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Abstract: A chocolate compound, flavonoid which is a subgroup of polyphenols, has 

protective effect on spermatozoa exposed to stress. The flavonoid compound in chocolate, (-)-

epicatehin, plays important roles in neutralizing ROS, blocking the production of ROS, and 

inhibiting enzyme activity of DNA methyltransferase. Stress activates the hypothalamus-

pituitary-adrenal (HPA) and simpatoadrenomedular systems that have glucocorticoid as their 

end product that can cause an increase in essential catabolism and trigger the production of 

ROS. Oxidative stress can reduce the motility of spermatozoa and cause damage to DNA of 

spermatozoa. This study was aimed to determine the effect of chocolate (Theobroma cacao) 

on the quality of spermatozoa in stressed Wistar rats (Rattus norvegicus). This was an 

experimental study with a post-test only control group design. Samples were spermatozoa of 

Wistar rats. There were 9 Wistar rats divided into 3 groups, as follows: P0 (control), P1 (stress 

treatment only), and P2 (stress treatment and chocolate administration). The results showed 

that there were no significant differences in concentration and motility, albeit,  there was a 

significant difference in morphology of spermatozoa in Wistar rats (Rattus norvegicus). 

Conclusion: Chocolate (Theobroma cacao) can influence the increase of morphologic quality 

of spermatozoa in stressed Wistar rats.  
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Abstrak: Kandungan coklat, yaitu flavonoid merupakan subgrup dari polifenol yang memiliki 

efek protektif terhadap spermatozoa dari paparan stres. Jenis flavonoid dalam coklat, (-)-

epicatehin berperan dalam menetralisir ROS, memblokir produksi ROS, dan menginhibisi 

aktivitas enzim DNA methyltransferase. Stres mengaktifkan sistem hipotalamus-pituitari-

adrenal (HPA) dan simpatoadrenomedular yang memiliki produk akhir glukokortikoid yang 

dapat menyebabkan peningkatan katabolisme esensial dan memicu produksi ROS. Stres 

oksidatif dapat menurunkan motilitas spermatozoa dan menyebabkan kerusakan DNA 

spermatozoa. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian coklat 

(Theobroma cacao) terhadap kualitas spermatozoa tikus Wistar (Rattus norvegicus) yang 

terpapar stres. Jenis penelitian ialah eksperimental dengan post-test only control group design. 

Sampel penelitian ialah spermatozoa tikus Wistar (Rattus norvegicus). Dilakukan perlakuan 

terhadap 9 ekor tikus Wistar yang dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu P0 (kontrol), P1 

(perlakuan stres saja), dan P2 (perlakuan stres dan pemberian coklat). Hasil penelitian tidak 

mendapatkan perbedaan bermakna pada konsentrasi dan motilitas tetapi terdapat perbedaan 

bermakna pada morfologi spermatozoa tikus Wistar (Rattus norvegicus). Simpulan: 

Pemberian coklat (Theobroma cacao) berpengaruh terhadap peningkatan kualitas morfologi 

spermatozoa tikus Wistar (Rattus norvegicus) yang terpapar stres. 

Kata kunci: coklat, stres, spermatozoa 
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Polifenol merupakan antioksidan sekunder 

yang mencegah reaksi radikal bebas dan 

komponen seluler dengan cara menangkap 

radikal bebas (free radical scavenger).
1
 

Pada sebuah studi mengenai kualitas 

spermatozoa, didapatkan komponen poli-

fenol dalam coklat memiliki efek protektif 

terhadap spermatozoa dalam menghadapi 

inflamasi akut.
2 

Coklat kaya akan flavonoid 

yang merupakan subgrup dari polifenol.
3
 

Terdapat berbagai jenis flavonoid seperti 

epigallocatechin gallate, genistein, apige-

nin, dan (-)-epicatehin. Komponen (-)-

epicatehin merupakan keunggulan coklat 

karena perannya dalam menetralisir ROS, 

memblokir produksi ROS, dan menginhi-

bisi aktivitas enzim DNA methyl-

transferase.
4 

Stres merupakan respon otak 

dan tubuh terhadap tuntutan sehari-hari, 

seperti sekolah, pekerjaan, kejadian-

kejadian traumatik, dan lain-lain.
5
 Paparan 

kronik dari stres dapat melemahkan sistem 

imun dan meningkatkan risiko serangan 

penyakit infeksi dan memperlambat masa 

penyembuhan penyakit.
6,7

 Selain memiliki 

efek buruk terhadap kesehatan, stres juga 

memengaruhi fertilitas. Sebuah studi klinis 

menemukan bahwa stres menyebabkan 

penurunan tingkat kesuburan dan kualitas 

spermatozoa, kerusakan oksidatif, serta 

mengganggu keseimbangan oksidan dan 

antioksidan otak. Stres mengaktifkan 

sistem hipotalamus-pituitari-adrenal (HPA) 

dan simpatoadrenomedular yang memiliki 

produk akhir glukokortikoid. Glukokor-

tikoid dapat menyebabkan peningkatan 

katabolisme esensial dan memicu produksi 

reactive oxygen species (ROS).
8,9

 Obser-

vasi terhadap beberapa hewan seperti tikus 

dan kelinci menunjukkan bahwa stres 

oksidatif dapat menurunkan motilitas 

spermatozoa dan menyebabkan kerusakan 

deoxyribonucleic acid (DNA) pada sperma-

tozoa.
10

 Penelitian lain menyatakan bahwa 

level fragmentasi DNA yang tinggi berhu-

bungan dengan penurunan motilitas, 

penurunan konsentrasi, dan peningkatan 

jumlah spermatozoa abnormal.
11,12

 

Penelitian ini bertujuan untuk menge-

tahui pengaruh pemberian coklat terhadap 

kualitas spermatozoa tikus Wistar (Rattus 

norvegicus) yang terpapar stres. 

 

METODE PENELITIAN 

Jenis penelitian ini ialah eksperimental 

dengan post-test only control group design 

dan dilakukan di Laboratorium Biologi 

Fakultas Kedokteran Universitas Sam 

Ratulangi. Penelitian dilakukan selama 50 

hari sejak bulan Oktober sampai Desember 

2018. Sampel penelitian ini ialah tikus 

Wistar (Rattus norvegicus) sebanyak 9 

ekor. Sebelum diberi perlakuan, tikus 

Wistar (Rattus norvegicus) diaklimatisasi 

selama 1 minggu. Perlakuan stres diberikan 

dengan memberikan paparan cahaya dari 

lampu LED yang ditempel di dalam kardus 

putih. Lampu dinyalakan selama 2 jam. 

Perlakuan stres dilakukan setiap hari 

selama 50 hari. Pemberian coklat dilakukan 

4 kali seminggu sebanyak 1 gram. Peng-

hitungan dosis coklat dilakukan menurut 

Animal Equivalent dose
13

 dan didapatkan 

dosis hasil konversi x BB tikus ialah 1 

gram. 

Tikus Wistar (Rattus norvegicus) 

dibagi dalam 3 kelompok secara acak yaitu 

kelompok kontrol, kelompok perlakuan 1 

(diberi paparan stres), dan kelompok 

perlakuan 2 (diberi paparan stres dan 

coklat). Kriteria inklusi sampel ialah tikus 

Wistar (Rattus norvegicus) jantan berumur 

12-15 minggu dan memiliki berat badan 

normal 150-200 gram. Kriteria eksklusi 

sampel ialah tikus Wistar yang tampak 

sakit, tidak bergerak aktif, dan mati saat 

penelitian. 

Setelah penelitian selama 50 hari, tikus 

Wistar diterminasi pada hari ke-51 dan 

diambil sampel spermatozoa dari setiap 

kelompok perlakuan. Diamati kualitas sper-

matozoa, yaitu konsentrasi, motilitas, dan 

morfologi. Organ reproduksi tikus Wistar 

berupa testis dan kauda epididimis diambil 

menggunakan dissecting kit. Organ yang 

telah diambil kemudian dipisahkan dengan 

memotong bagian proksimal korpus epidi-

dimis dan bagian distal vas deferens. 

Setelah dipotong, kauda epididimis diletak-

kan di atas cawan Petri dan ditetesi larutan 

NaCl 0,9% sebanyak 3 tetes. Pertama, 

harus dilakukan homogenisasi suspensi 
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spermatozoa yang telah diperoleh. Untuk 

menghitung konsentrasi, suspensi dihisap 

dengan pipet leukosit sebanyak 0,5 ml, 

setelah itu, diencerkan dengan cairan 

pengencer hingga tanda 11. Suspensi sper-

matozoa yang telah diencerkan diteteskan 

pada bilik hitung hemasitometer Improved 

Neubauer dan diamati di bawah mikroskop 

dengan pembesaran 400 kali. Penghitungan 

spermatozoa dilakukan dengan cara mem-

bagi satu lapang pandang menjadi empat 

kuadran, lalu jumlah spermatozoa yang 

terdapat di dalam masing-masing kuadran 

dihitung. Spermatozoa total di setiap 

kuadran dijumlahkan dan dikalikan dengan 

50.000. 

Untuk memeriksa motilitas sperma-

tozoa, suspensi spermatozoa diteteskan di 

atas kaca objek dengan volume tertentu 

yang tidak lebih dari 10 μl lalu ditutup 

dengan kaca penutup. Sediaan dibiarkan 

selama 1 menit agar stabil dan kemudian 

diamati dibawah mikroskop dengan pembe-

saran 400 kali untuk menilai motilitas 

spermatozoa. Morfologi spermatozoa dipe-

riksa dengan membuat hapusan suspensi 

spermatozoa di atas kaca objek dan 

dikeringkan di udara. Sediaan difiksasi 

dengan metanol selama 5 menit dan 

dikeringkan, dilanjutkan dengan pewarnaan 

safranin selama 5 menit dan dibilas dengan 

air mengalir hingga air bilasan tidak 

berwarna. Setelah itu, dilakukan pewarnaan 

dengan kristal violet selama 1 menit. 

Sediaan dibilas kembali hingga air bilasan 

tidak berwarna. Setelah proses pewarnaan, 

sediaan dikeringkan lalu diamati dibawah 

mikroskop dengan pembesaran 100 kali 

dan 400 kali. Diamati 3 lapangan pandang 

untuk menentukan persentase morfologi 

spermatozoa normal dan abnormal, bentuk 

atau kelainan spermatozoa pada setiap 

lapangan pandang.  

Seluruh data yang diperoleh dimasuk-

kan ke dalam tabel dan dianalisis menggu-

nakan aplikasi statistik. Uji komparablitas 

dilakukan dengan Independent T-test jika 

distribusi data normal dan homogen. Data 

dinyatakan bermakna secara statistik bila 

nilai P<0,05. Jika didapatkan data yang 

tidak normal dan tidak homogen maka uji 

komparabilitas dilakukan dengan Mann-

Whitney test. 

 

HASIL PENELITIAN 

Tabel 1 memperlihatkan perbedaan 

rerata konsentrasi spermatozoa dari kelom-

pok P0, P1, dan P2. Kelompok P0 memiliki 

rerata konsentrasi sebesar 54,4 x 10
6 

spermatozoa/mL; kelompok P1 memili-ki 

rerata konsentrasi spermatozoa sebesar 

46,5x10
6 

spermatozoa/mL; dan kelompok 

P2 memiliki rerata konsentrasi spermatozoa 

sebesar 33x 10
6
 spermatozoa/ mL. 

 
Tabel 1. Konsentrasi spermatozoa  
 

Kelompok 

sampel 

Konsentrasi 

(x 10
6
/ mL) 

P0 54,4 

P1 46,5 

P2 33 

      

Tabel 2 memperlihatkan rerata moti-

litas spermatozoa dari kelompok P0, P1, dan 

P2. Kelompok P0 memiliki rerata persentase 

motilitas normal sebesar 87,7% dan moti-

litas abnormal sebesar 12,3%. Kelompok P1 

memiliki rerata persentase motilitas normal 

sebesar 42,7% dan motilitas abnormal 

sebesar 57,3%, sedangkan kelompok P2 

memiliki rerata persentase motilitas normal 

sebesar 81,7% dan motilitas abnormal 

sebesar 18,3%. 

 
Tabel 2. Motilitas spermatozoa  
 

Kelompok 

sampel 

Motilitas 

normal 

(%) 

Motilitas 

abnormal 

(%) 

P0 87,7 12,3 

P1 42,7 57,3 

P2 81,7 18,3 

      

Tabel 3 menampilkan perbedaan rerata 

morfologi spermatozoa dari kelompok P0, 

P1, dan P2. Kelompok P0 memiliki rerata 

persentase morfologi normal sebesar 89,6% 

dan morfologi abnormal sebesar 10,4%. 

Kelompok P1 memiliki rerata persentase 

morfologi normal sebesar 95,2% dan mor-

fologi abnormal sebesar 4,8% sedangkan 

kelompok P2 memiliki rerata persentase 
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morfologi normal sebesar 44,7% dan 

morfologi abnormal sebesar 55,3 %. 

 
Tabel 3. Morfologi spermatozoa  
 

Kelompok 

sampel 

Morfologi 

normal 

(%) 

Morfologi 

abnormal 

(%) 

P0 89,6 10,4 

P1 44,7 55,3 

P2 95,2 4,8 

    

Tabel 4 menunjukkan hasil uji kompa-

rabilitas kualitas spermatozoa antara 

kelompok P1 dan P0 menggunakan Inde-

pendent T-test yang mendapatkan nilai 

P>0,05 yang berarti tidak terdapat perbeda-

an bermakna pada rerata konsentrasi (P= 

0,693) dan motilitas normal (P=0,074) 

antara kelompok P1 dan P0. Hasil uji kom-

parabilitas morfologi antara kelompok P1 

dan P0 menggunakan Mann-Whitney test 

mendapatkan nilai P=0,05. 

   
Tabel 4. Perbandingan kualitas spermatozoa 

kelompok P1 terhadap kelompok P0 
 

Kualitas spermatozoa Nilai P 

Konsentrasi 0,693 

Motilitas 0,074 

Morfologi 0,050 

     

Tabel 5 menunjukkan hasil uji kom-

parabilitas kualitas spermatozoa antara 

kelompok P2 dan P0 menggunakan Inde-

pendent T-test memiliki nilai P>0,05 yang 

berarti tidak terdapat perbedaan bermakna 

pada rerata konsentrasi (P=0,205) dan 

motilitas normal (P=0,615) antara kelom-

pok P2 dan P0. Hasil uji komparabilitas 

morfologi antara kelompok P2 dan P0 

menggunakan Mann-Whitney test tidak 

memiliki nilai P<0,05 yang berarti tidak 

terdapat perbedaan bermakna pada rerata 

morfologi antara kelompok P2 dan P0. 

Tabel 6 menunjukkan hasil uji kom-

parabilitas kualitas spermatozoa antara 

kelompok P2 dan P1 menggunakan Inde-

pendent T-test memiliki nilai P>0,05 yang 

berarti tidak terdapat perbedaan bermakna 

pada rerata konsentrasi (P=0,205) dan 

motilitas (P=0,615). Nilai P<0,05 pada 

morfologi berarti terdapat perbedaan 

bermakna pada morfologi (P=0,000) antara 

kelompok P2 dan P1. 

 
Tabel 5. Perbandingan kualitas spermatozoa 

kelompok P2 terhadap kelompok P0  

 

Kualitas spermatozoa Nilai P 

Konsentrasi 0,205 

Motilitas 0,615 

Morfologi 0,184 

      
Tabel 6. Perbandingan kualitas spermatozoa 

kelompok P2 terhadap kelompok P1  

 

Kualitas spermatozoa Nilai P 

Konsentrasi 0,509 

Motilitas  0,146 

Morfologi  0,000 

 

BAHASAN 

Hasil analisis kualitas spermatozoa 

tikus Wistar (Rattus norvegicus) pada 

kelompok P1 terhadap P0 memperlihatkan 

perbedaan bermakna dalam peningkatan 

morfologi abnormal pada spermatozoa 

tikus Wistar yang terpapar stres. Pening-

katan morfologi spermatozoa abnormal ini 

sesuai dengan penelitian sebelumnya oleh 

Wright et al
11

 yang menyatakan bahwa 

stres oksidatif dapat menyebabkan produksi 

ROS melebihi batas normal.
 
Aschbacher et 

al
12 

melaporkan bahwa paparan stres 

menginduksi sekresi kortisol yang berfung-

si untuk metabolisme pertahanan terhadap 

stres. Namun, reaktivitas kortisol yang 

tinggi pada individu dengan paparan stres 

kronik menyebabkan peningkatan penanda 

kerusakan DNA. Hal ini dapat dihubung-

kan dengan kerusakan lipid, protein, dan 

DNA spermatozoa. DHA merupakan asam 

lemak predominan pada spermatozoa ima-

tur. Karena tingginya kadar dari poly-

unsaturated fatty acid (PUFA) ini, maka 

membran spermatozoa yang sedang 

berkembang menjadi rentan terhadap 

peroksidase lipid. 

Hasil analisis kualitas spermatozoa 

tikus Wistar pada kelompok P2 terhadap P1 
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menunjukkan perbedaan bermakna dalam 

peningkatan morfologi abnormal pada 

spermatozoa tikus Wistar yang terpapar 

stres (P<0,05). Terdapat pengaruh perlaku-

an terhadap morfologi spermatozoa. sesuai 

dengan penelitian sebelumnya oleh 

Agarwal et al
14

 yang menunjukkan kadar 

malondialdehid yang merupakan produk 

peroksidase lipid berhubungan dengan 

kerusakan DNA yang menyebabkan 

penurunan motilitas dan konsentrasi, serta 

peningkatan jumlah spermatozoa abnor-

mal.
 

Hasil penelitian Sabeti et al
15

 dan 

Atkan et al
16

 menyatakan terdapat korelasi 

positif antara peningkatan produksi ROS 

dan peningkatan jumlah abnormalitas 

spermatozoa seperti abnormalitas bentuk 

kepala, akrosom, bagian tengah sperma-

tozoa, sitoplasma, dan ekor. Spermatozoa 

abnormal juga semakin meningkatkan 

produksi ROS yang merupakan masalah 

utama subfertilitas dan infertilitas. Hal ini 

disebabkan rentannya spermatozoa terha-

dap stres oksidatif dan kurangnya anti-

oksidan dan enzim polimerase DNA. 

Dalam penelitian sebelumnya oleh Shay et 

al
17

 dinyatakan bahwa flavonoid dalam 

coklat, (-)-epicatechin berperan untuk 

menetralisir ROS, memblokir produksi 

ROS, dan menginhibisi aktivitas enzim 

DNA methyltransferase. Dengan demikian 

konsumsi coklat (Theobroma cacao) dapat 

melindungi spermatozoa dari stres oksidatif 

dan mencegah fragmentasi DNA sperma-

tozoa. Hasil ini mengonfirmasi hasil P2 

terhadap P0 dan P2 terhadap P1 dalam 

penelitian ini, yaitu tidak terdapat perbeda-

an bermakna dari pemberian coklat 

(Theobroma cacao) ke tikus Wistar (Rattus 

norvegicus) kelompok P2 terhadap P0. 

Hasil analisis kualitas spermatozoa 

tikus wistar (Rattus norvegicus) pada 

kelompok P2 terhadap P0 tidak mendapat-

kan perbedaan bermakna dalam data 

morfologi (P>0,05) atau tidak terdapat 

pengaruh perlakuan terhadap morfologi 

spermatozoa. Diperkirakan bahwa pemberi-

an coklat memiliki pengaruh terhadap 

kualitas spermatozoa tikus Wistar yang 

terpapar stres sehingga morfologi abnormal 

sperma tikus Wistar yang terpapar stres 

menjadi normal. Hal ini sejalan dengan 

penelitian oleh Treichler et al
18

 yang 

menyatakan bahwa kandungan flavonoid (-

)-epicatechin dalam coklat (Theobroma 

cacao) dapat mengurangi aktivasi aksis 

HPA sehingga dapat mencegah pening-

katan sekresi kortisol dan produksi ROS.  

 

SIMPULAN 

 Berdasarkan hasil penelitian ini dapat 

disimpulkan bahwa pemberian coklat 

(Theobroma cacao) berpengaruh terhadap 

peningkatan kualitas morfologi sperma-

tozoa tikus Wistar (Rattus norvegicus) yang 

terpapar stres. 
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