitung jumlah spermatozoa per ml ejakulat dapat dilakukan dalam
dua tahap yaitu menghitung jumlah spermatozoa per lapangan pandang dan

menghitung jumlah spermatozoa per ml dengan menggunakan kamar hitung
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Hemacytometer Neubauer.Spermatozoa yang memiliki morfologi yang matang
yang dihitung, spermatozoa yang tidak ada kepala dan ekor tidak dihitung.(WHO,
1994).

Jumlah spermatozoa yang dihasilkan oleh testis sangat tergantung pada
proses spermatogenesis yang terjadi di tubulus seminiferus. Spermatogenesis
adalah suatu rangkaian perkembangan sel spermatogonia dari epitel tubulus
seminiferus yang mengadakan proliferasi dan selanjutnya berubah menjadi
spermatozoa yang terdiri dari kepala, leher dan ekor (Moeloek , 1994).

Spermatogonia pada tikus terdiri atas 3 macam yaitu spermatogonia tipe
A, intermediet, dan spermatogonia tipe B. Spermatogonia tipe A merupakan yang
terbesar dan terdiri atas partikel-partikel inti kromatin. Tahap metafasenya lebih
panjang dan lebih ramping. Spermatogonia A berlanjut menjadi tipe intermediet
yang lebih kecil, banyak dan terdiri atas inti kromatin di dalam jonjot-jonjot yang
kasar atau berupa gumpalan yang terletak diatas atau didekat permukaan sebelah
dalam dari membran nukleus. Tahap metafasenya pendek, berkelompok dan
berbentuk seperti kepala, dari spermatogonia tipe B akan membelah lagi menjadi
spermatosit primer. Diperkirakan waktu dari tahap metafase spermatogonia
menjadi profase sekitar 3-9 hari, dan dari tahap diakenesis ke spermatozoa yang
belum matang lebih kurang 10 hari. Spermatogonia tipe A pertama kali muncul 3
hari setelah lahir, lalu jumlahnya meningkat menjadi sel primordial dan diletakkan
pada membran basal berikutnya, setelah itu jumlahnya akan menurun. Tahap
meiosis di dalam testis di mulai 8 hari setelah lahir.Petunjuk pertama bahwa
spermatogonia tipe B membelah menjadi spermatosit primer adalah tampaknya

pembesaran secara nyata dan berpindah dari membran basal.Spermatosit primer
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membelah menjadi 2 spermatosit sekunder yang lebih kecil, lalu menjadi 4

spermatid (Rugh, 1997).

Ada 16 tingkatan perkembangan perubahan spermatid menjadi
spermatozoa yang terbagi atas 4 fase yaitu :

1. Tahap Golgi mencakup tahap 1 — 3 dari spermiogenesis, ditandai dengan
terlihatnya idiosom yang mendekat ke inti dan berakhir dengan menyatunya
proakrosom granul menjadi granul tunggal yangbesar.

2. Tahap pembentukan tudung yaitu tahap ke 4 - 7 dari spermiogenesis, diawali
dengan pembesaran penipisan granul yang terbentuk pada tahap ke 3 dan
terjadinya perpanjangan ke lateral dari inti yang merupakan tanda dimulainya
pembentukan tudung dari tahap spermiogenesis. Terbentuknya kepala yang
melapisi sepertiga sampai setengah dari inti merupakan tahap terakhir dari
tahapini.

3. Tahap akrosom yaitu tahap 8 — 12 dari tahap spermiogenesis. Pada tahap ini
sperma mencapai bentukterpanjang.

4. Tahap pematangan yaitu tahap 13 - 16 dari tahap spermiogenesis, pada tahap
ini akrosom, tudung dan inti menjadi lebih pendek dan lebih lengkung dan

pada akhirnya spermatozoa ini dilepaskan ke dalam tubuli seminiferi.

3.4.2. Morfologi Spermatozoa

Spermatozoa yang diproduksi testis tikus mempunyai variasi panjang lebar
dan bentuk.Pada umumnya kepala spermatozoa tikus berbentuk sabit atau Kait.
(Yatim W, 1996 : Rugh, 1997), bagian tengah (miedle piece) pendek dan bagian

ekor yang sangat panjang.
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Akrosom mengandung enzim hialuronidase yang berguna untuk
menembus kumulus ooforus pada saat fertilisasi, dan bagian yang sudah tembus
membawa lisin untuk mengubah substansi kimia pada zona tersebut sehingga
kepala sperma dapat menembusnya.Pada akrosom terdapat plasma membran yang
meluas mengelilingi seluruh spermatozoa.Hampir setengah bagian distal dari
plasma membran dari kepala sperma membawa sekumpulan partikel yang halus
(Rugh,1997).

Bagian miedlepiece terdiri dari mitokondria, badan golgi, dan 2 sentriol.
Bagian ekor terdiri atas flagela — flagela yang membentuk seperti helaian —
helaian.Kepala dari spermatozoa dalam jumlah banyak melekat pada sel sertoli
untuk nutrisi sampai mereka dibebaskan selama koitus (Rugh, 1997).

Dalam keadaan patologi, ada sel spermatozoa yang berbentuk abnormal
terdapat pada orang fertil maupun infertil.Hanya saja pada orang fertil kadarnya
sedikit.Ada batas minimum % abnormal terhadap normal.Kalau % abnormal
kebanyakan, mengakibatkan orangnya infertil. Normalnya morfologi yang baik itu
lebih dari 50% dari abnormal.Bentuk abnormal spermatozoa pada orang terjadi
karena berbagai macam gangguan dalam spermatogenesis, terutama waktu
spermiogenesis. Gangguan itu mungkin karena faktor hormonal, nutrisi,
obat,akibat radiasi,radikal bebas,bahan kimia,atau oleh penyakit tertentu

(Yatim,1994)
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Gambar 3.5 :Spermatozoa tikus ( Howard, 2002 )

Kelainan atau abnormal sperma dapat terjadi pada :

1. Bagian kepala / kelainan ukuran, meliputi kepala besar, kecil, bentuk tidak
normal,kepala kembar, atau kombinasi dari yanglainnya.

2. Kelainan leher dan bagian tengah, termasuk sperma tidak berekor ( tampak
sebagai kepala bebas atau kepala lepas ), ekor yang tidak tersisip atau ekor
yang bengkok, atau bagian tengah yang bengkok, bagian tengah terlihat
tipis.

3. Kelainan ekor, meliputi ekor pendek, ganda, berbentuk seperti tusuk

rambut, patah ( sudut> 90 °), ekorbergulung.
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4. Sisa sitoplasma lebih besar dari 1/3 daerah kepala sperma normal. Sisa
sperma biasanya terletak dibagian leher / bagian tengah sel, walaupun
sperma muda dapat mempunyai sisa sitoplasma pada lokasi lain sepanjang
ekor (WHO,1994)

Bahkan antara satu spermatozoa dengan spermatozoa sering juga
mengalami  penggumpalan atau perlengketan yang disebut dengan
aglutinasi.Aglutinasi dapat terjadi antara ekor dengan kepala atau spermatozoa
bergerombol. Bisa juga terjadi perlengketan spermatozoa dengan benda asing
(Nasution, 1999)

Untuk dapat melihat normal atau abnormalnya spermatozoa dapat dilakukan
dengan pewarnaan Giemsa.Semua diwarnai dengan Giemsa, dilihat dengan
mikroskop. Amati di bawah mikroskop cahaya dalam beberapa lapangan pandang
terhadap sperma yang abnormal, dengan pembesaran 400 kali, kemudian
dilakukan penghitungan jumlah morfologi spermatozoa normal dan abnormal.
Ciri spermatozoa normal mempunyai bentuk kepala seperti kait pancing dan ekor
panjang lurus,sedangkan spermatozoa yang abnormal mempunyai bentuk kepala
tidak beraturan,dapat berbentuk pisang atau tidak beraturan (amorpohous), atau
terlalu bengkok, atau ekornya tidak lurus bahkan tidak berekor atau hanya

terdapat ekornya saja tanpa kepala (Yatim,1994).

3.4.3. Kecepatan Spermatozoa
Kecepatan spermatozoa adalah : waktu yang dibutuhkan untuk menempuh
jarak tertentu oleh seekor spermatozoa yang mempunyai gerak aktif dan progresif

dan lurus maju kedepan. Kecepatan spermatozoa merupakan komponen penting
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yang akan menentukan kualitas spermatozoa untuk menembus cairan serviks dan
mencapai ovum. Kecepatan spermatozoa ditentukan oleh berbagai faktor
diantaranya bentuk anatomi spermatozoa, metabolisme dan cairan semen. Faktor
inilah yang nantinya akan mempengaruhi gerakan spermatozoa sehingga
dihasilkan suatu gerak yang aktif, progresif dan lurus kedepan.

Gerakan spermatozoa normal berasal dari gerak kepala, leher dan ekor yang
berirama teratur.Gerakan ini membutuhkan energi yang disuplai dari bagian
tengah spermatozoa dan dialirkan ke ekor. Cara mengukurnya adalah dengan
menggunakan stopwatch dan menghitung waktu yang diperlukan oleh seekor
spermatozoa yang motil dalam jarak 0,05 mm (satu kotak kecil kamar hitung
improved neubauer). Kecepatan gerak spermatozoa yang dianggap normal
adalah< 1,3 detik dalam menempuh jarak 0,025 mm. Kecepatan rata-rata diambil

dari 25 ekor spermatozoa motil (Soehadi,1992).
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BAB IV
PENGAMATAN JUMLAH,MORFOLOGI DAN KECEPATAN
SPERMATOZOA

Setelah diberi perlakuan suplemen isoflavon kedelai selama 48
hari,masing-masing hewan coba dikorbankan dengan cara dislokasi leher dan

selanjutnya dibedah. Kemudian dilakukan pengamatan sebagai berikut:

4.1. Pengambilan sekresi Vas deferens

Untuk mendapatkan sperma di dalam sekresi Vas deferens dilakukan
menurut Suhadi dan Arsyad (1983) sebagai berikut : setelah 48 hari perlakuan
masing-masing hewan coba dikorbankan dengan cara dislokasi leher dan
selanjunya dibedah.

Kemudian organ testis dikeluarkan beserta vas deferens . Vas deferens
diambil dan diletakkan ke dalam cawan petri yang berisi NaCl 0,9%. Membuat
larutan stok dengan jalan meletakkan vas deferens dalam cawan petri yang berisi
NaCl fisiologis 0,9% tersebut, disebut sebagai larutan stok yang digunakan untuk
mengetahui kualitas dan kuantitas spermatozoa seperti dibawah ini (Soehadi dan
Arsyad, 1983). Suspensi sperma dari Vas deferens yang telah diperoleh dapat
digunakan untuk pengamatan yang meliputi: jumlah,kecepatan dan

morfologispermatozoa.

4.2. Menghitung JumlahSpermatozoa
Sperma yang telah diaduk homogen dihisap dengan pipet eritrosit sebanyak
0,5 ml, selanjutnya ditambahkan larutan George 0,5 ml, setelah diaduk rata

diteteskan diatas kotak kamar hitung improved newbauer, kemudian dilihat
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dibawah mikroskop dan dihitung menggunakan stopwatch jumlah spermatozoa
pada 32 kotak besar pada improved neubauer. Selanjutnya teteskan sperma yang
dicampur larutan fisiologis ( NaCl 0,9 % ), kemudian dihitung jumlah
spermatozoayangmati, setelah kedua hasil di dapat maka dihitung jumlah
spermatozoa yang mati oleh larutan George dikurang jumlah spermatozoa yang
mati oleh larutan NaCl, setelah didapatkan hasil maka didapat jumlah motil
spermatozoa, setelah itu dikalikan dengan 1 juta. Adapun yang biasa digunakan

untuk satuan jumlah total spermatozoa adalah juta/ml.

4.3. Pemeriksaan KecepatanSpermatozoa

Pemeriksaan dapat dilakukan sejalan dengan pemeriksaan jumlah total
spermatozoa.Sperma diteteskan sebanyak 1 tetes diatas kamar hitung Improved
Neubauer, kemudian lihat dibawah mikroskop cahaya dengan pembesaran
10x.Hitung sebanyak 25 ekor.Hitung kecepatan pada bilik kecil dari garis ke garis
(atas ke bawah atau Kiri ke kanan) dengan gerakan lurus kedepan secara aktif dan
lincah disertai gerak ekor yang teratur.Hitung dalam detik.Untuk mencari rata-

rata kecepatan, hasil yang didapat dijumlahkan kemudian dibagi25.

4.4. Pemeriksaan Morfologi Spermatozoa

Dilakukan dengan cara ambil larutan stok sebanyak + 5 mikro liter (ul)
larutan stok. Kemudian teteskan pada kaca objek. Buat hapusan dengan cara
mendorong larutan tersebut dengan kaca objek lain ke depan. Biarkan mengering,
fiksasi dengan alkohol 70 %, biarkan mengering selama 15 menit.Beri pewarnaan
giemsa 5 mikro liter (ul) (merck chemical Co, Jerman) dan dibiarkan mengering

selama 15 menit.Bilas dengan air mengalir dan dibiarkan kering.
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Amati dibawah mikroskop cahaya dalam beberapa lapangan pandang
terhadap sperma yang abnormal, dengan pembesaran 400 kali, kemudian
dilakukan penghitungan jumlah morfologi spermatozoa normal dan abnormal.
Ciri sperma normal mempunyai bentuk kepala seperti kait pancing dan ekor
panjanglurus, sedangkan sperma yang abnormal mempunyai bentuk kepala tidak
beraturan, dapat berbentuk seperti pisang atau tidak beraturan (amorphous), atau
terlalu bengkok, dan ekornya tidak lurus bahkan tidak berekor, atau hanya

terdapat ekornya saja tanpakepala.

Hitung jumlah sperma terhadap keseluruhan total sperma yang terhitung
dengan beberapa kali lapangan pandang (kriteria WHO minimal 5 x lapangan
pandang) ( Tadjudin, 1998)

Jumlah sperma ( dalam beberapa lapangan pandang )

Morfologi = x 100%
Jumlah total ( normal + abnormal dalam seluruh)
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BAB V
ANALISA ISOFLAVON KEDELAI TERHADAP SPERMATOZOA

5.1. Pendahuluan

Kasus infertilitas sejak beberapa tahun terakhir meningkat.Dahulu perhatian
terfokus hanya pada pihak wanita saja sebagai penyebab ketidaksuburan
pasangan.Saat ini diketahui kelainan pada pria memberikan kontribusi 30% dan
20% disebabkan kelainan kedua belah pihak pasangan. Oleh karena itu, faktor pria
atau suami memegang kontribusi 50% pada pasangan infertil atau dengan kata
lain baik suami ataupun istri mempunyai kontribusi yang sama (Trilsky,2008).

Siswono 2003 dalam Afriani 2009 menyebutkan bahwa: kasus infertil di
negara maju seperti Amerika, Jepang, baik dari laki maupun perempuan
ditemukan sekitar 80 persen jumlah pasangan infertil , yang diperoleh dari 400
juta pasangan. Berdasar Survei Kesehatan Rumah Tangga tahun 1996,
diperkirakan ada 3,5 juta pasangan (7 juta orang) yang infertil. Mereka disebut
infertil karena belum hamil setelah setahun menikah.Kini, para ahli memastikan
angka infertilitas telah meningkat mencapai 15-20 persen dari sekitar 50 juta
pasangan di Indonesia.

WHO dalam Adiyono (2005) melaporkan bahwa kasus infertilitas terjadi
1/10 pasangan suami istri yang tersebar di seluruh negara di dunia. Penelitian
yang dilakukan di Inggris menyebutkan bahwa penyebab infertilitas adalah :
multifaktorial dengan penyebab kombinasi. Faktor tersebut diantaranya unexplain
infertility 28%, problematik faktor sperma 21% , kegagalan ovulasi sel telur 18%,

kerusakan faktor saluran tuba falopi 14%, penyakit endometriosis 6%,
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problematik faktor hubungan seksual 5% , pengaruh cairan mukus di serviks 3%
dan 2% karena problematik dari pihak suami.

Banyak penelitian telah dilakukan untuk mengungkapkan penyebab masalah
infertilitas. Hasil penelitian terkini bahwa adanya kemungkinan efek yang
merugikan dari toksin lingkungan,seperti dari tumbuhan terhadap fungsi
reproduksi. Tumbuhan menghasilkan berbagai bahan untuk manusia, baik yang
menguntungkan maupun yang merugikan.Salah satu bahan yang dapat merugikan
adalah fitoestrogen.Fitoestrogen suatu senyawa yang banyak ditemukan di
lingkungan sekitar dan diketahui dapat mengacaukan keseimbangan sistem
hormon binatang maupun manusia (Gultekin dan Yildizz 2006, Atanassova dan
Mc.Kinnel 2000).Pada tahun 1940, pertama kali disadari bahwa komponen yang
berasal dari beberapa tanaman mempunyai efek estrogenik (Karahalil
2006).Domba-domba yang mengkonsumsi semanggi merah setiap harinya,
mengalami sindrom infertilitas atau yang lebih dikenal dengan clover
disease.Dalam daun semanggi ini terkandung banyak isoflavon formononetin dan
biochanin A (Gultekin danYildiz 2006).

Isoflavon merupakan salah satu kelompok fitoestrogen. Senyawa isoflavon
terdistribusi secara luas pada berbagai bagian tanaman , baik pada bagian akar,
batang daun, maupun buah. Tanaman golongan Leguminoceae, khususnya pada
tanaman kedelai mengandung senyawa isoflavon yang cukup tinggi. Bagian
tanaman kedelai yang mengandung senyawa isoflavon lebih tinggi terdapat pada
biji kedelai, khususnya pada bagian hipokotil (germ) yang akan tumbuh menjadi
tanaman. Sebagian lagi terdapat pada kotiledon yang akan menjadi daun pertama

dari tanaman (Hernawati,2009).
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Kandungan isoflavon pada kedelai berkisar 2-4 mg/g kedelai. Senyawa
isoflavon tersebut pada umumya berupa senyawa kompleks atau konjugasi dengan
senyawa ikatan glukosida (Synder dan Kwon,1987). Kedelai mengandung 12
macam isoflavon, yang terdapat dalam bentuk glukosida dan bentuk aglikon.
Proses pencernaan atau permentasi kedelai atau hidrolisis enzimatis akan
melepaskan molekul gula dari isoflavon glikosida sehingga menghasilkan
isoflavon aglikon (Muchtadi 2010).

Kacang kedelai dikenal sebagai fitoestrogen karena struktur molekul
isoflavon kedelai mirip dengan struktur molekul estrogen. Hal ini menyebabkan
isoflavon kedelai dapat berikatan dengan Receptor Estrogen (RE), namun afinitas
RE ligan tersebut lebih rendah dibanding estrogen endogen sel epitel dari jaringan
reproduksi seperti kelenjar susu, ovari dan testis. Mekanisme aksi biologis
estrogen adalah kemampuannya untuk bertindak sebagai estrogen agonis yang
dapat berikatan dengan RE dan menstimulasi respon estrogen, atau bertindak
sebagai estrogen antagonis yang dapat berikatan dengan RE namun menghambat
respon estrogen. Isoflavon bersifat antagonis ketika kadar estrogen tinggi,
sebaliknya isoflavon bersifat agonis ketika kadar estrogen  rendah
(Robertson2000).

Puspasari (2007) dalam penelitiannya menemukan rerata morfologi
spermatozoa abnormal paling rendah pada kelompok mencit yang tidak diberi
ekstrak kedelai dan paling tinggi pada kelompok ekstrak kedelai 780mg/hari,
Peningkatan abnormalitas ini disebabkan karena adanya fitoestrogen, terutama
isoflavon yang terkandung didalam kedelai. Pemberian fitoestrogen dapat

mengganggu jalannya spermatogenesis, karena fitoestrogen dapat menghambat
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kerja enzim 17-B- hidroksisteroidoksidoreduktase,enzim yang dibutuhkan untuk
sintesis testosteron. Hambatan kerja dari enzim menyebabkan penurunan kadar
testosteron serta hambatan pada perkembangan sistem saraf pusat dan gonodal.
Efek antiandrogenik fitoestrogen juga dapat menghambat sekresi LH pada
hipofisis,yang berakibat penurunan kadar sekresi testosteron pada sel leydig.

Penelitian yang dilakukan oleh Astuti (2009) pemberian tepung kedele kaya
isoflavon dengan dosis 3 mg/ekor/hari tidak memberikan pengaruh yang berarti
terhadap konsentrasi spermatozoa dan perkembangan berat testis akan tetapi pada
dosis 6mg/kg/hari akan menghambat perkembangan testis dan menyebabkan
atropi testis. Hal ini diduga adanya reaksi estrogen agonis pada dosis isoflavon
tertinggi (6mg/ekor/hari); menyebabkan rusaknya struktur membran plasma
mitokondria spermatozoa akibat proses oksidasi oleh radikal bebas sehingga
menurunkan fungsi dan kualitasspermatozoa.

Pernyataan yang berbeda dinyatakan olen Committee on Toxicity of
Chemicals in Food, Consumer Products and the Environment.Komite ini telah
menyelidiki efek pemberian isoflavon, suatu fitoestrogen yang terdapat pada
kedelai, terhadap kadarhormon seksual dan kualitas semen pria. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pemberian suplemen isoflavon (40 mg/hari) selama 2 bulan
terhadap pria non-vegetarian berusia 18-35 tahun tidak mempengaruhi kadar
estradiol, testosteron, LH, FSH, volume semen, jumlah, motilitas, dan morfologi
sperma, ataupun pada besar testis. (Hughes 2003). Pernyataaan serupa juga
dituliskan dalam sebuah kepustakaan, bahwa tidak ada pengaruh pemberian
isoflavon pada hormon reproduksi pria, besar testis, maupun kualitas semen

(Watanabe 2006).
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5.1.1.Perumusan Masalah

Melalui penelitian ini akan dianalisis “ apakah ada pengaruh pemberian isoflavon
kedelai terhadap jumlah,morfologi dan kecepatan spermatozoa tikus putih jantan

( Rattus norvegicus)”

5.1.2. Tujuan Penelitian
Mengetahui pengaruh pemberian isoflavon kedelai terhadap jumlah, kecepatan

dan morfologi spermatozoa tikus putih jantan (Rattus norvegicus)

5.1.3. Manfaat Penelitian

Bagi perkembangan ilmupengetahuan, isoflavon kedelai dapat dipertimbangkan
sebagai salah satu metode kontrasepsi bagi pria yang tingkat fertilitasnya tinggi
serta dalam kepentingan masyarakat merupakan salah satu upaya pencegahan
kasus infertil pada pria mengingat bangsa Indonesia merupakan salah satu

pengkonsumsi kedelai terbesar di Asia selain Jepang.

5.2. Metode Penelitian

5.2.1. Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan Maret -Desember 2011 di
Laboratorium Farmasi Universitas Andalas Padang.

5.2.2. Jenis dan Desain Penelitian
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Penelitian ini merupakan penelitian experimental, dengan desain penelitian

postest only control group design yaitu untuk mengukur pengaruh perlakuan pada

kelompok eksperimen dengan cara membandingkan kelompok tersebut dengan

kelompok kontrol (Zainudin, 2000).

5.2.3. Alat dan Bahan

a. AlatPenelitian

8.

9.

. Tempat makan dan minum tikus beserta pakanbiasa

. Obyek glass & coverglass

. Mikroskop cahaya yang dilengkapi dengan optiklab

. Seperangkat alat bedah minor untuk pengambilan saluran vas deferen
. Gelasukur

. Pulpen, Jarum, sarung tangan danmasker

. Pipet eritrosit, batangpengaduk

Kamar hitung Hemocytometer ImprovedNeubauer

Stopwatch, tissue

10. Gelasarloji

11. Alkohol 96%

b. Bahan Penelitian

1.

2.

Isoflavon yang terdapat dalam suplemen isoflavon soybeen Woo Tech
yang diberikan secaraperoral

AguadestSteril
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3. Tempat makan dan minum tikus beserta pakanbiasa
4. Kandang tikus sebanyak limabuah

5. Tikus putih dewasa sebanyak 25 ekor

6. LarutanGiemsa

7. LarutanGeoerge

8. NaCl 0,9%

5.2.4. Tahapan Penelitian

a. Tahap persiapanmeliputi:

1. Tikus putih jantan dewasa yang memenuhi kriteria ( baik umur

maupun berat badan ) disiapkan sebanyak 25ekor.

2. Melakukan adaptasi lingkungan selama 1 minggu untuk penyesuaian
terhadap lingkungan dengan diberi makan yaitu pakan dan minum

tikusbiasa.

3. Pengelompokkan tikus ( 4 kelompok perlakuan dan 1 kontrol dimana

masing-masing terdiri dari 5 ekor tikus).

4. Melarutkan isoflavon kedelai dengan menggunakan aquadest, dimana
dosis yang digunakan dalam penelitian ini adalah 1,26 mg, 2,52 mg,

3,78 mg dan 5,04 mg berdasarkan penelitian sebelumnya.

b. Tahap Pelaksanaan
1. Tikus ditempatkan didalam kandang yang terbuat dari bahan
plastik (‘ukuran 30 x 20 x10 cm) yang ditutup dengan kawat kasa.
Dasar kandang dilapisi dengan sekam padi setebal 0,5-1 cm dan

diganti setiap 3 hari. Cahaya ruangan dikontrol persis jam 12 terang
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(pukul 06.00 sampai dengan pukul 18.00) dan 12 jam gelap (pukul
18.00 sampai pukul 06.00),sedangkan suhu kelembaban ruangan
dibiarkan berada pada kisaran alamiah. Pakan (pelet) dan minum (air
PAM) disuplai setiap hari. Persetujuan Ethical clearance dari Komisi
Etika Penelitian Fakultas Kedokteran UniversitasAndalas

Larutan isoflavon kedelai diberikan secara oral dengan menggunakan
semprit yang ujung jarumnya dibuat tumpul berbentuk sonde.
Perlakuan diberikan pada masing-masing kelompok secara berulang
dengan dosis 1,26 mg, 2,52 mg, 3,78 mg dan 5,04 mg selama 48 hari
(selama satu tahap spermatogenesistikus)

. Setelah hari ke-48 disiapkan untuk dilakukan pematahan batang otak,
kemudian dilaparatomi dan selanjutnya dilakukan pemotongan
terhadap vasdeferen masing-masing 2cm

. Selanjutnya dilakukan pengambilan spermatozoa vas deferens dengan
cara memijat vas deferens yang telah dipotong dan kemudian
ditampung dengan menggunakan gelas arloji yang berisi larutan NaCl

0,9 %.
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5.3. Hasil dan Pembahasan
5.3.1. Jumlah Spermatozoa
Tabel 1. Hasil Uji Normalitas Kolmogorov-Smirnov JumlahSpermatozoa

(Juta/ml) Tikus Putih Jantan Dewasa (RattusNorvegicus) setelah
Pemberian IsoflavonKedelai

Jumlah spermatozoa (juta/ml)

Mean 97,64
SD 39,90
p 0,059

Berdasarkan Tabel 1. didapatkan hasil uji normalitas dengan nilai p value sebesar
0,059 yang berarti data tersebut terdistribusi normal, kemudian dilanjutkan dengan
uji ANOVA untuk melihat adakah pengaruh pemberian isoflavon kedelai terhadap

jumlah spermatozoa tikus putih jantan (Rattus norvegicus)

Tabel 2. Hasil Uji ANOVA terhadap Jumlah Spermatozoa (juta/ml) Tikus
Putih Jantan Dewasa (Rattus norvegicus) setelah Pemberian
Isoflavon Kedelai

Kelompok Mean (juta/ml) SD p
Kontrol 164,80 40,40 0,001
P1 96,20 10,99
P2 82,20 5,63
P3 81,20 6,72
P4 63,80 3,70

Hasil penelitian menunjukkan pemberian isoflavon kedelai memperlihatkan
respon terhadap penurunan rata-rata jumlah spermatozoa tikus mulai dari
kelompok P1 sampai dengan P4. Penurunan rata-rata jumlah spermatozoa

tertinggi terdapat pada kelompok P4 dengan dosis tertinggi (5,04 mg). Pada
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kelompok kontrol rata-rata jumlah spermatozoa adalah : 164,80 juta/ml,
kemudian terjadi penurunan pada kelompok P1 : 96,20 juta/ml, P2 : 82,20 juta/ml,
P3: 81,20 juta/ml dan P4 : 63,80juta/ml.Secara statistik dengan menggunakan uji
ANOVA diperoleh p value sebesar 0,001 (p<0,05) yang berarti ada pengaruh
pemberian isoflavon kedelai terhadap jumlah spermatozoa. Untuk mengetahui
perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol dengan masing-masing
kelompok perlakuan, dilanjutkan dengan uji Post Hoc Bonferroni dengan hasil
antara kelompok kontrol dengan kelompok P1, kelompok kontrol dengan
kelompok P2, kelompok kontrol dengan kelompok P3, kelompok kontrol dengan
P4 menunjukkan perbedaan yang signifikan (p< 0,05). Untuk antar kelompok
perlakuan, kelompok P1 dengan kelompok P2, kelompok P1 dengan kelompok
P3, kelompok P1 dengan kelompok P4, kelompok P2 dengan kelompok P3,
kelompok P2 dengan kelompok P4, kelompok P3 dengan kelompok P4 tidak

terdapat perbedaan yang signifikan(p>0,05).

Jumlah spermatozoa yang dihasilkan sangat tergantung pada proses
langsung yang terjadi selama proses spermatogenesis dalam tubulus seminiferus.
Bila spermatogenesis berlangsung normal maka akan di hasilkan jumlah
spermatozoa yang normal juga. Sebaliknya jika selama proses spermatogenesis
terjadi gangguan,maka perkembangan sel spermatogonium akan mempengaruhi
jumlah spermatozoa yang terbentuk. Hal ini sangat tergantung pada besar nya
gangguan yang terjadi selama proses spermatogenesis.

Penurunan jumlah spermatozoa setelah pemberian isoflavon kedelai
diduga isoflavon bersifat estrogen agonis yang dapat berikatan dengan Receptor

Estrogen (RE) dan menstimulasi respon estrogen sehingga dapat mengganggu
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jalannya spermatogenesis. Fitoestrogen dapat menghambat kerja enzim 17-f-
hidroksisteroidoksidoreduktase,enzim yang dibutuhkan untuk sintesis testosteron.
Hambatan kerja dari enzim menyebabkan penurunan kadar testosteron serta
hambatan pada perkembangan sistem saraf pusat dan gonodal. Efek
antiandrogenik fitoestrogen juga dapat menghambat sekresi LH pada
hipofisis,yang berakibat penurunan kadar sekresi testosteron pada sel leydig
(Gultekin2006)

Hormon testosteron sangat diperlukan untuk mengawali, mempertahankan
proses spermatogenesis,serta mempertahankan kualitas spermatozoa hingga
keluar dari tubuh. Penurunan kadar testosteron ini dapat menyebabkan proses
spermatogenesis tidak berjalan optimal,yang pada akhirnya menurunkan kualitas
spermatozoa,termasuk jumlah spermatozoa (Matsumoto 2001). Jumlah
spermatozoa yang dihasilkan testis tidak cukup untuk mendiagnosa fertil atau
infertilnya seseorang. Karena adakalanya jumlah spermatozoa yang normal tetapi
bila memiliki morfologi dan kecepatan yang kurang baik akan bisa menyebabkan
infertil. Sebaliknya dengan jumlah spermatozoa yang sedikit tapi memiliki

morfologi dan kecepatan normal maka masih bisa fertil ( Guyton, 1997).

5.3.2. Kecepatan Spermatozoa

Tabel 3. Hasil Uji Normalitas Kolmogorov-Smirnov Kecepatan Spermatozoa
(detik) Tikus Putih Jantan Dewasa (Rattus norvegicus) setelah
Pemberian Isoflavon Kedelai

Kecepatan spermatozoa (detik)

Mean 1,64
SD 0,47
p 0,43
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Berdasarkan Tabel 3. didapatkan hasil uji normalitas dengan nilai p value sebesar 0,43
yang berarti data tersebut terdistribusi normal, kemudian dilanjutkan dengan uji ANOVA
untuk melihat adakah pengaruh pemberian isoflavon kedelai terhadap kecepatan

spermatozoa tikus putih jantan (Rattus norvegicus)

Tabel 4. Hasil Uji ANOVA terhadap Kecepatan Spermatozoa (detik) Tikus
Putih Jantan Dewasa (Rattus norvegicus) setelah Pemberian
Isoflavon Kedelai

Kelompok Mean (detik) SD p
Kontrol 1,14 0,22 0,001
P1 1,26 0,15
P2 1,52 0,24
P3 2,11 0,10
P4 2,18 0,17

Kecepatan spermatozoa adalah waktu yang dibutuhkan untuk menempuh
jarak tertentu oleh seekor spermatozoa yang mempunyai gerak aktif, progresif,
dan lurus maju kedepan. Hasil penelitian dengan menggunakan uji statistik
ANOVA diperoleh nilai p value sebesar 0,001 (p<0,05) yang berarti ada pengaruh
pemberian isoflavon kedelai terhadap kecepatan spermatozoa. Rata-rata kecepatan
spermatozoa kelompok perlakuan lebih lambat bila dibandingkan dengan kontrol
(1,14/detik). Lebih lambatnya kecepatan spermatozoa sebanding dengan dosis
isoflavon kedelai yang diberikan selama 48 hari.Semakin tinggi dosis isoflavon
kedelai yang diberikan, semakin berkurang kecepatan spermatozoa.Penurunan
kecepatan yang paling tinggi adalah pada kelompok P4 dengan pemberian
isoflavon kedelai(5,04mg).

Kecepatan spermatozoa ditentukan oleh berbagai faktor diantaranya
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bentuk anatomi spermatozoa, metabolisme dan cairan semen. Faktor inilah yang
nantinya akan mempengaruhi gerakan spermatozoa sehingga dihasilkan suatu
gerak yang aktif, progresif dan lurus kedepan.Gerakan spermatozoa normal
berasal dari gerak kepala, leher dan ekor yang berirama teratur. Gerakan ini
membutuhkan energy yang disuplai dari bagian tengah spermatozoa dan dialirkan
ke ekor.Pada bagian itu terdapat mitokondria yang memecah bahan-bahan tertentu
untuk mengeluarkan energi.Energi dibagian tengah disalurkan ke distal atau ekor,
dan ekor kemudian bergerak.Energi yang keluar menyebabkan dua macam
gerakan.Pertama gerakan bergelombang keujung ekor, kedua bersifat sirkular.
Energi yang keujung ekor itu tidak lurus kebelakang, tetapi arahnya melingkari
batang tubuh bagian tengah, terus keujung ekor ( Hafes dkk, 2000).

Adenosin Tri Phospat (ATP) didapatkan dari enzymatic hydrolisis ATP
dan menyebarkan gelombang ke flagella spermatozoa.Fosfatagen lainnya (fosfat
berenergi tinggi) dalam sel sperma dapat bertindak sebagai cadangan pendukung.
Sel-sel sperma mengandung sekitar 150 moles ATP dan 85 mole ADP ditambah
sekitar 20 moles fruktosa 1,6 — diphospate dan triose phospate yang digabungkan.
Fruktosa dihasilkan oleh kelenjer vesikula seminalis dan disekresikan pada
plasma semen. Banyak asam dikarboxyli, tricarboxylic dan asam lemak yang
masuk ke dalam metabolisme sperma melalui siklus krebs (Hafes dkk,2000).

Spermatozoa memiliki sistem pertahanan enzimatik atau non enzimatik
untuk menetralkan pengaruh toksik senyawa ROS pada spermatozoa, sehingga
ROS hanya terdapat dalam jumlah kecil yang diperlukan untuk menjaga fungsi
spermatozoa tetap normal. Sistem pertahanan radikal bebas, baik enzimatik

maupun non enzimatik, meliputi proteksi terhadap berbagai kompertemen sel
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antara lain mitokondria, retikulum endoplasma, peroksisom, sitoplasma dan
membran sel. Pemeliharaan integritas sel tergantung pada keseimbangan antara
pembentukan radikal bebas dengan sistem pertahanan radikal bebas. Terjadinya
kerusakan sel dihasilkan oleh ketidakseimbangan antara pembentukan ROS dan
aktivitas pertahanan enzim antioksidan.(Astuti 2009).

Penurunan kecepatan spermatozoa karena isoflavon bersifat sebagai
estrogen agonis dengan menstimulasi respon estrogen sehingga berpotensi
menimbulkan gangguan, mengakibatkan rusaknya struktur membran plasma
mitokondria spermatozoa akibat proses oksidasi radikal bebas dan menyebabkan
peningkatan peroksidasi lipid. Struktur internal mitokondria yang tidak sempurna
sehingga mengakibatkan terganggunya proses metabolisme spermatozoa.

Terbentuknya perosidasi lipid berhubungan dengan peningkatan
pembentukan radikal bebas dan berkorelasi dengan penurunan kecepatan
spermatozoa, penurunan fosforilasi protein pada aksonem dan berkurangnya ATP
intrasel. Ketidakseimbangan antara pembentukan ROS dan aktivitas pertahanan
enzim antioksidan (scavenger) dari isoflavon kedelai dapat mengakibatkan
kerusakan sel spermatozoa terutama membran plasma mitokondria yang berperan
dalam memproduksi energi dalam bentuk ATP, dimana ATP dibutuhkan untuk

kontraksi/pergerakanspermatozoa.
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5.3.3. Morfologi Spermatozoa

Tabel 5. Hasil Uji Normalitas Kolmogorov-Smirnov Morfologi Abnormal
Spermatozoa (%) Tikus Putih Jantan Dewasa(Rattus norvegicus)
setelah Pemberian Isoflavon Kedelai

Morfologi abnormal spermatozoa (%)

Mean 23,96
SD 9,78
p 0,97

Berdasarkan Tabel 5. didapatkan hasil uji normalitas nilai p value sebesar 0,97
yang berarti data tersebut terdistribusi normal, kemudian dilanjutkan dengan uji
ANOVA untuk melihat adakah pengaruh pemberian isoflavon kedelai terhadap

morfologi abnormal spermatozoa tikus putih jantan.

Tabel 6. Hasil Uji ANOVA terhadap Morfologi Abnormal Spermatozoa (%o)
Tikus Putih Jantan Dewasa (Rattus norvegicus) setelah pemberian
Isoflavon Kedelai

Kelompok Mean (%) SD p
Kontrol 9,60 2,30 0,001
P1 22,20 4,21
P2 26,00 2,65
P3 29,20 9,78
P4 31,40 9,02

Hasil penelitian pemberian isoflavon kedelai dengan beberapa dosis yang berbeda
memperlihatkan respon terhadap peningkatan rata-rata morfologi abnormal
spermatozoa tikus putih jantan, dimana mulai dosis terendah perlakuan (P1) telah
menunjukkan  peningkatan rata-rata morfologi abnormal  spermatozoa
tikus.Peningkatan morfologi abnormal spermatozoa sebanding dengan tingkat

dosis yang diberikan setiap hari selama 48 hari.Terlihat bahwa semakin tinggi
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dosis isoflavon kedelai yang diberikan maka semakin tinggi peningkatan
morfologi abnormal spermatozoa yang terjadi. Pada kelompok kontrol rata-rata
morfologi abnormal spermatozoa adalah 9,60%, kelompok P1 terjadi peningkatan
menjadi 22,20%. Peningkatan terus terjadi pada kelompok P2 : 26,00% ,
kelompok P3 : 29,20% dan pada kelompok P4 menjadi 31,40%.

Secara statistik dengan menggunakan uji ANOVA
diperolehpvaluesebesar0,001(p<0,05)yangberartiadapengaruhpemberianisoflavon
kedelai terhadap morfologi abnormal spermatozoa. Untuk mengetahui perbedaan
yang signifikan antara kelompok kontrol dengan masing-masing kelompok
perlakuan, dilanjutkan dengan uji Post Hoc Bonferroni dengan hasil antara
kelompok kontrol dengan kelompok P1, kelompok kontrol dengan kelompok P2,
kelompok kontrol dengan kelompok P3, kelompok kontrol dengan P4
menunjukkan perbedaan yang signifikan (p< 0,05). Untuk antar kelompok
perlakuan, kelompok P1 dengan kelompok P2, kelompok P1 dengan kelompok
P3, kelompok P1 dengan kelompok P4, kelompok P2 dengan kelompok P3,
kelompok P2 dengan kelompok P4, kelompok P3 dengan kelompok P4 tidak
terdapat perbedaan yang signifikan(p>0,05).

Meningkatnya bentuk spermatozoa yang abnormal dapat terjadi karena
berbagai macam gangguan dalam proses spermatogenesis terutama pada tahap
spermiogenesis. Gangguan ini bisa disebabkan oleh akibat hormonal, radikal
bebas dan bahan kimia (Yatim, 1994).Spermatogenesis dapat terjadi melalui
beberapa tahap pembelahan. Tahap awalnya spermatogonia akan mengalami
perubahan menjadi spermatosit primer, kemudian menjadi spermatosit sekunder

dan menjadi spermatid. Sebelum spermatid menjadi spermatozoa ada fase yang
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dilewati spermatid yang disebut fase spermiogenesis. Fase ini terdiri dari fase
golgi, tutup, akrosom dan pematangan bertujuan untuk membentuk morfologi
normal spermatozoa yang terdiri dari kepala, leher dan ekor yang normal
(Rugh,1997).

Peningkatan abnormalitas morfologi ini dapat disebabkan karena adanya
fitoestrogen,terutama isoflavon yang banyak terkandung dalam kedelai.
Pemberian fitoestrogen dapat mengganggu jalannyaspermatogenesis, karena
fitoestrogen menghambat kerja enzim 17-B-hidroksisteroidoksidoreduktase, enzim
yang dibutuhkan untuk sinstesis testosteron. Hambatan kerja enzim tersebut
menyebabkan penurunan kadar testosteron serta hambatan pada perkembangan
sistem saraf pusat dan gonodal (Karahalil 2006 dan Attanassova et.al 2000). Efek
antiandrogenik fitoestrogen juga dapat menghambat sekresi LH pada hipofisis,
yang berakibat penurunan kadar sekresi testosteron pada sel leydig (Gultekin
2006). Hormon testosteron sangat diperlukan untuk mengawali,mempertahankan
proses spermatogenesis,serta mempertahankan kualitas spermatozoa hingga
dikeluarkan dari tubuh. Penurunan kadar testosteron inilah yang menyebabkan
proses spermatogenesis tidak berjalan optimal, yang pada akhirnya menurunkan
kualitas spermatozoa, termasuk morfologi spermatozoa (Glenn 1995 dan

Matsumoto 2001).

5.4. Kesimpulan

Hasil penelitian pengaruh isoflavon kedelai terhadap jumlah, kecepatan dan
morfologi spermatozoa tikus putih jantan (Rattus norvegicus) dapat disimpulkan
bahwa :

1. Terdapat pengaruh yang signifikan pemberian isoflavon kedelai terhadap
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penurunan jumlah spermatozoa tikus puti jantan (Rattus norvegicus)

2. Terdapat pengaruh yang signifikan pemberian isoflavon kedelai terhadap
penurunan kecepatan spermatozoa tikus putih jantan (Rattus norvegicus)

3. Terdapat pengaruh yang signifikan pemberian isoflavon kedelai terhadap
peningkatan morfologi abnormal spermatozoa tikus putih jantan

(Rattusnorvegicus)
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Mengeluarkan Organ Testis beserta VVas Deferens Tikus Putih Jantan (Rattus
Novergicus). Vas Deferens diletakkan ke dalam cawan petri yang berisi NaCl
0,9%
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—
Neubauer
improved

Spermatozoa yang telah diaduk homogen di hisap dengan pipet eritrosit sebanyak
0,5 ml,selanjutnya di tambahkan larutan George 0,5 ml,setelah diaduk rata di
teteskan diatas kotak kamar hitung Improve Newbauer,kemudian dilihat dibawah
mikroskop dan hitung menggunakan stopwatch jumlah spermatozoa pada 32
kotak besar di Improve Newbauer. Untuk kecepatan dilakukan sejalan dengan
pemeriksaan jumlah total spermatozoa lihat dibawah mikroskop dengan
pembesaran 10 Kali.

Membuat apusan untuk pemeriksaan Morfologi Spermatozoa, dengan cara
mengambil larutan stok sebanyak = 5 mikro liter (ul),kemudian teteskan dalam
kaca objek kemudian dorong larutan tersebut dengan kaca objek lain ke depan.
Biarkan mongering selama 15 menit,beri pewarnaan giemsa 5 mikro liter (ul) dan
dibiarkan mongering selam 15 menit,bilas dengan air mengalir dan biarkan kering
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Morfologi spermatozoa tikus putih jantan ( kelompok kontrol) bentuk morfologi
normal dengan kepala seperti kait pancing (1) dan ekor lurus (2) (pembesaran
400 x)

Morfologi spermatozoa tikus putih jantan kelompok (P1) bentuk morfologi
abnormal dengan ekor yang membengkok (pewarnaan giemsa pembesaran 400
X)



Morfologi spermatozoa tikus putih jantan kelompok ( P2 ) bentuk morfologi
abnormal dengan ekor yang membengkok (pewarnaan giemsa, pembesaran
400x)

Morfologi spermatozoa tikus putih jantan kelompok (P3) bentuk morfologi
abnormal dengan ekor yang membengkok (pewarnaan giemsa, pembesaran
400x)



Morfologi spermatozoa tikus putih jantan kelompok (P4) bentuk morfologi
abnormal dengan ekor yang membengkok (pewarnaan giemsa,pembesaran 400
X)
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