PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL JAHE MERAH (Zingiber
officinale Roxb. Var. Rubrum) TERHADAP KUANTITAS DAN
KUALITAS SPERMATOZOA MENCIT JANTAN (MusmusculusL.)
YANG DIINDUKSI PARAQUAT DIKLORIDA

(Skrips)

Oleh
Dian Anggraini

JURUSAN BIOLOGI
FAKULTASMATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITASLAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2018



ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL JAHE MERAH (Zingiber
Officinale Roxb var Rubrum) TERHADAP KUANTITAS DAN KUALITAS
SPERMATOZOA MENCIT JANTAN (MusmusculusL.) YANG
DIINDUKSI PARAQUAT DIKLORIDA

Oleh

Dian Anggraini

Paraguat adalah salah satu bahan kimia yang memberikan kontribusi
cukup besar sebagali sumber pencemaran di Indonesia. Penggunaan paraquat
secara sembarangan dapat menyebabkan meningkatnya produksi ROS
(Reactive Oxygen Species) sehingga mengakibatkan kerusakan berbagai macam
organ penting dan gangguan sistem reproduks seperti infertilitas. ROS di
dalam tubuh dapat ditangkap oleh antioksidan. Jahe merah mengandung
antioksidan yang tinggi karena terdapat senyawa aktif fenolik seperti,
gingerol, shagaol, zingeron, ginggerdiol, dan zingibren yang terbukti mampu
melindungi sel tubuh dari kerusakan akibat serangan ROS. Penelitian ini
bertujuan untuk menguji efektivitas ekstrak jahe merah (Zingiber officinale
Roxb. var. Rubrum) terhadap kuantitas dan kualitas spermatozoa pada mencit

jantan (Mus musculus L.) yang di induksi paraguat diklorida.



Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap yang terbagi
dalam 6 kelompok perlakuan dengan masing- masing 4 ulangan. Kelompok
K1 sebagai kontrol (diberi H,O), K2 (diinduks paraquat dengan dosis 20
mg/kg BB tanpa pemberian bahan uji), K3, K4, K5 (diinduks paraquat
dengan dosis 20 mg/kg BB dan diberi ekstrak jahe merah dengan dosis
berturut-turut 6 mg/ml, 12 mg/ml, 18 mg/ml) dan K6 (Hanya diberi bahan uji
ekstrak jahe merah sebanyak 18 mg/ml). Paraquat diberikan 2 kali dalam
seminggu selama 21 hari dan ekstrak jahe merah diberikan selama 35 hari.
Hasil analisis dengan One-way ANOVA dan dilanjutkan BNT padataraf nyata
5% menunjukan pemberian ekstrak etanol jahe merah dapat meningkatkan
jumlah, motilitas, viabilitas dan morfologi spermatozoa mencit akibat induksi

paraquat diklorida.

Kata Kunci : Zingiber officinale Roxb. var rubrum, Paraguat, Jumlah,

Viabiltas, Matilitas, Morfologi, Mus musculus L.
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Di Indonesia, tingkat pencemaran lingkungan semakin tinggi dan kompleks.
Pencemaran ini diakibatkan oleh maraknya penggunaan bahan-bahan kimia
berbahaya di tengah-tengah masyarakat maupun industri, serta belum baiknya
sistem pengel olaan terhadap limbah yang dihasilkan. Salah satu bahan kimia
yang memberikan kontribusi cukup besar sebagai sumber pencemaran adalah
herbisida. Herbisida adalah salah satu jenis pestisida yang mengandung
senyawa kimia beracun dan digunakan untuk mengendalikan gulma atau

tumbuhan penggangu yang tidak dikehendaki (Ledoh dkk., 2010).

Laporan Organisasi Pangan Persatuan Bangsa-Bangsa menyatakan bahwa
lebih dari 70.000 pestisida beredar di seluruh dunia dan dipergunakan secara
aktif oleh para petani. Salah satu jenis pestisida yang penggunaannya
meningkat di dunia adalah herbisida yaitu dari 20% pada tahun 1960 menjadi

48% pada tahun 2005 (ludiana, 2013).

Adanya paparan herbisida yang berulang dapat menyebabkan meningkatnya
produksi Reactive oxygen spesies ( ROS) atau radikal bebas yang berasal dari

reaksi metabolisme menggunakan oksigen yang menghasilkan molekul



oksigen sangat reaktif, salah satu herbisida yang meningkatkan produksi ROS

adal ah paraquat (Ortiz dkk,2016).

Herbisida paraquat ( 1,1’-dymethil-4,4’-bipyridinium dichloride) merupakan
herbisida yang dapat mematikan jaringan tumbuhan yang terkontaminasi dan
beracun pada sel-sel tumbuhan yang hidup (Sriyani, 2008). Paraquat adalah
herbisida golongan bypiridium yang digunakan diseluruh dunia (Fukushima
dkk, 2002). Lebih dari 120 negara menggunakan herbisida jenis paraguat
(Olivieradkk, 2008). Di Indonesia paraguat telah digunakan segjak tahun
1973 yang dijual dengan merek dagang Gramoxone digunakan untuk tanaman

pangan, hortikultura dan perkebunan (Julianto,2016).

Di negara berkembang, paraguat sering digunakan secara bebas, tidak
memperhatikan bahaya dan label peringatan sehingga menyebabkan angka
keterpaparan yang tinggi. Paparan herbisida baik secarainhalasi maupun
ingesti dapat menyebabkan keracunan. Keracunan herbisida merupakan
permasal ahan kesehatan masyarakat di negara berkembang dengan perkiraan

sekitar 300.000 kematian di regional Asia-Pasifik.(Ginting dkk, 2012).

Penggunaan paraguat di Indonesia sebenarnyatelah dibatasi, namun karena
ketergantungan perkebunan terhadap herbisidaini sangat besar dengan alasan
keefektifan dan keekonomisannya menyebabkan penggunaan paraquat masih
sangat tinggi. Tingginya intensitas dan jumlah herbisida yang diaplikasikan
dikhawatirkan menimbulkan pencemaran residu. Sehingga residu tersebut
terakumulasi pada lingkungan maupun berbaga organisme (Sriyani dan

salam 2008).



(Ebrahimi dan Shamabadi, 2007) menyatakan bahwa studi terbaru
menunjukan senyawa sintetik tertentu termasuk pestisida dapat mengganggu
fungsi sistem endokrin dan memiliki kemampuan menginduksi kelainan
perkembangan dan reproduksi pada manusia dan hewan. Pestisida dapat
mengganggu aktivitas sistem endokrin secara normal melaui efek
antiestrogenik, antiandrogenik, antitiroid dan antigonadotropik. Gangguan
fungsi endokrin yang disebabkan oleh paparan kronis organofosfat ( seperti
pestisida dan herbisida ) secara signifikan dapat menurunkan kadar

testosteron. (Arafadkk 2013).

(Afaf dkk.,2009 ) Melaporkan bahwa pestisida dan herbisida kel ompok
organofosfat—dicofol terbukti menyebabkan meningkatnya produksi radikal
bebas baik melalui intraseluler maupun ekstraseluler sehingga mengakibatkan
penurunan jumlah spermadan infertilitas. Parailmuan juga menerangkan
tentang hubungan antara bahan kimiaini dengan kelainan dan penyakit pada
manusia termasuk penurunan jumlah sperma, kanker payudara, kanker testis,
kanker prostat, gangguan neurologis termasuk efek kognitif dan neurologis

(Markey dkk., 2003 dan Lemaire dkk., 2004).

(Bagchi dan Puri,1998) Menyatakan bahwa radikal bebas dapat diatasi
dengan antioksidan yang merupakan suatu molekul stabil yang dapat

memberikan elektron kepada radikal bebas dan menetralkannya

Jahe merah memiliki zat antioksidan yang kuat dan mampu mengurangi serta
mencegah terbentuknya radikal bebas dan dianggap sebagal obat herbal yang

aman dengan efek samping yang sangat minimal. Sebagai hasil dari aktivitas



antioksidannya, jahe akan memacu aktivitas androgenik untuk organ testis
sebagai hasil dari peningkatan hormon LH, FSH, dan testosterone (Ali et al.,

2008).

Pemanfaatan tanaman rempah-rempah merupakan salah satu aternatif dalam
upaya meningkatkan kualitas dan kuantitas spermatozoa pada hewan jantan.
Menurut Damosaputro (2007), kandungan aktif yang terdapat dalam tanaman
jahe merah (Zingiber officinale roscoe var. rubrum) dapat mengatasi
gjakulasi dini pada manusia, memperkuat daya tahan sperma, serta mencegah
kemandulan. Pendapat yang sama juga disampaikan oleh Hariana (2006)
yang menyatakan bahwa efek farmokologis yang dimiliki oleh Zingiber
officinale roscoe var. rubrum antara lain dapat merangsang ereksi dan
meningkatkan aktivitas kelenjar endokrin. Selain itu, Zingiber officinale
roscoe var. rubrum juga memiliki efek farmokologis untuk memperlambat
proses penuaan, merangsang regenerasi sel kulit, dan sebagai bahan pewangi

(Hadad, 2003).

Kandungan aktif rimpang jahe merah yang berpengaruh terhadap aktivitas
reproduksi adalah arginin. Arginin merupakan asam amino non - esensial
yang berperan dalam sistem ketahanan tubuh dan imunitas seluler. Selain itu,
arginin juga berperan aktif dalam proses pembentukan spermatozoa

(Srivastava dkk., 2008).

Hasil penelitian Kikuzaki dan Nakatani (1993), menunjukkan bahwa jahe
merah (Zingiber officinale Roxb. Var. Rubrum ) memiliki senyawa aktif

fenolik seperti, gingerol, shagaol, zingeron, ginggerdiol, dan zingibren yang



terbukti memiliki aktifitas antioksidan. Jahe juga dilaporkan memiliki
aktifitas androgenik karena mampu meningkatkan konsentrasi hormon
testosteron dalam serum (Kamtchouing et al,2002). Hormon testosteron
berfungsi untuk mengontrol proses spermatogenesis,memelihara sel sertoli,

dan berperan dalam menentukan kualitas spermatozoa.

Berdasarkan uraian- uraian tersebut maka perlu dilakukan penelitian untuk
mengetahui efektivitas jahe merah (Zingiber officinale Roxb. var. Rubrum)
terhadap kuantitas dan kualitas spermatozoa pada mencit jantan (Mus

musculus L.) yang di induksi paraquat diklorida.

Tujuan Pendlitian

Penelitian ini bertujuan untuk menguji efektivitas ekstrak etanol jahe merah
(Zingiber officinale Roxb. var. Rubrum) terhadap kuantitas dan kualitas
spermatozoa pada mencit jantan (Mus musculus L.) yang di induksi paraquat

diklorida.

Manfaat penelitian

penelitian ini diharapkan dapat memberi manfaat sebagai sumber informasi
kepada masyarakat tentang jahe merah (Zingiber officinale Roxb. var.
Rubrum ) yang berpotensi sebagai antioksidan untuk digunakan sebagai

alternatif pengobatan.



D. Kerangka Pemikiran

Penurunan fungsi tubuh tidak hanyaterjadi karena usia, namun terjadi pula
karena suatu senyawa kimia yang menjadi pengganggu sel-sel dan organ-
organ dalam menjalankan fungsinya didalam tubuh. Salah satu organ yang
sangat berpengaruh terhadap penurunan fungs tubuh adalah organ testis.
Penurunan fungsi pada testis tidak hanya berupa kerusakan sel- sdl testis,
namun terjadi pula karena penurunan kualitas testis dalam memproduksi
sperma. Salah satu senyawa kimia yang menyebabkan kerusakan tersebut

adalah Paraguat.

Paraquat merupakan senyawa beracun yang menginduksi terbentuknya
molekul ROS melaui serangkaian proses seluler. Reactive oxygen spesies
yang terbentuk , menyebabkan kerusakan struktur sel, DNA, lemak dan
protein sehingga dapat mengakibatkan kematian sel, selain itu ROS yang
terbentuk juga menyebabkan menurunnya kadar glutathion dan enzim SOD
yang merupakan antioksidan alami berfungsi sebagai mekanisme pertahanan
tubuh terhadap radikal bebas. Akibat yang ditimbulkan oleh ROS ini
menyebabkan kerusakan pada berbagai organ penting seperti otak, paru-paru,

hati,ginjal dan organ reproduksi manusia.

Menurut Wibisono (2001), cekaman panas pada testis dapat menyebabkan
fragmentasi total dan berakibat pada kerusakan jaringan testis yang
menyebabkan kegagalan proses spermatogenesis, sedangkan fragmentasi
parsial berpengaruh terhadap spermatozoa yang dihasilkan. Walaupun sel

tubuh selalu dihadapkan padaradikal bebas baik dari hasil samping produksi



metabolisme sel fagosit atau didapat dari luar, sampai batas tertentu sel masih
dapat bertahan terhadap kerusakan yang ditimbulkan oleh radikal bebas. Hal

ini disebabkan karena adanya protektor terhadap radikal bebas.

Radikal bebas di dalam tubuh dapat ditangkap oleh antioksidan. Banyak
tumbuhan yang mengandung antioksidan, salah satunya adalah jahe merah.
Didalam jahe merah terdapat senyawa aktif fenolik seperti, gingerol, shagaol,
zingeron, ginggerdiol, dan zingibren yang terbukti memiliki aktifitas

antioksidan.

Dari uraian tersebut diketahui bahwa antioksidan di dalam jahe merah dapat
mencegah radikal bebas yang terbentuk yang dapat menyebabkan gangguan
sistem reproduksi terutama penurunan kualitas testis dalam memproduksi
sperma oleh sebab itu perlu dilakukan penelitian dengan menggunakan hewan

uji mencit ( Mus musculus L.) jantan.

Hipotesis

Hipotesis yang digjukan pada penelitian ini adalah pemberian ekstrak etanol
jahe merah (Zingiber officinale Roxb. Var. Rubrum) dapat meningkatkan
kuantitas dan kualitas spermatozoa mencit jantan ( Mus musculus L.) yang

diinduksi paraquat diklorida.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan atom atau molekul yang mempunyai satu atau lebih
elektron yang tidak berpasangan, cenderung berikatan dengan electron dari
molekul lain. Molekul ini sangat reaktif dan akan menyerang molekul stabil
di dekatnya sehingga menjadi radikal bebas (Kothari et al, 2010). Dengan
demikian reaksi radikal bebasini cenderung mirip dengan reaksi berantai dan
sangat reaktif sehinggaradikal bebas akan memicu perubahan kimia, yang
akhirnya menyebabkan kerusakan sel, seperti protein,lemak, karbohidrat dan

DNA (Y oshikawa dan Naito,2002; Neergj dkk.,2013).

Ada dua bentuk umum dari radikal bebas yaitu ROS dan reactive nitrogen
species (RNS). Termasuk ROS di antaranyaion superoxide (O2 -¢), hydrogen
peroxide (H202), hydroxyl radical (OHe), dan peroxyl radical (OOHe).
Sementara RNS sering dianggap sebagai subklas dari ROS, di antaranya
nitric oxide (NO), nitrous oxide (N20), peroxynitrite (NO3-), nitroxyl anion

(HNO) dan peroxynitrous acid (HNO3-) (Kothari et al, 2010).

ROS merupakan istilah yang digunakan untuk menyebut seluruh molekul

yang dihasilkan dari metabolisme oksigen oleh sel. Molekul ini dihasilkan



oleh organisme aerob yang menggunakan oksigen untuk menjalankan
metabolisme selulernya. Reactive oxygen spesies ada yang bersifat radikal
bebas dan non radikal. Hanya ROS yang memiliki elektron yang tidak
berpasangan pada orbital luarnya yang disebut radikal bebas (Y hoshikawa

dan Naito, 2002; Noori,2012; Dalaen dan aiman,2014).

(Khumar, Abbas, dan Fausto, 2005; Eberhardt, 2001) Meyatakan radikal

bebas menyebabkan kerusakan sel dengan tiga cara yaitu:

a. Peroksidasi komponen lipid dari membrane sel dan sitosol, yamg
menyebabkan serangkaian reduks asam lemak (otokatalisis) yang
berakibat kerusakan membran dan organel sdl.

b. Kerusakan DNA, yang berakibat mutasi DNA bahkan kematian sel

c. Modifikas protein teroksidasi oleh karena terbentuknya croos linking
protein,melalui mediator sulfidril atas beberapa asam amino labil seperti

sistein,metionin, lisin dan histidin.

Herbisida Paraquat

Herbisida digunakan untuk menghambat pertumbuhan atau mematikan
tumbuhan. Herbisida merupakan suatu bahan atau senyawa kimia yang
bersifat racun pada gulma atau tumbuhan pengganggu juga terhadap tanaman.
Pemberantasan gulmaterjadi karena herbisida mengubah pengaruh bahan
kimiadi dalam jaringan gulma, yang dapat mematikan jaringan itu atau
merusak suatu sistem fisiologis yang dibutuhkan untuk pertumbuhan. Bila

pernafasan, fotosintesis, pembelahan sel, dan pemanjangan sel terganggu
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gulma akan menghabiskan cadangan energi. Tanpafotosintesis gulmatidak
akan mampu menyaingi tanaman dalam memperebutkan zat hara (Riadi,

2011).

Penggunaan herbisida secara berlebihan akan menimbulkan beberapa
kerugian, antaralain yaitu residu herbisida akan terakumulasi pada produk-
produk pertanian, pencemaran pada lingkungan pertanian, penurunan
produktivitas, keracunan pada hewan, keracunan pada manusia yang
berdampak buruk terhadap kesehatan. Manusia akan mengalami keracunan

baik akut maupun kronis yang berdampak pada kematian (Kishi et al,1993).

Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) memperkirakan setiap tahun terjadi 1 —
5 juta kasus keracunan herbisida pada pekerja pertanian dengan tingkat
kematian mencapai 220.000 korban jiwa. Sekitar 80% keracunan dilaporkan

terjadi di negara-negara sedang berkembang (Peduto et al, 1996).

K ecepatan penyerapan herbisida ke dalam tubuh ditentukan oleh cara masuk
herbisida, hal ini berpengaruh padaintensitas dan durasi keracunan. Herbisida
masuk ke dalam tubuh melalui beberapajalur yaitu : (1) oral/mulut; (2)
respirasi / pernafasan; (3) penetrasi kulit/perkutan. Absorbsi herbisida dalam
tubuh dapat melalui kombinasi dari beberapajalur (Ngatidjan dan Mustofa,

2006).

Menurut O’Malley (2007) jalur utama adalah absorbsi kulit. Cara absorbsi

yang paling berbahaya secara epidemol ogi adalah melalui terhirup (inhalasi)
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karena bahan berbentuk gas atau partikel, sehingga memudahkan racun

masuk ke dalam peredaran darah (Suwastika, 2009).

Salah satu jenis herbisida yang banyak digunakan adalah herbisida paraguat,
paraquat ( 1,1’-dymethil-4,4’-bipyridinium dichloride) merupakan salah satu
herbisida non selektif yang digunakan untuk mengontrol hama tanaman.
Sesuai dengan namanya, paragquat merupakan herbisida golongan
bipyridylium. Di Indonesia dikenal dengan merek dagang Gramoxone
(Olivieradkk, 2008 ; Julianto,2006). Paraguat memiliki rumus molekul

[C12H14N2]2+ dengan struktur kimia sebagai berikut:

+// T \+

ClI ClI
Gambar 1. Struktur kimia[C12H14N2]Cl2

(Sumber: Indika dan Buckley, 2011)
Paraquat bersifat racun bagi tumbuhan dan hewan, terutama bagi mamalia
dan manusia. Banyak kasus keracunan paraguat yang akut berujung pada
kematian yang telah dilaporkan selama beberapa dekade terakhir. Paraguat
masuk kedalam tubuh utamanya akibat tertelan atau melalui kontak langsung
dengan kulit. Jikatertelan, paraquat mengakibatkan rasa terbakar
ditenggorokan dan mulut, yang diikuti oleh iritasi pada saluran cerna, iritasi
ini menimbulkan rasa sakit pada perut, mual, muntah dan diare. Jikaterjadi
kontak langsung dengan kulit, menyebabkan kulit terbakar dan dermatitis

(Suntres,2002; Oliviera dkk., 2008).



12

Gegdadan tandaklinis keracunan paraguat tergantung dari dosis paraquat
yang tertelan. Dosis ringan (<20 mg ion paraguat/kg berat badan) gejalanya
meliputi gejala asimptomatik atau mual muntah dan diare, dosis sedang
hingga berat (20-40 mg/kg ion paraquat/kg berat badan) beberapa pasien
dapat bertahan hidup, namun sebagian besar pasien akan meninggal dalam 2—
3 minggu karena gagal paru. Gejala—gejala yang dapat ditemukan diantaranya
adalah muntah, diare,nyeri perut, ulserasi mulut dan tenggorokan, gagal ginjal
bahkan kerusakan pada hepar, dan dosis fulminan (>40 mg/kg ion
paraquat/kg berat badan) dapat mengakibatkan kematian karena kegagalan

multiorgan yang dapat terjadi dalam waktu 1-4 hari (WHO, 2008).

Toksisitas paraguat disebabkan karena kemampuannya dalam menginduksi
molekul ROS, seperti O,’, H, O, dan OH™ ( Franco dkk., 2009). Saat paraquat
masuk kedalam sel, paraguat akan dimetabolisme oleh beberapa sistem enzim
seperti NADPH-Cytochrome p450 reductase, Xantin oksidase, NADH, dan
ubiquinone oxireductase serta nitric oxide synthase membentuk paraquat
monocation radical (PQ"), NADP' dan NAD". PQ" secara cepat akan
direoksidasi menjadi PQ** menyebabkan terbentuknya superoxide( O,). Pada
reaksi ini, O, berperan sebagai reseptor elektron dan NADP bertindak Sebagai
donor elektron. Reaksi ini secara berurutan membentuk molekul ROS yang
lain terutama H,O, dan Hydroxyl freeradical (HO). Paraguat secara
langsung atau tidak langsung menginduksi nitric oxide synthase
menghasilkan Nitric Oxide (NO). NO berikatan dengan O2 membentuk
peroxinitrite (ONOO-) yang merupakan oksidan yang sangat kuat.

Terbentuknya berbagai molekul ROS ini, menyebabkan kerusakan oksidatif
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pada lemak, protein dan DNA, serta menurunnya jumlah NADPH dan
Glutathion, Kondisi ini pada akhirnya menimbulkan kerusakan pada banyak
organ tubuh (Fukushima dkk.,2002; Suntres, 2002; Abdollahi dkk., 2008;

Gawarammana dan Buckley, 2011).

. Gangguan Reproduksi Akibat Radikal Bebas

Radikal bebas dapat menyebabkan gangguan sistem reproduksi manusia.
Adanyaradikal bebas daat menyebabkan gangguan pada spermatozoa sebesar
30-80% dari kasusinfertil (Tremellen, 2008). Radikal bebasini akan
menimbulkan gangguan pada spermatogenesis dan membran spermatozoa
sehingga menurunkan motilitas spermatozoa dan kemampuan untuk
menembus sel telur (ovum). Gangguan membran sel ini disebabkan karena
membran sel merupakan salah satu target utama kerusakan atau cedera sel
yang diakibatkan oleh berbagai stimulasi dari luar termasuk radikal bebas
(Sutarinadan Edward, 2004). Membran sel spermatogenik mengandung
sgjumlah besar asam tak jenuh rantai panjang (PUFA) sehingga rentan

terhadap peroksidasi lipid (Astuti,2009).

Radikal bebas juga menyebabkan kerusakan DNA spermatozoa khususnya
pada integritas DNA pada inti selanjutnya dapat menimbulkan kematian sel
(Tremellen, 2008; Aitken dan Krausz, 2001). Sitoplasmasel spermatogenik
mengandung sejumlah kecil scavenging enzyme, namun enzim antioksidan
intrasel ini pun tidak mampu melindungi membran plasma yang melingkupi

akrosom dan ekor dari serangan radikal bebas. Adanya radikal bebas mampu
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menimbulkan stress oksidatif yang menyebabkan kerusakan jaringan testis

terutama tubulus seminiferus (Safaringjad, Azma dan Kohali, 2009).

Mencit (MusmusculusL.)
1. Klasifikas Mencit (MusmusculusL.)
Mencit merupakan mamalia yang termasuk ke dalam ordo rodentia dari
famili muridae. Menurut Integrated Taxonomic Information System (ITIS)
(2017), mencit dapat diklasifikasikan sebagai berikut :
Kingdom canimalia
Divisio : chordata
Sub divisio  : vertebrata
Classis - mamalia

Sub Classis : Theria

Ordo : rodentia
Familia : muridae
Genus : Mus

Species : Mus musculus
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Gambar 2. Mencit (Mus musculus L)
(Dokumentasi pribadi)

2. Deskripsi Mencit ( MusmusculusL.)
Mencit (Mus musculus L.) termasuk mamalia pengerat (rodensia) yang
cepat berkembang biak, mudah dipelihara dalam jumlah banyak, varias
genetiknya cukup besar serta sifat anatomi dan fisiologi nya
terkarakteristik dengan baik. Mencit yang sering digunakan dalam
penelitian di laboratorium merupakan hasil perkawinan tikus putih

“inbreed” maupun “outbreed’”(Tabakoff dan Hoffman, 2000).

Berat badan mencit jantan dewasa adalah 20-40 gram, sedangkan
mencit betina dewasa berkisar antara 18-35 gram. Mencit jantan
mencapal kematangan seksual dalam usialimasampai tujuh
minggu, sedangkan pada mencit betina dalam usia tiga minggu.
Seekor mencit dewasa membutuhkan 15 gram makanan dan 15
ml minuman dalam satu hari per 100 gram berat badan (Maole

& Pramono 1989:1994,1996 1999).
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Hewan tersebut tersebar diseluruh dunia dan sering ditemukan di dekat
atau di dalam gedung dan rumah yang dihuni manusia. Mencit juga
banyak ditemukan di daerah lain yang tidak dekat dengan manusia, jika
ada makanan dan tempat berlindung. Semua galur mencit laboratorium
yang ada pada saat ini merupakan turunan dari mencit liar sesudah melalui

peternakan selektif (Y uwono, 2009).

Malole dan Pramono (1989) menyatatakan mencit sering digunakan dalam
berbagai penelitian dalam bidang obat-obatan dan kosmetik, pemanfaatan
hewan percobaan sebagai penelitian didasarkan atas aktivitas biologisnya.
Menurut Arrington (1972) digunakannya hewan labortorium sebagai
penelitian dengan alasan karena biaya yang dibutuhkan tidak begitu mahal,
efisien dalam waktu,kemampuan repruduksinya yang tinggi dalam waktu

yang singkat sertasifat genetiknya dapat dibuat seragam.

Mencit dipilih untuk subjek eksperimental sebagai bentuk relevansinya
dengan manusia. Walaupun mencit sebenarnya memiliki struktur anatomi
dan fisik berbeda dengan manusia, tetapi mencit memiliki beberapa ciri

fisiologi dan biokimia yang hampir menyerupai manusia (Syahrin,2006).

. Sistem Reproduksi Mencit Jantan
Sistem reproduksi jantan terdiri atas testis yang memproduksi
spermatozoa, system duktus spermatozoa, kelenjar asesori dan penis

(Rugh 1968, Junquiera & Carneiro 1980, Leeson dkk. 1996).
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Ventral View

urethral diverticulum /
bulbourethral gland

Gambar 3. Organ reproduksi mencit jantan (Rugh,1968)

1. Testis
Testis merupakan organ berbentuk oval dan berjumlah dua buah yang
berukuran sama besar (Toelihere 1977). Menurut Junquiera & Carneiro
(1980), testis manusia dewasa memiliki panjang antara4,1-5,2 cm dan
lebar 2,5-3,3 cm, sedangkan testis tikus dewasa memiliki panjang rata-
rata 4,6 cm dengan diameter 2,6 cm. Testis pada semua jenis (spesies)
berkembang di dekat ginjal. Pada mamalia, testis berada dalam kantong

skrotum yang terletak diluar abdomen. (Nabandov 1990).

Menurut Leeson dkk. (1996), testis terdiri dari tiga lapisan, yaitu tunika
vaginalis, tunika albuginea, dan tunikavaskulosa. Tunikavaginalis
merupakan lapisan terluar yang menutupi permukaan lateral dan anterior
testis (Junquiera& Carneiro 1980). Tunika albuginea meneba pada
permukaan posterior testis dan menjorok masuk kedalam testis sebagai

mediastinum testis atau lapisan tengah. Tunika vaskulosa merupakan
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lapisan terdalam yang terbenam didalam jaringan ikat karang (Leeson

dkk. 1996).

M ediastinum testis membagi testis menjadi sekitar 250 ruang-ruang
piramidal yang dinamakan lobulustestis. Sekat antaralobulus tersebut
tidak sempurna sehingga seringkali terbentuk hubungan antara lobulus-

lobulus (Junquiera & Carneiro 1980, Leeson dkk. 1996).

Tiap-tiap lobulus terdiri dari 1-4 tubulus seminiferus. Tubulus
seminiferus merupakan saluran berkelok dengan diameter Iebih kurang
150-250 pm dan panjang 30-70 cm. Tubulus seminiferus merupakan

tempat berlangsungnya spermatogenesis (Junquiera & Carneiro 1980).

Tubulus seminiferus terdiri atas tunika propriafibrosa, lamina basalis,
dan epitel germinativum. Tunika propria fibrosa merupakan lapisan
fibroblas yang terletak diatas lamina basalis (Junquiera& Carneiro
1980). Lapisan tersebut terdiri atas sel-sel mioid yang dapat mengubah
diameter tubulus seminiferus dan membantu gerakan spermatozoa
sepanjang tubulus. epitel germinativum. memiliki duajenis s, yaitu
sel spermatogenik dan sel Sertoli. Sel spermatogenik akan mengal ami
diferensias menjadi sel spermatozoa. Sel Sertoli atau sel penyokong
berperan dalam memberi nutrisi bagi perkembangan spermatozoa

(Leeson dkk. 1996).
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2. Sistem duktus

Sistem duktus terdiri dari rete testis, duktus eferen, epididimis, dan
duktus deferen. Rete testis menghubungkan antara tubulus seminiferus
dan duktus eferen. Duktus eferen membentuk tiga hingga tujuh saluran

menuju epididimis. (Rugh 1968).

Epididimis terletak di bagian dorsolateral testis dan memanjang dari
kranial ke kaudal testis. Epididimisterdiri atas dua duktus, yaitu duktus
eferen dan duktus epididimis. Epididimisterdiri dari tiga bagian yaitu
kaput (kepala), korpus (badan), dan kauda (ekor). Bagian kaput dan
korpus berfungsi sebagal tempat pematangan spermatozoa dan
reabsorps air, sedangkan bagian kauda berfungs sebagai tempat

penyimpanan spermatozoa (Hafez & Prasad 1976).

Epididimis menyal urkan spermatozoa dan cairan dari testis ke duktus
deferens (Holstein 1976). Duktus deferen merupakan saluran yang
berfungsi mengangkut spermatozoa dari kauda epididimis ke uretra.

(Moeloek 1994).

3. Kelenjar aksesori
Kelenjar aksesori terdiri atas kelenjar vesikula seminalis, kelenjar
prostat, dan kelenjar bulbouretra (Cowper) (Junquiera & Carneiro 1980,
Campbell dkk. 2004). Selain itu, terdapat juga kelenjar ampula dan

kelenjar preputial. Kelenjar-kelenjar tersebut berfungsi membuat cairan
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semen agar spermadapat bergerak aktif dan hidup dalam waktu tertentu

(Nabandov 1990).

Kelenjar vesikula seminalis pada mencit berjumlah sepasang dan
terletak di atas kelenjar prostat (Rugh 1968). Kelenjar tersebut
mensekresikan cairan kental berwarna kekuning-kuningan dan bersifat
akalis (basa) mengandung fruktosa yang menyediakan sebagian besar
energi untuk sperma (Campbell dkk. 2004). Fruktosa juga berfungsi
sebagai substrat metabolisme bagi spermatozoa bersama senyawa
lainnya seperti glukosa, asam amino, vitamin C, dan prostaglandin

(Ross dkk. 1995).

Kelanjar prostat pada mencit berjumlah sepasang dan terletak di bawah
kelenjar vesikula seminalis (Rugh 1968). Kelenjar tersebut
mensekresikan cairan yang mengandung enzim antikoagulan dan asam
sitrat (Campbell dkk. 2004). Kelenjar Cowper mencit terletak di bawah
kulit bagian atas penis (Rugh 1968). Kelenjar tersebut menghasilkan
cairan bening dan kental yang mengandung penggumpal yang berperan

dalam pembentukan sumbat vagina (Eddy 1988).

. Alat kelamin luar (penis)
Alat kelamin luar atau organ kopulasi mencit adalah penis. Penis
berfungsi sebagal aat pengeluaran urin dan perletakkan semen ke

dalam saluran reproduksi betina (Moeloek 1994). Penis mencit terdiri
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dari korpus kavernosum, korpus spongiosum, dan kepala penis (Rugh

1968).

. Spermatogenesis

Spermatogenesis merupakan suatu proses proliferasi dan diferensiasi sel
spermatogonia menjadi spermatozoa yang terjadi di dalam tubulus
seminiferus (Moeloek 1994). Menurut Rugh (1968), spermatogenesis
mencit berlangsung lebih kurang 8,63 + 0,25 hari untuk satu siklus
epitel seminiferus. Spermatogenesis mencit berlangsung selama empat
siklus epitel seminiferus, sehingga keseluruhan proses spermatogenesis
membutuhkan waktu lebih kurang 35,5 hari. Waktu tersebut terdiri atas
8 hari untuk perubahan sel spermatogonia A menjadi spermatosit
primer; 12,5 hari untuk perubahan meiosis spermatosit primer dan
sekunder; 9,5 hari untuk fase spermatid; dan 5,5 hari untuk fase
pematangan. Spermatogenesi s pada mencit pada dasarnya sama seperti

pada mamalialainnya (Rugh 1968).

Spermatogenesis terbagi menjadi tiga tahap utama, yaitu
spermatositogenesis, meiosis, dan spermiogenesis. Spermatositogenesis
merupakan proses pembelahan mitosis dari sel spermatogonia A
menjadi spermatogonia B. Masing-masing spermatogonia B akan
bermitosis menjadi spermatosit primer (Burger dkk. 1976). Padatahap
kedua, spermatosit primer mengalami pembelahan meiosis menjadi
spermatosit sekunder.  Spermatosit sekunder segera mengal ami

pembelahan meiosis membentuk spermatid yang haploid. Maka, tiap
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spermatosit primer dapat menghasilkan empat spermatid. Tiap
spermatid tersebut kemudian masuk menuju tahap spermiogenesis

(Johnson & Everitt 2000).

Spermiogenesis adal ah tahap perkembangan spermatid menjadi
spermatozoa. Perkembangan tersebut antaralain perubahan bentuk dan
komposisi spermatid, dari bulat menjadi bentuk seperti berudu yang

memiliki kepala, |eher, dan ekor (Moeloek 1994).

Spermiogenesis pada mencit memiliki 16 tahap berdasarkan perubahan
pada akrosom dan nukleus. Tahapan tersebut dibagi menjadi empat
fase, yaitu fase golgi (tahap 1-3), fase tudung (tahap 4-7), fase akrosom
(tahap-12), dan fase pematangan (tahap 13-16) (Rugh 1968). Setelah
spermiogenesis kemudian dilanjutkan ke tahap spermiasi yaitu proses
dilepaskannya spermatozoa ke dalam lumen tubulus seminiferus (Yatim

1988).

. Spermatozoa
Spermatozoaterdiri atas bagian kepal a, |eher, dan ekor. Panjang
keseluruhan spermatozoa mencit kurang lebih 1,226 pym dengan bagian

kepala berbentuk kait (Rugh 1968).

Bagian kepala spermatozoa diselubungi oleh tudung protoplasmik atau
galea kapitis (Nalbandov 1990). Bagian kepala spermatozoa tersebut

terdiri atasinti (nukleus) dan akrosom (Browder 1984). Inti dari kepala
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spermatozoa berisi materi genetik (DNA) yang berupa kromatin padat

yang terkondensasi selama tahapan spermatogenesis (Ramadhani 2007).

Akrosom mengandung sejumlah enzim yang penting untuk fertilisasi,
yaitu enzim hialuronidase, corona penetrating enzyme (CPE), dan
akrosin. Enzim hialuronidase berfungsi untuk menembus cumulus
oophorus yaitu lapisan terluar ovum. Corona penetrating enzyme
(CPE) berfungs untuk menembus corona radiata yaitu |apisan tengah
ovum. Akrosin berfungsi untuk menembus zona pelusida yaitu lapisan

dalam ovum (Zaneveld & Polakoski 1976).

Spermatozoa mengalami pematangan di epididimis baik secara
morfologi, fisiologi, biokimia, maupun metabolisme. Perubahan
morfologi antaralain proses hilangnya cytoplasmic droplet pada
spermatozoa. Cytoplasmic droplet adalah sisa sitoplasma yang masih

berada di spermatozoa (Hafez & Prasad 1976).

Menurut Purwaningsih (1996), masih adanya cytoplasmic droplet
menunjukkan spermatozoa tersebut belum matang dan dapat
menyebabkan penurunan fertilitas spermatozoa. Perubahan fisiologi
antaralain pematangan kemampuan spermatozoa dalam memfertilisasi
sel telur. Pematangan tersebut ditandai dengan perubahan bentuk
permukaan akrosom dan kapasitas motilitas progresif. Sementaraitu,
perubahan biokimia yaitu sel prinsipal epididimis menyekresikan lipid
dalam fosfolipid yang diperlukan untuk proses pematangan

spermatozoa (Hafez & Prasad 1976). Lipid akan dikatabolisme untuk
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menjadi sumber energi yaitu adenosin triphosphate (ATP) yang

berperan dalam pergerakan spermatozoa (Y atim 1988).

. Konsentrasi spermatozoa

Semen seorang pria dianggap normal apabila konsentrasi spermatozoa
> 20 jt/ml. Seorang pria dianggap infertil apabila memiliki jumlah
spermatozoa < 20 jt/ml atau dianggap oligozoospermia. Jumlah
spermatozoa normal mencit ( Mus musculus L.) adalah £ 50 jt/ml

(Freund dan Peterson, 1976).

. Motilitas spermatozoa

Motilitas spermatozoa adalah kualitas gerak spermatozoa yang meliputi
tipe pergerakan spermatozoa dan kecepatan gerak spermatozoa
(Hartamto 1985).  Penilaian motilitas berdasarkan WHO (1988)
dilakukan dengan menghitung spermatozoa yang termasuk kategori
motil yaitu jika spermatozoa bergerak cepat lurus ke depan, bergerak
lambat atau tidak lurus, dan bergerak di tempat. Seorang priatermasuk
infertil apabila memiliki persentase motilitas spermatozoa kurang dari

40% atau yang disebut dengan asthenozoospermia (WHO 1988).

Motilitas spermatozoa dipengaruhi oleh beberapa hal antaralain : waktu
pemeriksaan setelah gjakulasi, waktu antara g/akulasi, temperatur,
komposisi ionik, radiasi elektromagnetik, reactive oxygen species
(ROS), viskositas, pH, tekanan osmotik, aspek imunologi, serta adanya

faktor stimulasi dan inhibisi motilitas. Kerusakan spermatozoa yang



10.

25

disebabkan oleh ROS dapat menghambat reaksi akrosom dan kerusakan
ekor yang sangat berpengaruh terhadap motilitas spermatozoa (Sanocka

dan Kurpiz, 2004).

Kadar ROS yang tinggi akan dapat merusak membran mitokondria
sehingga menyebabkan hilangnya fungsi potensial mitokondria yang akan
mengganggu motilitas spermatozoa karena energi motilitas sperma
disuplai dalam bentuk ATP yang disintesis oleh mitokondria pada badan

ekor (Aryosetyo, 2009).

Viabilitas spermatozoa

Viabilitas spermatozoa adal ah proporsi spermatozoa hidup dalam
semen. Penilaian viabilitas dilakukan dengan prinsip pewarnaan
supravital yaitu sel mati memiliki membran sel yang rusak sehingga
dapat dimasuki zat warna. Banyaknya spermatozoa hidup tetapi tidak
motil dapat menunjukkan adanya kelainan struktur pada flagel

spermatozoa (WHO 1988).

Morfologi spermatozoa

Penyimpangan dari spermatozoa normal dianggap sebagai abnormalitas
(Nabandov 1990). Abnormalitas dapat berupa abnormalitas primer
dan sekunder. Abnormalitas primer terjadi pada spermatogenesis,
antaralain kepala besar, kepala kecil, kepala rangkap, ekor rangkap,
dan ekor menggulung. Abnormalitas sekunder terjadi pada proses

pematangan di epididimis, antaralain masih terdapatnya cytoplasmic
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droplet pada spermatozoa. Spermatozoa dianggap fertil apabila
memiliki spermatozoa abnormal dibawah 40%. Morfologi spermatozoa

normal yang kurang dari 50% disebut teratozoospermia (WHO 1988).

Normal Abnorma

S EESEEE
(A) B © (D) E) . © *)
Gambar 4. Bentuk spermatozoa abnormal mencit : a) spermanormal,
b) kepala besar, ¢) kepala kecil, d) kepala dua, €) sperma ekor

dua, ) kepala gepeng, g) kepala ada sisa sitoplasma, h) letak ekor
abaxial (Ogg et al.,2006).

Antioksidan

Secara biologis antioksidan adalah senyawa yang mampu menangkal dan
meredam dampak negatif oksidan dalam tubuh. Antioksidan bekerja dengan
cara mendonorkan satu elektronnya kepada senyawa yang bersifat oksidan

sehingga aktivitas senyawa oksidan tersebut dapat terhambat (Winarsi,2007).

Berdasarkan mekanisme kerjanya antioksidan digolongkan menjadi 3
kelompok yaitu antioksidan primer, sekunder, dan tersier. Antioksidan primer
meliputi enzim superoksida dismutase (GSH-Px), katalase dan glutation
peroksidase (GSH-Px). Antioksidan primer bekerja dengan cara mencegah

pembentukan senyawa radikal bebas yang terbentuk menjadi molekul yang



27

kurang aktif. Antioksidan sekunder merupakan antioksidan eksogenous atau

non ezimatis (Winarsi,2007).

Menurut Soewoto (2001), antioksidan sekunder meliputi vitamin E, vitamin
C, beta karoten, flavonoid, asam urat, bilirubin, dan albumin. Antioksidan
sekunder ini bekerja dengan cara memotong reaksi oksidasi berantai dari
radikal bebas atau dengan cara menangkapnya. Akibatnya radikal bebas tidak
bereaksi dengan komponen seluler (Winarsi,2007). Kelompok antioksidan
tersier meliputi system enzim DNA-repair dan metioin sulfoksida reduktase,
dimana enzim- enzim ini berfungsi dalam perbaikan biomolekuler yang rusak

akibat reaktivitas radikal bebas.

F. JaheMerah (Zingiber officinale Roxb.var. Rubrum)

Gambar 5. Jahe Merah (Zingiber officinale Roxb. var Rubrum)
(Dokumentasi pribadi)
1. Klasifikasi jahe merah
Klasifikas Jahe merah menurut Hapson (2008) adal ah sebagai

berikut:
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Kergjaan : Plantae

Divis : Spermatophyta
Kelas : Monocotyledoneae
Bangsa: Zingiberaes
Suku : Zingiberaceae
Marga: Zingiber

Jenis: Zingiber officinale Roxb.var. Rubrum

. Morfologi jahe merah

Secara morfologi, tanaman jahe terdiri atas akar, rimpang, batang, daun,
danbunga. Perakaran tanaman jahe merupakan akar tunggal yang semakin
membesar seiring dengan umurnya, hingga membentuk rimpang serta
tunas-tunas yang akan tumbuh menjadi tanaman baru. Akar tumbuh dari
bagian bawah rimpang, sedangkan tunas akan tumbuh dari bagian atas
rimpang. Jahe termasuk tanaman tahunan, berbatang semu, dan berdiri
tegak dengan ketinggian mencapai 0,75 m. Batang pada tanaman jahe
merupakan batang semu yang tumbuh tegak lurus, berbentuk bulat pipih,
tidak bercabang tersusun atas seludang-seludang dan pelepah daun yang
saling menutup sehingga membentuk seperti batang. Bagian luar batang
berlilin dan mengkilap, serta mengandung banyak air, berwarna hijau

pucat, dan bagian pangkal biasanya berwarna kemerahan (Suprapti, 2003).

Rimpang jahe termasuk kelas Monocotyledonae, bangsa Zingiberales,
suku Zingiberaceae, marga Zingiber. Tanaman ini sudah lama dikenal

baik sebagai bumbu masak maupun untuk pengobatan (Gholib, 2008).
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Akar jahe berbentuk bulat, ramping, berserat, berwarna putih sampai
coklat terang. Jahe merah memiliki rimpang kecil, ramping, tidak banyak
mengandung air, berwarna merah atau jingga, dan rasanya pedas. Jaheini
jugadikenal dengan sebutan jahe sunti. Kadar minyak atsiri pada jahe

pedas di atas 3 ml tigp 100gram rimpang (L ukito,2007).

Berdasarkan hasil penelitian para ahli, baik dari dalam negeri maupun luar
negeri, jahe berkhasiat sebagai obat dan mampu memperkuat khasiat obat
lain yang dicampurkannya. Adatigajenisjahedi Indonesia, yaitu jahe
gajah (Zingiber officinale var officinarum), jahe emprit (Zingiber officinale
var amarum), dan jahe merah (Zingiber officinale var rubrum). Salah satu
jenis jahe yang dimanfaatkan sebagal obat-obatan yaitu jahe merah. Hal ini
dikarenakan rimpang jahe merah berserat lembut, beraroma tgjam, dan
berasa pedas meskipun ukuran rimpangnya kecil tetapi memiliki

kandungan gizi cukup tinggi (Rukmana, 2000).

. Kandungan bahan kimia jahe merah

Eksrak jahe merah memiliki kandungan aktivitas antioksidan dan
androgenik, serta mampu meningkatkan daya tahan tubuh yang
direfleksikan dalam sistem kekebalan inang terhadap mikroba yang
masuk ke dalam tubuh, hal ini diakibatkan karena ekstrak jahe dapat
memacu proliferasi limfosit dan menekan limfosit yang mati serta
meningkatkan aktivitas makrofag, selain itu jahe mampu menaikkan
salah satu aktifitas sel darah putih dalam melisiskan sel targetnya yang

berupa sel tumor dan sel yang terinfeks virus (Gufron,2001).
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Produk utama tanaman jahe adalah rimpang jahe, yang mengandung

oleoresin dan minyak atsiri (Sudarsono, 1996).

Secara umum komponen senyawa kimia yang terkandung dalam jahe
terdiri dari minyak menguap (volatile oil), minyak tidak menguap (non
volatile oil) dan pati. Minyak atsiri termasuk jenis minyak menguap dan
merupakan suatu komponen yang memberi bau khas. Kandungan minyak
tidak menguap disebut oleoresin, yakni suatu komponen yang memberikan
rasa pahit dan pedas. Jahe merah memiliki aromayang tajam dan rasa
yang sangat pedas. Di dalam rimpang jahe merah terkandung zat gingerol,
olerosin, dan minyak atsiri yang tinggi, sehingga lebih banyak digunakan
sebagai bahan baku obat. Efek farmakologis jahe merah dapat
memperkuat khasiat bahan lain yang dicampurkan pada proses pembuatan

obat (Herlina, 2004).

. Peran jahe merah terhadap reproduksi

Pada penedlitian yang dilakukan oleh Morakinyo A. O dkk. (2008),
pemberian ekstrak jahe merah memiliki pengaruh positif pada fungsi
reproduksi hewan jantan. Pengaruh tersebut berupa peningkatan jumlah
dan motilitas sperma, jumlah testosteron, dan penurunan level
malonhydialdehyde. Peningkatan berat testis dan epididimis juga terlihat
signifikan, sgjalan dengan meningkatnya biosintesis androgen yang

dibuktikan dengan meningkatnya level testosteron serum pada tikus.
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Penelitian yang dilakukan oleh Khaki et al., (2009), jahe memiliki
pengaruh yang baik terhadap spermatogenesis dan parameter sperma,
pemberian jahe dengan dosis 100mg/kg/hari secara signifikan dapat
meningkatkan presentasi sperma, viabilitas, motilitas dan jugatotal serum
testosterone. Rimpang jahe merah mengandung minyak atsiri sekitar 2,58-
2,73% berfungsi memberikan efek perlindungan secara dominatif dari
kerusakan DNA yang diakibatkan oleh hidrogen peroksida (H202) serta
dapat bertindak sebagai scavenger (penangkap) radikal oksigen (Khaki et

al., 2009).



[11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2017 — Januari 2018.
Pemeliharaan hewan uji, penginduksian zat toksik paraquat, pemberian
ekstrak etanol jahe merah (Zingiber officinale Roxb. Var Rubrum) serta
pembedahan dilakukan di Laboratorium Zoologi, Jurusan Biologi, FMIPA,

Unila.

B. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah kandang mencit terbuat dari
plastik yang ditutup dengan ring kawat, tempat makan dan minum mencit.
Alat gelas yang digunakan seperti gelas beaker, Erlenmeyer, gelas ukur,
cawan petri, objek glass, aat lain yang digunakan adalah timbangan
analitik,tabung reaksi,mikropipet, sonde lambung, mikroskop dan perangkat

bedah.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit jantan yang
berumur 2-3 bulan dengan berat rata-rata 30-40 gram yang didapat dari Balai

Veteriner Lampung ( BV et), Bahan lain yang digunakan adalah Ekstrak jahe
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merah (Zi ngiber officinale Rosc. var. Rubrum), aquadest, alcohol murni
96%, NaCl 0,9%, pakan pellet standar, larutan giemsa, eosin Y 0,05%

nigrosin, gramoxone dan minyak emersi.

Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan
perlakuan variasi dosis ekstrak jahe merah. Data disgjikan dalam bentuk mean
dan standard deviation. Pada penelitian ini jumlah perlakuan yang diberikan
adalah 6 perlakuan, besar ulangan yang digunakan adalah 4 ekor mencit
perkelompok perlakuan, sehingga besar sasmpel yang diperlukan untuk
percobaan sebanyak 24 ekor mencit pada 6 kelompok perlakuan. Perlakuan

dan parameter yang diamati disgjikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Perlakuan dan parameter yang diamati

Perlakuan Parameter
Dosis | Konsentrasi | Konsentrasi | Motalitas | Viabililitas | Morfologi
Paraquat | ekstrak jahe (t/ml) (%) (%) (%)
kontrol Kontrol
20 -
mg/kg
BB
20 200 mg/kg
mg/kg BB
BB
20 400 mg/kg
mg/kg BB
BB
20 600 mg/kg
mg/kg BB
BB
- 600 mg/kg
BB




Perlakuan diberikan selama 35 hari berdasarkan siklus spermatogenesis yang
berlangsung (Rugh,1968). Pemberian paraquat dilakukan pada hewan uji
selama 2 kali dalam 1 minggu (Ortiz, dkk) selama 21 hari pada hari ke-
1,4,8,12,16 dan 20. Pemberian ekstrak jahe merah diberikan setiap hari
selama 35 hari. Hewan uji dikelompokan menjadi 4 kelompok setiap

kelompok mempunyai perlakuan yang berbeda yaitu :

1. Kelompok perlakuan 1 sebagai kelompok kontrol (H.0)

2. Kelompok perlakuan 2 diinduksi paraquat dengan dosis 20 mg/kg BB
tanpa pemberian bahan uji.

3. Kelompok perlakuan 3 diinduksi paraquat dengan dosis 20 mg/kg BB 2
kali dalam seminggu selama 21 hari dan diberi ekstrak jahe merah
sebanyak 6 mg/ml selama 35 hari.

4. Kelompok perlakuan 4 diinduks paraquat dengan dosis 20 mg/kg BB 2
kali dalam seminggu selama 21 hari dan diberi ekstrak jahe merah
sebanyak 12 mg/ml selama 35 hari

5. Kelompok perlakuan 4 diinduksi paraquat dengan dosis 20 mg/kg BB 2
kali dalam seminggu selama 21 hari dan diberi ekstrak jahe merah
sebanyak 18 mg/ml selama 35 hari

6. Kelompok perlakuan 5 Hanya diberi bahan uji ekstrak jahe merah
sebanyak 18 mg/ml selama 35 hari.

Masing-masing kelompok perlakuan diberi paraquat secaraoral.
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D. Pedaksanaan Penditian

1. Persiapan Kandang
Sebelum penelitian dilaksanakan, terlebih dahulu disigpkan kandang

mencit yang terbuat dari bak plastic kemudian ditutupi dengan ring kawat.

2. Pemeliharaan Mencit
Mencit yang digunakan sebagai hewan uji adalah 24 ekor mencit jantan
yang berumur kurang lebih 2-3 bulan dengan berat badan kurang lebih 30-
40 gram yang diperoleh dari Balai Veteriner Lampung (BV et). Hewan uji
kemudian diaklimatisasi selama satu minggu dalam kondisi laboratorium
yang bertujuan untuk penyesuaian mencit terhadap lingkungan. Mencit
dikelompokan kedalam 6 kel ompok tiap kelompok berisi 4 ekor mencit

dan diberi perlakuan sesuai dengan rancangan percobaan.

3. Penyedian Ekstrak Jahe Merah dan Paraquat
a) Pembuatan dan Penentuan Dosis Ekstrak Jahe Merah

Ekstrak dibuat di Laboratorium Zoologi FMIPA Universitas
Lampung. Proses pembuatan ekstrak jahe merah dalam penelitian ini
menggunakan etanol 96% sebagai pelarut. Ekstraks dimulai dari
penimbangan jahe merah. Selanjutnya jahe dipotong tipis-tipis,
kemudian dibuat serbuk dengan menggunakan blender. Etanol teknis
dengan kadar 96% ditambahkan untuk melakukan ekstraksi dari serbuk
ini selama 24 jam . Setelah masuk ke tahap filtrasi, akan diperoleh
filtrat dan residu. Filtrat yang didapat akan diteruskan ke tahap

evaporasi sehingga akhirnya diperoleh ekstrak kental. Dosis normal
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jahe merah untuk mencit adalah mencit 400 mg/kgBB (Mdidea, 2007).
Pada penelitian ini dosis jahe merah yang digunakan adalah setengah
dosis normal, dosis hormal, peningkatan dosis normal untuk
mengetahui dosis yang paling efektif. Selanjutnya penentuan dosis jahe
merah yang digunakan pada mencit dengan berat badan rata- rata 30
gram adalah :

Perlakuan 1

= dosis x berat badan

=200 mg/grBB x 30gr

=6 mg/ml

Perlakuan 2
= dosis x berat badan
=400 mg/grBB x 30gr

=12 mg/ml

Perlakuan 3
= dosis x berat badan
= 600 mg/grBB x 30gr

=18 mg/ml

Ekstrak jahe merah diberikan pada masing-masing kel ompok
perlakuan dengan cara dicekok (secara oral) menggunakan sonde

lambung.
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b. Dosis Paraquat
Menurut Ortiz (2016), mencit yang termasuk kelompok perlakuan
paraquat diberi paraquat dengan dosis 20 mg/kg BB. Mencit yang
digunakan pada penelitian ini memiliki berat badan rata-rata sekitar 30
gram sehingga dosis yang diberikan pada mencit dengan berat badan
rata- rata 30gram adalah :
Perlakuan
Dosis x Berat Badan
=20 mg/kg BB x 0,03kg

= 0.6 mg/ 30gr BB

Herbisida yang digunakan dipasaran dikenal dengan merk dagang
Gramoxone. Gramoxone mengandung paragquat sebesar 276mg/ml,
sehingga untuk mendapatkan 1 ml larutan paraguat dengan dosis 0,6
mg/30gBB diperlukan 0,002 ml gramoxone ditambah aquades

sebanyak 0,998 ml.

4. Pembedahan Hewan Uji
Mencit yang telah diberi perlakuan, dibius menggunakan klorofom
sebelum dibedah, lalu mencit dibedah dengan menggunakan peralatan
bedah kemudian spermatozoa diambil dari cauda epididimis. Untuk
mendapatkan spermatozoa di dalam sekresi cauda epididimis dilakukan
menurut (Soehadi dan Arsyad, 1983).yaitu : Setelah 35 hari perlakuan, hari
ke-36 masing-masing hewan coba dikorbankan. Kemudian organ Cauda

epididimis dimasukkan ke dalam cawan petri yang berisi 1,0 ml garam
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fisiologis 0,9% bersuhu 37-400C kemudian dipotong dengan gunting kecil
sampai halus dan diaduk dengan gelas pengaduk sehingga diperoleh
suspense spermatozoa yang homogen. Suspensi spermatozoa yang
diperoleh dapat digunakan untuk analisis kuantitas dan kualitas

spermatozoa

5. Analisis Kuantitas dan Kualitas Sper matozoa
a. Konsentrasi Spermatozoa

Jumlah spermatozoa dihitung dengan menggunakan bilik hitung
improved Neubauer (hemositometer). Suspensi spermatozoa yang telah
diencerkan dengan 1 mL larutan garam fisiologis (NaCl 0,9%) diambil
10 pL kemudian diletakkan ke dalam bilik hitung (hemositometer),
setelah itu ditutup dengan gelas penutup. kemudian diamati dibawah
mikroskop cahaya dengan perbesaran 400. jumlah spermatozoa dihitung

dengan rumus::

jumlah sel/mL = jumlah spermatozoa (n) x 10* x pengenceran. (Bijanti

et al., 2002; Soehadi dan Arsyad, 1982; Wirawan et al.,1988)

b. Motilitas Spermatozoa
Pemeriksaan motilitas spermatozoa dilakukan menggunakan mikroskop
perbesaran 400x, motilitas spermatozoa dikelompokkan ke dalam
kategori sel spermatozoa (A), bergerak dan (B), tidak bergerak,
(Astuti,2009). Persentase moatilitas itu dihitung berdasarkan rumus

perhitungan sebagai berikut:
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x 1009
A+ B £00%

. Morfologi Spermatozoa

Satu tetes suspensi sperma diteteskan pada kaca objek, lalu dibuat
sediaan oles dengan menggeserkan kaca objek lain di atasnya, setelah
itu dikeringanginkan, lalu difiksasi dengan metanol 96% selama 5 menit
dan diwarnal dengan larutan giemsa selama 30 menit dan dibilas
dengan air mengalir. Penghitungan dilakukan di bawah mikroskop
dengan pembesaran 400 kali. Morfologi spermatozoa abnormal dapat
diketahui dengan menghitung 100 spermatozoa. Spermatozoa mencit
normal terdiri atas bagian kepala (caput) yang bentuknya bengkok
seperti kait, bagian tengah (middle piece) yang pendek, dan bagian ekor
(cauda) yang sangat panjang. (Astuti,2009).Persentase morfologi

spermatozoa

x 1009
A+B 100%

Keterangan:
A: jumlah morfologi abnormal

B: jumlah morfologi normal

. Viabilitas Spermatozoa

Pengamatan viabilitas spermatozoa dilakukan dengan mengambil 1
tetes suspense sperma, kemudian diteteskan pada gelas objek kemudian
dicampurkan larutan eosin negrosin. Apusan tipis dibuat secara merata,

kemudian dikering anginkan. Viabilitas sperma dihitung menggunakan
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mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x berdasarkan jumlah sperma
utuh yang tidak menyerap warna (jernih) dibagi jumlah total sperma
lalu dikali 100% (Astuti,2009).

umlah sperpatozoa hidu
] perp D 100%

Jumlah sperpatozoa hidup + Mati

E. Parameter yang diamati

Parameter yang diamati dalam penelitian ini adalah kuantitas dan kualitas
spermatozoa mencit jantan (Mus musculus L.) yang telah diinduksi paraquat
secaraoral selam 21 hari dan pemberian ekstrak etanol jahe merah selama 35

hari.

F. AnalissData

Data yang diperoleh dari hasil pemeriksaan dianalisis dengan menggunakan
Analysis of Variance (Anova, a = 0,05) untuk mengetahui ada tidaknya
pengaruh perlakuan terhadap parameter yang diukur, Apabila terdapat
perbedaan nyata maka dilakukan uji lanjut dengan uji post hoc LSD (least

significant different) dengan nilai signifikasi p<0,05. (Sokal & Rohlf, 1996).
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A 4

A 4

\4

A 4

Kontrol Kontrol Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
Normal Negatif (-) Perlakuan Perlakuan Perlakuan perlakuan
I I [l v
A 4
Mencit di Aklimatisasi Selama 7 Hari
A
Tidak Hanya Diberikan Diberikan Diberikan Hanya
diberi diberi paraguat paraguat paraquat diberi jahe
jahe merah paraquat 20 mg/kg 20 mg/kg 20 mg/kg merah 18
dan 20 mg/kg BB selama BB selama BB selama
paraquat BB sedlama 21 hari + 21 hari + 21 hari + mg/ml
21 hari jahe merah jahe merah jahe merah selama 35
(seminggu 6 mg/ml 12 mg/ml 18 mg/ml hari
2X) selama 35 selama 35 selama 35
hari hari hari

I

Pembedahan (Nekropsi) Mencit

A

Pengambilan spermatozoa dari organ
epididimis

A 4

Pemeriksaan jumlah, motilitas,viabilitas
dan morfologi spermatozoa

Y
Andisis Data

Gambar 6. Diagram Alur Penelitian




V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan diperoleh kesimpulan

sebagal berikut :

a) Ekstrak etanol jahe merah (Zingiber officinale roxb Var. Rubrum) dapat
memperbaiki jumlah spermatozoa mencit (Mus musculus L.) dari kerusakan
akibat induksi paraquat diklorida.

b) Ekstrak etanol jahe merah (Zingiber officinale roxb Var. Rubrum) dapat
memperbaiki viabilitas spermatozoa mencit (Mus musculus L.) dari kerusakan
akibat induksi paraquat diklorida.

c) Ekstrak etanol jahe merah (Zingiber officinale roxb Var. Rubrum) dapat
memperbaiki motilitas spermatozoa mencit (Mus musculus L.) dari kerusakan
akibat induksi paraquat diklorida.

d) Ekstrak etanol jahe merah (Zingiber officinale roxb Var. Rubrum) dapat
memperbaiki morfologi abnormal spermatozoa mencit (Mus musculus L.) dari

kerusakan akibat induksi paraquat diklorida.
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B. Saran

1. Perlu dilakukan penelitian dengan mengamati lebih lanjut toksisitas pada
variabel lainnya seperti gangguan perkembangan janin. mencit yang diinduksi

paraguat diklorida.

2. Perlu dilakukan penelitian dengan mengamati toksisitas dan efektivitas jahe
merah pada kualitas dan kuantitas sel spermatozoa mencit (MusmusculusL.)

tua dan muda.
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