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ABSTRAK 

 

AKTIVITAS EKSTRAK LADA HITAM (Piper nigrum L) TERHADAP 

PERBAIKAN DISFUNGSI REPRODUKSI TIKUS JANTAN  

HIPERGLIKEMIA YANG DIINDUKSI ALLOXAN :  

STUDI PERILAKU, HORMONAL, HISTOLOGI  

TESTIS DAN EKSPRESI GEN NITRIC  

OXIDE SYNTHASE 

 

Oleh 

 

EXSA HADIBRATA 

 

 

Latar Belakang: Diabetes melitus (DM) menyebabkan terjadinya disfungsi reproduksi 

pria dalam berbagai tingkatan. Kontrol endokrin terhadap spermatogenesis, libido, dan 

ereksi penis semuanya terpengaruh efek negatif.  

Tujuan: Menganalisis pengaruh pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L) dalam 

memperbaiki disfungsi reproduksi pada tikus jantan hiperglikemia yang diinduksi 

Alloxan, dengan penilaian komprehensif meliputi perilaku (libido dan ereksi), hormonal 

(kadar testosteron intratestikular),  histologi testis (jumlah sel spermatosit dan sel 

Leydig), ekspresi gen NOS, dan analisis spermatozoa 

Metode: Penelitian ini menggunakan Posttest-only Randomized Control Group pada 

tikus jantan sebanyak 30 ekor yang terbagi menjadi 5 kelompok. Semua kelompok 

diberikan pakan standar. K1 hanya diberikan pakan standar saja. K2, K3, P1, dan P2 

diinduksi Alloxan 150 mg/kgBB. K3 mendapat tambahan sildenafil 1 mg/kgBB atau asam 

askorbat 1mg/kgBB + Zinc 0,6 mg/kgBB. P1 dan P2 diberikan ekstrak etanol lada hitam 

122,5 mg,kgBB dan 245 mg/kgBB. Fungsi reproduksi dinilai dari berbagai aspek yaitu: 

ekspresi gen NOS, kadar testosteron intratestikular, fungsi ereksi, analisis spermatozoa, 

libido, dan histologi testis tikus. Data dianalisis menggunakan uji normalitas Shapiro-

Wilk dan uji homogenitas, dilanjutkan dengan uji one way ANOVA , uji non parametrik 

Kruskal Wallis dan uji Pos Hoc. 

Hasil: Pemberian ekstrak lada hitam dosis 122,5 mg/KgBB dapat meningkatkan aspek 

ekspresi gen Nitric Oxide Synthase (NOS) pada Corpus Cavernosum, fungsi ereksi, dan 

perilaku seksual (libido) pada tikus jantan model hiperglikemia. Sementara itu, dosis 245 

mg/KgBB terbukti meningkatkan kadar testosteron intratestikular, jumlah sel Leydig, 

serta kualitas spermatozoa pada tikus jantan model hiperglikemia.  

Simpulan: Pemberian ekstrak lada hitam terbukti dapat memperbaiki gangguan fungsi 

reproduksi tikus jantan model hiperglikemia. 

Saran: Peneliti selanjutnya disarankan melakukan uji klinis untuk menilai keamanan, 

efek samping, dan toksisitas ekstrak lada hitam karena berpotensi menjadi terapi 

afrodisiaka tambahan bagi pasien diabetes melitus dengan gangguan reproduksi. 

 

 

Kata Kunci: Disfungsi reproduksi, ekstrak lada hitam, hiperglikemia, tikus jantan. 
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ABSTRACT 

ACTIVITY OF BLACK PEPPER EXTRACT (Piper nigrum L.) ON 

IMPROVING REPRODUCTIVE DYSFUNCTION IN MALE  

RATS ALLOXAN-INDUCED HYPERGLYCEMIA:  

A STUDY BEHAVIORAL, HORMONAL, AND  

HISTOLOGICAL TESTICULAR AND  

NITRIC OXIDE SYNTHASE  

GENE EXPRESSION 

 

By 

 

EXSA HADIBRATA 

 

Background: Diabetes mellitus (DM) causes male reproductive dysfunction at various 

levels. Endocrine control of spermatogenesis, libido, and penile erection all negatively 

impact these effects. 

Objective: To analyze the effect of black pepper (Piper nigrum L.) extract on improving 

reproductive dysfunction in alloxan-induced hyperglycemic male rats. A comprehensive 

assessment included behavioral (libido and erection), hormonal (intraceretesticular 

testosterone levels), testicular histology (spermocyte and Leydig cell counts), NOS gene 

expression, and spermatozoa analysis. 

Methods: This study used a posttest-only randomized control group with 30 male rats 

divided into five groups. All groups were fed a standard diet. K1 was fed only the standard 

diet. K2, K3, P1, and P2 were induced by alloxan at 150 mg/kgBW. K3 received 

additional sildenafil at 1 mg/kgBW or ascorbic acid at 1 mg/kgBW + zinc at 0.6 

mg/kgBW. P1 and P2 were given 122.5 mg/kgBW and 245 mg/kgBW of black pepper 

ethanol extract. Reproductive function was assessed using various aspects, including 

NOS gene expression, intratesticular testosterone levels, erectile function, spermatozoa 

analysis, libido, and testicular histology. Data were analyzed using the Shapiro-Wilk 

normality test and homogeneity test, followed by one-way ANOVA, the non-parametric 

Kruskal-Wallis test, and the post-hoc test. 

Results: Administration of black pepper extract at a dose of 122.5 mg/kgBW increased 

Nitric Oxide Synthase (NOS) gene expression in the Corpus Cavernosum, erectile 

function, and sexual behavior (libido) in male rats with hyperglycemia. Meanwhile, a 

dose of 245 mg/kgBW increased intratesticular testosterone levels, Leydig cell count, and 

spermatozoa quality in male rats with hyperglycemia. 

Conclusion: Administration of black pepper extract has been proven to improve 

reproductive dysfunction in male rats with hyperglycemia. 

Suggestion: Further researchers are advised to conduct clinical trials to assess the safety, 

side effects, and toxicity of black pepper extract because it has the potential to be an 

additional aphrodisiac therapy for diabetes mellitus patients with reproductive disorders. 

 

 

Keyword: Black pepper extract, hyperglicemia, male rats, reproductive dysfunction. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Diabetes Melitus (DM) merupakan suatu kumpulan kelainan metabolisme yang 

ditandai dengan tingginya kadar glukosa dalam darah (hiperglikemia) akibat 

ketidakteraturan produksi atau fungsi insulin. Diabetes melitus merupakan penyakit 

degeneratif tidak menular yang diperkirakan akan mengalami peningkatan prevalensi 

pada tahun-tahun mendatang (Sun et al., 2022). Pada individu dengan penyakit 

diabetes melitus yang sudah berlangsung lama, yaitu dengan durasi lebih dari 5 tahun 

dan kadar glukosa darah yang tidak terkontrol, akan terjadi gangguan tersendiri baik 

pada sel saraf maupun pembuluh darah. Gangguan ini terjadi baik pada pembuluh 

darah kecil (mikrovaskular) maupun pembuluh darah besar (makrovaskular). 

Kerusakan mikrovaskuler terjadi pada mata, ginjal, dan saraf. Selain itu, adanya 

kerusakan signifikan pada arteri darah besar dapat mempercepat perkembangan 

aterosklerosis (La Sala et al., 2019).  

 

Prevalensi diabetes melitus di Indonesia terus menunjukkan tren peningkatan yang 

mengkhawatirkan, menempatkan negara ini dalam jajaran episentrum krisis penyakit 

tidak menular secara global. Berdasarkan laporan International Diabetes Federation 

(IDF) Diabetes Atlas, Indonesia menduduki peringkat kelima di dunia dengan jumlah 

penderita diabetes dewasa (rentang usia 20-79 tahun) mencapai lebih dari 19,5 juta 

jiwa, dengan angka prevalensi yang diperkirakan menyentuh 11,3% (IDF, 2024). Di 

tingkat nasional, data Survei Kesehatan Indonesia (SKI) tahun 2023 mengonfirmasi 

eskalasi ini dengan mencatat prevalensi diabetes berdasarkan diagnosis dokter pada 

penduduk usia 15 tahun ke atas sebesar 2,2%, mengalami kenaikan dari angka 2,0% 

yang sebelumnya dilaporkan pada Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) 2018 (Badan 

Kebijakan Pembangunan Kesehatan, 2023).  
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Hiperglikemia saat ini merupakan penyakit yang menetap dan berkembang dan 

mempunyai dampak besar di beberapa wilayah di dunia, memengaruhi beberapa 

sistem tubuh. Hal ini dapat mengakibatkan disfungsi ereksi penis pada pria, yaitu 

ketidakmampuan untuk mendapatkan dan mempertahankan ereksi yang cukup untuk 

melakukan hubungan seksual yang sukses (Defeudis et al., 2022). Disfungsi ereksi 

pada pria hiperglikemia sering kali disebabkan oleh perubahan mikrovaskuler, 

neuropati, dan disfungsi endotel. Indeks Fungsi Ereksi Internasional (IIEF) adalah 

instrumen diagnostik yang menggunakan skala lima poin untuk mengukur fungsi 

ereksi pria. Skor di bawah 22 pada IIEF-5 menunjukkan adanya disfungsi ereksi. 

(Tamrakar et al., 2021).  

 

Komplikasi jangka panjang dari hiperglikemia termasuk makroangiopati, 

mikroangiopati dan neuropati. Hiperglikemia,  juga merupakan penyebab penting dari 

disfungsi seksual pada pria, yang dapat berupa penurunan libido maupun gangguan 

ereksi penis (Defeudis et al., 2022). Tingginya prevalensi gangguan seksual pada 

pasien DM dapat disebabkan oleh hiperglikemia berkepanjangan yang menyebabkan 

gangguan fungsi seksual dengan menyebabkan aterosklerosis, neuropati diabetik, 

disfungsi endotel dan perubahan endokrinologis (Asefa et al., 2019).  

 

Hiperglikemia dapat disebabkan oleh gangguan sekresi insulin, resistensi terhadap 

insulin di jaringan tubuh, atau keduanya. Kondisi hiperglikemia kronis ini dapat 

berinteraksi dengan masalah metabolik lainnya dalam tubuh penderita diabetes 

melitus, menyebabkan kerusakan pada berbagai organ dan mengakibatkan munculnya 

komplikasi serius yang mengancam jiwa, terutama yang terkait dengan 

makrovaskular (stroke dan penyakit kardiovaskular) serta mikrovaskular (retinopati, 

nefropati, dan neuropati) (Goyal et al., 2023). Endotel pembuluh darah seharusnya 

memproduksi Nitric Oxide (NO) untuk melebarkan pembuluh darah. Namun, 

defisiensi insulin menghambat aktivitas NO sehingga aliran darah yang diperlukan 

untuk fungsi fisiologis organ tidak memadai. Hal tersebut menyebabkan organ-organ 

pada tubuh tidak dapat bekerja secara normal. Hal ini terjadi pada keadaan ereksi 

dimana pelebaran pembuluh darah di penis dibutuhkan untuk mencapai keadaan 
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ereksi yang adekuat. Defisiensi insulin menyebabkan peningkatan arginase II di 

korpus kavernosum menghambat aktivitas NO, sehingga aliran darah ke penis tidak 

memadai dan disfungsi ereksi dapat terjadi (Wowor et al, 2021).  

 

Hiperglikemia juga dapat memengaruhi aksis Hipotalamus-Hipofisis-Gonad (HPG). 

Hal ini karena terjadi gangguan respon hipofisis terhadap hormon pelepas 

gonadotropin (GnRH) yang menyebabkan kadar LH dan FSH menjadi tidak normal 

sehingga menurunkan produksi hormon testosteron (Huang et al., 2024). Keadaan 

hiperglikemia persisten juga telah diuji pada tikus percobaan dan ditemukan 

peningkatan rangsangan Endoplasmic Reticulum Stress (ERS) yang dapat memicu 

penghentian siklus sel dan apoptosis sel Leydig. Hal ini dapat menyebabkan 

terjadinya defisiensi hormon testosteron dan disfungsi ereksi (Du et al., 2018).  

 

Menurut penelitian terdapat 30% pasien Diabetes Melitus mengalami penurunan 

libido. Diabetes Melitus menjadi faktor risiko utama terjadinya disfungsi seksual 

(Afdal et al., 2023). Disfungsi seksual disebabkan oleh kadar hormon testosteron yang 

menurun dan berperan dalam mengatur libido seksual seseorang. Menurut  Russo et 

al.,(2021) pada sepertiga pria penderita Diabetes Melitus (DM) tipe 2 memiliki 

kadar hormon testosteron yang rendah. Menurut statistik, 20% hingga 80,4% pria 

dengan DM meiliki kadar hormon testosteron yang rendah (Liu et al., 2022).  

 

Hiperglikemia menyebabkan terjadinya kerusakan pada sel endotel pembuluh darah 

serta mengarah pada mikroangiopati yang menghambat distribusi nutrisi dari 

pembuluh darah ke jaringan yang memproduksi spermatozoa, sehingga proses 

spermatogenesis di testis tidak dapat berjalan dengan baik. Selain itu, juga dapat 

merusak aksis hipotalamus-hipofisis-gonad, yang menyebabkan ketidaknormalan 

dalam sekresi hormon, sehingga proses spermatogenesis juga terpengaruh, yang dapat 

menurunkan jumlah spermatozoa dan akhirnya mengarah pada masalah infertilitas 

pria (Defeudis et al., 2022). 

 

Hiperglikemia kronik pada diabetes terbukti mengganggu fungsi reproduksi pria 

melalui kombinasi perubahan endokrin, stres oksidatif, inflamasi, dan gangguan 
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mikro-sirkulasi testis. Bukti sintesis terkini menunjukkan bahwa diabetes berkaitan 

dengan penurunan kualitas semen (motilitas, viabilitas, dan integritas DNA sperma) 

serta perubahan histologis jaringan testis yang pada akhirnya menurunkan fertilitas. 

Secara mekanistik, peningkatan radikal bebas dan produk glikasi lanjut (AGEs) 

memicu disfungsi mitokondria, apoptosis sel germinal, serta ketidakseimbangan 

regulasi spermatogenesis (Maresch et al., 2018; Huang et al., 2024). 

 

Tingginya kasus hiperglikemia yang diderita oleh masyarakat, sehingga diperlukan  

bahan alam yang mampu mengurangi dampak tersebut. Alasan diperlukannya bahan 

alam adalah karena obat yang sudah ada di pasaran saat ini yaitu golongan 

Phospodiesterase inhibitor, memiliki efek samping yang berbahaya khususnya pada 

penderita penyakit jantung. Salah satu bahan alam yang telah diketahui dapat 

memberpaiki sistem reproduksi pria adalah lada hitam (Piper nigrum L). Ekstrak lada 

hitam Piper nigrum L memiliki beragam senyawa kimia seperti saponin, flavonoid, 

minyak esensial, kavisin, resin, protein, amilum, piperin, piperilin, piperoleine, 

poperanin, piperonal, dihidrokarveol, kanyo-fillene oksida, kariptone,  tran  

piocarrol,  serta  minyak  lada  (Iskandar,  2021). Lada hitam mengandung 

alkaloid amida piperin (piperine) sebagai senyawa bioaktif utama yang memberi 

sensasi pedas. Berbagai studi melaporkan bahwa piperin memiliki aktivitas 

antioksidan, antimikroba termasuk antijamur, serta menunjukkan efek hepatoprotektif 

pada berbagai model eksperimental (Alves et al, 2023). Pemberian ekstrak buah lada 

hitam (Piper nigrum L) dengan dosis 3,33mg/kgBB menghasilkan peningkatan kadar 

hormon testosteron pada tikus albino jantan (Sutyarso et al., 2015). Penelitian tentang 

The Effect of Black Pepper Fruits (Piper nigrum L.) on the Increase of Erection,  

menemukan bahwa ekstrak buah lada hitam memiliki efek afrodisiak dan 

meningkatkan kadar testosteron pada tikus Wistar jantan (Septiyorini et al, 2020).  

 

Studi lain menunjukkan bahwa ekstrak lada hitam (Piper nigrum) memiliki efek 

menguntungkan terhadap fungsi reproduksi tikus jantan (Rattus norvegicus). 

Pemberian ekstrak ini secara signifikan meningkatkan perilaku seksual (libido), yang 

ditandai dengan peningkatan frekuensi mounting, intromission, dan ejakulasi, serta 

penurunan mount latency dan intromission latency (Isvari et al., 2025). Selain itu, 
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ekstrak etanol Piper nigrum juga meningkatkan jumlah spermatogonia pada tikus 

jantan diabetes dibandingkan kelompok tanpa terapi, yang diduga melalui efek piperin 

dalam menurunkan stres oksidatif dan memperbaiki lingkungan mikro testis sehingga 

mendukung proliferasi sel germinal dan proses spermatogenesis (Talin et al., 2025). 

 

Lada hitam sendiri merupakan tanaman rempah-rempah yang termasuk dalam 

kategori komoditas perkebunan dan mempunyai andil besar dalam pembangunan 

perekonomian Indonesia. Perusahaan budidaya lada di Indonesia sebagian besar 

terkonsentrasi di wilayah luar Pulau Jawa, antara lain Kepulauan Bangka Belitung, 

Lampung, Sumatera Selatan, Sulawesi Selatan, dan Kalimantan Timur. Menurut 

statistik Direktorat Jenderal Perkebunan, kelima provinsi ini menyumbang 71% dari 

total produksi lada di negara ini. Di Indonesia, terdapat dua jenis lada yang berbeda: 

Lada Hitam Lampung yang berasal dari Lampung, dan Lada Putih Muntok yang 

sebagian besar dibudidayakan di Kepulauan Bangka Belitung (Naufal et al, 2022). 

Oleh karena itu, perluasan pemanfaatan lada hitam selain sebagai rempah-rempah ini 

berpotensi meningkatkan nilai jual lada hitam sehingga berdampak pula pada sektor 

ekonomi. 

 

Berdasarkan uraian latar belakang masalah di atas, peneliti mengkaji lebih dalam 

tentang pengaruh pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum) pada fungsi 

reproduksi, fungsi ereksi, perilaku seksual (libido), pengaruh terhadap jumlah 

spermatosit, jumlah sel Leydig, peningkatan expresi gen Nitric Oxide Synthase, dan 

kadar hormon testosteron pada intratestikular tikus (Rattus norvegicus) model 

hiperglikemia. Penggunaan hewan ini sebagai hewan model yaitu didasarkan pada 

kemiripan dengan manusia  dari aspek kedekatan genetik dan fisiologi reproduksi 

(Szpirer, 2020). 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Terjadinya penurunan fungsi reproduksi pada pria dengan kondisi hiperglikemi 

adalah akibat perubahan mikrovaskuler, neuropati, endokrin, dan disfungsi endotel. 

Studi menunjukkan bahwa, jumlah pasien hiperglikemia di dunia masih tinggi. Pada 

pria dengan hiperglikemia, akan terjadi penurunan aktivitas NOS, disfungsi ereksi,  
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penurunan libido, gangguan pada analisis spermatozoa, serta penurunan kadar 

hormon testosteron. Lada hitam (Piper nigrum L.) dapat digunakan untuk mengobati 

disfungsi ereksi serta memperbaiki fungsi dari organ reproduksi pria karena 

kandungan piperine yang tinggi, suatu alkaloid dengan sifat antioksidan. Pemberian 

ekstrak buah lada hitam mampu meningkatkan level hormon testosteron. Ekstrak 

buah lada hitam juga mempunyai efek erotogenik dan meningkatkan kadar 

testosteron tikus wistar jantan. Dari uraian diatas, maka dapat dirumuskan masalah 

penelitian sebagai berikut:  

1. Apa saja kandungan fitokimia yang terdapat pada lada hitam (Piper nigrum L.)? 

2. Apakah pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) dapat meningkatkan 

ekspresi gen Nitric Oxide Synthase (NOS) pada corpus cavernosum tikus jantan 

model hiperglikemia yang diinduksi Alloxan? 

3. Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) 

terhadap kadar hormon testosteron intratestikular pada tikus jantan model 

hiperglikemia yang diinduksi Alloxan? 

4. Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) 

terhadap fungsi ereksi pada tikus jantan model hiperglikemia yang diinduksi 

Alloxan? 

5. Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) 

terhadap perilaku seksual (libido) pada tikus jantan model hiperglikemia yang 

diinduksi Alloxan? 

6. Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) terhadap 

kualitas spermatozoa pada tikus jantan model hiperglikemia yang diinduksi 

Alloxan? 

7. Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) terhadap 

jumlah sel Leydig dan Spermatosit pada tikus jantan model hiperglikemia yang 

diinduksi Alloxan? 
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1.3 Tujuan  

Tujuan penelitian ini adalah : 

1. Menganalisa kandungan fitokimia lada hitam menggunakan metode Liquid 

chromatography–mass spectrometry (LC–MS) 

2. Memvalidasi desain primer nitric oxide synthase (NOS) dan menganalisa 

peningkatan ekspresi gen nitric oxide synthase (NOS) pada Corpus cavernosum 

tikus model hiperglikemia yang diinduksi Alloxan setelah pemberian ekstrak lada 

hitam (Piper nigrum L.)  

3. Menganalisa kadar hormon testosteron intratesticular pada tikus jantan model 

hiperglikemia yang diinduksi Alloxan setelah pemberian ekstrak lada hitam (Piper 

nigrum L.) 

4. Menganalisa fungsi ereksi pada tikus jantan model hiperglikemia yang diinduksi 

Alloxan setelah pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) 

5. Menganalisa perilaku seksual (libido) pada tikus jantan model hiperglikemia yang 

diinduksi Alloxan setelah pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) 

6. Menganalisa kualitas spermatozoa pada tikus jantan model hiperglikemia yang 

diinduksi Alloxan setelah pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) 

7. Menganalisa jumlah sel Leydig dan Spermatosit pada tikus jantan model 

hiperglikemia yang diinduksi Alloxan setelah pemberian ekstrak lada hitam (Piper 

nigrum L.) 

 

1.4 Manfaat 

Penelitian ini dapat berkontribusi dalam penanggulangan masalah reproduksi pada 

pria yang mengalami hiperglikemia yang dimana saat ini menjadi salah satu penyakit 

paling banyak di derita masyarakat Indonesia maupun dunia. Pemberian lada hitam 

(Piper nigrum L) yang memiliki kandungan alkaloid piperin terbukti mempunyai efek 

erotogenik dan meningkatkan kadar testosteron. Sehingga dapat direkomendasikan 

untuk membuat obat dengan bahan dasar lada hitam untuk mengatasi maslah disfungsi 

seksual.  
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1.5 Novelty/Kebaruan 

Kebaruan penelitian ini  adalah:  

1. Mengungkap peningkatan ekspresi gen NOS pada tikus model hiperglikemik yang 

diberikan ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) 

2. Mengungkap peningkatan jumlah sel Leydig dan kadar hormon testosteron pada 

tikus model hiperglikemik yang diberikan ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) 

3. Mengungkap peningkatan perilaku seksual (libido) pada tikus model 

hiperglikemik yang diberikan ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) 

4. Mengungkap peningkatan jumlah spermatosit dan analisis spermatozoa pada tikus 

model hiperglikemik yang diberikan ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) 

5. Membuktikan bahwa ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) dapat digunakan 

sebagai obat herbal untuk pengobatan disfungsi reproduksi. 
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1.6. Kerangka Konseptual Teori 

 

  

 

Keterangan : 

 Menggambarkan pengaruh 

 Menggambarkan penghambat 

 Parameter yang akan diperiksa 

 

Gambar 1. Kerangka konseptual penelitian 

Sumber : Sutyarso et al, 2015; Septiyorini et al., 2020; Abdullah Gul et al., 2020; Ahn., 

2009 

Hiperglikemia (Induksi Aloksan) 

- Peningkatan kadar gula darah 

- Resistensi insulin 

Hipogonadisme 

Penurunan jumlah sel Leydig dan  

kadar testosterone bebas maupun 

total (ELISA) 

Penurunan perilaku seksual 

(libido)  

(Latensi percumbuan, latensi 

penunggangan, dan frekuensi 

penunggangan) 

Vaskulopati 

Kerusakan endotel 

Penurunan ekspresi gen 

endhothelial NOS  

(PCR) 

Penurunan produksi nitric oxide 

(PCR) 

Stres oksidatif 

Disfungsi Ereksi / penurunan Total 

Penile Reflex 

Gangguan keseimbangan Reactive 

oxygen species (ROS) 

Penurunan jumlah spermatosit 

(Mikroskop) 

Terganggunya proses 

spermatogenesis dan penurunan 

kualitas dan kuantitas spermatozoa 

(Anlalisis spermatozoa) 

Gangguan fungsi reproduksi  

Ekstrak Piper nigrum L  

(122,5 mg/kg dan 245 mg/kg) 
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Hiperglikemia yang diinduksi Alloxan menyebabkan peningkatan kadar gula darah 

dan resistensi insulin yang kemudian memicu berbagai gangguan sistem reproduksi. 

Kondisi ini menimbulkan tiga jalur utama, yaitu vaskulopati, stres oksidatif, dan 

hipogonadisme. Pada jalur vaskulopati terjadi kerusakan endotel yang ditandai 

dengan penurunan ekspresi gen endothelial nitric oxide synthase (eNOS) yang diukur 

dengan PCR, sehingga produksi nitric oxide (NO) menurun dan berujung pada 

disfungsi ereksi yang dinilai melalui TPR. Pada jalur stres oksidatif terjadi gangguan 

keseimbangan reactive oxygen species (ROS) yang menyebabkan penurunan jumlah 

spermatosit (diamati secara mikroskopis), sehingga proses spermatogenesis 

terganggu dan kualitas serta kuantitas spermatozoa menurun berdasarkan analisis 

sperma. Sementara itu, pada jalur hipogonadisme terjadi penurunan jumlah sel 

Leydig dan kadar testosteron bebas maupun total (diukur dengan ELISA), yang 

berdampak pada penurunan perilaku seksual atau libido, meliputi peningkatan latensi 

percumbuan, latensi penunggangan, serta penurunan frekuensi penunggangan. 

Ketiga jalur tersebut secara bersama-sama menyebabkan gangguan fungsi 

reproduksi. Pemberian ekstrak Piper nigrum L. dengan dosis 122,5 mg/kg dan 245 

mg/kg ditunjukkan dalam diagram sebagai intervensi yang berpotensi memperbaiki 

kondisi hiperglikemia dan dampak turunannya terhadap fungsi reproduksi. 

 

 

 

1.7 Hipotesis 

1.7.1 Hipotesis Alternatif (Ha) 

1. Ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) mengandung berbagai senyawa 

fitokimia yang dapat diidentifikasi. 

2. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) dapat meningkatkan 

ekspresi gen Nitric Oxide Synthase (NOS) pada Corpus Cavernosum tikus 

jantan model hiperglikemia yang diinduksi Alloxan. 

3. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) dapat meningkatkan kadar 

hormon testosteron intratestikular pada tikus jantan model hiperglikemia 

yang diinduksi Alloxan. 
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4. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) dapat meningkatkan fungsi 

ereksi pada tikus jantan model hiperglikemia yang diinduksi Alloxan. 

5. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) dapat meningkatkan 

perilaku seksual (libido) pada tikus jantan model hiperglikemia yang 

diinduksi Alloxan. 

6. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) dapat memperbaiki kualitas 

spermatozoa pada tikus jantan model hiperglikemia yang diinduksi Alloxan. 

7. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) dapat meningkatkan jumlah 

sel Leydig dan Spermatosit pada tikus jantan model hiperglikemia yang 

diinduksi Alloxan. 

 

1.7.2 Hipotesis Null (H0) 

1. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) tidak menunjukkan 

kandungan fitokimia yang dapat diidentifikasi. 

2. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) tidak meningkatkan 

ekspresi gen Nitric Oxide Synthase (NOS) pada Corpus Cavernosum tikus 

jantan model hiperglikemia yang diinduksi Alloxan. 

3. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) tidak meningkatkan kadar 

hormon testosteron intratestikular pada tikus jantan model hiperglikemia 

yang diinduksi Alloxan. 

4. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) tidak meningkatkan fungsi 

ereksi pada tikus jantan model hiperglikemia yang diinduksi Alloxan. 

5. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) tidak meningkatkan 

perilaku seksual (libido) pada tikus jantan model hiperglikemia yang 

diinduksi Alloxan. 

6. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) tidak memperbaiki kualitas 

spermatozoa pada tikus jantan model hiperglikemia yang diinduksi Alloxan. 

7. Pemberian ekstrak lada hitam (Piper nigrum L.) tidak dapat meningkatkan 

jumlah sel Leydig dan Spermatosit pada tikus jantan model hiperglikemia 

yang diinduksi Alloxan. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Penelitian Terdahulu 

Penelitian sebelumnya mengenai buah lada hitam sudah ada yaitu, penelitian tentang 

Effects of Black Pepper (Piper nigrum Linn.) Extract on Sexual Drive in Male Mice, 

didapatkan bahwa pemberian ekstrak buah lada hitam (Piper nigrum L) dengan dosis 

3.33mg/kgBB mampu meningkatkan level hormon testosteron pada tikus albino 

jantan (Sutyarso et al, 2015). Dilanjutkan dengan Penelitian tentang The Effect of 

Black Pepper Fruits (Piper nigrum L.) on the fertility potential of male albino, 

mendapatkan hasil bahwa ekstrak lada hitam meningkatkan kadar serum testosteron 

dan terjadi peningkatan kualitas dan kuantitas spermatozoa (Sutyarso et al, 2016). 

Penelitian lain yang menggunakan ekstrak lada hitam yang berjudul  The Effect of 

Black Pepper Fruits (Piper nigrum L.) on the Increase of Erection,  mendapatkan 

hasil bahwa ekstrak buah lada hitam mempunyai efek erotogenik dan meningkatkan 

kadar testosteron tikus wistar jantan (Septiyorini et al, 2020). Penelitian tentang gen 

Nitrit Oxide Synthase (NOS) juga sudah dilakukan sebelumnya. yaitu melakukan 

penelitian ekspresi gen NOS pada tikus yang diberikan obat phosphodiesterase 

inhibitor jenis tadalafil (Abdulah Gul et al., 2020). Namun penelitian tersebut 

menggunakan pewarnaan imunohistokimia pada otot polos penis tikus. 

 

Berdasarkan uraian diatas masih ada ruang yang bisa dijadikan subyek penelitian 

terbaru mengenai efek buah lada hitam Piper nigrum L, sebagai obat alam yang 

memberbaiki fungsi reproduksi, dengan efek samping minimal bagi tubuh manusia. 

Penelitian mengenai buah lada hitam Piper nigrum L perlu dilanjutkan menjadi 

penelitian komprehensif mengenai perilaku seksual, histologis testis, hormonal, dan 

biomolekuler ekspresi gen.  Tinjauan biomolekuler dengan menilai ekspresi gen NOS 
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dan hormon testosteron,  karena dianggap kedua materi materi tersebut bertanggung 

jawab pada proses ereksi.  Penelitian gen NOS juga lebih baik untuk dikerjakan 

melalui pemeriksaan quantitative polymerase chain reaction (qPCR) untuk 

mendapatkan hasil yang akurat, sedangkan pemeriksaan hormon testosteron dapat 

dikerjakan dengan prosedur ELISA.  

 

 

Gambar 2. State of art penelitian 

Sumber : Sutyarso et al, 2015; Sutyarso et al, 2016; Septiyorini et al., 2020; Gul et al., 

2020. 

 

2.2 Literatur Terkait 

2.2.1 Nitric Oxide Synthase (NOS) dan Nitric Oxide (NO)   

Nitric oxide (NO) merupakan mediator utama relaksasi otot polos corpus 

cavernosum pada proses ereksi melalui jalur NO–sGC–cGMP. NO diproduksi 
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oleh enzim nitric oxide synthase (NOS), terutama dua isoform konstitutif, yaitu 

neuronal NOS (nNOS/NOS1) pada serabut saraf nitrergik/ujung saraf otonom 

penis dan endothelial NOS (eNOS/NOS3) pada sel endotel sinusoid jaringan 

ereksi; secara fisiologis, NO dari nNOS berperan dominan pada inisiasi ereksi, 

sedangkan NO dari eNOS (dipicu shear stress) membantu mempertahankan 

rigiditas selama ereksi (Souza et al, 2022).  NO juga menimbulkan ereksi ketika 

disuntikkan ke dalam sistem intracerebroventrikular, menurut mekanisme yang 

tidak berhubungan dengan transmisi saraf oksitosinergik (Stephen, 2024). NO 

diyakini sebagai nonadrenergic noncholinergic (NANC) neurotransmitter 

vasoaktif utama untuk ereksi di korpora kavernosa (penis). Enzim  NOS, yang 

mengkatalisis NO dari konversi L-arginin menjadi L-sitrulin, terdapat pada 

jaringan saraf, endotel, dan epitel dalam struktur panggul dan urogenital 

manusia dan berbagai spesies hewan. Respon ereksi dipicu dengan pelepasan 

awal NO oleh serabut saraf dilator NANC otonom yang mempersarafi korpora 

kavernosa, endotel vaskular dan sinusoidal. NO kemudian berdifusi melintasi 

membran otot polos dan mengaktifkan guanylate cyclase (sGC) terlarut, yang 

mengkatalisis produksi 3ʹ,5ʹ-siklik guanosin monofosfat (cGMP). Kemudian 

cGMP spesifik protein kinase aktif dan menyebabkan penurunan kadar kalsium 

intraseluler otot polos. Hal ini menyebabkan terjadinya relaksasi otot polos 

cavernosa dan ereksi penis (Partin et al.,2020). 

 

 

        L-Arginin            L-Sitrulin 

 

Gambar 3. Perubahan L-Arginin menjadi L-Sitrulin dan NO oleh enzim NOS 

Sumber : Estefania et al., 2022 

 



35 
 
 
 
 

 

 

NO  dikenal sebagai faktor kunci dalam inisiasi ereksi penis dengan 

menginduksi relaksasi otot polos di korpus kavernosum. Sebagai 

neurotransmitter dan pengatur tonus pembuluh darah, produksi NO diatur 

secara ketat oleh sintase nitric oxide konstitutif (cNOSs), seperti neuronal NOS 

(nNOS), pada neuron penis yang menginervasi korpus kavernosum. Endotel 

NOS (eNOS) aktif dalam sel endotel vaskular penis dan dalam jalinan 

trabekuler yang diaktifkan oleh aliran darah (Abdulah Gul et al., 2020). 

 

NO diproduksi dari L-arginin, O2 dan NADPH oleh nitric oxide synthase 

(NOS). Ada tiga isoenzim NOS yang dikodekan oleh tiga gen terpisah, 

neuronal NOS (nNOS), NOS endotel (eNOS) dan NOS yang dapat diinduksi 

sitokin (iNOS). nNOS, yang paling terkenal isoform NOS, ditemukan pertama 

dan terutama di sistem saraf, dimana ia bertanggung jawab untuk produksi NO. 

Selain ekspresinya dalam elemen saraf, nNOS juga telah diamati pada sel non-

neuron seperti spermatosit dan sel Sertoli dari testis dewasa dan eosinophil dari 

jaringan ikat. DM adalah hiperglikemia, yang terjadi karena tidak ada cukup 

insulin untuk membantu transportasi glukosa ke dalam sel seperti sel otot 

rangka, adiposit dan hepatosit. hiperglikemia yang diinduksi diabetes ini 

diketahui terkait dengan peningkatan oksigen reactive oxygen species (ROS), 

yang dapat membebani kemampuan sistem antioksidan endogen, yang 

menyebabkan stres oksidatif. Peningkatan tingkat stres oksidatif mengarah ke 

perkembangan penyakit mikro dan makrovaskular (Emerald et al., 2022).  
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Gambar 4. Mekanisme Biomolekuler terjadinya relaksasi otot cavernosa dan 

ereksi penis  

Sumber: Partin et al 2020 

 

Setelah kontraksi, relaksasi otot terjadi setelah penurunan konsentrasi Ca2+ 

bebas dalam sarcoplasma. Calmodulin terlepas dari MLC kinase dan 

menonaktifkannya. Myosin didefosforilasi oleh MLCP dan terlepas dari 

filamen aktin, sehingga otot rileks. Mekanisme lain relaksasi otot polos adalah 

melalui adenosin monofosfat siklik (cAMP) dan cGMP, yang merupakan 

second mesenger utama yang terlibat dalam relaksasi otot polos. Mereka 

mengaktifkan protein kinase yang bergantung pada cAMP dan cGMP, yang 

memfosforilasi protein dan kanal ion tertentu, mengakibatkan (1) pembukaan 

kanal kalium dan hiperpolarisasi; (2) penangkapan kalsium intraseluler oleh 

retikulum endoplasma; dan (3) penghambatan kanal kalsium yang bergantung 

pada tegangan, yang menghambat aliran kalsium. Akibatnya adalah penurunan 

kalsium bebas sitosolik dan relaksasi otot polos. Jalur Sinyal Monofosfat 

Relaksasi otot polos cavernosa 

Ereksi Penis 

Kepala myosin lepas dari aktin 

Penurunan Kadar kalsium intraselular 

Aktivasi cGMP spesifik protein kinase 

Guanylyl cyclase 

GT cGMP 

Nitric Oxide (NO) 

Neuronal NOS (n NOS)  & Endotelial NOS (e NOS) 
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Guanosin Siklik (cGMP). Molekul sinyal dalam jalur cGMP meliputi NO, CO, 

hidrogen sulfida (H2S), dan peptida natriuretic (Partin et al., 2020). 

 

2.2.2 Testosteron 

Testosteron merupakan hormon seks yang memainkan peran penting pada 

fisiologi tubuh manusia. Testosteron terutama disintesis pada organ gonad 

(testis pada laki-laki). Sintesis testosteron diatur secara sentral oleh aksis 

hipotalamus- hipofisis. Terdapat mekanisme umpan balik negatif dalam hal ini. 

Rendahnya kadar testosteron ini dikenal dengan istilah hipotestosteron. Hal ini 

menyebabkan berbagai manifestasi klinis, tidak hanya di bidang reproduksi, 

tetapi juga berbagai bidang lainnya termasuk di bidang metabolik dan endokrin 

(Muslim, 2017; Decroli, 2018). 

 

Gambar 5. Sintesis hormon testosteron melalui aksis hipotalamus-hipofisis 

Sumber : Li et al, 2024 
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Gambar diatas menjelaskan sumbu hipotalamus–hipofisis–gonad (HPG axis) 

yang mengatur sintesis hormon testosteron. Proses dimulai dari otak, tepatnya 

hipotalamus, yang melepaskan Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) 

untuk merangsang kelenjar hipofisis. Sebagai respon, hipofisis mengeluarkan 

dua hormon gonadotropin, yaitu LH (Luteinizing Hormone) dan FSH (Follicle 

Stimulating Hormone). LH terutama bekerja pada sel Leydig di testis untuk 

memproduksi testosteron (T), sedangkan FSH berperan mendukung fungsi sel 

Sertoli dan proses spermatogenesis, sekaligus membantu lingkungan testis agar 

produksi hormon dan pembentukan sperma berjalan optimal. Testosteron yang 

terbentuk kemudian memberikan efek biologis pada berbagai jaringan target, 

serta menjalankan mekanisme umpan balik (feedback) ke hipotalamus dan 

hipofisis untuk menjaga kadar hormon tetap stabil; ketika testosteron 

meningkat, sinyal ke pusat pengatur akan menekan pelepasan GnRH/LH/FSH 

sehingga produksi testosteron tidak berlebihan, dan sebaliknya saat testosteron 

menurun, stimulasi akan meningkat untuk mempertahankan keseimbangan 

hormonal (Li et al, 2024). 

 

Testosteron memainkan peran yang vital dalam fisiologi manusia. Testosteron 

dan metabolitnya, 5α-dihydrotestosteron, meregulasi metabolisme energi, 

pertumbuhan otot, menghambat adipogenesis, dan memodulasi fungsi 

reproduksi dan seksual pria. Peran lainnya yaitu regulasi metabolisme tulang, 

eritropoiesis, fungsi endotel, dan fungsi hati. Kadar testosteron dalam tubuh 

diatur oleh aksis hipotalamus-hipofisis. Pada pria, 95% testosteron dalam 

sirkulasi berasal dari produksi testis (3-10mg/dl). Defisiensi testosteron 

(hipotestosteron) berkaitan dengan peningkatan massa lemak, penurunan 

sensitivitas insulin, toleransi glukosa terganggu, peningkatan trigliserida dan 

kolesterol, dan penurunan kadar HDL. FDA mendefinisikan hipotestosteron 

apabila kadar testosteron 300 ng/dL atau kurang, tanpa memperhatikan adanya 

gejala atau tidak (Muslim, 2017; Decroli, 2018).  

 

Testosteron merupakan androgen utama di lingkungan intratestikular (testis) 

pada mamalia dan berperan krusial dalam mempertahankan spermatogenesis 
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melalui aksi androgen pada sel Sertoli. Secara fisiologis, kadar testosteron di 

dalam testis harus jauh lebih tinggi dibandingkan kadar sirkulasi (serum) untuk 

menjaga proses meiosis, pematangan sel germinal, serta pelepasan 

spermatozoa; pada tikus dewasa, konsentrasi testosteron intratestikular 

dilaporkan berada pada kisaran ±50–70 ng/mL, yang menegaskan kebutuhan 

kadar lokal testis yang tinggi untuk mempertahankan spermatogenesis (Zhou 

et al, 2019). Konsentrasi testosteron intratestikular juga dilaporkan sekitar 40 

kali lebih tinggi daripada testosteron serum, dan kondisi ini dipandang penting 

untuk kuantitas produksi sperma yang normal (Grande et al, 2022). 

 

Masih sedikit data yang diketahui mengenai interaksi antara kadar testosteron 

dengan sensitivitas insulin pada pria. Beberapa studi menunjukkan bahwa 

terdapat hubungan terbalik antara testosteron dan kadar insulin puasa pada pria 

secara independen. Hubungan antara defisiensi testosteron dan diabetes juga 

ditunjukkan dengan studi bahwa pria dengan diabetes tipe 2 memiliki kadar 

testosteron yang lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol non-diabetes. 

Sebuah studi menunjukkan bahwa kadar testosteron berkorelasi tidak hanya 

dengan sensitivitas insulin tapi juga fungsi mitokondria yang menunjukkan 

bahwa testosteron mungkin memodulasi sensitivitas insulin pada pria. Pada 

pria, kadar testosteron yang rendah menjadi faktor predisposisi obesitas sentral 

dan perkembangan menuju sindroma metabolik dan diabetes mellitus tipe 2 

(Muslim, 2017; Decroli, 2018). 

 

Beberapa studi menyebutkan bahwa defisiensi testosteron memiliki efek 

negatif terhadap mood dan gejala depresi. Pria dengan defisiensi testosteron 

sering terganggu dengan hilang atau berkurangnya libido, disfungsi ereksi, 

disforia, fatigue, dan iritabilitas. Gejala-gejala ini biasa didiagnosis sebagai 

depresi mayor. 

  

2.2.3 Disfungsi Ereksi 

Disfungsi ereksi (DE) adalah ketidakmampuan terus-menerus untuk mencapai 

atau mempertahankan ereksi penis yang cukup untuk aktivitas seksual. 
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Disfungsi ereksi adalah masalah kualitas hidup yang signifikan bagi semua pria 

dan fungsi seksual yang buruk dikaitkan dengan kualitas hidup terkait 

kesehatan yang lebih buruk. Permasalahan ini dapat berdampak buruk pada 

kualitas hidup pria; kebanyakan pasien mempunyai gejala depresi dan 

kecemasan terkait dengan kinerja seksual. Gejala-gejala ini, pada gilirannya, 

memengaruhi dirinya pengalaman seksual pasangan dan kualitas hidup 

pasangan (Mazzilli, 2022).  

 

Penyebab DE dapat dibedakan oleh gangguan hasrat seksual hipoaktif dan 

hasrat seksual normoaktif. Kondisi pertama terkadang bisa bergantung pada 

berkurangnya ketertarikan terhadap pasangan, yang bisa disebabkan oleh 

penyakit atau hanya karena lamanya hubungan pasangan tersebut. Selain itu, 

bisa juga terkait dengan kondisi psikogenik atau penyakit organik. Kondisi 

psikogenik sering kali dikaitkan dengan kesalahpahaman dalam pasangan atau 

unit keluarga, serta masalah terkait aktivitas kerja, yang seringkali 

memengaruhi hasrat seksual. Bahkan terjadinya episode awal DE, serta 

disfungsi seksual lainnya, dapat menyebabkan kecemasan kinerja dan dengan 

demikian merupakan reaksi mengelak untuk menghindari kegagalan. Di antara 

penyakit organik, penyebab endokrin terpenting adalah kondisi 

hipogonadisme, dimana testosteron adalah pendorong utama hasrat seksual 

(Mazzilli, 2022). 

 

Berbagai penyakit organik dapat mendorong terjadinya disfungsi ereksi, 

termasuk salah satunya yaitu hiperglikemia. Keterjadian dan prevalensi 

hiperglikemia terus meningkat setiap tahun. Komplikasi jangka panjang 

hiperglikemia termasuk makroangiopati, mikroangiopati dan neuropati serta 

disfungsi seksual (SD) pada pria dan wanita. Disfungsi ereksi (DE) tercatat 

sebagai SD paling penting pada pria hiperglikemia. Prevalensi DE kira-kira 3,5 

kali lipat lebih tinggi pada pria penderita hiperglikemia dibandingkan pria 

tanpa hiperglikemia (Defeudis et al., 2022).  
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Vaskulopati diabetik terdiri dari makrovaskulopati, mikrovaskulopati, dan 

disfungsi endotel, yang semuanya berperan dalam patofisiologi disfungsi 

ereksi. Penyakit makrovaskuler, yang merupakan komplikasi hiperglikemia, 

dan penyakit penyerta lainnya yang umumnya dikaitkan dengan hiperglikemia, 

diperkirakan memainkan peran penting dalam patofisiologi disfungsi ereksi 

dengan mengurangi aliran darah menuju penis. Disfungsi endotel diperkirakan 

mendahului dan memengaruhi terjadinya aterosklerosis, pembentukan plak, 

dan trombosis yang menyebabkan penyakit makrovaskular oklusif. Sedangkan, 

penyakit mikrovaskuler yang berhubungan dengan hiperglikemia 

menyebabkan iskemia saraf selain kerusakan saraf langsung, yang 

menyebabkan neuropati otonom dan perifer. Disfungsi endotel menyebabkan 

penurunan aktivitas eNOS, sehingga berkurang produksi NO. Hal ini 

menyebabkan kurangnya relaksasi otot polos pembuluh darah corpora 

cavernosa yang mengakibatkan disfungsi ereksi (Defeudis et al., 2022). 

 

Selanjutnya, mekanisme disfungsi ereksi pada neuropati otonom disebabkan 

oleh berkurangnya atau tidak adanya aktivitas parasimpatis yang diperlukan 

untuk relaksasi otot polos corpus cavernosum. Aksi parasimpatis diperlukan 

untuk menurunkan kadar norepinefrin serta meningkatkan asetilkolin, 

menghasilkan peningkatan aktivitas enzim NOS, yang melepaskan NO dari sel 

endotel dan neuron nonadrenergik dan nonkolinergik. Neuropati perifer akibat 

diabetes menyebabkan gangguan impuls sensorik dari batang dan glans penis 

ke pusat ereksi refleksogenik. Neuron motorik saraf pudendal mengaktifkan 

otot dasar panggul yang menyebabkan kontraksi otot bulbo-kavernosa dan 

iskiokavenosa (Chen et al., 2020).  
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Gambar 6.  Etiologi disfungsi ereksi  

Sumber : Defeudis et al., 2022 

 

 

2.2.4 Perilaku Seksual (Libido) 

World Health Organization (WHO) membagi gangguan seksual pada pria atas 

gangguan hasrat seksual (libido), disfungsi ereksi, disfungsi orgasme, dan 

ejakulasi dini. Gangguan libido seksual dapat didefinisikan sebagai penurunan 

pikiran seksual dan penurunan untuk aktivitas seksual (Sasaki, 2016). Dalam 

hal ini tidak didapatkan adanya pikiran, fantasi seksual ataupun respon terhadap 

suatu hasrat seksual. Motivasi sebagai faktor pendorong untuk meningkatkan 

hasrat seksual jarang atau bahkan tidak ada sama sekali. Hilangnya ketertarikan 

atau kurangnya hasrat seksual berhubungan dengan model respon seksual 

manusia (Clayton et al., 2018).  

 

Disfungsi seksual termasuk gangguan hasrat, gairah seksual, lubrikasi, 

orgasme, dan rasa nyeri saat bersenggama. Masalah tersebut terjadi tanpa 

melihat faktor usia, dan dapat memberikan dampak negatif terhadap kualitas 

hidup maupun kesehatan (Conn and Hodges, 2023). Gangguan seksual lebih 

sering terjadi pada laki-laki, prevalensinya 10% terjadi pada semua usia, lebih 

dari 50% terjadi pada laki-laki dengan usia antara 50-70 tahun. Laki-laki 
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dengan usia 50-59 tahun prevalensi penurunan libido tiga kali lebih tinggi dari 

laki-laki dengan usia lebih muda. 

 

2.2.5 Spermatogenesis  

Spermatogenesis adalah serangkaian langkah yang mencakup regenerasi dan 

diferensiasi spermatogonium, pematangan serta pembelahan spermatosit, dan 

transisi sel sperma. Proses ini berlangsung di dalam testis, khususnya di 

struktur yang dinamai tubulus seminiferus. Tahapan ini dimulai selama masa 

pubertas, ketika produksi hormon gonadotropin sudah berada pada tingkat yang 

optimal untuk merangsang pembentukan spermatozoa. Awal mula dari proses 

ini berlangsung dalam rahim, ketika sel germinal primordial berada pada tahap 

awal perkembangan dan terletak di antara sel-sel endoderm, sebelum mereka 

bergerak menuju wilayah urogenital di bagian lumbar. Selanjutnya, sel 

germinal ini akan mengalami periode istirahat hingga lumen tubulus 

seminiferus sepenuhnya terbentuk selama masa pubertas, setelah itu akan 

mengalami diferensiasi menjadi spermatogonium (Syauqy, 2021).  

 

Spermatogonium terdapat dalam dua hingga tiga lapisan di luar sel epitel 

tubulus seminiferus dan dibedakan menjadi dua kategori, yaitu tipe A dan tipe 

B. Tipe A terbagi lagi menjadi dua subtipe, yaitu spermatogonium tipe Ad 

(gelap) dan spermatogonium tipe Ap (pucat). Tipe Ad jarang melakukan 

pembelahan dan tidak menunjukkan aktivitas proliferasi dalam kondisi normal. 

Tipe ini dianggap sebagai sel punca testis yang akan melakukan mitosis ketika 

jumlah spermatogonium menurun signifikan, contohnya akibat paparan radiasi. 

Di sisi lain, spermatogonium tipe Ap akan membelah dan bertransformasi 

menjadi spermatogonium tipe B. Kemudian, spermatogonium tipe B bergerak 

menuju lumen untuk terbentuk spermatosit primer, yang selanjutnya akan 

menjalani pembelahan meiosis menjadi spermatosit sekunder. Setelah itu, 

spermatosit sekunder akan membagi lagi secara meiosis II menjadi spermatid.  
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Spermatid memiliki bentuk bulat dan tidak melakukan pembelahan. Namun, 

sel ini akan mengalami proses perpanjangan menjadi spermatid panjang yang 

dikenal sebagai spermiogenesis, dan akan dirilis menjadi spermatozoa melalui 

proses spermiasi. Pelepasan spermatid dari epitel germinal diatur oleh sel 

sertoli. Setelah itu, spermatid akan bergerak menuju batas lumen tubulus 

seminiferus untuk menjadi spermatid matang yang akan menutup jembatan 

interseluler dan berpisah dari epitel germinal, sehingga berkembang menjadi 

spermatozoa. Spermatozoa adalah tahap sel matang dari germinal yang terdapat 

dalam tubulus seminiferus. 

 

  

 

Gambar 7.  Proses spermatogenesis pada manusia 

Sumber : Das, 2023 

 

Spermatogenesis melibatkan interaksi sel-sel dan ekspresi gen yang diatur oleh 

hormon luteinizing (LH) dan hormon perangsang folikel (FSH). FSH mengatur 
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proliferasi dan pematangan sel germinal secara independen dan dalam 

kombinasi dengan LH. Konsentrasi testosteron intratestikular yang tinggi 

dangat berperan penting dalam spermatogenesis (Oduwole et al, 2021). 

 

2.2.6 Hiperglikemia  

Hiperglikemia merupakan suatu kondisi yang berhubungan dengan 

ketersediaan dan efektivitas insulin dalam tubuh. Tipe 1 ditandai dengan 

kekurangan insulin total. Sedangkan tipe 2 melibatkan resistensi jaringan 

perifer tubuh terhadap efek insulin. Kedua bentuk tersebut tidak memiliki efek 

sinyal insulin ketika glukagon dan sinyal metabolik lainnya tersedia dalam 

tingkat normal atau tinggi. Resistensi insulin menyebabkan tubuh bereaksi 

seolah-olah tubuh kekurangan insulin, padahal insulin tersedia pada tingkat 

tinggi. Mirip dengan tipe 1 dalam banyak hal, bentuk ini berbeda karena hati 

masih mampu memproduksi glikogen, dan lipolisis terkontrol karena adanya 

insulin. Lipoprotein plasma meningkat seringkali diakibatkan karena gizi buruk 

dan obesitas. Ketoasidosis tidak berhubungan dengan tipe 2, tetapi bisa juga 

terjadi karena penyakit stresor metabolik lain, dan jika terjadi kegagalan 

pankreas, hal ini menyebabkan penurunan produksi dan sekresi insulin. 

Penderita tipe 2 terdahulu dapat mengalami kondisi serius yang disebut 

sindrom hiperglikemik hiperosmolar nonketotik. Tubuh mencoba 

menghilangkan kelebihan gula dengan membuangnya ke urin. Kondisi ini 

dapat disebabkan oleh suatu penyakit, infeksi, atau karena faktor lain (Moini, 

2019).  
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Gambar 8.  Proses terjadinya Hiperglikemia  

Sumber : Kresnoadi, 2017 

 

Gambar 8 di atas menjelaskan bahwa hiperglikemia terjadi melalui dua 

mekanisme utama, yaitu peningkatan produksi glukosa dan penurunan ambilan 

glukosa oleh jaringan. Pada kondisi stres metabolik, hormon kontra-regulator 

dan mediator inflamasi seperti glukagon, epinefrin, kortisol, dan sitokin 

mendorong hati meningkatkan pelepasan glukosa ke sirkulasi melalui 

glukoneogenesis dan glikogenolisis, sehingga kadar glukosa darah naik. Secara 

bersamaan, terjadi penurunan ambilan glukosa yang diperantarai insulin 

(GLUT4) akibat gangguan sinyal pasca-reseptor/resistensi insulin, yang juga 

menurunkan pembentukan glikogen otot. Walaupun masih ada jalur ambilan 

glukosa non-insulin (GLUT1), kapasitasnya relatif terbatas sehingga tidak 
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mampu mengimbangi meningkatnya produksi glukosa dan menurunnya uptake 

oleh jaringan. Kombinasi proses ini membuat glukosa tetap tinggi di darah dan 

diikuti perubahan penggunaan glukosa di jaringan melalui jalur metabolisme 

oksidatif maupun non-oksidatif, yang dapat mempertahankan keadaan 

hiperglikemia (Kresnoadi, 2017). 

 

2.2.7 Dampak Hiperglikemia terhadap Nitric Oxide Synthase (NOS), Nitric 

Oxide (NO), dan Testosteron 

Dampak hiperglikemia terhadap NOS dan testosteron merupakan mekanisme 

yang kompleks dan melibatkan faktor vaskular, neurologis, dan endokrin 

(Defeudis et al., 2021; Stephen, 2024). Penurunan sintesis atau bioavailabilitas 

eNOS dan endotel vaskular penis penderita hiperglikemia karena kerusakan 

stres oksidatif berpengaruh pada terjadinya disfungsi ereksi. Penelitian 

menunjukkan bahwa produk akhir glikasi lanjut yang diinduksi oleh 

hiperglikemia menyebabkan produksi sejumlah besar spesies oksigen reaktif 

dan spesies nitrogen reaktif, peningkatan stres oksidatif, penurunan sintesis 

NOS, disfungsi endotel kavernosa, dan abnormalitas relaksasi otot polos, yang 

menyebabkan terjadinya disfungsi ereksi. Selain itu, perubahan oksidasi 

protein pada corpus cavernosum tikus DM meningkat secara signifikan, 

terutama bermanifestasi sebagai nitrasi residu tirosin untuk membentuk 3-

nitrotyrosine, yang secara langsung menonaktifkan NO dan menginduksi 

apoptosis pada sel endotel.  

 

Faktor penting lainnya adalah pembentukan spesies oksigen reaktif pada DM. 

Spesies oksigen reaktif dari glikosilasi non-enzimatik dan peningkatan 

aktivitas oksidase NADPH merusak fungsi endotel dalam jaringan ereksi dan 

menghancurkan NO. Hal ini menyebabkan penurunan bioavailabilitas NO dan 

pembentukan peroksinitrit akibat stres nitrosatif, yang sangat beracun dan 

merusak jaringan ereksi. 

 

Hormon testosteron dapat berpengaruh pada ereksi berdasarkan peranannya 

sebagai vasodilator arteriol penis dan sinusoid kavernosa (Gianatti et al, 2020; 
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Defeudis et al., 2022) Di samping itu, testosteron sendiri berperan penting pada 

mekanisme regulasi metabolisme glukosa. Kadar testosteron berkorelasi positif 

dengan tingkat metabolisme glukosa (Leutner et al., 2022). Kondisi rendahnya 

hormon testosteron disebut sebagai hipogonadisme. Kondisi hipogonadisme 

berhubungan erat dengan hiperglikemia (Kumari et al., 2021; Gianatti et al., 

2020). Berdasarkan penelitian oleh (Kumari et al., 2021), kadar hormon 

testosteron pada penderita hiperglikemia secara signifikan lebih rendah dari 

non-hiperglikemia.  

 

 

Gambar 9.  Dampak hiperglikemia terhadap NOS dan  NO  

Sumber : Funk et al., 2012 

 

Dari Gambar 9 menunjukkan bahwa (a) hiperglikemia menginduksi disfungsi 

metabolik melalui produksi superoksida mitokondria, yang mengakibatkan 

aktivasi PARP dan fluks glikolitik yang berubah untuk meningkatkan 

diasilgliserol (DAG), produksi metilgliserol, serta aktivitas jalur heksosamin 

dan poliol. Gambar (b) stres oksidatif yang diinduksi oleh hiperglikemia lebih 

lanjut ditingkatkan oleh produksi DAG yang berlebihan secara metabolik dan 

penurunan NADH + / glutation tereduksi (GSH), serta stimulasi Reseptor 

RAGE. Stres oksidatif mengurangi mediator pelindung (NO) dan 
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meningkatkan faktor transkripsi inflamasi (NF-κB) aktivasi yang 

menghasilkan ekspresi gen inflamasi dan rekrutmen leukosit (Funk, Yurdagul 

and Orr, 2012). 

 

Gambar 10 menunjukkan hubungan antara hipotestosteron dengan resistensi 

insulin. Rendahnya kadar testosteron menstimulasi peningkatan adiposit. 

Jaringan adiposit mengandung kadar aromatase yang tinggi, yang kemudian 

menurunkan konsentrasi testosteron melalui perubahannya menjadi estradiol. 

Estradiol memberikan umpan balik negatif pada hipotalamus hipofisis, 

sehingga terjadi penurunan produksi testosteron oleh sel Leydig. Peningkatan 

jaringan adiposit akan meningkatkan resistensi insulin, yang secara negatif 

memengaruhi sel Leydig. Akibat pelepasan adipokin dari adiposit akan terjadi 

penghambatan pelepasan LH. Leptin, dilepaskan sebagai respon terhadap 

peningkatan adiposit, juga menghambat pelepasan LH melalui pengaruhnya 

terhadap gonadotropin releasing hormone (Khodamoradi et al., 2022; Genchi 

et al., 2022). 

 

 

Gambar 10. Hubungan antara Hipotestosteron dengan Resistensi Insulin 

Sumber : Khodamoradi et al., 2022 
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2.2.8 Dampak Hiperglikemia terhadap Perilaku Seksual (Libido) 

Secara umum, libido menurun secara bertahap seiring bertambahnya usia. 

Libido sangat bervariasi dari orang ke orang dan dapat menurun sementara 

karena berbagai kondisi mental seperti kelelahan dan kecemasan. Penurunan 

libido melibatkan berkurangnya frekuensi pikiran dan fantasi seksual, minat 

dalam hubungan seksual, frekuensi aktivitas seksual, dan rangsangan seksual 

melalui penglihatan, kata-kata, atau sentuhan (Chen et al., 2019). Diabetes 

Melitus dapat menimbulkan komplikasi gangguan aliran darah ke organ 

seksual dan hypogonadism berupa tidak normalnya fungsi hipofisis dan 

hipotalamus (Soelistijo, 2021). Komplikasi lainnya seperti makrovaskular dan 

mikrovaskular berupa aterosklerosis pembuluh besar, penebalan dan kerusakan 

membran basalis pembuluh-pembuluh kapiler sehingga terjadi gangguan 

mikroangiopati. Terhadap organ reproduksi laki- laki menyebabkan penebalan 

dinding pembuluh darah dan jaringan testis mengakibatkan terjadinya 

gangguan fungsi organ testis dan penebalan jaringan ikat penunjang pembuluh 

darah penis sehingga akan menghalangi aliran darah, sehingga terjadi 

gangguan ereksi (Wowor et al, 2021).  

Testis berfungsi mengontrol dua hal yang berkaitan, yaitu pertama biosintesis 

androgen oleh sel Leydig untuk menghasilkan testosteron yang berperan 

mengontrol libido pada pria, spermatogenesis dan faktor tropik bagi NO, kedua 

produksi sperma di epitel tubulus seminiferous. Regulasi fungsi testis 

gabungan dari berbagai mekanisme diantaranya kombinasi efek IGF-1 yang 

berperan meningkatkan respon sel Leydig terhadap Luetinizing Hormone (LH) 

dan Follicle-Stimulating Hormone (FSH). LH berperan merangsang sel Leydig 

menghasilkan testosteron dan membantu FSH dalam produksi sperma yang 

dewasa (Sherwood, 2018). Pada penderita Diabetes sering mengalami 

penurunan kadar FSH, LH, prolaktin dan IGF-1 pada tingkat serum dan pada 

binatang percobaan yang dibuat Diabetes hipofisisnya mengalami respon yang 

menumpul sehinga mengurangi sekresi FSH dan LH (Maresch et al., 2018).  
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Insulin tidak hanya berperan sebagai hormon metabolik, tetapi juga ikut 

memodulasi fungsi reproduksi melalui regulasi poros hipotalamus–hipofisis–

gonad (HPG) dan aksi langsung pada testis. Pada tingkat testis, LH tetap 

merupakan regulator utama steroidogenesis sel Leydig, namun berbagai 

growth factor termasuk insulin dan IGF juga berkontribusi dalam menjaga 

metabolisme, kelangsungan hidup, dan kapasitas steroidogenik sel Leydig 

melalui aktivasi jalur pensinyalan intraseluler (misalnya PI3K/AKT dan 

MAPK) yang dapat berinteraksi dengan jalur yang dipicu LH (Mattos et al, 

2023).Pada tingkat pusat, faktor metabolik seperti insulin memengaruhi 

jaringan hipotalamus yang mengatur pulsa GnRH (termasuk sistem 

kisspeptin/KNDy), sehingga menentukan sekresi LH dan FSH dari hipofisis 

(Ruiz et al, 2023). Dalam kondisi resistensi insulin dan hiperglikemia kronis 

(misalnya diabetes), gangguan regulasi poros HPG dapat menurunkan output 

GnRH–LH/FSH dan disertai penurunan fungsi steroidogenesis Leydig 

(termasuk penekanan protein/enzim steroidogenik), yang pada akhirnya 

berkontribusi pada penurunan testosteron dan gangguan spermatogenesis 

(Huang et al, 2024). 

Kadar testosteron bioavailable menurun akibat berkurangnya amplitudo 

pelepasan LH karena gangguan pada tingkat axis hipotalamik- 

pituitaritesticular dengan terjadinya penurunan kadar testosteron menyebabkan 

gangguan libido (Corona and Maggi, 2022).  
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Gambar 11.  Mekanisme dampak hiperglikemia terhadap perilaku seksual 

Sumber : Corona and Maggi, 2022 

 

2.2.9 Dampak Hiperglikemia pada Spermatogenesis  

Sel sperma adalah jenis sel mamalia yang paling berkembang. Proses 

pembentukan sperma dimulai dari pria yang mengirimkan DNA haploidnya 

kepada wanita melalui serangkaian mekanisme hingga terjadinya pembuahan. 

Sperma memiliki lapisan mitokondria di bagian tengah yang menjadi lokasi 

proses oksidasi. Stres oksidatif adalah keadaan yang dihasilkan dari ketidak 

seimbangan antara radikal bebas dan zat antioksidan. Menurut penelitian yang 

dilakukan oleh Pieme et al. (2017), komplikasi dari diabetes melitus 

disebabkan oleh stres oksidatif. Radikal bebas dalam kondisi diabetes melitus 

terjadi akibat autooksidasi glukosa yang melebihi kemampuan antioksidan di 

dalam sel untuk menetralkannya, berakibat pada kerusakan sel (Widaryanti et 

al, 2021).  
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Stres oksidatif sering kali mengganggu fungsi reproduksi pada pria. Hal ini 

disebabkan oleh membran sel sperma yang kaya akan asam lemak tak jenuh, 

yang membuatnya rentan terhadap serangan Reactive Oxygen Species (ROS). 

Peroksidasi lipid adalah salah satu mekanisme utama dari stres oksidatif, yang 

dapat berpengaruh pada kemampuan reproduksi. Di mana, serangan ROS 

terhadap asam lemak tak jenuh ganda di membran sel sperma memicu reaksi 

berantai. Proses ini mengarah pada produksi lipid peroksida dan merusak 

integritas membran. Akibatnya, fungsi dan kelangsungan hidup sperma serta 

proses spermatogenesis menjadi terpengaruh (Walke et al, 2023).  

Pengoksidasi protein juga dapat memengaruhi fungsi reproduksi pria. Dalam 

konteks ini, ROS melakukan modifikasi terhadap protein di dalam sperma 

secara oksidatif, yang mengakibatkan perubahan struktur dan gangguan fungsi. 

Selain itu, kerusakan DNA adalah aspek yang paling mengkhawatirkan karena 

dapat menyebabkan kondisi yang lebih serius pada spermatozoa. Fragmentasi 

DNA yang disebabkan oleh ROS dalam sperma dapat mengurangi tingkat 

pembuahan dan meningkatkan risiko keguguran, yang dapat berujung pada 

kegagalan reproduksi. Hal ini juga berdampak negatif pada proses pembuahan 

dan perkembangan embrio (Walke et al, 2023).  

ROS menyebabkan stres oksidatif, hal ini telah diketahui dapat mengurangi 

kadar testosteron yang berdampak pada performa enzim LDH dalam mengubah 

NADH menjadi NAD+, yang berperan penting dalam produksi laktat di sel 

sertoli, serta memengaruhi gangguan sintesis piruvat, mengakibatkan produksi 

laktat tidak terjadi. Di sini, laktat yang ada di sel sertoli berfungsi sebagai 

sumber nutrisi bagi spermatozoa selama tahap spermatogenesis (Adelati et al, 

2016).  
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Gambar 12.  Mekanisme dampak hiperglikemia terhadap fungsi 

reproduksi termasuk spermatogenesis dan kualitas sperma  

Sumber : He et al, 2021 

 

2.2.9.1. Efek Hiperglikemia pada sel spermatosit 

Hiperglikemia yang merupakan kondisi peningkatan kadar glukosa darah 

secara kronis pada penderita diabetes mellitus telah terbukti memberikan 

dampak negatif pada fungsi reproduksi pria melalui gangguan pada 

spermatogenesis, termasuk pada sel-sel spermatosit. Kelebihan glukosa 

menyebabkan akumulasi produk glikasi lanjut, peningkatan stres 

oksidatif, dan disfungsi mitokondria yang merusak struktur DNA serta 

mengubah regulasi epigenetik dalam sel-sel testis. Stres oksidatif dan 

kerusakan DNA tersebut menghambat proliferasi dan diferensiasi 

spermatosit, yang pada gilirannya menurunkan jumlah dan kualitas 
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sperma yang dihasilkan. Penelitian pada model hewan telah menunjukkan 

bahwa hiperglikemia menurunkan jumlah spermatogonia dan spermatosit 

primer serta memperburuk morfologi dan motilitas spermatozoa, yang 

merupakan indikator penting kesuburan. Secara keseluruhan, 

hiperglikemia berkontribusi terhadap gangguan spermatogenesis melalui 

mekanisme metabolik, oksidatif, dan genetik yang kompleks, sehingga 

berpotensi menurunkan fertilitas pada individu pria dengan diabetes (Rong 

et al., 2025). 

 

2.2.10.  Efikasi Ekstrak Piper Nigrum L terhadap Disfungsi Ereksi 

Piperin (C₁₇H₁₉NO₃) dan piperilin (C16H17NO3) merupakan alkaloid 

utama yang terdapat pada lada hitam. Piperin memberikan rasa pedas dan 

secara kimia memiliki nama IUPAC 1-[5-(1,3-benzodioxol-5-yl)-1-oxo-

2,4-pentadienyl]piperidine dan bersifat lipofilik sehingga hanya sedikit 

larut dalam air serta memiliki titik leleh sekitar 128–130°C (Imran et al, 

2022). Karena kelarutannya lebih baik pada pelarut organik, etanol dan 

campuran pelarut berbasis etanol umum digunakan dalam proses 

ekstraksi/pemurnian piperine; hal ini menjelaskan mengapa ekstrak etanol 

cenderung memberikan kandungan piperine lebih tinggi dibandingkan 

dengan air (Wu et al, 2021). 

 

Gambar 13. Struktur kimia piperin dan piperilin  

Sumber : NCBI,2021 

 

Mekanisme piperine dalam mengatasi disfungsi ereksi yaitu dengan 

meningkatkan kadar nitric oxide (NO). Penelitian oleh Kumar et al.(2010) 
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menunjukkan bahwa piperine mampu meningkatkan kerja enzim NOS 

merestorasi plasma NO. Bioavailabilitas NO dapat dipertahankan dengan 

menghambat stress oksidatif, oleh karena itu senyawa dengan sifat antioksidan 

menonaktifkan radikal bebas dapat meningkatkan bioavailabilitas NO sehingga 

meningkatkan regulasi tonus pembuluh darah. Penelitian ini menunjukkan 

bahwa MAP pada L-NAME (pemodelan induksi hipertensi)  melemah dengan 

pemberian piperin. Pengaplikasian dengan piperin meningkatkan plasma dan 

kadar NOx jaringan aorta. Temuan ini kemungkinan besar mencerminkan 

berkurangnya aksi vasodilator endogen NO, dimana L-NAME mungkin telah 

mengganggu aktivitas eNOS. Piperin juga dapat mengobati disfungsi ereksi, 

karena dapat meningkatkan kadar hormon testosteron. Dalam meningkatkan 

kadar hormon testosteron, piperin berfungsi  menghambat kerja enzim 5alfa 

reductase dan meningkatkan jumlah dan aktivitas sel Leydig (Chen et al., 

2018).  

 

 

Gambar 14. Mekanisme kerja piperin  

Sumber : Chen et al., 2018 

 

Piperilin termasuk senyawa amida lipofilik yang secara struktural memiliki 

kemiripan dengan piperin, yaitu tersusun dari gugus aromatik yang terhubung 

dengan rantai karbon tak jenuh dan gugus amida. Senyawa ini biasanya 

ditemukan bersama piperin dalam ekstrak buah lada hitam, meskipun 

jumlahnya relatif lebih sedikit dibandingkan piperin yang merupakan 

komponen utama dari tanaman tersebut. Keberadaan piperilin dan senyawa 

amida lain diduga turut berperan dalam efek biologis ekstrak lada hitam secara 
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keseluruhan melalui mekanisme sinergis antar senyawa bioaktif 

(Mgbeahuruike, 2017). 

 

2.2.11 Efikasi Ekstrak Piper nigrum L terhadap Gangguan Libido 

Piperin merupakan alkaloid utama pada lada hitam (Piper nigrum L.) yang 

dilaporkan memiliki aktivitas biologis luas, antara lain antioksidan, 

antiinflamasi, antikanker, antimikroba, serta berperan pada berbagai target 

molekuler yang terkait stres oksidatif dan inflamasi. Selain itu, piperin juga 

dikenal dapat memodulasi enzim metabolisme obat dan transporter membran 

sehingga sering dibahas sebagai senyawa yang berpotensi mendukung 

perbaikan berbagai gangguan metabolik dan sistemik (Tripathi et al,2022). 

Peran piperin yang paling sering dikaitkan dengan peningkatan efektivitas 

terapi adalah sebagai bioenhancer, yaitu meningkatkan ketersediaan hayati 

senyawa lain melalui modulasi enzim sitokrom P450 (CYP3A4) dan P-

glycoprotein (P-gp) serta mekanisme yang berkontribusi pada peningkatan 

absorpsi intestinal. Mekanisme ini dapat berujung pada peningkatan kadar 

senyawa pendamping dalam sirkulasi sistemik dibandingkan tanpa piperin 

(Tripathi et al, 2022). 

Dalam konteks reproduksi pria, bukti eksperimental pada hewan menunjukkan 

bahwa piperin dapat memengaruhi fungsi testis melalui perubahan pada sel 

Leydig dan jalur steroidogenesis. Pada tikus pubertas, pemberian piperin 

selama 30 hari meningkatkan kadar testosteron serum dan meningkatkan 

indikator perkembangan sel Leydig serta protein-protein steroidogenik, namun 

tidak meningkatkan LH dan justru dilaporkan menurunkan FSH, disertai 

temuan bahwa piperin pada kondisi tertentu dapat menghambat 

spermatogenesis. Hal ini menunjukkan bahwa efek piperin pada sistem 

reproduksi dapat bersifat spesifik dosis/usia/lamanya paparan dan tidak selalu 

searah pada semua parameter fertilitas (Chen et al., 2018). 

Terkait libido, studi eksperimental pada model tikus diabetes melitus yang 

diinduksi Alloxan menunjukkan bahwa ekstrak lada hitam dapat memperbaiki 

indikator perilaku seksual (misalnya latensi dan frekuensi penunggangan) 
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dibandingkan kelompok tikus diabetes tanpa perlakuan, yang mengarah pada 

kesimpulan bahwa ekstrak lada hitam berpotensi meningkatkan libido pada 

kondisi gangguan metabolik tertentu (Isvari et al, 2025). 

 

2.2.12 Efikasi Ekstrak Piper nigrum L terhadap Spermatogenesis  

Ekstrak lada hitam (Piperin nigrum L) memiliki kandungan utama piperin yang 

berperan sebagai antioksidan. Piperin juga dapat meningkatkan hormon 

gonadotropin terutama luteinizing hormon (LH) yang akan merangsang 

pembentukan dari spermatozoa atau proses spermatogenesis sehingga 

berpengaruh terhadap jumlah dan motilitas spermatozoa (Iskandar, 2021).  

 

 

2.2.13 Tikus Model Simulasi Ereksi dan Libido 

Tikus sebagai organisme model sudah lama menjadi model biologi dan 

penyakit manusia karena kedekatan filogenetik dan kesamaan fisiologisnya 

dengan manusia. Selain itu, kemudahan memelihara dan membiakkan tikus di 

laboratorium, ketersediaan banyak strain inbrida, dan yang lebih penting, 

kemungkinan memanipulasi genom tikus secara tepat, telah menyebabkan 

meluasnya penggunaan tikus sebagai organisme model. Penggunaan sebagai 

organisme model terkait sistem reproduksi juga telah banyak digunakan dalam 

beberapa penelitian seperti oleh Piao et al. (2007) terkait respon ereksi pada 

tikus dan tikus, Ryu et al. (2017) terkait farmakoterapi pada keterjadian 

disfungsi ereksi, dan Zhao et al. (2022) terkait faktor patogenitas pada 

keterjadian disfungsi ereksi. 

 

Untuk menilai perilaku seksual (libido) dilakukan dengan 3 perameter yaitu, 

(latensi percumbuan) terjadinya percumbuan ditandai dengan penjilatan bagian 

luar alat kelamin betina, sampai penciuman bagian mulut sampai ke leher 

dalam hitungan detik berupa perilaku tikus jantan dalam melakukan ciuman 

pada bagian mulut sampai bagian leher dan melakukan penjilatan pada bagian 

kelamin tikus betina, (latensi penunggangan) terjadinya penunggangan atau 

tikus jantan menaiki tubuh tikus betina dari arah belakang dalam hitungan 
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detik, (frekuensi penunggangan) yaitu diukur dengan melihat banyaknya 

penunggangan yang dilakukan selama pengujian 30 menit (Brooks et al., 

2020). 

 

2.2.14 Anatomi Penis Tikus dan Manusia 

Tikus embrionik, janin, dan neonatal telah banyak digunakan untuk 

mempelajari organogenesis dan diferensiasi dengan asumsi diam-diam bahwa 

morfogenetik dan mekanisme molekuler pada tikus sesuai dengan 

perkembangan manusia. Keyakinan ini adalah dipupuk oleh banyak fitur 

perkembangan yang dimiliki bersama oleh tikus dan manusia. Keduanya 

spesies memiliki, dengan beberapa pengecualian, spektrum organ yang sama 

dan banyak proses perkembangan yang tampak serupa jika tidak identik. Selain 

itu, banyak kelainan genetik pada manusia memiliki padanan langsung pada 

tikus yang mutan secara spontan atau dimanipulasi secara genetic (Cunha et 

al., 2019). 

 

Secara mendetail anatomi organ penis manusia adalah sebagai berikut. Corpora 

cavernosa terdiri dari dua silinder berpasangan yang berbentuk spons dalam 

selubung tebal tunika albuginea. Bagian proksimal berasal dari permukaan 

bawah rami puboischial sebagai dua struktur terpisah tetapi bergabung di 

bawah arcus pubis dan tetap melekat pada kelenjar. Septum di antara kedua 

corpora cavernosa bersifat tidak utuh pada pria tetapi bersifat utuh pada 

beberapa spesies, seperti anjing (Partin et al., 2020).  

 

Corpora cavernosa didukung oleh kerangka berserat yang terdiri dari tunika 

albuginea, septum, pilar intrakavernosa, kerangka fibrosa intrakavernosa, 

periarterial, dan selubung fibrosa perineural. Di dalam tunika terdapat sinusoid 

yang saling berhubungan lalu dipisahkan oleh trabekula otot polos yang 

dikelilingi oleh serat elastis, kolagen  dan jaringan areolar yang longgar (Partin 

et al., 2020). 
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Saraf terminal kavernosa dan arteri heliks berhubungan erat dengan arteri otot 

polos.  Setiap corpus cavernosum merupakan konglomerasi sinusoid dengan 

ukuran lebih besar di tengah dan lebih kecil di tepi (Partin et al., 2020). 

  

 

Gambar 15. Anatomi Penis Manusia dan Tikus: (a) Penis manusia potongan 

sagital dan (b) Potongan melintang, (c) Penis tikus dewasa 

Sumber : Cunha et al., 2019 

 

Dari Gambar 15 dijelaskan dapat dilihat anatomi penis manusia dan tikus. 

Persimpangan antara bagian dalam dan bagian luar penis tikus terjadi pada 

tikungan sudut kanan yang ditandai dengan garis putus-putus dan label terkait, 

“internal” dan “eksternal”. Forsep memegang salah satu krura bilateral. Bagian 

dalam berisi badan penis tikus, sedangkan bagian luar disebut kelenjar. 

Kelenjar pada (C) tidak terlihat karena terletak pada ruang preputial (garis 

putus-putus); Bagian mid-sagital hematoxylin-eosin pada penis tikus dewasa 

yang diwarnai dengan preputium eksternal dihilangkan. Kepala penis tikus 

berada di bagian proksimal kulit khatan luar (Cunha et al., 2019). 
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2.2.15 Lada Hitam (Piper nigrum L) 

 

 

Gambar 16.  Lada hitam  

Sumber : Dokumentasi pribadi  

 

Tanaman lada hitam (Piper nigrum L) merupakan salah satu anggota famili 

Piperaceae. Lada hitam sering digunakan sebagai bumbu masakan, obat herbal, 

dan antioksidan. Perdagangan lada Indonesia telah mendapatkan pengakuan 

global di beberapa pasar hingga saat ini. Indonesia memainkan peran penting 

dalam pasar lada dunia, menyumbang 29% dari permintaan lada dunia dan 

merupakan eksportir lada terbesar kedua di dunia setelah Vietnam. Buah lada 

hitam terdiri dari beberapa kandungan seperti alkaloid dan minyak atsiri yang 

tersusun dari beberapa komponen. Lada hitam terdiri dari alkaloid seperti 

piperine, cavicine, dan methyl-pyrroline, serta minyak atsiri, lemak, pati, dan 

serat kasar. Piperine adalah alkaloid utama yang ditemukan dalam lada (Isvari 

et al., 2025)  
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Tabel 1. Taksonomi tanaman lada hitam (Dahlan et al., 2021) 

Kingdom Plantae 

Divisi Spermatophyta 

Sub divisi Angiospermae 

Kelas Dicotyledoneae 

Ordo Piperales 

Famili Piperaceae 

Genus Piper 

Spesies Piper nigrum L 

 

Lada sebagian besar terdiri dari piperin, senyawa aktif utama yang termasuk 

dalam keluarga piridin. Sebelumnya, piperine telah digunakan sebagai bahan 

dalam obat batuk, formulasi anti malaria, dan anti inflamasi. Konsentrasi 

piperin pada lada biasanya sekitar 6%, sedangkan dalam bentuk oleoresin 

berkisar antara 25,74% hingga 48,32%. Alkaloid piperin yang diekstraksi dari 

lada memiliki sifat antibakteri, antioksidan, antiinflamasi, antikanker, 

ansiolitik, dan analgesik. Ekstrak etanol lada kaya akan antioksidan yaitu 

74,61%. Lada mungkin efisien digunakan untuk ekstraksi etanol untuk 

menghambat proliferasi bakteri. Pada saat yang sama, minyak atsiri yang 

terdapat pada daun lada menunjukkan toksisitas yang tinggi terhadap 

Coptotermes sp. Selain itu, ia bertindak sebagai antifeedant (Kardinan et al, 

2018). 

 

2.2.16 Analisis Berbasis  Liquid chromatography–mass spectrometry (LC–MS) 

Liquid chromatography–mass spectrometry (LC–MS) merupakan metode yang 

menggunakan kromatografi cair (termasuk HPLC) sebagai langkah pemurnian 

dan spektrometri massa untuk mengidentifikasi dan mengukur analit. Metode 

yang digunakan untuk pemisahan, identifikasi, dan kuantifikasi senyawa yang 

tidak diketahui dan diketahui serta untuk menjelaskan struktur dan sifat kimia 

berbagai molekul. Metode ini sangat berguna untuk menganalisis molekul kecil 

dan menawarkan sensitivitas dan selektivitas yang lebih tinggi dalam analisis 
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jejak zat yang mengandung multikomponen. Sistem LC/MS terdiri dari sistem 

pemompaan HPLC, injektor, dan kolom yang digabungkan ke spektrometer 

massa melalui beberapa jenis antarmuka pengion evaporatif. Sistem komputer 

mengoordinasikan komponen-komponen sistem bersama-sama dengan 

memberikan kontrol HPLC untuk aliran, gradien pelarut, dan permulaan injeksi 

jarak jauh serta pengoperasian gradien. Selain itu, memberikan kontrol 

terhadap rentang pemindaian spektrometer massa dan lensa, serta mengakses 

dan memproses data dari detektor ion penguat (Mukherjee, 2019) 

 

2.2.17 Analisis berbasis Quantitative PCR (qPCR) 

Quantitative PCR (qPCR) menawarkan kemampuan pemantauan real-time 

terhadap produk yang diperkuat, deteksi cepat, dan kuantisasi unit infeksius, 

namun menimbulkan hambatan teknis untuk miniaturisasi di point of care 

dibandingkan dengan reaksi berantai polimerase titik akhir (point of end ) 

(Blumenfeld et al., 2022). Salah satu perbedaan dari PCR konvensional yaitu 

pada DNA yang dipakai sebagai cetakan, dimana qPCR menggunakan DNA 

yang sudah dikomplementari dari ekstrak RNA (Hermawan et al., 2024). 

Keuntungan utama qPCR adalah menyediakan deteksi dan kuantifikasi urutan 

DNA target yang cepat dan throughput tinggi dalam matriks yang berbeda. 

Waktu amplifikasi yang lebih rendah difasilitasi oleh amplifikasi dan 

visualisasi simultan dari amplikon DNA yang baru terbentuk (Kralik and 

Ricchi, 2017). 

 

2.2.18 Analisis Berbasis Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) adalah teknik assay yang 

berbasiskan plat/lempengyang dirancang untuk mendeteksi dan kuantifikasi 

peptida, protein, antibodi dan hormon. Pada ELISA, antigen harus diimobilisasi 

ke permukaan yang solid dan kemudian ditambahkan antibodi yang berikatan 

dengan enzim. Deteksi dilakukan dengan menilai aktivitas enzim konjugat 

melalui inkubasi dengan substrat untuk memproduksi suatu produk yang 

terukur. Elemen yang penting dalam strategi deteksi pada ELISA adalah 

interaksi spesifik antigenantibodi. Pemeriksaan ELISA umumnya dilakukan 
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menggunakan plat/lempeng polystyrene 96 (atau (384 sumuran) yang akan 

secara pasif mengikat antibodi dan protein. Reaktan dari pemeriksaan ELISA 

yang terimobilisasi ke dalam permukaan mikroplat membuat pemisahan dari 

material yang tidak berikatan menjadi lebih mudah. Kemampuan untuk 

mencuci material nonspesifik yang tidak berikatan membuat pemeriksaan 

ELISA menjadi alat pemeriksaan yang akurat  untuk mengukur analit spesifik 

(Booster, 2020). 

 

Prosedur umum dari pemeriksaan ELISA dimulai dengan tahap pelapisan, di 

mana lapisan pertama berisikan dengan antigen atau antibodi target yang 

diabsorbsi ke dalam plat polystyrene 96 sumuran. Tahap ini kemudian 

dilanjutkan dengan tahap blocking di mana semua tempat yang permukaan 

yang tidak berikatan akan terlapisi oleh blocking agent. Tahap selanjutnya 

adalah melakukan beberapa kali pencucican. Plat kemudian akan diinkubasi 

dengan antibodi yang terkonjugasi dengan enzim. Tahap ini kemudian 

dilanjutkan dengan beberapa kali proses pencucian untuk menghilangkan 

antibodi yang tidak berikatan. Substrat kemudian akan ditambahkan untuk 

memproduksi suatu sinyal kalorimetrik. Tahap akhir adalah pembacaan dari 

mikroplat. Assay ini menggunakan proses seprasi melalui ikatan dengan 

mikroplat, beberapa kali pencucian akan dilakukan pengulangan pada masing-

masing tahap ELISA untuk menghilangkan material yang tidak berikatan 

(Booster, 2020).  

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

BAB III 

METODE 

 

1.1.Desain Penelitian 

Penelitian ini menggunakan metode Posttest-only Randomized Control Group 

Sebanyak 30 ekor tikus putih jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) yang memenuhi 

kriteria inklusi diikutsertakan dalam penelitian ini. Setelah menjalani masa 

aklimatisasi, seluruh hewan coba dibagi secara acak (simple randomization) ke dalam 

lima kelompok, masing-masing terdiri atas enam ekor tikus. Kelompok kontrol normal 

(K1) hanya diberikan pakan standar tanpa induksi diabetes. Kelompok kontrol negatif 

(K2), kontrol positif (K3), dan dua kelompok perlakuan (P1 dan P2) diinduksi dengan 

Alloxan dosis 150 mg/kgBB untuk menimbulkan kondisi diabetes melitus. Setelah 

kondisi diabetes terkonfirmasi, kelompok K3 diberikan terapi pembanding berupa 

sildenafil 1 mg/kgBB atau kombinasi asam askorbat 1 mg/kgBB dan zinc 0,6 

mg/kgBB, sedangkan kelompok P1 dan P2 masing-masing diberikan ekstrak etanol 

buah lada hitam (Black Pepper) dengan dosis 122,5 mg/kgBB dan 245 mg/kgBB. 

Seluruh kelompok tetap memperoleh pakan standar selama masa penelitian. 

 

1.2.Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biokimia dan Biologi molekuler Fakultas 

Kedokteran Universitas Lampung dan INALAB DNA Lampung sejak bulan Juli 

hingga Oktober 2024.  

 

1.3.Alat dan Bahan Penelitian 

1.3.1. Alat Penelitian  

Alat-alat yang digunakan yaitu cctv, monitor, neraca elektronik, kandang tikus 

sebanyak 4 kandang, timbangan, tempat makan dan minum tikus, sonde 
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lambung, toples plastik dengan tutup, mikroskop, kalkulator, pipet tetes, object 

glass, cover glass, kaca arloji, cawan petri, spuit oral  1 cc, kapas, seperangkat 

alat bedah (dissecting set), improved naubauer, handscoen dan masker.  

 

 

1.3.2. Bahan Penelitian 

Penelitian ini menggunakan tikus putih jantan Rattus norvegicus galur 

Sprague-Dawley sebagai subjek uji. Bahan percobaan terdiri dari ekstrak lada 

hitam, pelarut etanol, seng, sekam kayu, pakan tikus, dan air minum. Tikus 

tersebut berusia antara 2,5 dan 3 bulan dan memiliki berat sekitar 200 gram. 

Penelitian ini menggunakan sampel sebanyak 30 ekor tikus putih jantan dewasa 

ras Sprague-Dawley yang dipilih secara acak. Selanjutnya tikus dikategorikan 

menjadi empat kelompok dengan metode Federer (Federer, 1963). 

 

(n-1) (t-1)   ≥      15 

(n-1)  (5-1)  ≥      15 

4n-4   ≥      15 

       4n              ≥      19 

        n              ≥        5 

 

Jadi, banyaknya ulangan setiap kelompok percobaan adalah 5 ekor. Namun, 

jumlah ini harus diolah untuk diperhitungkan kembali agar dapat 

mengantisipasi drop out atau hilangnya unit eksperimen, dengan rumus koreksi 

sampel penelitian sebagai berikut:   

𝑁 =
𝑛

1 − 𝐹
 

Keterangan :  

N = besar sampel koreksi.  

n = besar sampel awal.  

f = perkiraan proporsi drop out sebesar 10%. 

t = besar kelompok. 

𝑁 =
5

1 − 10%
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𝑁 =
5

1 − 0,1
 

𝑁 =
5

0,9
 

𝑁 = 6 

N = 6 (Pembulatan ke atas) 

 

Jadi, jumlah sampel yang diperlukan untuk setiap kelompok adalah 6 ekor dan 

jumlah kelompok yang digunakan sebanyak 6 kelompok sehingga pada 

penelitian ini menggunakan 30 ekor tikus dari populasi yang ada dengan 5 ekor 

tikus sebagai cadangan. Kelompok perlakuan dijabarkan sebagai berikut: 

 

1. Kelompok 1 

K1 adalah kelompok tikus normal yang diberikan pakan standar (kontrol 

normal). 

2. Kelompok 2  

K2 adalah kelompok tikus diabetes, diinduksi Alloxan 150 mg/kgBB (i.p) 

dan diberikan pakan standar (kontrol negatif). 

3. Kelompok 3 

K3A adalah kelompok tikus diabetes yang diinduksi Alloxan 150 

mg/kgBB (i.p) dan diberikan sildenafil  1 mg/kgBB (p.o) (kontrol positif). 

K3B adalah kelompok tikus diabetes yang diinduksi Alloxan dan diberikan 

vitamin C 1 mg/kgBB + Zinc 0,6 mg/kgBB (p.o) (kontrol positif). 

4. Kelompok 4  

P1 adalah kelompok tikus diabetes yang diberikan ekstrak lada hitam 122,5 

mg/kgBB (p.o), dan diinduksi Alloxan 150 mg/kgBB (i.p) (kelompok 

perlakuan 1). 

5. Kelompok 5 

P2 adalah kelompok tikus diabetes yang diberikan ekstrak lada hitam 245 

mg/kgBB (p.o), dan diinduksi Alloxan 150 mg/kgBB (i.p)  (kelompok 

perlakuan 2). 
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1.4.Prosedur Penelitian 

Pada awal penelitian ini, dimulai dengan mengajukan proposal ethical clearance ke 

Fakultas Kedokteraan Universitas Lampung untuk mendapatkan izin etik penelitian 

dalam penggunaan hewan coba 30 ekor tikus putih (Rattus norvegicus) galur 

Sparague dawley. 

 

1.4.1. Pengadaan Hewan Uji 

Hewan uji berupa tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley 

berjumlah 30 ekor. Tikus ini didapat dari Animal Vet di Bogor yang 

bekerjasama dengan Institut Pertanian Bogor (IPB) University. 

 

1.4.2. Pemeliharaan Hewan Uji 

Penelitian ini menggunakan tikus putih strain Sprague-Dawley (Rattus 

norvegicus) sebagai subjek uji. Tikus akan menjalani fase aklimatisasi selama 

satu minggu di kandang pemeliharaan Inalab DNA untuk membakukan kondisi 

hidup dan pola makannya sebelum mendapat terapi. Tikus ditempatkan di 

kandang pemeliharaan yang berbentuk wadah dengan penutup kawat yang 

dilapisi sekam kayu keras berukuran ketebalan 0,5-1 cm. Sekam tersebut 

diganti setiap tiga hari sekali untuk menjaga kebersihan dan menghindari 

infeksi mikroorganisme yang berpotensi membahayakan kelangsungan hidup 

hewan uji. enam ekor tikus ditempatkan bersama dalam satu kandang. Kandang 

diposisikan pada suhu kamar dan memanfaatkan sinar matahari yang tersebar, 

dengan tetap menjaga tingkat kelembapan yang terkendali di habitatnya. 

Menawarkan makanan dan minuman tanpa batas. Makanan hewan pengerat 

tersebut dibagikan dalam bentuk pelet yang dipadatkan. Dispenser air hewan 

pengerat ditempatkan pada kawat yang terletak di atas baskom atau wadah. 

Makanan dan minuman yang berlimpah disediakan dalam wadah yang berbeda 

dan diisi ulang setiap hari untuk menjaga kesejahteraan tikus, mencegah 

penyakit atau kematian (Mutiarahmi et al., 2021) 
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1.4.3. Pengamatan dan Terminasi Hewan Uji 

Masing-masing tikus putih pada tiap kelompok dicampur dengan tikus betina. 

Pada saat terjadi perkawinan dan telah terjadi ereksi, dalam waktu cepat 

dilakukan terminasi tikus dengan menghancurkan otak tikus. Terminasi harus 

dilakukan secepat-cepatnya supaya kadar NOS mRNA pada korpus 

cavernosum masih tinggi. Setelah tikus mati, dilakukan pembedahan dan 

pemotongan organ penis tikus untuk penilaian ekspresi enzim eNOS, dan 

pengambilan organ testis untuk mengukur kadar hormon testosteron 

intratesticular (Cunha et al., 2019). 

 

1.4.4. Pembuatan Ekstrak Lada Hitam 

Proses ekstraksi bubuk lada hitam (Piper nigrum L.) menjadi ekstrak etanol 

diawali dengan pengeringan buah lada hitam yang didapatkan dari Desa Ngarip 

Kecamatan Ulu Belu, Tanggamus, Lampung, Indonesia. Bubuk kemudian 

digiling hingga menjadi bubuk halus dan diayak untuk memperoleh ukuran 

partikel yang seragam dengan berat 100 gram. Bubuk tersebut dimasukkan ke 

dalam wadah tertutup untuk dilakukan proses maserasi dengan menambahkan 

pelarut etanol sebanyak 300 ml lalu direndam selama 3–5 hari pada suhu ruang 

sambil sesekali diaduk agar senyawa aktif dapat larut secara optimal. Setelah 

proses perendaman selesai, campuran disaring untuk memisahkan filtrat dari 

ampas, dan filtrat yang diperoleh kemudian diuapkan menggunakan rotary 

evaporator atau water bath pada suhu sekitar 40–50°C hingga pelarut etanol 

menguap dan diperoleh ekstrak sebesar 10 gram (Sutyarso et al., 2016). 

 

Penentuan dosis untuk setiap perlakuan didasarkan pada penelitian 

sebelumnya. Penelitian tersebut menggunakan dosis pemberian sebesar 

122,5mg/KgBB dan 245mg/KgBB selama 8 hari (Ayu et al., 2024). Penentuan 

dosis untuk perlakuan ditetapkan atas rata-rata berat hewan uji yaitu sekitar 200 

gram. Sehingga didapatkan dosis yang dibutuhkan pada kelompok perlakuan 

satu dan kelompok perlakuan dua (P1 dan P2) adalah 122,5 mg/KgBB x 0,2 Kg 
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(berat tikus) = 24,5 mg dibulatkan menjadi  25 mg,  dan 245 mg/KgBB x 0,2 

Kg (berat tikus) = 49mg (Ayu et al., 2024).  

 

1.4.5. Profiling Senyawa Aktif Ekstrak Lada Hitam dengan LC-MS 

Profiling dengan LC-MS dilakukan mengikuti prosedur (Liang et al., 2021), 

sebagai berikut :  

 

Analisis LC-MS dilakukan dengan menggunakan massa Thermo LTQ XL 

spektrometer dengan sistem UHPLC Dionex™ UltiMate™ 3000 yang terdiri 

dari Dionex™ UltiMate™ LPG-3400SD Standard Quaternary Pump, 

Dionex™ UltiMate™ Standard Well Plate Autosampler, dan Dionex 3000 

kolom (Thermo Scientific, San Jose, CA, AS). Pemisahan dilakukan pada 

kolom C18 fase terbalik (ZORBAX Eclipse XDB, 250 × 3,0 mm id, 5 µm) 

dengan UltraLine UHPLC In-Line Filter (RESTEK, Bellefonte, PA, USA) 

dalam oven kolom pada suhu 25 ℃. Fase gerak terdiri dari kombinasi A (0,5% 

asam format dalam air, v/v) dan B (asetonitril). Gradien biner menggunakan 

program dengan laju aliran 0,5 mL/menit sebagai berikut: 31% B, tahan selama 

3 menit, tingkatkan dari 31 menjadi 55% B pada 30 menit, dari 55 menjadi 90% 

B pada 40 menit, tahan hingga 50 menit. Spektrometer massa dioperasikan 

secara positif mode ionisasi. Kondisinya ditetapkan sebagai berikut: gas 

selubung pada 35 (unit arbitrari), gas tambahan dan penyapu pada 15 (unit 

arbitrari), semprotan tegangan pada 3,5 kV, suhu kapiler pada 500 ◦C, kapiler 

tegangan pada 10 V, dan lensa tabung pada 55 V. Untuk percobaan pemindaian 

penuh, rentang massa adalah dari m/z 50 hingga 1000. Untuk pemindaian yang 

bergantung pada data percobaan, ion paling kuat dipilih untuk menawarkan 

produk MS2 mereka ion dengan energi tumbukan normalisasi sebesar 35%. 

 

1.4.6. Induksi Alloxan 

Induksi Alloxan dilakukan pada semua kelompok tikus kecuali kelompok 

normal. Kadar glukosa darah diukur sebelum induksi dilakukan menjadi 

baseline kadar glukosa darah normal (hari ke-0). Alloxan dilarutkan terlebih 

dahulu dalam larutan NaCl fisiologis secepatnya sebelum diinduksikan. 
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Induksi Alloxan dilakukan secara intraperitoneal dengan dosis 150 mg/Kg bb 

dalam 1 mL (Sheriff et al., 2019). Kadar glukosa darah diukur kembali setelah 

72 jam (hari ke-3) untuk penetapan kondisi hiperglikemia. Pemberian pakan 

dan minum secara ad libitum tetap dilakukan selama induksi (Hasim et al., 

2020). 

 

 

1.4.7. Tingkat ekspresi eNOS mRNA di Corpus cavernosum   

Analisis tingkat ekspresi endothelial NOS (eNOS) mRNA dari Corpus 

cavernosum dilakukan pada tikus (Rattus norvegicus) yang sudah dilakukan 

terminasi. 

 

1.4.7.1.Ekstraksi RNA total 

Ekspresi gen berhubungan erat dengan RNA, dimana ekspresi gen 

diregulasi oleh RNA (Statello et al., 2021). Oleh karena itu, ekstraksi 

RNA total merupakan tahap yang krusial pada proses analisis tingkat 

ekspresi gen karena akan menentukan keberhasilan tahap tahap 

berikutnya. Ketepatan dalam proses ekstraksi akan memengaruhi hasil 

dan konsentrasi RNA yang dihasilkan, serta mencegah terjadinya 

degradasi RNA (Gandhi, O’Brien and Yadav, 2020). 

 

Peningkatan keberhasilan ekstraksi RNA diawali dengan persiapan dan 

pengambilan sampel dengan tepat. Ekstraksi RNA total dilakukan 

dengan mengikuti protokol kit ekstraksi RNA RNEasy Mini Kit 

(Qiagen, Hilden, Jerman). Sampel diambil dari bagian Corpus 

cavernosum tikus (Rattus norvegicus) sebanyak ± 30 mg dengan cepat 

tepat saat tikus berada pada kondisi ereksi, dimana artinya eNOS sedang 

aktif. Pengambilan sampel saat gen tidak aktif akan mengurangi akurasi 

hasil, karena gen yang tidak aktif tidak dapat mengirimkan sinyal 

apapun kepada mRNA. Corpus cavernosum yang sudah berhasil 

diambil kemudian ditempatkan di mortar steril untuk dihaluskan secara 

mekanik bersama dengan nitrogen cair. Nitrogen cair dapat membantu 
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proses ekstraksi RNA (Cunha et al., 2019) dengan membekukan sampel 

dengan cepat (Tian et al., 2020), sehingga memudahkan penghalusan 

sampel (Du et al., 2022). dan di sisi lain mengurangi resiko kerusakan 

RNA (Li et al., 2019). 

 

Tahap selanjutnya setelah sampel halus yaitu sebagai berikut : 

1. Sampel dipindahkan ke mikrotube steril 2ml (RNase-free). Buffer 

RLT Plus ditambahkan sebanyak 600µl dan dihomogenisasi dengan 

melewatkan pada jarum 20-gauge yang sesuai dengan RNase-free 

syringe. Buffer RLT mengandung guanidium thiocyanate yang 

berfungsi memecah ikatan hidrogen pada sampel (Zepeda and 

Verdonk, 2022).  

2. Lisat disentrifugasi selama 3 menit dengan kecepatan 10.000 rpm. 

Supernatan yang terbentuk dipindahkan ke gDNA Eliminator spin 

column yang ditempatkan pada 2 ml collection tube dengan cara 

inversi menggunakan mikropipet. Kemudian disentrifugasi kembali 

selama 30 detik pada 10.000 rpm, dapat diulangi sampai tidak ada 

cairan yang tersisa pada flow-through. Column dilepaskan, dan flow-

through disimpan. 

3. Etanol 70% untuk mempresipitasi sebanyak 350 atau 600 µl 

ditambahkan ke flow-through, dihomogenisasi dengan cara inversi 

menggunakan mikropipet 

4. Sampel dipindahkan ke RNeasy spin column yang ditempatkan pada 

2 ml collection tube sebanyak 700µl, lid ditutup perlahan, dan 

sentrifugasi selama 15 detik pada 10.000 rpm. Apabila sampel 

>700µl, sentrifugasi diulang pada column yang sama. Flow-through 

dilepaskan, sedangkan collection tube dipakai kembali. 

5. Buffer RW1 ditambahkan ke RNeasy spin column sebanyak 700 µl, 

lid ditutup perlahan, dan sentrifugasi selama 15 detik pada 10.000 

rpm untuk mencuci spin column membrane. Buffer RW1 

mengandung guanidium thiocyanate dan ethanol sehingga 

meningkatkan  inaktivasi RNase dan DNase dan tercucinya sisa-sisa 
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garam maupun fenol (Roy et al., 2020). Flow-through dilepaskan, 

sedangkan collection tube dipakai kembali. 

6. Buffer RPE ditambahkan ke RNeasy spin column sebanyak 500 µl, 

lid ditutup perlahan, dan sentrifugasi selama 15 detik pada 10.000 

rpm untuk mencuci spin column membrane. Flow-through 

dilepaskan, sedangkan collection tube dipakai kembali.  

7. Buffer RPE ditambahkan ke RNeasy spin column sebanyak 500 µl, 

lid ditutup perlahan, dan sentrifugasi selama 2 menit pada 10.000 

rpm untuk mencuci spin column membrane. Sentrifugasi yang 

panjang dapat mengeringkan spin column membrane, etanol tidak 

diperkenankan terbawa selama elusi RNA, karena dapat 

mengganggu tahapan-tahapan berikutnya. RNeasy spin column 

dilepaskan dari collection tube dengan hati-hati agar tidak 

bersentuhan dengan flow-through. 

8. Opsional : RNeasy spin column ditempatkan pada 2 ml collection 

tube baru, sentrifugasi pada 10.000 rpm selama 1 menit. Tahap ini 

dilakukan apabila terdapat kemungkinan buffer RPE yang tertinggal 

9. RNeasy spin column ditempatkan pada 2 ml collection tube, RNase-

free water ditambahkan sebanyak 30-50µl secara langsung ke dalam 

spin column membrane. Lid ditutup perlahan, kemudian 

disentrifugasi selama 1 menit pada 10.000 rpm untuk mengelusi 

RNA. 

10. Apabila hasil RNA yang diharapkan >30µg, tahap 9 diulangi 

kembali menggunakan 30-50 µl RNase-free water, atau 

menggunakan hasil elusi dari tahap 9. Collection tube sebelumnya 

dipakai kembali. Hasil elusi dari tahap 9 akan menghasilkan RNA 

15-30% lebih sedikit dari menggunakan volume kedua RNase-free 

water, namun konsentrasi RNA akan lebih tinggi (Zepeda and 

Verdonk, 2022). 
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1.4.7.2.Analisis Konsentrasi, Kemurnian, dan Integritas RNA Hasil 

Ekstraksi 

Konsentrasi dan kemurnian RNA total dianalisis dengan menggunakan 

submikroliter spektrofotometer UV-Vis yaitu nanophotometer dari 

Implen Schatzbogen, Munchen, Jerman. Konsentrasi dihitung dengan 

satuan ng/µl, sedangkan kemurnian dihitung dari rasio A260/A280 dan 

A260/A230. RNA terhitung murni dan bukan merupakan DNA ataupun 

terkontaminasi sisa-sisa proses ekstraksi termasuk buffer dan reagen 

apabila A260/A280  dan A260/A230. menunjukkan nilai rasio > 2 (Escobar 

and Hunt, 2017). Rasio A260/A230 dengan nilai < 2 salah satunya 

mengindikasikan adanya guanidinium thiocyanate yang terbawa, 

dimana berbagai buffer terabsorbansi pada kisaran 230 nm (Implen, 

2015). 

 

Integritas RNA total dianalisis dengan elektroforesis gel Mupid-

exu(Mupid, Tokyo, Jepang)  menggunakan gel agarosa 1% dalam 

larutan MOPS 1x. RNA total divisualisasi menggunakan gel agarosa 

1% dengan cara sebanyak 0,48 g gel agarosa dilarutkan dalam 40 mL 

buffer TAE 1x lalu dimasak hingga mendidih dan homogen yang 

ditandai dengan larutan menjadi bening. Setelah ± 30- 40 menit, 

ditambah 2 µL larutan RedSafe™ ((iNtRON, Seongnam-si, Korea 

Selatan) dalam keadaan tanpa cahaya dan dihomogenkan lalu larutan 

tersebut dituang ke dalam tray elektroforesis dan dipasangkan sisir. 

Setelah gel memadat, dimasukan DNA marker sebanyak 7 µL ke dalam 

sumuran paling ujung dari gel agarosa kemudian RNA total yang sudah 

.ditambahkan larutan premix dan diinkubasi pada 65ºC selama 10 

menit dan 5 menit di es dimasukkan ke dalam sumuran gel agarosa 

lainya. Proses elektroforesis dijalankan selama 25 menit dengan arus 

listrik 100 volt. Setelah migrasi selesai, pita-pita yang terbentuk pada 

gel diamati menggunakan sinar UV pada gel doc (Escobar and Hunt, 

2017; Implen, 2015). 
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1.4.7.3. Sintesis DNA komplementari (cDNA) 

RNA hasil ekstraksi sebelumnya kemudian diubah menjadi DNA 

komplementari (cDNA). RNA yang diubah ini harus terbebas dari 

DNA, oleh karena itu sebelum dilakukan sintesis cDNA dilakukan 

penambahan DNase , terlebih dahulu pada RNA total (Aguila et al., 

2005). DNase ditambahkan pada masing-masing RNA total dengan 

tahapan berikut : dH2O.DEPC 0.1 % sebanyak 2,5 µl ditambahkan 

dengan 10µl RNA total. Kemudian ditambahkan 1 µl buffer DNase dan 

0,2 µl DNase, dan diinkubasi pada suhu 25ºC selama 5 menit. 

Selanjutnya, ditambahkan EDTA sebanyak 1µl, diinkubasi pada suhu 

65ºC selama 10 menit, dan dipindahkan ke es selama 5 menit. 

Setelah tahap penambahan DNase selesai, kemudian dilanjutkan 

dengan sintesis cDNA. Hasil sintesis cDNA akan digunakan sebagai 

utas cetakan bagi reaksi PCR maupun quantitative-PCR (Kuang et al., 

2018). Sintesis cDNA dilakukan melalui proses transkripsi terbalik 

(reverse transcription), yakni mengonversi RNA menjadi DNA 

komplementari (cDNA) menggunakan enzim reverse transcriptase 

dengan bantuan primer dan dNTP sebagai bahan penyusun (Bong et al, 

2024; Bustin et al., 2025). Tahapan sintesis cDNA ini mengikuti 

protokol dari iScript™ cDNA Synthesis kit (Bio-Rad, California, AS). 

Masing-masing reaksi menggunakan 4 µl 5x iScript Reaction Mix, 1µl 

I Script Reverse Transcriptase, 13 µl Nuclease-free water, dan 2 µl 

RNA total sebagai template. Oligo (dT) dan primer hexamer acak yang 

diperlukan pada sintesis sudah tersedia di dalam Reaction Mix. 

Selanjutnya, proses sintesis berjalan di alat PCR Line Gene Mini S 

(Bioer, Hangzhou, Tiongkok) dengan siklus termal berikut : suhu 25ºC 

selama 5 menit, suhu 42ºC selama 30 menit, suhu 85ºC selama 5 menit, 

dan suhu 15ºC selama 15 menit (Kuang et al., 2018). 

 

3.4.7.4. Analisis Ekspresi Gen dengan Quantitative PCR (qPCR) 

Tingkat ekspresi eNOS dianalisis dengan menggunakan quantitative 

PCR (qPCR). Quantitative PCR (qPCR) dijalankan dengan alat PCR 
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Line Gene Mini S (Bioer, Hangzhou, Tiongkok), menggunakan primer 

spesifik berikut :  

1. eNOS: 5'-CTGCTGCCCCAGATATCTTC-3' (forward) dan  

     5'-CAGGTACTGCAGTCCCTCCT-3' (reverse) (Arfian et al., 

2019) 

Sebagai internal kontrol, digunakan gen Beta Actin dengan urutan 

primer sebagai berikut:  

forward : 5'-CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3'; 

reverse 5-'GGCATGGACTGTGGTCATGA-3' (Awad et al., 2021). 

Pereaksi PCR terdiri dari : 2 µl cDNA, 10µl RealMOD™ Green W2 2x 

qPCR mix (iNtRON, Seongnam-si, Korea Selatan), 0,5 µl primer 

forward, dan 0,5 µl primer reverse. Siklus termal untuk menjalankan 

qPCR ini yaitu 35 siklus dengan tahap denaturasi (94ºC selama 30 

detik), pelekatan primer dan template atau annealing (eNOS: 54ºC: 

Beta actin 55ºC selama 1 menit) dan ekstensi (72ºC, 5 menit).  

 

3.4.7.5. Analisis Perbandingan Konsentrasi Gen Target dengan Gen 

Internal   Kontrol  

Perbandingan konsentrasi gen target dengan gen internal kontrol 

dianalisis berbasis metode Livak. Metode ini mempertimbangkan 

kemungkinan bahwa gen target dan internal kontrol diamplifikasi 

dengan efisiensi serupa mendekati 100%. Sebelum menggunakan 

metode Livak, hipotesis ini harus divalidasi terlebih dahulu dengan 

menghitung efisiensi amplifikasi gen target dan gen internal kontrol.  

Rumus perhitungannya sebagai berikut: 

(1)ΔCt1 = Ct (Target dengan perlakuan) – Ct (Internal kontrol dengan 

perlakuan) 

(2)ΔCt2 = Ct (Target pada tanpa perlakuan) – Ct (Internal kontrol pada 

tanpa perlakuan) 

(3) ΔΔCt = ΔCt1-ΔCt2 

 

Perbandingan level ekspresi : 2-ΔΔCt 
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Nilai Ct (cycle threshold) merupakan jumlah siklus saat sinyal 

fluoresensi melewati ambang deteksi dan bersifat berbanding terbalik 

dengan jumlah target awal; semakin rendah Ct menunjukkan ekspresi 

relatif yang lebih tinggi. Untuk keperluan deskriptif, nilai Ct kemudian 

dikategorikan menjadi skor 1–5 sebagai berikut: skor 5 (15–20) 

terekspresi sangat tinggi; skor 4 (21–25) terekspresi tinggi; skor 3 (26–

30) terekspresi sedang; skor 2 (31–35) terekspresi rendah; dan skor 1 

(36–40) terekspresi sangat rendah (Bong et al, 2024; Bustin et al., 

2025). 

 

3.4.7.6. Analisis Tingkat Ekspresi Gen dengan PCR Konvensional 

Tingkat ekspresi eNOS mRNA juga dianalisis dengan menggunakan 

PCR Kualitatif. PCR Kualitatif dijalankan menggunakan alat PCR Line 

Gene Mini S (Bioer, Hangzhou, Tiongkok) dengan primer spesifik dan 

internal control yang sama pada qPCR. 

 

Pereaksi PCR disiapkan dalam volume total 20 µL yang terdiri atas 2 

µL cDNA, 10 µL MyTaq™ HS Red Mix (2x), 0,5 µL primer forward, 

dan 0,5 µL primer reverse, kemudian ditambahkan air bebas nuklease 

hingga volume akhir. MyTaq™ HS Red Mix merupakan campuran siap 

pakai yang telah mengandung DNA polimerase hot-start, buffer, 

MgCl2, dNTP, serta pewarna untuk pemuatan gel sehingga produk PCR 

dapat langsung dianalisis menggunakan elektroforesis agarosa. 

Program siklus termal dilakukan dengan aktivasi/denaturasi awal pada 

95°C selama 1–3 menit, diikuti 35 siklus denaturasi 95°C selama 15–

30 detik, annealing pada suhu spesifik primer (eNOS: 54°C; nNOS: 

52°C; GAPDH: 55°C) selama 30–60 detik, dan ekstensi 72°C selama 

30–60 detik (disesuaikan dengan panjang amplicon), kemudian ekstensi 

akhir pada 72°C selama 5 menit (Khehra et al, 2025; Asif et al., 2021). 
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3.4.7.7. Verifikasi Hasil Amplifikasi PCR Konvensional 

Hasil amplifikasi diverifikasi melalui visualisasi oleh elektroforesis gel 

Mupid-exu(Mupid, Tokyo, Jepang) menggunakan gel agarosa 1,2% 

dengan cara sebanyak 0,48 g gel agarosa dilarutkan dalam 40 mL buffer 

TAE 1x lalu dimasak hingga mendidih dan homogen yang ditandai 

dengan larutan menjadi bening. Setelah ± 30- 40 menit, ditambah 2 µL 

larutan RedSafe™ ((iNtRON, Seongnam-si, Korea Selatan) dalam 

keadaan tanpa cahaya dan dihomogenkan lalu larutan tersebut dituang 

ke dalam tray elektroforesis dan dipasangkan sisir. Setelah gel 

memadat, dimasukan DNA marker sebanyak 7 µL ke dalam sumuran 

paling ujung dari gel agarosa kemudian 5 µL DNA hasil PCR 

dimasukan ke dalam sumuran gel agarosa lainnya. Proses elektroforesis 

dijalankan selama 25 menit dengan arus listrik 100 volt. Setelah 

migrasi selesai, pita-pita yang terbentuk pada gel diamati menggunakan 

sinar UV di gel doc (Setiawan et al., 2022). 

 

3.4.7.8. Verifikasi gen eNOS melalui Sekuensing 

Amplikon gen eNOS yang terkonfirmasi melalui PCR kenvensional 

dan elektroforesis kemudian dilakukan sekuensing dengan metode Sa 

nger menggunakan jasa PT. Inti Kemika Sejahtera. Hasil sekuensing 

dianalisis BLAST di website NCBI untuk dikonfirmasi kemiripannya 

dengan sekuen gen eNOS Rattus norvegicus yang telah terdeposit di 

GenBank (Setiawan et al., 2022). 

 

1.4.8. Uji Hormon Testosteron Intratestikular 

Organ testis tikus dihancurkan secara mekanik menggunakan homogenizer 

kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 x g selama 10 menit pada 

suhu 400C dan supernatan diambil dan disimpan dalam lemari es pada suhu 2-

80C sampai saat dilaksanakan pengukuran. Supernatan yang didapat 

merupakan sampel yang akan diukur kadar hormonnya menggunakan metode 

ELISA dengan prosedur sebagai berikut:  

1. Preparasi Sampel 
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Sampel disarankan untuk dilakukan pengenceran 10 X. Pengenceran 10 X 

:  50 μL sampel + 450 μL Calibrator Diluent RD5-48. 

2. Wash Buffer 

Untuk membuat 500 mL Wash Buffer: 20 mL Wash Buffer Concentrate 

ditambah 480 Aquabidest. 

3. Substrate Solution 

Color Reagents A dan B, dicampur bersama dalam volume yang sama 

dalam waktu 15 menit sebelum dipakai. Lindungi dari cahaya. Diperlukan 

200 μL Substrate Solution per well. 

4. Testosteron Standard 

Rekonstitusi standar dengan Aquabidest untuk membuat larutan stok 100 

ng/mL. Campur standar untuk memastikan rekonstitusi lengkap dan 

didiamkan minimal 15 menit. 

 

Gambar 17.  Prosedur uji hormon testosteron intratesticular metode ELISA 

Sumber : Zhao, et al., 2022 

 

Kit Elisa testosteron menggunakan kit R&D systems (nomer katalog KGE010, 

Minneapolis, USA), dengan assay range 0-10 ng/mL, dan sensitivitas 0,041 

ng/mL seperti ditunjukkan pada Gambar 17 (Zhao, et al., 2022). 

 

1.4.9. Pembuatan Preparat Histologi Testis 

Pada hari ke-9 setelah pemeriksaan fungsi ereksi selesai, seluruh tikus 

diterminasi menggunakan metode dislokasi leher kemudian dibedah dan 

diambil salah satu testisnya untuk dibuat preparat mikroanatomi. Setelah tikus 

900 μL 

Pengencer 

Kalibrator 

RD5-48 

400 μL Pengencer Kalibrator RD5-48 



80 
 
 
 
 

 

 

dilakukan terminasi dan dilakukan pembedahan. Berikut Langkah-langkah 

pembuatan perparat histologi testis menurut Dina (2017): 

1. Proses pelapisan dimulai dengan menandai objek kaca yang digunakan 

menggunakan kikir kaca pada tepiannya. Kemudian, objek tersebut 

direndam dalam alkohol 70% selama minimal satu malam, dikeringkan 

dengan tisu, dan direndam dalam larutan gelatin 0,5% selama 30-40 detik 

per slide. Setelah itu, objek kaca dikeringkan dengan posisi miring untuk 

memastikan gelatin merata di permukaan kaca. 

2. Organ testis yang telah disimpan dalam larutan buffered formalin 10% 

dicuci dengan alkohol selama 2 jam, diikuti dengan pencucian bertahap 

menggunakan alkohol dengan konsentrasi 90%, 95%, etanol absolut (3 kali), 

dan xylol (3 kali), masing-masing selama 20 menit. 

3. Infiltrasi dilakukan dengan menambahkan parafin sebanyak 3 kali selama 

30 menit setiap kali. 

4. Untuk embedding, bahan dan parafin dituangkan ke dalam kotak karton atau 

wadah yang telah disiapkan dan diatur untuk menghindari adanya udara 

yang terperangkap. Blok parafin disimpan semalaman pada suhu ruang, 

kemudian diinkubasi dalam freezer hingga benar-benar mengeras. 

5. Pemotongan dilakukan dengan mikrotom, di mana cutter dipanaskan dan 

ditempelkan pada dasar blok parafin sehingga parafin sedikit meleleh. 

Holder dijepit pada mikrotom putar dan diselaraskan dengan pisau 

mikrotom. Pemotongan dimulai dengan mengatur ketebalan, untuk testis, 

potongan dibuat dengan ketebalan 5 μm. Kemudian, pita hasil potongan 

diambil menggunakan kuas, direndam dalam air dingin untuk membuka 

lipatan, lalu dipindahkan ke air hangat untuk memilih potongan terbaik. 

Potongan yang terpilih diambil dengan objek kaca yang telah dilapisi, 

kemudian dikeringkan di atas plat panas. 

6. Deparafinisasi dilakukan dengan merendam preparat dalam xylol sebanyak 

2 kali selama 5 menit masing-masing. 

7. Rehidrasi dilakukan dengan merendam preparat dalam larutan etanol 

bertahap: etanol absolut (2 kali), etanol 95%, 90%, 80%, dan 70%, masing-
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masing selama 5 menit. Setelah itu, preparat direndam dalam aquades 

selama 10 menit. 

8. Pewarnaan dilakukan dengan meneteskan hematoxylin pada preparat 

selama 3 menit atau hingga warna yang diinginkan tercapai. Setelah itu, 

preparat dicuci dengan air mengalir selama 30 menit dan dibilas dengan 

aquades selama 5 menit. Selanjutnya, preparat direndam dalam pewarna 

eosin alkohol selama 30 menit dan dibilas kembali dengan aquades selama 

5 menit. 

9. Dehidrasi dilakukan dengan merendam preparat dalam etanol 80%, 90%, 

95%, dan etanol absolut (2 kali), masing-masing selama 5 menit. 

10. Clearing dilakukan dengan merendam preparat dalam larutan xylol 

sebanyak 2 kali selama 5 menit, kemudian dibiarkan mengering. 

11. Mounting dilakukan dengan etilen, dan hasil akhirnya diamati 

menggunakan mikroskop, dipotret, dan datanya dicatat. 

 

3.4.9.1 Perhitungan Sel Leydig 

Perhitungan sel Leydig dilakukan pada pembesaran 400x dengan 

menghitung jumlah sel Leydig pada 5 lapang pandang menggunakan 

National Institute of Health ImageJ Software version 1.8.0. 

 

Sel Leydig normal berada di sekitar tubulus seminiferus, berbentuk 

poligonal besar dengan sitoplasma eosinofilik, non-granular, dan inti bulat 

besar dengan nukleolus yang menonjol. Lokasi inti sebagian besar berada 

di bagian tengah sitoplasma. Sitoplasma diisi dengan tetesan lipid yang 

melimpah yang memiliki refraksi kuat di bawah mikroskop cahaya. Sel ini 

memiliki ciri-ciri sel yang mensekresi steroid, termasuk retikulum 

endoplasma yang berkembang dengan baik, banyak tetesan lipid, dan 

mitokondria dengan krista tubulovesikular. Sel ini juga mengandung 

lipofuscin, yang menunjukkan tetesan lipid yang terakumulasi dalam 

lisosom (Aladamat et al, 2022). 
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Gambar 18. Sel Leydig Tikus Putih (Rattus norvegicus) Perbesaran 100x 

dengan pewarnaan Haematoxylin & Eosin  

Sumber: Aladamat et al., 2022 

 

Sediaan testis tikus diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 400 

kali (40 X 10) seperti pada Gambar 18. Jumlah sel Leydig dihitung pada 5 

lapang pandang (Harahap, 2023). 

 

 

3.4.9.2 Perhitungan Sel Spermatosit 

Perhitungan sel spermatosit dilakukan pada pembesaran 400x dengan 

menghitung jumlah spermatosit pada 3 lapang pandang menggunakan 

National Institute of Health ImageJ Software version 1.8.0. Menurut 

Mescher (2021), Sel spermatosit terletak di tubulus seminiferus dengan ciri 

ciri spermatosit lebih besar dibandingkan spermatogonia terutama pada 

tahap spermatosit primer, inti sel berbentuk bulat dengan kromatin yang 

tampak kasar atau bergranula karena sedang mengalami proses meiosis, 

posisi spermatosit berada di antara spermatogonia (dekat membran 

Sel Leydig 

(Intertisial) 

 

Tubulus 

Seminiferus 

 

Spermatosit 

 

Spermatid 

Spermatozoa 
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basal) dan spermatid (lebih dekat lumen), sitoplasma tampak lebih luas 

tetapi tidak terlalu menonjol, dalam preparat histologi testis 

tikus, spermatosit primer paling banyak terlihat karena tahap ini 

berlangsung lebih lama dibanding spermatosit sekunder. 

 

1.4.10. Penilaian Fungsi Ereksi 

Fungsi ereksi hewan percobaan dinilai melalui hasil Total Penile Reflex (TPR) 

yang mencakup jumlah frekuensi dari keadaan penis saat ereksi (E), Long flips 

(LF) (Dorsofleksi badan penis 90o),  dan Quick flips (QF) (Dorsofleksi badan 

penis <90o) seperti tertera pada Gambar 19. Sebelum terminasi pada hari ke-9, 

Setiap tikus jantan ditahan dalam posisi supinasi, kemudian preputium ditarik 

ke belakang glans penis dengan jari telunjuk dan ibu jari kemudian 

dipertahankan dalam posisi ini selama sekitar 15 menit untuk menimbulkan 

reflek genital kemudian frekuensi ketiga komponen (E, LF, dan QF) diamati 

dan dihitung. Rumus untuk menghitung TPR adalah: 

TPR = E + LF + QF 

Indeks ini memberikan ukuran keseluruhan ereksi dan refleks penis (Besong et 

al., 2023). 

 

(a)      (b)   (c) 

(a) Ereksi: Glans penis kemerahan dan membesar dibagian pangkal; (b) Long 

Flip: Dorsofleksi penis dengan sudut 900 dari tubuh; (c) Quick Flip: 

Dorsofleksi penis dengan sudut <900 dari tubuh 

 

Gambar 19. Refleks genital tikus Rattus norvegicus. 

Sumber : Dokumentasi pribadi 
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1.4.11. Pengamatan Perilaku Seksual (Libido) 

Tikus yang telah diberikan perlakuan selama 8 hari selanjutnya dilakukan uji 

kawin pada hari ke 9. Pada saat tikus melakukan aktivitas percumbuan diamati 

dalam batasan perilaku tikus jantan melakukan penciuman pada bagian luar 

alat kelamin tikus betina serta tikus jantan mencium bagian mulut sampai ke 

leher dan aktivitas penunggangan dengan batasan perilaku tikus jantan menaiki 

tikus betina. Parameter libido yang diamati yaitu sebagai berikut: 

a. Latensi percumbuan, yaitu dimulai pada saat tikus jantan dan betina 

disatukan dalam kotak dan di beri sekat tengah, kemudian sekat di buka lalu 

terjadinya percumbuan ditandai dengan penjilatan bagian luar alat kelamin 

betina, sampai penciuman bagian mulut sampai ke leher dalam hitungan 

detik (Brooks et al., 2020). 

b. Latensi penunggangan, yaitu dimulai pada saat tikus jantan dan betina 

disatukan dalam kotak dengan sekat yang sudah dibuka hingga terjadinya 

penunggangan atau tikus jantan menaiki tubuh tikus betina dari arah 

belakang dalam hitungan detik (Brooks et al., 2020). 

c. Frekuensi penunggangan, yaitu diukur dengan melihat banyaknya 

penunggangan yang dilakukan selama pengujian 30 menit ( B r o o k s  e t  

a l . ,  2 0 2 0 )  

Setelah tikus jantan diberi perlakuan, masing-masing tikus jantan dimasukkan 

ke dalam kandang yang berisi tikus betina. Kemudian diamati respon tikus 

jantan yang agresif dan mulai mendekati tikus betina dan diamati perilaku 

percumbuan juga penunggangannya (Noer, Hasan and Fitriani, 2020). 

 

1.4.12. Pengamatan Kualitas Spermatozoa  

Setelah dilakukan proses pembedahan, selanjutnya dilakukan prosedur sebagai 

berikut untuk penilaian analisis spermatozoa tikus (Cunha et al. 2019):  

a. Pengambilan sekresi kauda epididimis dengan cara memotong bagian 

proksimal korpus epididimis dan bagian distal vas deferens. Setelah itu, 

kauda epididimis dimasukkan ke dalam cawan petri yang berisi 1 ml NaCl 
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0,9%, kemudian bagian proksimal kauda dipotong sedikit dengan gunting 

lalu kauda ditekan dengan perlahan hingga cairan sekresi epididimis keluar 

dan tersuspensi dengan NaCl 0,9%. Suspensi spermatozoa dari cauda 

epididimis yang telah diperoleh dapat digunakan untuk pengamatan yang 

meliputi konsentrasi, motilitas dan morfologi spermatozoa. 

b. Perhitungan konsentrasi spermatozoa dilakukan dengan cara mengambil 

spermatozoa pada cauda epidermis. Spermatozoa yang didapat diletakkan 

pada cawan penguap yang berisi cairan NaCl sebanyak 250 µL. 

Spermatozoa dimasukkan ke dalam bilik hitung Neubauer (hemasitometer) 

sampai kamar Neubauer terisi rata kemudian hitung jumlah spermatozoa 

pada salah satu kamar hitung Neubauer dan selanjutnya ditentukan 

pengenceran yang akan dilakukan dalam jumlah kotak yang di hitung. 

Kemudian diamati di bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 40x. 

Hasil perhitungan dimasukkan ke dalam rumus perhitungan konsentrasi 

spermatozoa (spermatozoa/mL) menggunakan Improved Neubauer 

hemocytometer sesuai pedoman WHO Laboratory Manual edisi ke-6. 

Perhitungan dilakukan dengan rumus: Jumlah sperma = 

𝑁

𝑛
 𝑥 

1

20
  𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑝𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟 , dengan N = jumlah sel yang terhitung dan 

n = jumlah kotak/grid yang dihitung (WHO, 2021).  

c. Motilitas spermatozoa dihitung dengan menempelkan kauda yang telah 

disayat pada object glass kemudian diteteskan NaCl sebanyak 1 tetes. 

Campuran spermatozoa dan NaCl tadi diambil satu tetes dan diteteskan pada 

object glass yang lain dan ditutup dengan cover glass. Pengamatan terhadap 

spermatozoa yang bergerak progresif dilakukan secara subjektif pada 

delapan lapang pandang yang berbeda dengan mikroskop cahaya 

pembesaran 400x. Motilitas spermatozoa selanjutnya diamati aktivitas gerak 

spermatozoa dimana spermatozoa motil akan bergerak. Spermatozoa yang 

motil akan bergerak ke depan dan spermatozoa yang bergerak ditempat, 

bergerak melingkar, bergerak mundur dan diam sebagai spermatozoa yang 

tidak motil, penilaian menggunakan skoring 0- 100% dengan skala 5%  

d. Morfologi spermatozoa dianalisis dengan meneteskan suspensi spermatozoa 

pada kaca objek, lalu membuat preparat apus yang dikeringkan di udara. 
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Preparat tersebut kemudian difiksasi menggunakan metanol selama 5 menit, 

diikuti pewarnaan dengan giemsa selama 15 menit. Setelah itu, preparat 

dicuci dengan akuades dan dikeringkan pada suhu ruangan sebelum diamati 

di bawah mikroskop dengan perbesaran 1000 kali untuk mengidentifikasi 

morfologi spermatozoa tikus Rattus norvegicus. Persentase spermatozoa 

dengan morfologi normal dan abnormal dihitung, dengan penilaian 

morfologi abnormal dilakukan pada 200 spermatozoa. 

 

3.5. Definisi Operasional Variabel 

Definisi opersional pada penelitian ini tercantum pada Tabel 2. 

 

Tabel 2. Definisi operasional variabel penelitian 

Variabel Definisi Alat Ukur Cara Ukur Hasil Ukur Skala 

Kandungan 

fitokimia ekstrak 

lada hitam 

Kandungan fitokimia 

meliputi senyawa 

bioaktif seperti 

alkaloid, amida, 

flavonoid, dan asam 

lemak 

LC-MS (Liquid 

Chromatography-

Mass 

Spectrometry) 

Analisis LC-MS dilakukan dengan 

menggunakan massa Thermo LTQ XL 

spektrometer dengan sistem UHPLC 

Dionex™ UltiMate™ 3000. Pemisahan 

dilakukan pada kolom C18 fase terbalik 

(ZORBAX Eclipse XDB, 250 × 3,0 mm 

id, 5 µm) dengan UltraLine UHPLC In-

Line Filter (RESTEK, Bellefonte, PA, 

USA) dalam oven kolom pada suhu 25 

℃. Spektrometer massa dioperasikan 

secara positif mode ionisasi. kapiler 

tegangan pada 10 V, dan lensa tabung 

pada 55 V. Untuk percobaan pemindaian 

penuh, rentang massa adalah dari m/z 50 

hingga 1000.  

Senyawa yang 

terkandung pada 

ekstrak lada hitam 

Numerik 

Ekspresi gen nitrit 

oxide synthase 

(NOS) 

 

Konsentrasi gen NOS 

yang dihitung 

menggunakan real time 

PCR 

Real time PCR Ekstraksi RNA total dilakukan dengan 

mengikuti protokol kit ekstraksi RNA 

RNEasy Mini Kit, Sampel diambil dari 

bagian Corpus cavernosum tikus (Rattus 

norvegicus) sebanyak ± 30 mg. Corpus 

cavernosum yang sudah berhasil diambil 

kemudian ditempatkan di mortar steril.  

Perbandingan 

konsentrasi NOS 

dibandingkan  

dengan kontrol 

internal 

Numerik 

Kadar hormon 

testosteron 

intratesticular 

Kandungan nilai 

hormon testosteron yag 

dihitung menggunakan 

microplate reader 

ELISA 

ELISA Organ testis tikus dihancurkan secara 

mekanik menggunakan homogenizer 

kemudian disentrifugasi dan supernatan 

diambil dan disimpan dalam lemari es 

pada suhu 2-80C sampai saat 

dilaksanakan pengukuran. Supernatan 

yang didapat merupakan sampel yang 

Perbandingan nilai 

hormon testosteron 

dibandingkan 

dengan kontrol 

Numerik 
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Variabel Definisi Alat Ukur Cara Ukur Hasil Ukur Skala 

akan diukur kadar hormonnya 

menggunakan metode ELISA. 

Jumlah sel Leydig Jumlah sel Leydig 

yang dihitung 

menggunakan 

Mikroskop 

Mikroskop Organ testis yang telah disimpan dalam 

larutan buffered formalin 10% dicuci 

dengan alcohol kemudian dilakukan 

proses innfiltrasi dan embedding diatur 

untuk menghindari adanya udara yang 

terperangkap. Pemotongan dilakukan 

dengan mikrotom, Potongan yang 

terpilih diambil dengan objek kaca. 

Deparanisasi dilakukan dengan 

merendam preparat dalam xylol 

dilakukan pewarnaan dengan 

meneteskan hematoxylin dan eosin 

alcohol di lanjutkan dengan Mounting 

menggunakan etilen, dan hasil akhirnya 

diamati menggunakan mikroskop. Sel 

Leydig dihitung pada 10 bidang 

interstisial yang tidak tumpang tindih 

dengan ketebalan 4-5 µm; dalam 5 

lapang pandang. Hitungan dinormalisasi 

berdasarkan area menggunakan 

perangkat lunak National Institute of 

Health ImageJ versi 1.8.0 (New York, 

AS) (dikalibrasi ke µm²) pada 

perbesaran 400x. 

Perbandingan 

jumlah sel Leydig 

dibandingkan 

dengan kontrol 

Numrik 

Fungsi ereksi (Total 

Penile Refleks) 

Indikator fungsi ereksi 

pada hewan uji 

dilakukan melalui 

analisis Total Penile 

Reflex (TPR), yang 

mencakup total jumlah 

frekuensi terjadinya 

quick flips (QF), long 

flips (LF), dan keadaan  

penis saat ereksi (E). 

Lup & Counter Fungsi ereksi hewan percobaan dinilai 

melalui hasil Total Penile Reflex (TPR) 

yang mencakup jumlah frekuensi dari 

keadaan penis saat ereksi/ E, Long flips/ 

LF (Dorsofleksi badan penis 90o),  dan 

Quick flips/ QF (Dorsofleksi badan penis 

<90o). 

Perbandingan fungsi 

ereksi (TPR), (QF), 

(LF), dan (E) 

dibandingkan 

dengan kontrol 

Numerik 

Perilaku Seksual Perilaku seksual 

dilakukan penilaian 

menggunakan 3 faktor 

yaitu, Latensi 

percumbuan (waktu 

untuk tikus melakukan 

percumbuan pertama), 

Latensi penunggangan 

(waktu untuk tikus 

melakukan 

penunggangan 

CCTV, Monitor & 

Video Rekaman 

Pada saat tikus melakukan aktivitas 

percumbuan diamati dalam batasan 

perilaku tikus jantan melakukan 

penciuman pada bagian luar alat 

kelamin tikus betina serta tikus jantan 

mencium bagian mulut sampai ke leher 

dan aktivitas penunggangan dengan 

batasan prilaku tikus jantan menaiki 

tikus betina.  

Perbandingan dari 

latensi percumbuan, 

latensi 

penunggangan, dan 

frekuensi 

penunggangan 

dibandingkan 

dengan kontrol  

Numerik 
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Variabel Definisi Alat Ukur Cara Ukur Hasil Ukur Skala 

pertama), dan 

Frekuensi 

Penunggangan 

(Banyaknya 

penunggangan yang 

dilakukan dalam 30 

menit). 

Jumlah spermatosit  Jumlah spermatosit 

yang dihitung 

menggunakan 

Mikroskop  

Mikroskop Organ testis yang telah disimpan dalam 

larutan buffered formalin 10% dicuci 

dengan alcohol kemudian dilakukan 

proses innfiltrasi dan embedding diatur 

untuk menghindari adanya udara yang 

terperangkap. Pemotongan dilakukan 

dengan mikrotom, Potongan yang 

terpilih diambil dengan objek kaca. 

Deparanisasi dilakukan dengan 

merendam preparat dalam xylol 

dilakukan pewarnaan dengan 

meneteskan hematoxylin dan eosin 

alcohol di lanjutkan dengan Mounting 

menggunakan etilen, dan hasil akhirnya 

diamati menggunakan mikroskop. Sel 

spermatosit dihitung pada tubulus 

seminiferous yang ada pada 3 lapang 

pandang. Hitungan dinormalisasi 

berdasarkan area menggunakan 

perangkat lunak National Institute of 

Health ImageJ versi 1.8.0 (New York, 

AS) (dikalibrasi ke µm²) pada 

perbesaran 400x. 

Perbandingan 

Jumlah spermatosit 

dibandingkan 

dengan kontrol  

Numerik 

Analisis 

Spermatozoa  

Analisis Spermatozoa 

dilakukan dengan cara 

melihat spermatozoa 

dibawah mikroskop 

dan menilai beberapa 

faktor yaitu, Kosentrasi 

spermatozoa (jumlah 

spermatozoa per ml 

cairan spermatozoa), 

Motilitas spermatozoa 

(menilai karakteristik 

gamet jantan yang 

memungkinkan sperma 

secara aktif mencapai 

dan menembus gamet 

betina), dan Morfologi 

spermatozoa (bentuk 

Mikroskop Pengambilan sekresi kauda epididimis 

dengan cara memotong bagian 

proksimal korpus epididimis dan bagian 

distal vas deferens, Perhitungan 

konsentrasi spermatozoa dilakukan 

dengan cara mengambil spermatozoa 

pada cauda epidermis, Hasil 

perhitungan dimasukkan ke dalam 

rumus perhitungan jumlah sperma/ml 

dengan rumus Jumlah sperma = 

𝑁

𝑛
 𝑥 

1

20
  𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑝𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟  

Motilitas spermatozoa dihitung dengan 

spermatozoa yang motil akan bergerak 

ke depan dan spermatozoa yang 

bergerak ditempat, bergerak melingkar, 

bergerak mundur dan diam sebagai 

Perbandingan 

Konsentrasi 

spermatozoa, 

Motilitas 

spermatozoa, dan 

morfologi 

spermatozoa 

dibandingkan 

dengan kontrol 

Numerik 
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Variabel Definisi Alat Ukur Cara Ukur Hasil Ukur Skala 

spermatozoa baik yang 

normal maupun tidak 

normal). 

spermatozoa yang tidak motil, penilaian 

menggunakan skoring 0- 100%.  

Ekstrak lada hitam  Buah lada hitam yang 

dikeringkan, digiling, 

dan dilarutkan dengan 

etanol untuk 

mendapatkan ekstrak 

lalu diberikan via 

sonde lambung 

 

Sonde Lambung Buah lada hitam (Piper nigrum L.) 

diperoleh dari petani lada di Desa Ngarip 

Kecamatan Ulu Belu, Tanggamus, 

Lampung, Indonesia. Buah lada hitam 

mengalami dehidrasi dan dihaluskan 

menjadi bubuk 100 gram. Selanjutnya 

digunakan etanol sebanyak 300 ml untuk 

mengekstrak bubuk lada hitam, 

kemudian dikocok sebanyak tiga kali. 

Setelah itu, hasil yang akan didapatkan 

berupa filtrat dan residu. Hasil filtrat 

diuapkan sehingga menghasilkan 

ekstrak etanol sebesar 10 gram.  

Kelompok 

perlakuan P1, P2, 

diberikan ekstrak 

lada hitam 122,5 

mg/kgBB/hari dan 

245 mg/kgBB/hari  

secara oral dengan 

pelarut etanol 

selama 8 hari 

Numerik  

Induksi Alloxan Induksi Alloxan untuk 

membuat tikus model 

hiperglikemik dengan 

memberikan injeksi  

Alloxan 150 mg/kgBB 

intraperitoneal 

Spuit Alloxan dilarutkan terlebih dahulu dalam 

larutan NaCl fisiologis secepatnya 

sebelum diinduksikan. Induksi Alloxan 

dilakukan secara intraperitoneal dengan 

dosis 150 mg/Kg bb dalam 1 mL.Kadar 

glukosa darah diukur kembali setelah 72 

jam (hari ke-3) untuk penetapan kondisi 

hiperglikemia. Pemberian pakan dan 

minum secara ad libitum tetap dilakukan 

selama induksi. 

Dosis (mg) Numerik 
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3.6. Analisis Statistik 

Hasil ekspresi gen NOS, kadar hormon testosteron, fungsi ereksi (TPR), libido, 

jumlah spermatozoa, jumlah sel leydig, dan jumlah spermatosit digambarkan sebagai 

rata-rata dan standar deviasi. Perbedaan signifikan antar kelompok pada setiap 

periode observasi dan pemeriksaan diuji dengan Oneway ANOVA dan dilanjutkan 

dengan uji post-hoc LSD bila hasil signifikan. Analisis ini digunakan untuk 

menganalisis variabel independen dan dependen. Interpretasi uji satistik ini, yaitu; 

1. Bila p < α (0,05) maka hasil bermakna/signifikan, artinya terdapat hubungan 

bermakna antara variabel independen dan dependen, atau hipotesis penelitian 

diterima. 

2. Bila p > α (0,05) maka hal ini berarti sampel yang diteliti tidak mendukung 

adanya perbedaan yang bermakna dan tidak ada pengaruh variabel 

independen terhadap dependen, atau hipotesis penelitian ditolak. 
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3.7. Alur Penelitian (Flowchart) 

Alur penelitian yang digunakan dapat dilihat pada Gambar 20 : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 20. Alur Penelitian  

Pengajuan etik penilitian 

Aklimatisasi selama 7 hari  

Pembuatan ekstrak lada hitam (Piper nigrum L) 

Penimbangan berat badan tikus 

Pengelompokan tikus menjadi 6 

 kelompok 

Kelompok K2 

diinduksi 

Alloxan dengan 

dosis 

150mg/kgBB 

(i.p) 

dan diberi pakan 

dan minum 

aquades secara 

ad libitum. 

Kelompok K3A 

diinduksi Alloxan 

150mg/kgBB, 

kemudian 

diberikan 

sildenafil 

1mg/kgBB 1 Jam 

sebelum 

penilaian dan 

diberikan pakan 

dan minum 

secara ad libitum. 

 

 

Kelompok P1 

diinduksi 

Alloxan 

150mg/kgBB + 

ekstrak etanol 

lada hitam 

122,5mg/kgBB  

selama 8 hari 

dan diberikan 

pakan dan 

minum secara 

ad libitum. 

 

Kelompok K1 

(Normal) 

diberi pakan 

dan minum  

aquades secara 

ad libitum. 

Pengamatan dilakukan dengan menilai ekspresi gen NOS menggunakan 

qPCR, menilai kadar hormon testosteron intratestikular menggunakan 

prosedur ELISA, menilai fungsi ereksi (TPR) menggunakan Lup & 

Counter, menilai perilaku sexual (libido) menggunakan CCTV & Video 

rekaman, menilai jumlah spermatosit menggunakan Mikroskop, dan 

menganalisis spermatozoa menggunakan Mikroskop 

 

 

Interpretasi Hasil dan pengolahan 

Data 

Kelompok P2 

diinduksi 

Alloxan 

150mg/kgBB 

+ ekstrak 

etanol lada 

hitam 245 

mg/kgBB  

selama 8 hari 

dan diberikan 

pakan dan 

minum secara 

ad libitum. 

 

Kelompok K3B 

diinduksi 

Alloxan 

150mg/kgBB, 

kemudian 

diberikan asam 

askorbat +  

Zinc, dan 

diberikan pakan 

dan minum 

secara ad 

libitum. 
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3.8.Etik Penelitian  

Etika penelitian ini telah diajukan untuk verifikasi oleh Komite Etik penelitian 

Kesehatan di Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dengan nomor 

registrasi 3468/UN26.18/PP.05.02.00/2024. Proses pelaksanaan penelitian ini 

melibatkan prinsip 3R, yang mencakup Replacement, Reduction, and 

Refinement. 

 

 

 

 

 

  



  

 

 

 

 

 

 

 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Kesimpulan 

1. Terdapat 20 senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak lada hitam yaitu 

Pipernonaline, Retrofractamide B, (E)-Piperolein A, (E,E)-Futoamide, Piperamine, 

Pinocembrine, Retrofractamide C, Piperyline, Piperin, Dehydropipernonaline, 

Nigramide-F, Piperolein B, Guineesine, Piperchabamide C, hentriacontan-16-ol, 

Pipyequbine, 2,4,14-Eicosatrienoic acid isobutylamide, Pipereicosalidine, N-

Isobutyl-2,4-eicosadienamide, dan 1-(9-Octadecenoyl) piperidine. 

2. Pemberian ekstrak lada hitam dengan dosis 122,5 mg/KgBB dapat meningkatkan 

ekspresi gen nitric oxide synthase (NOS) pada Corpus cavernosum tikus jantan 

model hiperglikemia  

3. Pemberian ekstrak lada hitam dengan dosis 245 mg/KgBB tebukti dapat 

meningkatkan kadar hormon testosteron intratestikular dan jumlah sel Leydig 

pada tikus jantan model hiperglikemia  

4. Pemberian ekstrak lada hitam dengan dosis 122,5 mg/KgBB dapat meningkatkan 

fungsi ereksi pada tikus jantan model hiperglikemia 

5. Pemberian ekstrak lada hitam dengan dosis 122,5 mg/KgBB dapat meningkatkan 

perilaku seksual (libido) pada tikus jantan model hiperglikemia 

6. Pemberian ekstrak lada hitam dengan dosis 245 mg/KgBB terbukti dapat 

meningkatkan kualitas spermatozoa pada tikus jantan model hiperglikemia 

7. Pemberian ekstrak lada hitam dengan dosis 122,5 mg/KgBB dapat meningkatkan 

jumlah sel Leydig dan Spermatosit pada tikus jantan model hiperglikemia 
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5.2 Saran  

Saran yang dapat diberikan oleh peneliti adalah sebagai berikut  

 

5.2.1 Saran Penelitian Selanjutnya 

Disarankan bagi peneliti berikutnya yang akan mengeksplorasi mengenai efek  

ekstrak lada hitam:  

1. Melakukan penelitian lebih lanjut secara invivo dan efek samping serta 

toxixitas dari pemberian ekstrak lada hitam 

2. Melakukan penelitian lebih lanjut mengenai pemberian ekstrak lada hitam 

pdaa tikus hiperglikemia dalam menekan pelepasan FSH dan LH 

 

5.2.2 Saran Untuk Masyarakat 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak lada hitam berpotensi menjadi 

kandidat terapi komplementer berbasis herbal pada gangguan fungsi reproduksi 

(disfungsi ereksi dan infertilitas) yang berkaitan dengan hiperglikemia. Namun, 

karena penelitian ini masih dilakukan pada hewan percobaan, penggunaannya 

pada manusia belum dapat direkomendasikan secara langsung dan masih 

memerlukan penelitian lanjutan, terutama uji keamanan, toksisitas, dosis efektif, 

serta uji klinis. 
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