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Abstrak 
Indonesia memiliki jumlah perokok terbanyak di Asia Tenggara yang didominasi oleh pria pengkonsumsi rokok kretek. Asap 
rokok merupakan sumber radikal bebas yang dapat menimbulkan stres oksidatif pada sperma dan menyebabkan infertilitas. 
Ekstrak bekatul beras merah memiliki banyak antioksidan yang berpotensi menghentikan kerusakan oksidatif tersebut. 
Penelitian bersifat eksperimental selama 30 hari. Sampel 25 tikus Rattus norvegicus jantan galur Sprague dawley dibagi 
kedalam 5 kelompok yaitu K1 yang tidak diberi perlakuan, K2, P1, P2 dan P3 dipaparkan asap 2 batang rokok kretek, 
kemudian diberi ekstrak etanol 96% bekatul beras merah dosis 100 mg/KgBB (P1), 200 mg/KgBB (P2), dan 400 mg/KgBB 
(P3). Parameter yang diamati adalah jumlah dan viabilitas spermatozoa. Data diuji dengan One Way Anova. Terdapat 
pengaruh pemberian ekstrak etanol 96% bekatul beras merah terhadap jumlah dan viabilitas spermatozoa (p=0,00). Jumlah 
rerata spermatozoa adalah 91,90±7,72 (K1), 39,68±7,51 (K2), 79,88±8,63 (P1), 86,40±10,5 (P2), 86,00±5,78 (P3). Rerata 
viabilitas spermatozoa adalah 65,00±6,85 (K1), 29,6±5,85 (K2), 51,4±3,50 (P1), 60,00±6,67 (P2), 61,00±2,91 (P3). 
Peningkatan jumlah dan viabilitas secara klinis mulai ditemukan pada dosis 100 mg/KgBB dan paling baik pada dosis 400 
mg/KgBB. Ekstrak etanol 96% bekatul beras merah dapat mencegah penurunan jumlah dan viabilitas spermatozoa tikus 
putih yang terpapar asap rokok kretek. 
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The Effect of 96% Ethanol Extract of Red Rice Bran toward Spermatozoa 
Number and Viability in Kretek Cigarette’s  Smokes-induced  

Sprague dawley Rats 
 

Abstract 
Indonesia has the greatest number of smokers in Southeast Asia dominated by male consume kretek cigarette. Cigarette’s 
smoke is source of free radicals that can cause oxidative stress to sperm and lead it to infertility. Red rice bran extract has 
lot of potential antioxidants to stop oxidatif stress. This study was experimental within 30 days. The 25 Sprague dawley 
male rats divided into 5 groups: K1 wasn’t treated, K2,P1,P2, and P3 exposed to smokes of 2 kretek cigarettes, given 96% 
ethanol extract of red rice bran dosage 100 mg/Kg (P1), 200 mg/Kg (P2) and 400 mg/Kg (P3). Spermatozoa number and 
viability was observed. Data tested with One Way Anova. There was significant effect from red rice bran extract toward 
sperm number and viability (p=0,00). Average spermatozoa number was 91.90±7.72 (K1), 39.68±7,51 (K2), 79.88±8.63 (P1), 
86.40±10.5 (P2), 86.00±5.78 (P3). Average viability was  65.00±6.85 (K1), 29.6±5.85 (K2), 51.4±3.50 (P1), 60.00±6.67 (P2), 
61,00±2.91 (P3). The increasing of number and viability has been achived at dose 100mg/Kg and best at 400 mg/KgBB. The 
96% ethanol extract of  red rice bran can prevent the decreasing number and viability of rat spermatozoa exposed by kretek 
cigarette. 
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Pendahuluan

Angka konsusmsi rokok secara global 
terus meningkat setiap tahunnya. World Health 
Organization (WHO) memperkirakan pada 
tahun 2030 rokok akan dikonsumsi oleh 2 

miliar orang di dunia. Dari banyak negara, 
Indonesia diketahui memiliki prestasi buruk 
berkaitan dengan jumlah perokok.1 
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Indonesia menempati urutan ke-4 dunia 
dengan jumlah perokok terbanyak setelah 
Cina, Rusia, dan Amerika Serikat.2 Di regional 
Asia Tenggara, negara tersebut menjadi yang 
pertama dengan jumlah presentase perokok 
mencapai 67,4%.3 Lebih parahnya, sebanyak 
80% perokok diketahui mulai merokok pada 
usia <19 tahun, sehingga menempatkan 
Indonesia sebagai negara dengan jumlah 
perokok remaja terbanyak di dunia.4 Dalam 
skala nasional, provinsi penyumbang perokok 
remaja terbanyak adalah Provinsi Lampung 
yaitu sebesar  60,9%.5 Berdaskan jenis kelamin, 
banyak perokok tersebut didominasi oleh pria. 

Pria perokok di Indonesia jumlahnya 16 
kali lebih banyak dibandingkan perokok 
wanita.5 Sebanyak 80,4% diantaranya 
merupakan konsumen rokok kretek yang  
setiap harinya mampu mengisap 11,8 batang 
rokok jenis tersebut.6 Perilaku merokok di 
Indonesia disebut telah sampai ketahap yang 
sangat memperihatinkan, dan telah menjadi 
kebiasaan meskipun jelas berakibat buruk bagi 
kesehatan masyarakatnya.7 Selain dapat 
menyebabkan penyakit pada sistem 
pernapasan, merokok juga ternyata dapat 
memperngaruhi fungsi organ reproduksi pria 
hingga menimbulkan kerugian berupa 
infertilitas padanya.2 

Infertilitas adalah ketidakmampuan 
untuk memiliki anak setelah satu tahun 
pernikahan yang dialami oleh 15% pasangan di 
dunia dan 50% kasus dipengaruhi oleh faktor 
pria8. Di Indonesia, masalah tersebut terus 
mengalami peningkatan setiap tahunnya.9 
Selain disebabkan karena kelainan struktur 
anatomi, 40-90% kasus tersebut ternyata 
bersifat idiopatik. Namun, pada sperma infertil 
idiopatik umumnya ditemukan penurunan 
antioksidan dan peningkatan jumlah radikal 
bebas.10 Radikal tersebut diketahui dapat 
berasal dari paparan luar tubuh, salah satunya 
adalah merokok.11 

Asap rokok mengandung gas dan partikel 
yang dapat menjadi sumber pembentuk radikal 
bebas.12 Apabila radikal tersebut terbentuk 
melibihi kapasistas antioksidan untuk 
menanggulanginya maka akan terjadi stres 
oksidatif. Pada sperma pria, kerusakan 
oksidatif disebut mampu meningkatkan 
peroksidasi lipid, membuat fragmentasi DNA, 
menyebabkan apoptosis imatur, dan 
mengganggu sistem hormonal, sehingga 
mampu membuat penurunan kualitas sperma 

diantaranya adalah jumlah dan viabilitas 
spermatozoa.13,14 Penelitian oleh Wulandari et 
al. (2012)15 yang menunjukan terdapat 
penurunan viabilitas sperma sebesar 50,3% 
pada kelompok tikus yang di paparkan asap 
rokok selama 15 menit dibandingkan dengan 
kelompok tikus yang tidak terpapar asap rokok. 
Penelitian lain yang dilakukan oleh Cui et al. 
(2016)16 juga membuktikan terdapat 
penurunan jumlah dan viabilitas sperma pada 
pria yang merokok dibandingakan dengan pria 
yang tidak merokok. Untuk mencegah dampak 
buruk stres oksdatif maka diperlukan 
antioksidan yang dapat berasal dari luar 
tubuh.17 Salah satunya adalah bekatul beras 
merah. 

Bekatul merupakan hasil dari proses 
penggilingan padi yang kaya akan komponen 
fitokimia. Komponen seperti polifenol, 
antosianin, antosinidin, γ–tokoferol, α–
tokoferol, dan γ–oryzanol merupakan senyawa 
yang dapat bekerja sebagai antioksidan.18 
Penelitian ekstraksi etanol 96% bekatul beras 
merah oleh Widarta et al. (2013)19 menunjukan 
bekatul beras merah memiliki aktivitas 
antioksidan yang cukup baik yaitu 62,41 %. 
Penelitian lain oleh Laili (2016) 20 membuktikan 
pemberian ekstrak bekatul dengan dosis 200 
mg/kg berat badan (BB) tikus merupakan dosis 
optimal untuk kenaikan total antioksidan 
status pada tikus yang terpapar monosodium 
glutamat (MSG).  

Berdasarkan uraian diatas, peneliti ingin 
mengetahui pengaruh dari pemberian ekstrak 
etanol 96% bekatul beras merah yang berperan 
sebagai zat antioksidan terhadap jumlah dan 
viabilitas spermatozoa pada tikus jantan galur 
Sprague dawley yang diinduksi asap rokok 
kretek. 
 
Metode 

Penelitian ini adalah penelitian 
eksperimental murni dengan pendekatan post 
test only control group design dan metode 
rancangan acak lengkap. Pemberian perlakuan 
pada hewan coba dilakukan di Pet House 
Fakultas Kedokteran (FK) Universitas Lampung 
(Unila) selama 30 hari pada bulan November-
Desember 2017. Penilaian jumlah dan viabilitas 
spermatozoa dilakukan pada hari ke-31 di 
Laboraturium Biologimolekuler FK Unila. 
Sampel penelitian ini adalah tikus putih. 

Tikus putih yang digunakan Rattus 
norvegicus galur Sprague dawley yang didapat 
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dari Fakultas Peternakan Institut Pertanian 
Bogor. Kriteria Inklusinya adalah jantan, 
berusia 10-14 minggu, BB 200-350 gram. 
Kriteria eksklusinya adalah tikus mengalami 
penurunan BB lebih dari 10% setelah masa 
adaptasi, sakit (tikus berambut kusam, rontok 
dan tidak bergerak aktif) serta mati selama 
perlakuan. Berdasarkan rumus Frederer 
diperoleh 25 tikus sebagai sampel dan 5 sebagi 
cadangan drop out. Tikus kemudian dibagi 
kedalam 5 kandang perlakuan, sehingga satu 
kandang ditempati 6 ekor tikus. Perlakuan 
setiap kelompok dapat dilihat pada table 1. 
Untuk melakukan perlakuan tersebut 
diperlukan beberapa alat dan bahan. 

Alat-alat yang digunakan adalah lima 
kandang tikus, tempat makan dan botol minum 
tikus, sonde lambung, smoking chamber, 
neraca, mikroskop, cover dan object glass, bilik 
hitung improve neubauer, minor set, pipet, pot, 
spuit 1cc dan 10cc, handschone, dan masker. 
Bahan-bahan yang digunakan adalah NaCL 
0,9%, rokok kretek, eosin 2%, serta bahan 
pembuat ekstrak yaitu bekatul beras merah 
yag diperoleh dari Serang-Banten, etanol, dan 
aquades. Proses pembuatan ekstrak etanol 
96% bekatul beras merah dapat dilihat pada 
gambar 1.  Sementara perlakuan pemaparan 
asap dilakukan dalam smoking chamber. 

 Smoking chamber yang dibuat 
merupakan modifikasi dari penelitian oleh 
Irawati (2015).21 Satu lubang pada chamber 
tersebut terhubung dengan air pump yang 
terbuat dari spuit 10cc dan selang, fungsinya 
adalah untuk menghantarkan asap kedalam 
chamber. Untuk menghindari hipoksia pada 
tikus selama pemaparan asap 2 batang rokok 
kretek maka dibuat beberapa lubang udara. 
Setelah terpapar asap rokok, tikus kemudian 
diberikan ekstrak etanol 96% bekatul beras 
merah secara peroral menggunakan sonde 
lambung. Setelah diberikan perlakuan selama 
30 hari,  tikus kemudian diterminasi. 

 

 
Terminasi tikus dilakukan dengan 

metode cervical dislocation pada hari ke-31. 
Setelahnya organ testis berserta epididimis 
tikus diambil dan dibuat cacahan untuk diambil 
spermanya pada petri dis berisi NaCl 0,9%. 
Setelah dihomogenkan suspensi yang diperoleh 
digunakan untuk pengamatan jumlah dan 
viabilitas spermatozoa. 

Pengamatan jumlah dilakukan dengan 
menggunakan kotak hemositometer improved 
neubauer. Diperiksa dibawah mikroskop 
dengan perbesaran 400x. Hasil perhitungan 
dimasukan kedalam rumus penentuan jumlah 
spermatozoa/ml suspensi sebagai berikut:  

  
Jumlah spermatozoa = n x pengenceran x 106 

juta sperma/ml  
n = jumlah sperma yang dihitung pada kotak A, 
B, C, dan D. 
 
 Pengamatan viabilitas spermatozoa  (VS) 
dilakukan menggunakan metode dye eclusion 
dengan pewarnaan eosin. Diperiksa dibawah 
mikroskop dengan perbesaran 400x. Diamati 
kurang lebih 200 spermatozoa dan dihitung 
spermatozoa yang hidup (tidak menyerap 
warna) dan spermatozoa yang mati (menyerap 
warna) kemudian dihitung persentasenya. 
Spermatozoa hidup akan memiliki kepala yang 
berwarna bening sedangkan spermatozoa mati 
dapat diketahui dengan melihat kepala 
spermatozoa berwarna ungu atau pink setelah 
diwarnai dengan eosin. Untuk mencegah 
dehidrasi sperma, perhitungan dilakukan 
dalam waktu kurang dari 30 menit setelah 
dikeluarkan dari testis tikus. Perhitungan 
viabilitas menggunakan rumus: 
 
% VS 

Tabel 1. Pembagian Kelompok Perlakuan 

No Kelompok Perlakuan 

1 Kontrol 1 (K1) Tidak dipaparkan asap, tidak diberi ekstrak bekatul beras merah 

2 Kontrol 2 (K2) Dipaparkan asap 2 batang rokok kretek 

3 Perlakuan 1 (P1) Dipaparkan asap 2 batang rokok kretek, diberi ekstrak bekatul beras merah dosis 
100mg/KgBB 

4 Perlakuan 2 (P2) Dipaparkan asap 2 batang rokok kretek, diberi ekstrak bekatul beras merah dosis 
200mg/KgBB 

5 Perlakuan 3 (P3) Dipaparkan asap 2 batang rokok kretek, diberi ekstrak bekatul beras merah dosis 
400mg/KgBB 

Jumlah Spermatozoa hidup  

Total spermatozoa yang diamati 
= X 100% 
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Hasil 

Hasil perhitungan rerata dan uji One 
Way Anova dari jumlah spermatozoa dilihat 
pada tabel 2. Rerata tertinggi diapatkan pada 
kelompok K1 yaitu kelompok tikus yang tidak 
terpapar asap rokok dan tidak diberi ekstrak 
bekatul beras merah. Sementara rerata 
terendah didapatkan pada kelompok K2 yang 
merupakan kelompok tikus terpapar asap 2 
batang rokok kretek. Terdapat peningkatan 
secara klinis rerata jumlah spermatozoa 
setelah diberikan ekstrak etanol 96% bekatul 
beras merah dosis bertingkat. Hasil Uji One 
Way Anova juga menunjukan pemberian 
ekstrak berpengaruh terhadap rerata jumlah 
spermatozoa. Namun, tidak didapatkan beda 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
signifikan secara statistik dari rerata jumlah 
spermatozoa antar kelompok tikus yang diberi 
dosis bertingkat ekstrak bekatul beras merah. 
Hasil tersebut  ditunjukan dari hasi uji Post Hoc 
antar kelompok tersebut yang dapat dilihat 
pada tabel 3. 
 

Tabel 2. Rerata Jumlah Spermatozoa Tikus. 

Kelompok Rata-rata SD (Juta/ml) P 

K1 91,90±7,72 

0,000 

K2 39,68±7,51 

P1 79,88±8,63 

P2 86,40±10,5 

P3 86,00±5,78 

Bekatul beras merah 

Penyaringan bekatul menggunakan mesh ukuran 60 

Pengovenan (5 menit suhu 105oC) untuk menghilangkan enzim lipase 

Maserasi dengan etanol 1:6 b/v dan pengadukan dengan shaker 

kecepatan 150 rpm selama 7 hari 

Penyaringan hasil maserasi dengan kertas saring whitman no 1 

Pemekatan filtrat dengan rotary evaporator 

suhu 30oC 

Ekstrak etanol 96% bekatul beras merah 

Gambar 1. Proses Pembuatan Ekstrak Etanol 96% Bekatul Beras Merah. 

Gambar 2. Proses Pemaparan Asap Rokok Kretek. 

Lubang udara 
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Tabel 3. Hasil Uji Post Hoc Jumlah  
Spermatozoa Tikus  

Kelom-

pok Uji 

K1 K2 P1 P2 

    

K1 - 0,000* 0,300 1,000 

P1 0,300 0,000* - 1,000 

P2 1,000 0,000* 1,000 - 

P3 1,000 0,000* 1,000 1,000 

 
Hasil yang sama juga didapatkan dari 

pengujian viabilitas spermatozoa pada 
penelitian ini. Tabel  4 menunjukan rerata  
viabilitas terendah juga didapatkan pada 
kelompok tikus yang hanya terpapar asap 2 
batang rokok kretek yaitu K2 dan rerata 
tertinggi pada kelompok tikus normal yaitu K1. 
Pemberian ekstrak bekatul juga terbukti 
berpengaruh terhadap viabilitas spermatozoa  
setelah tikus terpapar asap rokok karena nilai p 
pada uji One Way Anova <0,05. Hasil uji Post 
Hoc pada tabel 5 menunjukan tidak didapatkan 
beda signifikan rerata viabilitas spermatozoa 
secara statistik pada kelompok yang diberi 
dosis ekstrak bertingkat. 
 

Tabel 4. Rerata Viabilitas Spermatozoa Tikus. 

Kelompok Rata-rata SD (Juta/ml) P 

K1 65,00±6,85 

0,000 

K2 29,6±5,85 

P1 51,4±3,50 

P2 60,00±6,67 

P3 61,00±2,91 

 
Tabel 5. Hasil Uji Post Hoc Viabilitas  

Spermatozoa Tikus. 

Kelom-

pok Uji 

K1 K2 P1 P2 

    

K1 - 0,000* 0,008* 1,000 

P1 0,008* 0,000* - 0,208 

P2 1,000 0,000* 0,208 - 

P3 1,000 0,000* 0,110 1,000 

 
 Gambaran viabilitas spermatozoa yang 
diperiksa menggunakan pewarnaan eosin pada 
penelitian ini dapat dilihat pada gambar 3. 
Spermatozoa yang mati atau tidak viabel, 
bagian kepalanya akan berwara pink seperti 
yang ditunjukan oleh panah huruf Y. 
Sementara itu, spermatozoa hidup atau viabel, 
bagian kepalanya tidak akan terwarnai seperti 
yang ditunjukan oleh panah hufuf X. 

 
Gambar 3. Viabilitas Spermatozoa Tikus Putih 

dengan Pewarnaan Eosin. 
 
Pembahasan 

Hasil penelitian ini menunjukan paparan 
asap 2 batang rokok kretek selama 30 hari 
mampu menurunkan jumlah dan viabilitas 
spermatozoa tikus secara bermakna. Penelitian 
ini sejalan dengan Batubara et al (2013)22 yang 
menyatakan terjadi penurunan jumlah 
spermatozoa pada hewan coba yang telah 
terpapar asap 2 batang rokok kretek selama 30 
hari. Hasil yang sama didapatkan juga pada 
penelitian Rula et al (2014)23 yang menyatakan 
terjadi penurunan 41% jumlah spermatozoa 
pada tikus yang terpapar asap rokok selama 28 
hari. Hasil perhitungan viabilitas pada 
peneltiaian ini sejalan dengan penelitian 
Wulandari et al (2012)15 bahwa tikus yang 
terpapar asap rokok akan mengalami 
penurunan viabilitas spermatozoa. Penelitian 
lain oleh Cui et al (2016)16 pada sampel 
manusia memperkuat bahwa terjadi 
penurunan jumlah dan viabilitas spermatozoa 
pada pria yang merokok dibandingkan dengan 
yang tidak. Penurunan tersebut diakibatkan 
oleh ketidakmampuan sperma untuk 
menanggulangi stres oksidatif akibat radikal 
bebas yang terdapat pada asap rokok. 

Sperma merupakan tipe sel yang 
dilaporkan peka terhadap kerusakan oksidatif 
akibat radikal bebas.24 Radika bebas adalah 
molekul yang memiliki satu atau lebih elektron 
tidak berpasangan pada kulit terluarnya 
sehingga bersifat tidak stabil.17 Untuk 
mencapai kestabilan, molekul tersebut akan 
selalu berusaha menarik elektron dari molekul 
atau sel lain, sehingga dapat berujung pada 
perubahan struktur sel.25 Radikal bebas paling 
merusak untuk tubuh adalah Reactive Oxygent 
Species (ROS) dan golongannya.26 Pada sperma 
normal, beberapa ROS seperti seperti 
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superoksida (•O2−), hidrogen peroksida (H2O2), 
dan nitrit oksida (NO•) sebenarnya diproduksi. 
Senyawa tersebut dibutuhkan dalam proses 
sperma menjadi fertil karena akan memicu 
fosforilasi pada proses kapasitasi, sehingga 
mempermudah reaksi pemecahan akrosom 
sperma. Namun, ROS yang diproduksi oleh 
sperma berada pada level yang rendah, 
sehingga tidak merusak komponennya dan 
masih mampu ditanggulangi oleh sistem 
antioksidan enzimatik yang ada pada tubuh 
sperma.24 Kerusakan pada sperma akan terjadi 
apabila jumlah ROS berlebih dan tidak 
tertanggulangi oleh antioksidan tersebut.24,25 
Pada penelitian ini, asap rokok menyebabkan 
terbentuknya ROS yang berlebih. 

Asap rokok diketahui dapat membentuk 
ROS dan Reactive Nitrogen Species (RNS). 
Senyawa tersebut dapat dibentuk secara 
langsung ataupun melalui interaksi antar 
senyawa kimianya dalam fase gas. Tar pada 
rokok diketahui dapat membentuk bebrapa 
radikal bebas seperti karbon monoksida (CO), 
radikal semiquionon yang terbentuk dari hasil 
autooksidasi senyawa hidroquinon dengan 
bantuan tar yang selanjutnya dapat 
membentuk radikal superoksida (•O2−).12 
Selain tar, asap rokok juga mengandung 
kadmium (Cd) yang diketahui dapat 
mengasilkan radikal superoksida (•O2−), 
hidogen peroksida (H2O2) dan radikal hidroksil 
(OH•)26. Semua unsur dan senyawa tersebut 
masuk kedalam ROS. Sementara itu, nitrogen 
oksida (NO) yang merupakan radikal bebas 
nonreaktif yang dihasilakan oleh tar dapat 
berinteraksi dengan molekul oksigen di udara 

dan membentuk senyawa  nitrogen dioksida 
(NO2), dinitrogen trioksida (N2O3), dinitrogen 
dan tetraoksida (N2O4). Radikal peroksinitrat 
(ONOO-) juga dapat terbentuk akibat interaksi 
NO dengan radikal superoksida. Keseluruhan 
senyawa tersebut merupakan bagian dari 
RNS.12 Kelebihan ROS dan RNS tersebut tidak 
dapat ditanggulangi oleh antioksidan enzimatis 
yang ada pada sperma. Flaherty (2014)24 

menyebutkan bahwa antioksidan yang 
dihasilkan oleh sperma bersifat sangat sensitif 
pada kelebihan ROS. Antioksidan tersebut 
sangat rentan terinaktivasi dan sperma tidak 
memiliki kemampuan untuk mensintesis lebih 
banyak antioksidan apabila jumlah ROS 
berlebih sehingga dapat mengalami stres 
oksidatif.  

Stress oksidatif yang dialami oleh sperma 
dapat mengakibatkan penurunan jumlah dan 
viabilitas. Penurunan tersebut dikarenakan 
adanya perubahan struktur pada asam nukleat, 
protein, lipoprotein dan lipid di membran 
plasma sel sperma.23 Membran sel sperma 
diketahui kaya akan komponen lipid berbentuk 
asam lemak tak jenuh atau polyunsaturated 
fatty acid (PUFAs). Ikatan antara radikal bebas 
dengan PUFAs dapat megakibatkan terjadinya 
pembentukan peroksidasi lipid atau  lipid 
peroxidation (LPO) seperti yang dapat dilihat 
pada gambar 4. Pembentukan LPO akan 
merubah struktur, integritas, permeabilitas, 
hilangnya fungsi dari membran sel dan dapat 
berujung pada kematian sel sperma. Produk 
sekunder dari peroksidasi lipid juga dapat 
merusak beberapa molekul penting seperti 
protein dan basa DNA sel.13,27,28  Hal ini sesuai 

Gambar 4. Mekanisme Asap Rokok Menyebabkan Peroksidasi Lipid.28 
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dengan penelitian yang dilakukan oleh Ghaffari 
dan Rostami (2012)29 yang menyatakan bahwa 
terdapat peningkatan kadar LPO pada pria 
yang merokok disertai dengan penurunan 
jumlah spermanya. Tafuri (2015)31 juga 
menyebutkan kerusakan pada struktur DNA 
akan menyebabkan apoptosis pada sel induk 
sperma sehingga dapat menurunkan 
jumlahnya. Peroksidasi lipid pada sperma juga 
dapat menurunkan viabilitasnya. 

Viabilitas spermatozoa adalah ukuran 
kemampuan atau ketahanan hidup sperma 
diluar dari testis. Sperma yang hidup akan 
memiliki membran plasma yang utuh atau 
intak. Kerusakan membran plasma menjadi 
tolak ukur kematian sperma karena pentingnya 
peran membran plasma untuk menjaga sperma 
tetap hidup.32 Membran plasma akan 
mengelilingi seluruh sel sperma, melindungi 
dan menahan organel serta komponen 
intraselular didalamnya. Membran tersebut 
juga akan mempertahankan gradien kimia dari 
ion dan senyawa larut lainnya. Jika membran 
plasma sperma tidak utuh, maka organel dan 
komponen intraselularnya dapat terganggu, 
sehingga menyebabkan kematian sperma. 
Sperma yang mati dianggap tidak fertil.33 Pada 
pewarnaan dye eclusion eosin, sperma mati 
dengan membran tidak intak akan menyerap 
warna eosin. 

Ekstrak etanol 96% bekatul beras merah 
pada penelitian ini mampu meningkatkan 
jumlah dan viabilitas spermatozoa tikus yang 
telah terpapar asap 2 batang rokok kretek. 
Peningkatan tersebut terjadi karena ekstrak 
bekatul mengandung senyawa antioksidan 
nonezimatik. Senyawa antioksidan 
nonenzimatik merupakan senyawa antioksidan 
yang berasal dari luar tubuh. Antioksidan 
dibutuhkan untuk memutuskan reaksi rantai 
radikal bebas sehingga stres oksidatif dapat 
terhenti dan tidak menimbulkan kerusakan 
pada sel. Antioksidan nonenzimatik bekerja 
dengan cara menjadi scavenger untuk ROS.34  

Ekstrak bekatul beras merah diketahui 
mengandung senyawa yang dapat menjadi 
antioksidan nonenzimatik yaitu α–tokoferol, γ–
tokoferol, γ–oryzanol, fenol, antosianin dan 
antosianidin.19,35,36. α-tokoferol dan γ–tokoferol 
merupakan bagian dari dari vitamin E. 
Antioksidan tersebut bekerja sebagai 
scavanger ROS dalam reaksi peroksidasi lipid. 
Ikatan α-tokoferol dengan radikal peroksi lipid 
(LOO•) akan membentuk radikal tokoferoksil. 

Radikal tersebut relatif lebih stabil sehingga 
reaksi LPO akibat ROS dapat terhenti. Senyawa 
lainnya, yaitu γ-oryzanol juga memiliki 
mekanisme kerja mirip dengan vitamin E. γ-
oryzanol akan mendonasikan hidrogen yang 
dimiliki untuk menetralisasi radikal bebas pada 
ROS.37 Sementara itu, senyawa fenol diketahui 
memiliki efek antioksidan invitro yang lebih 
baik dari tokoferol dan asam askorbat atau 
vitamin C.38 Senyawa antioksidan lainnya yaitu 
antosianin dan antosianidin masuk kedalam 
golongan flavonoid. Senyawa tersebut juga 
bekerja sebagai scavanger ROS dengan 
mendonasikan hidrogennya. Selain bekerja 
sebagai antioksidan, antosianin dan 
antosianidin juga merupakan pigmen warna 
pada bekatul beras merah yang tidak 
ditemukan pada beras putih. Hal tersebut 
membuat bekatul beras merah memiliki 
kandungan antioksidan yang lebih baik dari 
bekatul beras putih.18 Adanya efek perbaikan 
jumlah sperma oleh antioksidan bekatul beras 
merah pada penelitian ini diperkuat dengan 
penelitian oleh Amelia (2018) yang 
menyebutkan pemberian ekstrak etanol 96% 
bekatul beras merah mampu meningkatkan 
rerata sperma dalam perhitungan motilitas dan 
morfologi39, hasil juga sejalan dengan 
penelitian Dwizella (2018)40 dimana 
spermatosit tikus yang terpapar asap rokok 
mengalami perbaikan setelah pemberian 
ekstrak tersebut. 

Tidak didapatkan beda signifikan secara 
statistika rerata jumlah dan viabilitas 
spermatozoa pada kelompok dosis bertingkat. 
Hasil ini sejalan dengan penelitian oleh Amelia 
(2018)39. Hal ini dapat terjadi karena rentang 
dosis ekstrak bekatul yang digunakan terlalu 
sempit sehingga kenaikan rerata jumlah dan 
viabilitas spermatozoa tidak signifikan. Selain 
itu, kualitas ekstrak juga dapat mempengaruhi.  
Proses ekstraksi bekatul beras merah pada 
penelitian ini juga tidak menggunakan 
tambahan HCL 37%. Menurut Widarta et al. 
(2013)19 penambahan asam tersebut dapat 
lebih menjaga kualitas antioksidan dari ekstrak 
bekatul. Senyawa HCL juga dapat 
mendekstruksi sel tumbuhan sehingga 
antioksidan dalam sel tumbuhan dapat 
tereksrtaksi dengan baik.41 Berdasarkan 
penelitian ini dosis 100 mg/KgBB telah mampu 
menjadi dosis yang memberikan perbaikan 
jumlah dan viabilitas spermatozoa dibanding 
kelompok yang tidak mendapat ekstrak 
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bekatul. Hal ini sesuai dengan penelitian yang 
dilakukan oleh Heikal et al., (2015)42 bahwa 
dosis ekstrak bekatul 100 mg/KgBB dengan 
menggunakan pelarut etanol 96% sudah dapat 
menjadi dosis yang aman untuk dikonsumsi 
dalam jangka panjang, sementara dosis 500 
m/KgBB akan menimbulkan efek toksisitas 
pada sel tikus putih yang diteliti.  

 
Simpulan 
Pemberian ekstrak etanol 96% bekatul beras 
merah mampu meingkatkan jumlah dan 
viabilitas spermatozoa tikus putih (Rattus 
norvegicus) galur Sprague dawley yang 
diinduksi asap rokok kretek. Peningkatan 
secara klinis sudah bisa ditemukan pada dosis 
100mg/KgBB dan paling baik pada dosis 
400mg/KgBB. 
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