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ABSTRAK

Daun mimba (Azadirachta indica) mengandung senyawa antifertilitas yang mempengaruhi reproduksi, baik
pada jantan atau betina. Penelitian ini bertujuan menguji ekstrak etanol daun mimba (A. indica) terhadap
fertilitas tikus jantan dengan mengamati bobot testis, rasio kebuntingan, jumlah anak dan penurunan jumlah
anak. Penelitian eksperimental dilakukan dengan rancangan acak lengkap menggunakan 32 ekor tikus jantan
dan 36 ekor tikus betina. Hewan uji dibagi menjadi 4 kelompok, masing-masing dengan 6 ulangan. Kelompok
PO adalah kelompok kontrol, hewan uji yang hanya diberi akuades, sedangkan P1, P2 dan P3 merupakan
kelompok perlakuan yang diberi ektrak etanol daun mimba dengan dosis 60, 80 and 100 mg/kgBB/hari, secara
oral, dengan volume 1ml selama 14 hari. Bobot testis ditentukan sehari setelah perlakuan berakhir, dengan
pembedahan dan mengisolasi testis dari separuh dari total hewan uji. Separuh hewan uji yang lain digunakan
untuk uji kawin dengan cara menggabungkan hewan uji jantan pada setiap kelompok perlakuan dengan hewan
uji betina. Hasil penelitian menunjukan bahwa tidak ada perbedaan nyata (p>0,05) bobot testis kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan, tetapi terjadi perbedaan nyata (p<0.05) pada rasio kebuntingan, jumlah anak
dan persentase penurunan jumlah anak yang dihasilkan. Kesimpulan penelitian ini adalah paparan ekstrak etanol
daun mimba selama 14 hari menurunkan fertilitas tikus putih.

Kata kunci : bobot testis; antifertilitas; rasio kebuntingan
ABSTRACT

Neem leaves (Azadirachta indica) contain antifertility compounds that able to disturb the reproductive process,
both on male and female. This study purposed to examine the ethanolic extract of Neem leaves on male rat
fertility which evaluated by testicular weight, pregnancy ratio, litter size decrease. This study is using a
completely randomized design, with 32 males and 36 female rats which were divided into 4 treatment groups
with 6 replicates on each. The PO group is treated with aquadest only; the P1, P2, and P3 group are treated with
ethanolic Neem leaves extract 60, 80 and 100 mg/kgBW/day. The treatment are given orally with 1 ml in
volume, for 14 consecutive days. The testicular weight of every animal in every group were observed a day
after the last treatment. The other animals of every treated group were continued with mating test. The result
showed that there were no significant differences (P>0.05) in the testicular weight between control and treated
groups, but there were significant differences (P<0,05) on pregnancy ratio, litter size and the percentage of
litter size decrease. It could be concluded that the rat fertility were decreased by ethanolic neem leaves extract
for 14 consecutive days.

Keywords : testicular weight; antifertility; pregnancy ratio
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PENDAHULUAN

Perkembangbiakan tikus terjadi dengan pesat,
karena dalam setahun dapat mengalami
kebuntingan lebih dari 10 kali dengan 15 anak per
kelahiran (Akbar, 2010). Laju reproduksi tikus yang
tinggi dapat ditekan melalui pengendalian fertilitas
menggunakan beberapa sediaan, baik alami
maupun sintetis. Tanaman mimba (Azadirachta
indica) merupakan salah satu jenis tanaman yang
diyakini dapat digunakan sebagai pengatur fertilitas,
baik pada hewan jantan maupun betina (Priya etal.,
2012). Daun mimba mengandung senyawa
flavonoid, triterpenoid dan saponin yang berpotensi
sebagai antifertilitas (Aradilla, 2009; Suryawanshi,
2011; Auta and Hasan, 2016). Saponin digunakan
sebagai bahan dasar sintesis beberapa hormon
steroid untuk bahan kontrasepsi oral (Apolonia &
Sukarjati, 2017). Flavanoid dan terpenoid
merupakan senyawa bioaktif yang berpengaruh
terhadap infertilitas hewan jantan dan betina
(Morovati et al., 2008).

Senyawa antifertilitas pada daun mimba
bekerja melalui efek hormonal, efek sitotoksik, dan
sitostatik yang menghambat laju metabolisme sel
spermatozoa dengan cara mengganggu
keseimbangan sistem hormonal (Avycena dkk.,
2020). Mekanisme efek kerja senyawa antifertilitas
pada spermatozoa tikus jantan ditunjukan dengan
mengecilnya volume nukleus dan sitoplasma dari
sel-sel sertoli. Degenerasi nukleus yang terjadi
pada spermatosit dan spermatid mengakibatkan
proses spermatogenesis terganggu (Manivannan,
2009). Efek sitotoksik ekstrak etanol daun mimba
pada penelitian Avycena dkk. (2020) menyebabkan
gangguan perkembangan spermatozoa yang
ditunjukkan dengan penurunan indeks
spermatogenik pada tubulus semeniferus mencit.
Penelitian Saputra dkk. (2020) membuktikan
bahwa penurunan indeks gonadosomatik pada tikus
jantan setelah diberi paparan ekstrak etanol daun
mimba selama 14 hari dengan  dosis
100mg/kgBB/hari selama 14 hari berbeda tidak
nyata dengan kelompok kontrol. Oyeyemi and
Fayomi (2022) menyatakan bahwa indeks
gonadosomatik berhubungan dengan potensi
menghasilkan individu baru. Shah and Jhade (2018)
menyatakan bahwa evaluasi efek antifertilitas dapat
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dilakukan ~ dengan  mengamati  persentase
kebuntingan dan jumlah anak yang dihasilkan.
Firdaus (2017) menyatakan bahwa fertilitas dapat
ditentukan  dengan  menghitung  terjadinya
kebuntingan, jumlah, dan rasio jenis kelamin anak
setelah pemberian bahan uji tertentu.

Penelitian ini dilakukan untuk menguiji
apakah pemberian ekstrak etanol daun mimba
(Azadirachta indica) selama 14 hari dapat
mempengaruhi fertilitas tikus jantan yang diamati
melalui bobot testis, rasio kebuntingan, dan jumlah
anak setelah paparan bahan uji selama 14 hari. Hasil
penelitian ini diharapkan melengkapi informasi
mengenai potensi ekstrak etanol daun mimba
(Azadirachta indica) sebagai sediaan antifertilitas
untuk menekan laju reproduksi mamalia sehingga
dapat dikembangkan sebagai bahan pengendali
reproduksi mamalia, terutama mamalia yang
berpotensi sebagai hama atau reservoir penyakit.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan selama 2,5 bulan
di Laboratorium Biologi Struktur dan Fungsi
Hewan Universitas Diponegoro. Rancangan
penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan dan 8 Kkali
ulangan.

Persiapan Hewan Uji

Hewan uji penelitian yang digunakan yaitu
tikus putih (Rattus norvegicus) jantan dan betina
dengan umur 2 bulan, dengan rata-rata bobot badan
200g. Tikus dipelihara dalam  kandang
pemeliharaan dengan kondisi yang terkontrol.
Aklimasi hewan uji dilakukan selama 2 minggu,
sebelum pemberian bahan uji dimulai. Selama
aklimasi hewan uji diberi pakan standard dan air
minum secara ad libitum.

Ekstraksi Daun Mimba

Sampel daun mimba yang akan digunakan
berupa sampel segar yang diperoleh dari area
kampus FSM UNDIP. Sampel daun segar
dibersihkan dan dikeringkan menggunakan oven
selama £ 4 hari. Daun yang sudah kering kemudian
dihaluskan dengan blender. Metode ekstraksi
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didasarkan pada penelitian Sitasiwi et al. (2018).
Ekstraksi dilakukan dengan mencampurkan 100 g
sampel dengan 1000 ml etanol 70%. Larutan diaduk
secara teratur dan didiamkan pada suhu ruang
selama 24 jam. Ekstrak kemudian dipekatkan
dengan evaporator sampai didapatkan hasil akhir
dalambentuk serbuk.

Persiapan dan Pemberian Bahan Uji

Dosis yang diuji pada penelitian iniyaitu: 60,
80, 100 mg/kgBB/hari. Ekstrak etanol daun mimba
diberikan dalam bentuk larutan, dibuat dengan cara
melarutkan ekstrak dalam akuades hangat.
Pemberian bahan uji dilakukan secara oral dengan
volume 1ml/ekor, selama 14 hari, dengan waktu
pemberian diantara 15.30 - 16.30 WIB.

Pengambilan Data Penelitian

Parameter utama yang diamati adalah bobot
testis, rasio kebuntingan, dan jumlah anak.
Pembedahan hewan uji dilakukan setelah perlakuan
berakhir, yaitu hari ke-14. Sampel testis diperoleh
dari 4 ekor hewan uji, sedangkan 4 ekor hewan uiji
yang lain pada setiap kelompok perlakuan
digunakan untuk uji kawin. Isolasi testis dilakukan
dengan pembedahan pada bagian bawah abdomen,
setelah hewan uji dianestesi menggunakan
chloroform.

Uji kawin hewan uji dilakukan dengan cara
menggabungkan hewan jantan pada kandang yang
berisi hewan betina virgin. Penggabungan ini
dilakukan pada malam hari, selama tiga hari
berturut-turut. Hari ke-0 kebuntingan ditentukan
dengan melihat vaginal plug pada hewan betina
sebagai tanda bahwa hewan tersebut telah kawin.
Rasio kebuntingan ditentukan dengan rumus (Shah
and Jhade, 2018) sebagai berikut:

Y'betina yang bunting

1009
Y.yang dikanwinkan x %

Jumlah anak ditentukan pada saat
kebuntingan berakhir, yaitu pada saat hewan uji
betina melahirkan (Shah and Jhade, 2018).

Analisis Data
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Data bobot testis dianalisis dengan ANOVA
dengan taraf signifikansi 5%. Data rasio
kebuntingan serta penurunan jumlah anak
dianalisas secara deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian pengaruh pemberian ekstrak
etanol daun mimba (Azadirachta indica) terhadap
fertilitas tikus (Rattus norvegicus) dapat dilihat
pada Tabel 1. Hasil ANOVA menunjukkan bahwa
pengaruh pemberian ekstrak etanol daun mimba
menunjukkan bobot testis yang berbeda tidak nyata
(P>0,05) antara kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan. Hal tersebut menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun mimba yang diberikan selama
14 hari tidak memengaruhi bobot testis tikus.

Hasil penelitian ini menunjukkan tidak
terjadi penurunan bobot testis, hal ini dapat diduga
karena waktu paparan bahan uji yang relatif singkat
sehingga tidak mempengaruhi proses
spermatogenesis pada tikus. Hal tersebut
menyebabkan bobot testis tidak menunjukkan
perbedaan nyata pada hewan uji kelompok kontrol
dan kelompok perlakuan. Spermatogenesis pada
tikus dapat diketahui dari umur reproduktif pada
tikus. Sengupta (2013) menyatakan bahwa fase
kematangan seksual atau pubertas pada tikus mulai
terjadi pada umur 6 minggu (40-60 hari),
sedangkan fase pradewasa terjadi saat umur 63-70
hari. Nugroho et al. (2022) menyatakanbahwa tikus
umur 8-9 minggu merupakan tikus dewasa yang
telah matang seksual, sedangkan tikus yang
berumur lebih dari 9 minggu sudah memiliki status
reproduksi yang matang, stabil, dan siap kawin. Hal
ini menjelaskan bahwa aktivitas spermatogenesis
dimulai pada umur 7 minggu (fase dewasa awal)
dan terus dipertahankan pada umur-umur
selanjutnya (fase dewasa). Penelitian ini dilakukan
pada saat hewan uji berumur 8-9 minggu sehingga
diduga pemberian bahan uji dengan waktu paparan
14 hari menyebabkan pengaruh yang tidak nyata
(p>0,05).

Ukuran molekul bahan uji juga diduga
menjadi penyebab bobot testis menunjukkan
perbedaan tidak nyata. Ukuran molekul yang relatif
besar menyebabkan senyawa aktif dalam bahan uji
diduga tidak dapat menembus blood-testis barrier
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sehingga tidak mempengaruhi spermatogenesis karena ukuran molekul yang relatif besar.
yang menyebabkan bobot testis tidak berubah. Hal Mekanisme tersebut diduga menjadi penyebab
tersebut sesuai pendapat Napsah dan Wahyuningsih terjadinya penurunan laju  spermatogenesis
(2014) yang menyatakan bahwa senyawa-senyawa sehingga bobot testis menunjukkan perbedaan tidak
tertentu tidak dapat sampai ke jaringan target nyata, seperti disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Rerata bobot testis, rasio kebuntingan serta penurunan jumlah anak tikus setelah paparan ekstrak etanol
daun mimba selama 14 hari

Parameter PO P1 P2 P3
X+SD X+SD X+SD X+SD
Bobot testis () 1,11 + 0,17 1,2 £0,18 1,02 +0,16 1,18+ 0,11
Rasio kebuntingan 55,5 + 0,1 44 4% + 0,1 33,32+0,2 22,22+ 0,2
Jumlah anak per kelahiran 9+0,3 6+0,3 7+0,3 6+0,2
Penurunan jumlah anak (%) 71,77°+0,33 47,82+ 0,12 55,82+ 0,13 47,8*+ 0,17
Keterangan:

Rerata pada baris yang sama, yang diikuti superskrip yang berbeda menunjukkan perbedaan nyata (p<0,05).
PO: Kelompok kontrol dengan paparan dengan akuades 1ml/ekor/hari

P1: Kelompok perlakuan dengan paparan ekstrak etanol daun mimba 60mg/kgBB/hari

P2: Kelompok perlakuan dengan paparan ekstrak etanol daun mimba 80mg/kgBB/hari

P3: Kelompok perlakuan dengan paparan ekstrak etanol daun mimna 100mg/kgBB/hari

jantan sehingga dapat mempengaruhi struktur
spermatozoa Yyang selanjutnya menyebabkan
penurunan kemampuan fertilisasi. Seriana et al.
(2019) juga menyatakan bahwa ekstrak daun
mimba  dapat menurunkan kemampuan

Tabel 1. menunjukkan bahwa pada hewan
uji kelompok kontrol (PO) mengalami tingkat
kebuntingan paling tinggi yaitu sebesar 55,5%
sedangkan pada kelompok P1, P2, dan P3
menunjukkan presentase secara berurutan sebesar

33,3%,44,4%, dan 22,2%. Hasil ini menunjukkan spermatozoa untuk memfertilisasi. Hal tersebut
penurunan yang berbeda nyata (p<0,05) bila sesuai dengan pernyataan Naik et al. (2016) yang

dibandingkan  dengan  kelompok  kontrol. menyatakan  bahwa  Kerusakan - struktur
Penurunan presentase kebuntingan paling rendah spermatozoa oleh efek sitotoksik juga akan
terjadi pada perlakuan P3 yaitu dengan hasil mempengaruhi motilitas dan kualitas spermatozoa
sebesar 22,2%. Hal tersebut menunjukkan bahwa pada tikus yang menyebabkan perbedaan
pemberian ekstrak etanol daun mimba dapat kecepatan dan pergerakan sel sperma dalam
memengaruhi proses terjadinya fertilisasi yang membuahi sel telur.

mengawali terjadinya kebuntingan pada hewan uji Khanal (2021) menyatakan bahwa daun

betina. Penelitian menunjukkan bahwa semakin mimba  mengandung  senyawa  flavonoid,
tinggi dosis bahan uji dapat menyebabkan triterpenoid dan saponin yang berpotensi sebagai

presentase kebuntingan yang semakin rendah. antifertilitas. Laoung-on et al. (2021) menyatakan
Penurunan rasio kebuntingan yang terjadi bahwa senyawa saponin dan flavanoid bersifat
dalam penelitian ini diduga disebabkan oleh efek sitotoksik yang menyebabkan penurunan jumlah

sitotoksik yang mengganggu hormonal dalam sel spermatozoa. Senyawa flavanoid dapat
tubuh sehingga menyebabkan gangguan pada merangsang  pembentukan  esterogen  pada
saluran reproduksi hewan jantan yang berperan mammalia yang akan memberikan umpan balik
mensekresi cairan penyusun semen. Hal ini diduga neg_atlf terhadap poros h|potalamus_—h|pof|3|s—test|s
disebabkan oleh efek sitotoksik yang terdapat pada sehingga akan menurunkan sekresi LH dan FSH.
ekstrak etanol daun mimba yang menyebabkan Khatimah —dkk. (2021) ~menyatakan bahwa

gangguan sekresi senyawa yang berperan sebagai penurunan  FSH dan LH dapat menekan
media hidup spermatozoa dalam saluran reproduksi pembentukan testosteron secara langsung pada sel
Leydig, sehingga terjadi gangguan keseimbangan
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hormonal yang menyebabkan penurunan kualitas
spermatozoa yang dihasilkan. Abnormalitas
spermatozoa dapat mempengaruhi kemampuan
fertilisasi sehingga berpengaruh pada rasio
kebuntingan pada hewan uji yang dikawinkan.

Hasil penelitian terhadap parameter jumlah
anak menunjukkan hasil yaitu berkisar 9 ekor untuk
kelompok kontrol dan 7-6 ekor untuk kelompok
perlakuan. Fajriati et al. (2019) menyatakan bahwa
rerata jumlah anak pada tikus strain Wistar adalah
12,55 + 2,00. Hewan uji pada kelompok kontrol
hanya menghasilkan sekitar rerata 9 anak per
kelahiran atau sekitar 71,77 % dari jumlah rerata
anak tikus pada strain yang sama. Perbedaan
tersebut diduga karena perbedaan lingkungan atau
jenis pakan yang digunakan dalam pemeliharaan
hewan uji.

Hewan uji kelompok perlakuan berkisar 6-7
anak per kelahiran atau sekitar 47,8% - 55,8% dari
rerata normal jumlah anak per kelahiran pada
penelitian Fajriati et al. (2019). Hasil perbandingan
dengan jumlah anak pada kelompok kontrol dalam
penelitian ini, persentase penurunan jumlah anak
pada hewan uji kelompok perlakuan berkisar 22,2
- 33,3 %. Hal tersebut menunjukkan bahwa ekstrak
etanol daun mimba yang diberikan selama 14 hari
memberikan pengaruh yang berbeda nyata
(p<0,05) terhadap kemampuan jumlah
spermatozoa yang mampu memfertilisasi sel telur
sehingga menyebabkan penurunan jumlah anak
yang dihasilkan. Shah and Jhade (2018)
menyatakan bahwa salah satu penyebab penurunan
jumlah anak adalah senyawa antifertlitas dalam
sediaan yang diberikan.

KESIMPULAN

Berdasarkan  hasil  penelitian  dapat
disimpulkan fertilitas tikus jantan mengalami
penurunan setelah pemberian ekstrak etanol daun
mimba sampai dosis 100 mg/kgBB selama 14 hari.
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