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ABSTRAK

Biji pepaya dapat bersifat sebagai antifertilitas.Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui senyawa dan mekanisme antifertilitas fraksi biji pepaya pada tikus jantan dari berat vesikula seminalis dan prostat serta jumlah spermatosit primer dan spermatid.Jenis penelitian eksperimental secara in vivo dengan rancangan acak lengkap. Hewan uji adalah tikus jantan (Rattus norvegicus L.) galur Sprague Dawleyusia 60 hari dengan berat badan 200-210 g. Dosis pemberian 100mg/kg bb selama 24 hari. Senyawa yang dikandung oleh fraksi didapat melalui uji fitokimia.Hasil penelitian memperlihatkan senyawa yang ditemukan pada fraksi nHeksan adalah steroid, terpenoid, saponin, flavonoid.Fraksi etil asetat terdapat senyawa steroid, terpenoid dan flavonoid.Fraksi etanol air mengandung senyawa terpenoid dan flavonoid.Berat vesikula seminalis dan prostat meningkat secara tidak signifikan dibandingkan kontrol.Rerata jumlah spermatosit primer dan spermatid menurun secara nyata pada semua fraksi namun penurunan terendah pada fraksi nHeksan.Dapat disimpulkan mekanisme antifertilitas fraksi biji papaya adalah melalui penurunan rerata jumlah spermatosit primer dan spermatid.

Kata kunci: fraksi biji papaya, kandungan senyawa, spermatosit primer, spermatid

Pendahuluan 

Penggunaan alat kontrasepsi masih dominan oleh perempuan (BKKBN, 2014).Penggunaan kontrasepsi pria saat ini hanya kondom dan vasektomi.Salah satu kekhawatiran para pria setelah melakukan vasektomi ialah mereka merasakan kehilangan kejantanannya dan pria takut terjadi impotensi karena vasektomi sehingga pria enggan menjalani vasektomi (Sumaryati, 2004). Hal ini membuat para pakar berusaha untuk mencari cara yang aman untuk para pria, tetapi tidak akan membuat para pria merasa dihilangkan kejantanannya. Salah satu cara adalah beralih ke tanaman yang dapat meng-hambat spermatogenesis. Proses sperma-togenesis terjadi dalam tubulus semi-niferus testis, proses ini dalam keadaan normal dapat terjadi setiap saat. Kualitas spermatozoa dapat dilihat dari berbagai faktor antara lain: morfologi (abnormalitas sperma), motilitas (gerak cepat) dan kuantitas spermatozoa atau jumlah sper-matozoa (Arsyad, 1986).

Spermatogenesis dapat terjadi melalui beberapa tahap pembelahan. Tahap awal-nya spermatogonia akan mengalami perubahan menjadi spermatosit primer, kemudian menjadi spermatosit sekunder dan menjadi spermatid.  Sebelum sperma-tid menjadi spermatozoa ada fase yang dilewati spermatid yang disebut fase spermiogenesis. Fase ini terdiri dari pem-bentukan akrosom dan flagella bertujuan untuk membentuk morfologi normal spermatozoa yang terdiri dari kepala, leher dan ekor yang normal (Rugh, 1997). Jumlah sperma yang dihasilkan testis tidak cukup untuk mendiagnosis fertil atau infertilnya seseorang. Karena ada kalanya jumlah spermatozoa yang normal tetapi bila memiliki morfologi dan kecepatan yang kurang baik akan menyebabkan infertil. Sebaiknya dengan jumlah sperma-tozoa yang sedikit tapi memiliki morfologi dan kecepatan normal maka masih bisa fertil (Guyton, 1997).

Jumlah spermatozoa yang dihasilkan sangat tergantung pada proses langsung yang terjadi selama proses sperma-togenesis dalam tubulus semineferus. Bila spermatogenesis berlangsung normal maka akandihasilkan 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 besarnya gangguan yang terjadi selama proses spermatogenesis (Hartini, 2011).

Pada tanaman biji pepaya terdapat kandungan zat kimia yaitu golongan fenol, triferpenoid, flavanoid, alkaloid dan saponin. Dengan adanya kandungan senya-wa aktif tersebut biji pepaya memiliki sifat antifertilitas dan dapat digunakan sebagai alat kontrasepsi pada pria.(Rajab et al., 2015).
Biji pepaya berkhasiat sebagai obat cacingan, peluruh haid, gangguan pen-cernaan, pembesaran hati dan limpa, abortivum, dan penyakit kulit (Kusuma dkk, 1992).Beberapa penelitian juga membuktikan bahwa biji pepaya mem-punyai efek antifertilitas. Verma dan Chinoy (2002)  menyatakan ekstrak biji pepaya dapat mempengaruhi respon kontraksi cauda tubulus epididimis dan menyebabkan terjadinya infertilitas. Pene-litian Sari (2014) pemberian ekstrak metanol, fraksi n-heksan dan fraksi metanol biji pepaya (Carica papaya L) dengan dosis 100mg/KgBB berpengaruh terhadap penurunan berat organ reproduksi . Bobot testis yang lebih rendah dari kontrol negatif disebabkan terganggunya oleh pertumbuhan dan perkembangan sel-sel spermatogenik dalam organ reproduksi jantan.Pemberian ekstrak metanol, fraksi n-heksan dan fraksi metanol biji pepaya mengakibatkan terhambat dan berkurang-nya perkembangan sel Leydig.Menurut Pathak et al. (2003) pemberian ekstrak biji pepaya dapat menyebabkan infertil dengan berkurangnya jumlah sperma dan motilitas yang menurun.
Menurut Walansendow (2016) pem-berian ekstrak biji pepaya (Carica papaya L) terhadap kualitas spermatozoa tikus Wistar terjadi penurunan kualitas sperma-tozoa dalam aspek morfologi, yaitu ditemukannya abnormalitas primer diduga karena adanya gangguan spermatogenesis yaitu saat pembentukan spermatozoa dari spermatid, sedangkan abnormalitas sekun-der diduga terjadinya gangguan pada saat maturasi spermatozoa di epididimis. 

Biji pepaya mengandung protein, beberapa enzim seperti papain, karpa-semin, myrosin, alkaloid, caricain, oleano-lic glycoside, carpain dan glukosi-nolat.Senyawa-senyawa tersebut terlarut dalam pelarut dengan tingkat kepolaran yang berbeda-beda sehingga masing-masing fraksi menunjukkan aktivitas antifertilitas dengan kekuatan yang berbeda.Senyawa-senyawa tersebut mem-punyai mekanisme dalam memberikan efek antifertilitas. Pepaya juga mempunyai alkaloid  karpain yang berpengaruh menu-runkan jumlah spermatozoa (Muslichah, 2014). Penelitian bertujuan untuk menge-tahui kandungan senyawa dalam fraksi dan mekanisme antifertilitas fraksi biji papaya pada tikus jantan.

Metode Penelitian

Jenis Penelitian 

Penelitian yang dilakukan merupakan pe-nelitian eksperimen menggunakan hewan coba tikus Putih Jantan (Rattus nor-vegicus). Rancangan penelitian yang digunakan untuk pengelompokan dan pemberian perlakuan terhadap hewan uji adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL), yaitu rancangan dengan beberapa perlakuan dan disusun secara random untuk seluruh unit percobaan dengan teknik post test only. Kelompok perlakuan dalam eksperimen ini adalah kelompok tikus yang diberikan ekstrak dan fraksi biji papaya (Carica papaya L) dan kelompok kontrol diberi larutan CMC 1% secara oral.
Objek Penelitian

Hewan uji yang dilakukan dalam penelitian ini adalah Tikus Jantan (Rattus norvegicus).Sebanyak 28 ekor yang ber-umur 60 hari.Hewan ini diperoleh dari Fakultas Perternakan IPB.
Populasi dan Sampel Penelitian

Populasi

Tikus jantan yang digunakan adalah yang sehat serta belum pernah digunakan pada penelitian sebelumnya.Tikus jantan diambil secara acak yaitu umur 60 hari dengan berat badan 210-220 gram. Pem-berian makan dan minum dilakukan secara teratur, dikondisikan pada lingkungan dan perlakuan yang sama di Animal House Fakultas Kedokteran Universitas Sriwi-jaya.
Besar Sampel

Cara menentukan besar sampel (n) menggunakan rumus Federer :

Jika terdapat 4 kelompok perlakuan ( 3 kategori perlakuan dosis dan 1 kategori control eksperimen) maka jumlah ulangan-nya adalah 5 kali sehingga  jumlah tikus sebanyak 24 ekor, tetapi untuk meng-antisipasi apabila ada tikus yang gagal dan percobaan maka ditambah 1 tikus dalam kelompok perlakuan. Sehingga didapatkan 4 kelompok dengan jumlah tikus 24 ekor. Pengambilan sampel menggunakan cara Random Sampling.
Kriteria Inklusi dan Eksklusi

Kriteria Inklusi

a. Tikus Putih Jantan Strain Sprague Dawley

b. Umur 60 – 74 hari

c. Berat badan 210-220 gram

d. Tidak ada kelainan anatomis
Kriteria Eksklusi

a. Pernah dipakai sebagai hewan percobaan

b. Tikus tampak sakit atau tidak bergerak aktif
Persiapan Bahan Uji

Simplisia biji pepaya (Carica papaya L) sebanyak  2 kg diekstraksi dengan cara maserasi. Simplisia biji pepaya lalu lakukan maserasi dengan pelarut metanol sebanyak 1 Liter selama 2x24 jam didalam alat ekstraktor kemudian disaring meng-gunakan kertas saring. Setelah itu di-lakukan proses evaporasi yaitu larutan yang telah didiamkan dimasukkan dalam labu, labu evaporasi dipasang pada evaporator dan water bath diisi dengan air sampai penuh kemudian dipanaskan diatur hingga suhu 70℃ dan dibiarkan sampai larutan etanol memisah dengan zat aktif yang sudah ada dalam labu setelah itu dilanjutkan menggunakan penangas air. Ekstrak biji pepaya yang didapat kemudian dimasukkan kedalam gelas kaca.
Proses Fraksinasi

Fraksinasi dilakukan untuk menarik macam-macam senyawa yang terkandung dalam ekstrak biji pepaya sesuai dengan kepolarannya, pelarut n-heksan akan melarutkan senyawa nonpolar, pelarut etil asetat akan melarutkan senyawa polar dan pelarut etanol air akan melarutkan senyawa polar. 

Proses fraksinasi dilakukan dengan metode FCC (Fraksi cair-cair) yakni ekstrak aktif dimasukkan kedalam labu pisah dengan menggunakan pelarut-pelarut yang sesuai menjadi 3 fraksi yaitu fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi etanol air. Dari ekstrak biji pepaya yang diperoleh dalam tahap ekstraksi metanol ditambahkan dengan perbandingan 1:1 yaitu sebanyak 150 ml aquades dan ekstrak 150ml. Selanjutnya ditambahkan pelarut n-heksan sebanyak 1 L secara bertahap, setiap kali dimasukkan sebanyak 250 ml n-heksan dengan 4 kali pengulanagn (4x250ml)

Fraksi metanol dan n-heksan dipisahkan dengan labu pisah sehingga diperoleh fraksi n-heksan lalu diuapkan pada rotary evaporator lalu di hair dryer sampai mengental sehingga didapatkan fraksi berbentuk pasta. Fraksi metanol air dilanjutkan dengan penambahan pelarut etil asetat sebanyak 1 L secara bertahap, setiap kali dimasukkan sebanyak 250 etil asetat dengan 4 kali pengulangan (4x250ml) kemudian dipisahkan dengan labu pisah sehingga diperoleh fraksi etil asetat dan fraksi metanol setelah itu dilakukan penguapan pada rotary eva-porator lalu di hair dryer sampai mengental sehingga didapatkan fraksi ber-bentuk pasta. 

Tahap akhir proses fraksinasi diper-oleh tiga fraksi yaitu n-heksan, etil asetat, metanol dalam bentuk pasta. Lalu di-lakukan penimbangan fraksi dengan cara timbanglah botol yang kosong sebelum diisi fraksi, selisih berat botol sebelum dan sesudah diberi fraksi adalah berat fraksi yang didapatkan. Ketiga tahap fraksi yang diperoleh diujikan dengan tikus jantan untuk menentukan fraksi yang aktif.

Penentuan Senyawa dari Fraksi Biji Pepaya

Penentuan golongan senyawa dilaku-kan dengan mencampurkan beberapa larutan uji fitokimia ini sebagai screening awal untuk mengetahui kandungan metabolit sekunder pada sampel. Dilakukan 6 uji yaitu uji alkaloid, fla-vonoid, saponin, tanin dan steroid/ triterpenoid. Prosedur fitokimia ini diker-jakan berdasarkan referensi Depkes (1995).
a. Alkaloid 

Uji alkaloid dilakukan dengan cara sampel ditambahkan 10ml larutan 0,05N amonia dalam klorofom. Campuran dikocok selama 1 menit kemudian disaring ke dalam tabung reaksi tambahkan H₂SO₄ 2 N dan dikocok dengan teratur, biarkan sampai lapisan atas (fase air) dipisahkan lalu diuji dengan Preaksi Mayer, Wagner dan Dragendorf

b. Flavonoid

Dalam melakukan uji falvonoid dilaku-kan dengan menggunakan preaksi NaOH 10% adanya falvonoid dengan ditandai perubahan warna kuning, orange, dan merah. 

c. Terpenoid/ steroid

Uji steroid/triterpenoid ditandai dengan terbentuknya warna merah jingga atau ungu untuk triterpenoid, terbentuknya warna biru atau hijau untuk steroid, dan bila positif keduanya akan terbentuk warna merah yang berganti dengan warna biru, hijau atau ungu.
d. Tanin 

Untuk uji tanin menggunakan ekstrak metanol sebanyak 0,1gr ditambah 2 ml air kemudian dipanaskan. Filtrat ditambahkan dengan larutan FeCIз 1% . adanya tanin ditandai dengan pembentukan biru gelap, coklat pekat atau warna hitam kehijauan.

e. Saponin

Dari uji saponin adalah terbentuknya busa yang tetap stabil setelah dilakukan penambahan 1 tetes HCl 2N. 
Pelaksanaan Penelitian

Pada hari ke 25 setelah perlakuan tikus dikorbankan dengan cara memasuk-kan tikus kedalam wadah bertutup yang telah diberi kapas yang mengandung klorofom selama 5 menit hingga kehi-langan kesadarannya. Jika sudah kehilang-an kesadran tikus dikeluarkan dan dila-kukan pembedahan dibagian bawah abdo-men untuk diambil testis, vesikula semi-nalis dan prostat.
Penghitungan jumlah spermatosit primer dan spermatid

Penghitungan spermatosit primer dan spermatid dapat dilakukan terhadap seluruh tubuli seminiferi yang ada dalam 1 preparat testis yang dapat diamati dan dihitung atau dengan mengambil 5 tubuli yang berada di bagian tengah penampang testis.Hasil penghitungan baik jumlah spermatosit primer dan spermatid dibagi dengan jumlah tubuli yang diamati. Sehingga untuk satu preparat testis diambil rata-ratanya.
Hasil Penelitian

Kelompok senyawa dalam fraksi biji pepaya (Carica papaya L.) dilakukan uji fitokimia, ini dilakukan sebagai screening awal dalam mengetahui kandungan metabolit sekunder pada sampel. Dila-kukan 6 uji yaitu alkaloid, steroid, ter-penoid, tanin, saponin dan flavonoid dari masing-masing fraksi. Prosedur fitokimia ini dikerjakan berdasarkan referensi Depkes (1995). Berdasarkan hasil uji fitokimia menggunakan fraksi biji pepaya (Carica papaya L.) didapatkan hasil sebagai berikut:
Tabel 1.
Hasil Uji Skrining Fitokimia Fraksi Biji Pepaya (Carica papaya L.)
	No
	Senyawa

Metabolik
	Fraksi

N-Heksan
	Eraksi Etil Asetat
	Fraksi Etanol Air

	1
	Alkaloid
	-
	-
	-

	2
	Steroid
	+
	+
	1

	3
	Terpenoid
	+
	+
	+

	4
	Tanin
	-
	-
	-

	5
	Saponin
	+
	-
	-

	6
	Flavonoid
	+
	+
	+


Pemberian fraksi biji pepaya (Carica papaya L.) pada tikus putih jantan selama 24 hari menunjukan peningkatan secara tidak signifikan rata-rata berat vesikula seminalis dan prostat yang dapat dilihat sebagai berikut:
Tabel 2.
Rata-Rata Berat Vesikula Semi-nalis dan Prostat Tikus Putih Jantan Setelah Pemberian Fraksi Biji Pepaya selama 24 Hari. 
	Kelompok Fraksi 
	N
	Berat Vesikula Seminalis dan Prostat (g)

X + SEM
	P value

	CMC
	6
	1,76 ± 0,11a
	0,04

	N.Heksan 
	6
	1,71 ± 0,09 a
	

	Etil Asetat
	6
	2,03 ± 0,08 b
	

	Etanol Air
	6
	1,86 ± 0,03 ab
	


Keterangan: Angka-angka yang diikuti huruf kecil yang sama tidak berbeda nyata pada uji lanjut LSD (p<0,05)

Berat vesikula seminalis dan prostat terlihat menurun namun tidak signifikan pada fraksi nHeksan biji pepaya sedangkan pada etil asetat meningkat secara signifikan dibandingkan kontrol dan nHeksan.

Pemberian fraksi biji pepaya (Carica papaya L.) pada tikus putih jantan selama 24 hari menunjukan adanya perubahan rerata jumlah spermatosit primer yang dapat dilihat sebagai berikut:
Tabel 3. 
Rerata Jumlah Spermatosit Primer Tikus Putih Jantan Setelah Pem-berian Fraksi Biji Pepaya selama 24 Hari. 
	Kelompok Fraksi 
	N
	Jumlah Spermatosit Primer

X + SEM
	P value

	CMC
	6
	56,86 ± 1,37  a
	0,00

	N.Heksan
	6
	39,48 ± 1,99  c
	

	Etil Asetat
	6
	43,58 ± 2,21 bc
	

	Etanol Air
	6
	46,29 ± 2,65  b
	


Keterangan: Angka-angka yang diikuti huruf kecil yang sama tidak berbeda nyata pada uji lanjut LSD (p<0,05)

Jumlah spermatosit primer per tubulus seminiferous pada kelompok perlakuan signifikan lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol. Fraksi N Heksan signifikan lebih rendah  dari fraksi etanol air setelah dilakukan uji lanjut.
Pemberian fraksi biji pepaya (Carica papaya L.) pada tikus putih jantan selama 24 hari menunjukan adanya perubahan rerata jumlah sermatid yang dapat dilihat sebagai berikut:
Tabel 15.
Rerata Jumlah Spermatid Tikus Putih Jantan Setelah Pemberian Fraksi Biji Pepaya selama 24 Hari
	Kelompok Fraksi
	N
	Jumlah Spermatid

X + SEM
	P value

	CMC
	6
	180,55  ± 11,79   a
	0,00

	N.Heksan
	6
	79,57  ± 5,56     c
	

	Etil Asetat
	6
	92,58±  7,38  bc
	

	Etanol Air
	6
	124,33  ± 11,82   b
	


Keterangan: Angka-angka yang diikuti huruf kecil yang sama tidak berbeda nyata pada uji lanjut Games-Howell (p<0,05)

Rerata jumlah spermatid per tubulus seminiferous juga signifikan lebih rendah dibandingkan control.Kelompok fraksi N Heksan rerata jumlah spermatidnya lebih rendah dari kelompok fraksi etanol air berdasarkan uji lanjut Games-Howell.

Pembahasan

Spermatogenesis dan fertilitas pria tergantung pada kehadiran testosterone di dalam testis. Jika testosterone atau reseptor androgen tidak ada proses spermatogenesis tidak sampai ke tahap meosis. Testo-sterone yang dihasilkan sel Leydig berdifusi menuju sel target yaitu sel Sertoli yang ada di tubulus seminiferous. Molekul sinyal berupa testosterone pada sel Sertoli secara langsung mengubah ekspresi gen (classical pathway) atau testosterone mengaktifkan protein kinase yang meregu-lasi proses yang dibutuhkan dalam sper-matogenesis (non-clasical pathway). Kadar testosterone yang diproduksi di dalam testis manusia lebih tinggi (340-2000nM) jika dibandingkan dengan serum (8,7-35 nM). Spermatogenesis tidak diproses jika tidak ada kadar yang tinggi dari tes-tosterone (>70 nM pada tikus). Reseptor androgen terdapat pada sel Leydig, peritubular dan sel Sertoli. Sel Sertoli adalah target mayor sinyaling testosterone. Testosterone dibutuhkan untuk melanjut-kan ke proses meiosis dan menyelesaikan-nya serta pelepasan sper-matid matang (Walker, 2011; Smith & Walker 2014).

Withdrawal testosterone atau knock-out reseptor androgen pada sel sertoli menyebabkan pertama, blood testis barrier tidak terintegritas sehingga sel-sel germinal post meiotic membentuk ling-kungan terspesial yang terpisah,  dapat di-serang autoimun dan bahan sitotoksik. Kedua, blockade konversi dari round spermatid ke elongated spermatid karena kerusakan adhesi sel yang menyebabkan round spermatid premature terlepas dari sel sertoli. Spermatozoa mature tidak dapat lepas dari sel Sertoli dan difagosit oleh sel Sertoli (Walker, 2011).

Hasil penelitian ini fraksi n Heksan lebih banyak menurunkan berat testis dan epididymis, kualitas dan kuantitas sperma-tozoa, diameter tubulus seminiferous dan tebal epitel epididymis, rerata umlah spermatosit primer dan spermatid mungkin disebabkan oleh kandungan senyawa yang ditemukan pada fraksi N Heksan yaitu steroid, terpenoid, saponin dan flavonoid. Fraksi N Heksan ditemukan saponin sedangkan 2 fraksi yang lain tidak(tabel 1). 

Saponin dapat berupa steroid dan triterpenoid glikosida. Efek biologis saponin meliputi permeabilitas membrane, imunostimulan, antikarsinogenik dan anti-fertilitas. Saponin mempunyai kemampuan membentuk pori-pori pada membrane. Steroid saponin secara langsung meng-hambat  gen yang bertanggungjawab ter-hadap steroidogenesis. Saponin juga dapat berikatan dengan reseptor steroid karena kesamaan struktur kimia saponin dengan hormone steroid. Saponin reseptor com-plexe dapat translokasi ke dalam nucleus dan mempengaruhi pola transkripsi. Ginse-noside Rg3 memperlihatkan aktivitas penghambatan tergantung dosis pada ekspresi dari gen marker yang mengkode reseptor androgen dan 5α-reductase (enzim yang mengkonversi testosteron menjadi bentuk yang lebih aktif dihirotestosteron) (Francis et al., 2002).Sehingga dapat di-nyatakan saponin-reseptor steroid kom-pleks menyebabkan reseptor androgen tidak terbentuk.Hal ini juga menjelaskan hasil dari adanya penurunan organ vesikula seminalis dan prostat walaupun tidak signifikan (fraksi nHeksan) yang merupakan organ testosterone dependent pada tikus jantan.Gangguan pada reseptor androgen menyebabkan testosterone tidak dapat berfungsi sebagaimana seharusnya.

Kesimpulan

Antifertilitas fraksi biji pepaya pada tikus jantan melalui mekanisme penurunan rerata jumlah spermatosit primer dan spermatid dan senyawa yang ditemukan pada fraksi nHeksan adalah steroid, terpenoid, saponin, flavonoid.Fraksi etil asetat terdapat senyawa steroid, terpenoid dan flavonoid.Fraksi etanol air mengandung senyawa terpenoid dan flavonoid.
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