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ABSTRACT

THE EFFECT OF BUNGUR LEAF EXTRACT (Lagerstroemia speciosa)
AND PROBIOTICS FROM BEKASAM ON THE NUMBER OF
SPERMATOGENIC CELLS, DIAMETER AND THICKNESS OF
SEMINIFEROUS TUBULES EPITHELIUM IN HYPERGLYCEMIC
MICE (Mus musculus)

By
JENSA YUSWANTORO

Infertility at the molecular level can be caused by oxidative stress. Hyperglycemia
is a condition where the level of glucose in the blood plasma exceeds normal
limits, resulting in the production of Reactive Oxygen Species (ROS) that cause
oxidative stress, which disturbs the activity of testosterone hormone production
and leads to infertility due to impaired spermatogenesis. Lagerstroemia speciosa
or Bungur plant has a 5% hypoglycemic activity in its water extract that can lower
blood glucose levels. Blood glucose level control can also be achieved by
administering probiotics, microorganisms that, when given in sufficient quantities,
can provide health benefits to their host. Lactobacillus as a probiotic can be
obtained from bekasam, a fermented fish product that has a sour taste. This study
aims to determine the effect of giving Bungur leaf water extract, addition of
probiotics, and the combined effect of both on the population of spermatogenic
cells, diameter, and thickness of seminiferous tubules in hyperglycemic mice. This
study used a Completely Randomized Design with 6 treatments, where each
treatment used 5 mice, namely the zero control (KO0), positive control (K+),
negative control (K-), Treatment of Bungur Leaf Water Extract (P1), Treatment of
Bekasam Probiotics (P2), and Treatment of Combination between Bungur Leaf
Water Extract and Bekasam Probiotics (P3). The results showed that the
administration of Bungur leaf water extract, the administration of bekasam
probiotics, and the administration of a combination of Bungur leaf water extract
and bekasam probiotics had a significant effect on the number of spermatogenic
cell populations, diameter, and thickness of the seminiferous tubule epithelium in
hyperglycemic mice, but the results obtained from all treatments were not higher
than the positive control (+).

Keywords: Bungur, Probiotics, Bekasam, Hyperglycemia, Spermatozoa,
Seminiferous tubule, Lactobacillus sp



ABSTRAK

PENGARUH EKSTRAK DAUN BUNGUR (Lagerstroemia speciosa) DAN
PROBIOTIK DARI BEKASAM TERHADAP JUMLAH SEL
SPERMATOGENIK, DIAMETER DAN TEBAL EPITEL TUBULUS
SEMINIFERUS MENCIT (Mus musculus) HIPERGLIKEMIA

Oleh
JENSA YUSWANTORO

Infertilitas pada tingkat molekuler dapat disebabkan oleh stress oksidatif.
Hiperglikemia adalah suatu kondisi dimana kadar glukosa dalam plasma darah
melebihi batas normal sehingga mengakibatkan produksi Reactive Oxygen Species
(ROS) yang mengakibatkan terjadinya stress oksidatif sehingga menganggu
aktivitas dari produksi hormon testosteron serta gangguan pada proses
spermatogenesis yang berujung pada infertilitas. Lagerstroemia speciosa atau
tanaman Bungur memiliki aktivitas hipoglikemik 5% dalam ekstrak air yang dapat
menurunkan kadar glukosa darah. Pengendalian kadar glukosa darah juga dapat
dilakukan dengan pemberian probiotik, yaitu mikroorganisme yang diberikan
dalam kadar cukup dapat memberikan manfaat kesehatan bagi inangnya.
Lactobacillus sebagai probiotik dapat diperoleh dari hasil fermentasi bekasam
yaitu produk fermentasi ikan yang memiliki rasa asam. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak air daun bungur (Lagerstroemia
speciosa), kemudian penambahan probiotik, dan pengaruh kombinasi keduanya
terhadap jumlah populasi sel spermatogenik, diameter dan ketebalan tubulus
seminiferus dari tikus hiperglikemiak. Penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap dengan 6 perlakuan dimana setiap perlakuan menggunakan 5 ekor
tikus yaitu kontrol nol (KO0), kontrol positif (K+), kontrol negatif (K-), Perlakuan
Ekstrak Air Daun Bungur (P1l), Perlakuan Probiotik Bekasiam. (P2) dan
Perlakuan Kombinasi antara Ekstrak Air Daun Bungur dan Probiotik Asal
Bekasam (P3). Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan pemberian ekstrak
air daun bungur, pemberian probiotik asal bekasam, dan pemberian kombinasi
ekstrak air daun bungur dan probiotik asal bekasam berpengaruh nyata terhadap
jumlah populasi sel spermatogenik, diameter dan ketebalan epitel tubulus
seminiferus mencit hiperglikemia tetapi hasil yang diperoleh dari semua perlakuan
tidak lebih tinggi dibandingkan kontrol positif (+).

Kata Kunci : Bungur, Probiotik, Bekasam, Hiperglikemia, Spermatozoa,
Tubulus seminiferus, Lactobacillus sp..
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MOTTO

Allah tidak akan membebani seseorang
melainkan sesuai dengan kadar kesanggupannya”
(QS Al Baqarah: 286)

Allah SWT akan mengangkat derajat orang-orang yang
beriman diantaramu dan orang-ovang yang diberi ilmu
pengetahuan beberapa derajat
(QS Al Mujadalah:11)

Barangsiapa yang bertaqwa kepada Allah, niscaya diberi-Nya
kelapangan dan diberi-Nya rezeki yang tidak diduga-duga.
Siapa yang bertawakkal kepada Allah, niscaya dijamin-Nya,
sesungguhnya Allah sangat tegas dalam perintah-Nya dan
Dialah yang mentakdirkan segala sesuatu
(QS Al Thariq:2-3)

Boleh jadi kamu membenci sesuatu, padahal ia amat baik
bagimu, dan boleh jadi (pula) kamu menyukai sesuatu, padahal
ia amat buruk bagimu; Allah mengetahui, sedang kamu tidak
mengetahui.

(Q.S. Al-Baqgarah: 216)

Sesungguhnya Allah tidak mengubah keadaan sesuatu Raum
sehingga mereka mengubah keadaan yang ada pada diri
mereka sendivi. Dan apabila Allah menghendaki keburukan
terhadap sesuatu kaum, maka tak ada yang dapat menolaknya;
dan sekali-kali tak ada pelindung bagi mereka selain Dia.
(Q.S. Ar-Rad: 11)



Karena sesungguhnya sesudah Resulitan itu ada kemudahan,
sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan
(Q.S. Al-Insyirah: 5-6)

Dan hanya kepada Tuhanmulah hendaknya kamu berharap.
(Q.S. Al-Insyirah: 8)

Ketahuilah bahwa kemenangan bersama kesabaran,
kelapangan bersama kesempitan, dan kesulitan bersama
kemudahan
(HR Tirmidzi)

Tidaklah suatu kegalauan, kesedihan, Rebimbangan, kekalutan
yang menimpa seorang mukmin atau bahkan tevtusuk duri
sekalipun, melainkan karenanya Allah akan
(HR Bukhari dan Muslim)

if you want to make everyone happy don't be a leader sell ice
cream
(Steve Jobs)

Semua orvang Jenius. Tapi jika anda menilai seekor ikan dari
kemampuannya memanjat pohon, Ia akan menjalani hidupnya
dengan percaya bahwa itu bodoh
(Alberth Einstein)
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Infertilitas menjadi persoalan yang dikhawatirkan oleh setiap pasangan
suami istri terutama yang belum memiliki anak. Penyebab infertilitas dipicu
oleh banyak faktor, diantaranya hiperglikemia. Hiperglikemia dapat memicu
degradasi epididimis, menyebabkan disfungsi migrasi sel sperma yang
memengaruhi reproduksi sehingga jumlah sel spermatogonium mengalami
penurunan, jumlah sel sperma dalam testis dan epididimis dan penururunan
diameter tubulus seminiferus. Kasus hiperglikemia memiliki dampak yang
signifikan bagi degradasi dari aktivitas produksi hormon testoesteron serta
gangguan dalam proses spermatogenesis (Kianifard, 2012). Penelitian
tentang hiperglikemia masih terus dilakukan dalam mengatasi dampak

buruk tersebut.

Penelitian mengenai hiperglikemia biasanya dilakukan pada hewan mencit
(Mus musculus sp.) karena memiliki sifat anatomis dan fisiologis seperti
manusia sehingga dapat dikonversi dosis ke manusia. Model terapi
hiperglikemia yang dilakukan terhadap mencit diantaranya transplantasi
pankreas, manipulasi genetik, terapi obat secara sintetik atau terapi non obat
secara alami, pengaturan diet atau nutrisi dari makanan (Rees & Alcolado,
2005). Terapi obat secara sintesis memberikan efek samping timbulnya
hipoglikemia, mual, rasa tidak enak di perut, dan anoreksia (Agoes, 1991).
Penanganan terapi non obat pada penderita hiperglikemia dapat dilakukan
dengan menggunakan obat herbal dari tumbuhan tertentu dan manipulasi
asupan nutrisi. Beberapa tumbuhan diantaranya yang memiliki kemampuan

menurunkan kadar gula darah adalah tumbuhan bungur.



Tumbuhan Bungur (Lagerstroemia speciosa) memiliki berbagai manfaat
medis. Beberapa riset menemukan potensi kandungan dalam daun bungur
dapat melawan hiperglikemia dalam darah. Ekstrak daun bungur dari
beberapa pelarut diketahui memiliki aktivitas hipoglikemik (Hou, 2009)
Menurut Park dan Lee (2011) daun memliki beberapa kandungan senyawa
bersifat antihiperglikemia seperti asam korosolat dan tanin, termasuk

lagerstroemin yang berperan dalam mengatur kadar glukosa darah.

Selain pemberian obat herbal, penurunan kadar glukosa darah juga dapat
dilakukan dengan pengaturan makan yaitu dengan memilih pangan
fungsional seperti probiotik. Menurut Lye (2009) dan Gomes (2014)
probiotik dapat memberikan manfaat bagi kesehatan diantaranya
pemeliharaan dari mikrobiota usus yang lebih sehat, sebagai adjuvant efektif
dalam terapi resistensi insulin, meningkatkan sistem imun, dan
penanggulangan diare (Chen , 2014). Probiotik sangat mudah diproduksi,
salah satu sumber probiotik terdapat pada fermentasi bekasam. Bekasam
adalah makanan berbahan dasar ikan air tawar, garam dapur dan nasi yang
difermentasi (Desniar, 2012).

Penelitian yang dilakukan Guo, (2020), memberikan hasil memuaskan
terkait penurunan kadar glukosa darah mencit oleh daun bungur. Begitu juga
penelitian mengenai antihiperglikemia dari probiotik bekasam oleh Syafigoh
(2016), menunjukkan hasil yang memuaskan. Hal ini yang menarik untuk
diteliti karena penelitian tentang kombinasi pemberian ekstrak daun bungur
yang dikombinasikan dengan probiotik dari bekasam terhadap infertilitas
mencit hiperglikemia belum banyak dilakukan. Oleh karena itu dilakukan
penelitian ini untuk mengetahui efek dari pemberian penambahan ekstrak
daun bungur dan probiotik dari bekasam dengan terhadap terhadap populasi
sel spermatogenik, diameter dan tebal epitel tubulus seminiferus mencit

hiperglikemia.



1.2 Tujuan Penelitian

1.3

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui perbedaan pemberian ekstrak daun bungur (Lagerstroemia

speciosa) dan penambahan probiotik bekasam terhadap peningkatan
jumlah populasi sel spermatogenik mencit hiperglikemia.

Mengetahui perbedaan pemberian ekstrak daun bungur (Lagerstroemia
speciosa) dan penambahan probiotik bekasam terhadap perbaikan
diameter tubulus seminiferus mencit hiperglikemia.

Mengetahui perbedaan pemberian ekstrak daun bungur (Lagerstroemia
speciosa) dan penambahan probiotik bekasam terhadap perbaikan tebal
epitel tubulus seminiferus mencit hiperglikemia.

Mengetahui perbedaan pemberian ekstrak daun bungur (Lagerstroemia
speciosa) dan penambahan probiotik bekasam terhadap jumlah sel
Lactobacillus sp. yang hidup pada usus mencit hiperglikemia.
Mengetahui perlakuan terbaik dari perlakuan pemberian ekstrak daun
bungur (Lagerstroemia speciosa), perlakuan penambahan probiotik dari
bekasam serta perlakuan pemberian kombinasi ekstrak air daun bungur
(Lagerstroemia speciosa) dan perlakuan pemberian probiotik bekasam
terhadap populasi sel spermatogenik, diameter dan tebal epitel tubulus

seminiferus mencit hiperglikemia.

Kerangka Pemikiran

Hiperglikemia merupakan kondisi kadar gula darah di atas batas normal

yang dipicu oleh ketidakmampuan sel  pankreas dalam memproduksi

insulin atau produksi insulin yang tidak mencukupi sehingga mengakibatkan

peristiwa hiperglikemia atau meningkatnya kadar gula darah di atas batas

normal. Sel-sel dalam tubuh akan tidak akan terbuka sehingga menyebabkan

glukosa menumpuk dalam darah akibat dari kurangnya produksi hormon
insulin. Kondisi ini berpengaruh kepada tingkat mortalitas dan morbiditas
yang berujung pada kegagalan fungsi organ tertentu, salah satunya adalah

organ reproduksi. Hiperglikemia dapat mengakibatkan infertilitas karena



dapat menyebabkan degradasi dan aktivitas produksi hormon testoesteron
dan produksi sel spermatozoa. Aktivitas hiperglikemia dalam jangka waktu
lama dapat memicu Spesi Oksigen Reaktif (ROS) yang memicu membran
pada mitokondria kehilangan fungsinya sehingga memengaruhi penyebaran
nutrisi ke berbagai jaringan, salah satunya adalah tubulus seminiferus yang
mengakibatkan proses spermatogenesis terganggu.

Bungur (Lagerstroemia speciosa) adalah salah satu tumbuhan obat yang
sering digunakan sebagai obat kencing manis, yang biasanya digunakan
dalam bentuk rebusan. Senyawa kimia yang telah berhasil diisolasi dari
daun bungur jenis (Lagerstroemia speciosa) diantaranya flavonoid, tanin,
dan senyawa triterpen yaitu Asam Ursolat, Asam Korosolat, Asam Asiatat,
Asam Alfitolat. Asam ellagat, Kumarin dan Neo Lignan. Senyawa-senyawa
tersebut memiliki aktivitas antihiperglikemik. Mekanisme antihiperglikemik
pada senyawa daun bungur dengan cara menstimulasi sensiifitas reseptor
insulin, menhambat proses aktivasi enzim a-glukosidase dan a-amilase,

serta membantu proses transportasi protein transpor GLUTA4.

Probiotik adalah mikroorganisme yang jika diberikan dalam kondisi cukup
maka akan bermanfaat bagi tubuh inangnya. Probiotik memiliki maanfat
dalm kesehatan yaitu menurunkan kadar glukosa darah dan membantu agar
tidak mudah lapar sehingga mengurangi penambahan kadar glukosa pada
penderita diabetes melitus. Probiotik juga mampu mencegah timbulnya
resistensi insulin sehingga menunda timbulnya hiperglikemia dengan
menurunkan stres oksidatif, respons inflamasi dan meningkatkan intake
glukosa di perifer. Efek dari probiotik ini didapat melalui penurunan
lipopolisakarida (LPS), peningkatan Short Chain Fatty Acids (SCFA),
supresi reaksi imun dan stres oksidatif, peningkatan Glucagon Like Peptide
(GLP-1), sekresi insulinotropic poly-peptides, hingga peningkatan Glucose
Transporter Type 4 (GLUT 4). Probiotik terutama berasal dari Bakteri
Asam Laktat (BAL), salah satu bakteri yang masuk ke dalam BAL adalah

dari genus Lactobacillus.
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Lactobacillus sp. merupakan kelompok marga bakteri gram positif yang
dominan dari kelompok BAL. Lactobacillus sp. sering digunakan pada
produk makanan fermentasi seperti produk-produk susu fermentasi
(yoghurt, keju, kefir) produk fermentasi daging seperti sosis fermentasi,
serta produk fermentasi sayuran. Jenis bakteri Lactobacillus sp. Dapat
diisolasi dan di ditemukan pada fermentasi bekasam. Produk ini dibuat
dengan fermentasi menggunakan ikan air tawar, garam, dan sumber
karbohidrat seperti nasi atau tape sebagai bahan baku utama dengan lama
fermentasi sekitar 4-10 hari.

Dari uraian di atas, maka dalam penelitian ini akan dilakukan pengamatan
dan peninjauan terkait pengaruh dari pemberian ekstrak daun bungur
(Lagerstroemia speciosa) kemudian pemberian probiotik yang diisolasi dari
bekasam serta kombinasi dari keduanya terhadap jumlah populasi sel
spermatozoa, diameter dan tebal epitel tubulus seminiferus mencit (Mus
musculus L.) yang telah diinduksi aloksan sehingga menyebabkan aktivitas
hiperglikemia.

Hipotesis

Adapun hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai

berikut:

1. Terdapat perbedaan pemberian Ekstrak Daun Bungur (Lagerstroemia
speciosa) dengan penambahan probiotik dari bekasam dalam
meningkatkan produksi sel spermatogenik mencit hiperglikemia.

2. Terdapat perbedaan pemberian Ekstrak Daun Bungur (Lagerstroemia
speciosa) dengan penambahan probiotik dari bekasam efektif
memperbaiki ukuran diameter epitel tubulus seminiferus mencit
hiperglikemia.

3. Terdapat perbedaan pemberian Ekstrak Daun Bungur (Lagerstroemia

speciosa) dengan penambahan probiotik dari bekasam efektif



memperbaiki ukuran tebal epitel tubulus seminiferus mencit
hiperglikemia.

. Terdapat perbedaan jumlah sel Lactobacillus sp. yang hidup pada
bekasam sebelum perlakuan dan pada feses mencit setelah perlakuan.

. Terdapat perlakuan terbaik dari perlakuan pemberian kombinasi ekstrak
air daun bungur (Lagerstroemia speciosa) dan perlakuan pemberian
probiotik bekasam terhadap populasi sel spermatogenik, diameter dan

tebal epitel tubulus seminiferus mencit hiperglikemia.



1.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Hiperglikemia

Hiperglikemia mengacu kepada suatu kondisi dimana kadar glukosa darah
lebih tinggi dari ambang batas normal. Hal ini disebabkan oleh
ketidakmampuan tubuh untuk memproduksi hormon insulin yang cukup
atau bahkan tidak dapat memproduksi hormon insulin sama sekali serta
ditambah konsumi glukosa yang berlebih. Permasalahan dalam ketersediaan
insulin oleh tubuh merupakan faktor yang memegang peranan penting,
sedangkan yang lainnya dapat diakibatkan oleh pengangkatan pankreas,
pengerusakan secara kimiawi sel pulau Langerhans, faktor obesitas, faktor

imunologi suatu respon autoimun (Perkeni, 2015).

Hiperglikemia umunya menjadi diagnosis utama dari penyakit diabetes
mellitus. Keadaan hiperglikemia dapat menyebabkan gangguan imunitas
serta lebih mudah terinfeksi, perburukan sistem kardiovaskular, trombosis,
kenaikan inflamasi, disfungsi endotel, stress oksidatif, dan kerusakan otak.
Keadaan hiperglikemia dapat memicu autooksidasi glukosa, glikasi protein,
dan aktivasi jalur metabolisme poliol yang selanjutnya mempercepat

pembentukan senyawa oksigen reaktif (Perkeni, 2015).

Hiperglikemia tergolong menjadi 2 yakni hiperglikemia akut dan
hiperglikemia kronis. Hiperglikemia akut terjadi pada kondisi kadar glukosa
darah meningkat atau menurun tajam dalam waktu singkat. Komplikasi akut
yang biasanya terjadi adalah hipoglikemia, keadaan kadar glukosa darah
kurang dari 50 mg/dL. Hiperglikemia kronis



Dapat memicu pembentukan radikal bebas yang berlebih dari proses auto-
oksidasi glukosa, progresi protein, dan terjadi ketidakseimbangan
antioksidan tubuh. Pembentukan radikal bebas yang berlebihan dapat
memicu penurunan aktioksidan tubuh dan kerusakan jaringan, sehingga

menimbulkan aterosklerosis dan katarak (Szaleczky, 1999).

Hiperglikemia ditandai dengan berbagai macam peristiwa peningkatan
kadar glukosa darah melebihi kadar normal dan didiagnosis baik dengan
indikator parameter gangguan kadar glukosa darah puasa (IFG) atau
gangguan toleransi glukosa (IGT). IFG adalah keadaan kadar glukosa darah
berulang kali melebihi konsentrasi glukosa darah normal di atas 7 mmol,
sedangkan IGT adalah keadaan dengan kadar glukosa darah lebih besar dari

11 mmol/l 2 jam setelah induksi glukosa oral 75 g (Alves, 2013).

Faktor Resiko terjadinya hiperglikemia terdiri dari faktor risiko yang tidak

bisa dimodifikasi, faktor risiko yang bisa di modifikasi, dan faktor lain.

A. Faktor Risiko yang Tidak Bisa Dimodifikasi, yaitu:
1. Ras dan etnik.
2. Riwayat keluarga dengan diabetes melitus.
3. Umur: Risiko untuk menderita intoleransi glukosa meningkat seiring
dengan meningkatnya usia yang rentan di atas 45 tahun.
4. Riwayat melahirkan bayi dengan BB lahir bayi melebihi 4 kg atau
riwayat penderita diabetes melitus gestasional (DMG).

5. Riwayat lahir dengan berat badan tidak mencapai 2,5 kg.

B. Faktor Risiko yang Bisa Dimodifikasi, yaitu:
1. Berat badan lebih (IMT >23 kg/m?2).
2. Kurangnya aktivitas fisik.
3. Hipertensi (>140/90 mmHg).
4. Dislipidemia (HDL < 35 mg/dl dan/atau trigliserida >250 mg/dl).
5. Diet tak sehat (unhealthy diet).



2.2

C. Faktor lain

1. Penderita Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) atau keadaan Kklinis
lain yang terkait dengan resistensi insulin.

2. Penderita sindrom metabolik yang memiliki riwayat Toleransi
Glukosa Terganggu (TGT) atau Glukosa Darah Puasa Terganggu
(GDPT) sebelumnya.

3. Penderita yang memiliki riwayat penyakit kardiovaskular, seperti
stroke, PJK, atau PAD (Peripheral Arterial Diseases) (Perkeni,
2015).

Keadaan hiperglikemia dapat menganggu kesehatan tubuh, sebab kadar
glukosa darah yang tinggi cenderung mendorong terbentuknya radikal bebas
atau Reactive Oxygen Spesies (ROS)reaktif melalui mekanisme
menstimulasi donor elektron ke dalam rantai transport elektron di
mitokondria (Azizah, 2019). Hiperglikemia dan defisiensi insulin mampu
mempengaruhi struktur dan fungsi jaringan, termasuk struktur protein sel
(Dalimartha, 2004).

Infertilitas Akibat Hiperglikemia

Infertilitas merupakan kondisi di mana pasangan suami istri tidak dapat
memiliki anak setelah melakukan hubungan seksual 2-3 kali seminggu
selama satu tahun tanpa menggunakan kontrasepsi (Purwoastuti dan
Walyani, 2015). Menurut Aprillia (2010), infertilitas adalah kesulitan
pasangan yang tidak menggunakan kontrasepsi untuk memperoleh
keturunan dengan melakukan hubungan seksual secara teratur. Infertilitas
dapat dibagi menjadi dua jenis, yaitu primer dan sekunder. Infertilitas
primer terjadi jika pasien belum pernah hamil, sedangkan infertilitas
sekunder terjadi jika sebelumnya pasien telah hamil, tetapi tidak dapat hamil
lagi (Nadesul, 2009). Sisi pria juga dapat mempengaruhi terjadinya
infertilitas. Menurut Suryo (2010), penyebab umum infertilitas pada pria

adalah bentuk dan gerakan sperma yang tidak sempurna, konsentrasi sperma
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yang rendah, varikokel, kriptorkidisme (testis tidak turun), kelainan genetik,
infeksi, masalah seksual, ejakulasi retrograde, kanker testis, dan faktor
lainnya. Rasjidi (2013) menyatakan bahwa sperma harus memiliki bentuk
yang sempurna dan dapat bergerak cepat serta akurat menuju ovum untuk
terjadi pembuahan. Jumlah sperma juga harus mencukupi untuk mencapai
sel telur. Manuaba (2009) mengatakan bahwa jumlah spermatozoa yang

diharapkan adalah minimal 20 juta/ml per ejakulasi.

Ada beberapa faktor yang dapat menyebabkan infertilitas pada pria, seperti
varikokel yang merupakan pelebaran pembuluh darah balik di sekitar buah
zakar. Selain itu, kriptorkidisme atau ketidakmampuan testis turun juga
dapat menyebabkan infertilitas karena suhu di perut lebih tinggi daripada di
skrotum, sehingga produksi sperma terganggu (Guneli, 2008). Infeksi pada
traktus genitalis juga dapat menjadi penyebab infertilitas pada pria, karena
dapat menyumbat vas atau merusak jaringan testis. Namun, infeksi tersebut
masih dapat diperbaiki dengan pengobatan. Stres oksidatif diduga menjadi
salah satu penyebab utama infertilitas pada tingkat molekuler. Stres
oksidatif terjadi ketika kadar radikal bebas yang tinggi membanjiri
mekanisme pertahanan antioksidan dalam tubuh (Mianoki, 2013).

Hal ini dapat merusak molekul-molekul seperti lipid, karbohidrat, protein,
dan DNA dalam mitokondria dan nukleus. Penyebab stres oksidatif bisa
bermacam-macam, salah satunya adalah kondisi hiperglikemia yang
menciptakan ketidakseimbangan antara oksidan dan antioksidan di dalam
tubuh (Rasjidi, 2013). Peningkatan ROS (Reactive Oxygen Species) akibat
hiperglikemia dapat menyebabkan kerusakan sel, baik melalui peroksidasi
lipid maupun kerusakan oksidatif protein dan DNA. Stres oksidatif juga
dapat memicu apoptosis yang tidak terkontrol, yang berperan penting dalam
patogenesis gangguan spermatogenesis. Pada penderita diabetes melitus,
penurunan jumlah sel sperma diduga dapat disebabkan oleh peningkatan
CML (Carboxymethyllysine) yang merupakan senyawa dari AGE pada
organ reproduksi pria (Vignera, 2012).
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Hiperglikemia dapat memicu terjadinya stres oksidatif dan hal ini terkait
langsung dengan ketidaksuburuan karena disfungsi sperma (Hammam,
2008). Lebih dari 40% pasien pria yang memiliki kadar ROS tinggi
mengalami infertilitas. Proses pembentukan ROS normalnya termasuk
dalam proses fisiologi tubuh, tetapi menjadi berbahaya akibat peningkatan
yang berlebihan dalam produksi ROS. Stress oksidatif akan memicu
integritas DNA dalam nukleus spermatozoa yang kemudian akan
menginduksi terjadinya apoptosis sel yaitu terjadinya degradasi terstruktur
dan tersistematis dari sel yang diperngaruhi oleh perubahan morfologi dan

biokimia sel (Hammam, 2008).

Selain pengaruh dari kadar stress oksidatif yang berlebih, beberapa faktor
seperti IGF dan IGT menjadi faktor yang memengaruhi tingkat infertilitas.
IGF atau Impaired Fasting Blood Glucose Levels. Kadar glukosa darah
puasa dan IGT (Impaired Glucose Tolerance) gangguan toleransi glukosa
adalah parameter independen dan telah digunakan sebagai kriteria
diagnostik dalam penelitian terbaru tentang hiperglikemia sebagai penyebab
infertilitas faktor pria (Alves, 2013).

Dalam beberapa studi belakangan ini menunjukkan dampak negatif diabetes
melitus pada fungsi ereksi dan ejakulasi, serta pengurangan volume air
mani, jumlah sperma, motilitas sperma dan morfologi sperma yang
abnormal (Alves, 2013). Lebih jauh lagi, infertilitas pria sekarang diakui
sebagai tanda gangguan kesehatan pria (Ventimigli , 2015), terutama jika
ada disfungsi seksual (Lotti, 2016).

Testis

Testis atau buah zakar merupakan sepasang organ oval yang terletak di
dalam skrotum dengan panjang sekitar 0,8 cm dan diameter rata-rata 0,4-0,6
cm. Meskipun memiliki massa mencapai 10-15 gram pada manusia, pada

mencit testis hanya memiliki massa sekitar 0,05-0,15 gram. Testis
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berkembang dari daerah di sekitar ginjal dan mulai membentuk struktur
keluar tubuh dengan skrotum melalui saluran di antara dinding perut dalam
perkembangan fetus sekitar tujuh bulan pada manusia dan pada hari ke-7

hingga ke-8 setelah kebuntingan induk (Tortora & Derrickson, 2009).

2.3.1. Tubulus Seminiferus

Tunika albuginea merupakan lapisan tipis jaringan ikat berserat yang
menutupi testis. Lapisan ini membagi bagian dalam testis menjadi sekitar
200-300 lobus yang lebih kecil, di mana setiap lobus mengandung satu
hingga tiga saluran berpilin yang disebut tubulus seminiferus. Proses
pembentukan sperma terjadi di dalam tubulus seminiferus melalui

spermatogenesis (Rizzo, 2010).

Tubulus seminiferus merupakan saluran tempat berlangsungnya proses
spermatogenesis (Purwaningsih, 2010). Tubulus seminiferus adalah bagian
dalam testir yang memiliki fungsi untuk memproduksi spermatozoa.
Tubulus seminiferus tersusun atas beberapa lapisan yaitu lapisan luar berupa
jaringan ikat dan otot polos, dikelilingi oleh lapisan dalam yang
mengandung sel Sertoli. Berada di dalam dan di antara sel-sel Sertoli
terdapat sel germinal yang memproduksi spermatozoa. Spermatozoa
dilepaskan ke dalam lumen tubulus dan disimpan di bagian ekor epididimis.
Tubulus seminiferus itu sendiri merupakan bentuk perkembangan dari
kordaseks primitif (Greenstein & Wood, 2012).

Tubulus seminiferus memiliki panjang sekitar 80 cm dengan diameter
sebesar 150 um, dan memiliki alur saluran berkelok-kelok. Bentuknya mirip
huruf U, dan pada kedua ujungnya terhubung dengan saluran lain pada rete
testis. Fungsi dari rete testis sendiri adalah untuk mengumpulkan produk-
produk dari epitel seminiferus seperti sperma, protein, dan ion. Di dalam
tubulus seminiferus terdapat basement membran yang terdiri dari fiber
kolagen, fibroblast, dan sel kontraktil myoid, yang berfungsi sebagai pelapis

paling luar tubulus seminiferus. Tubulus seminiferus tersusun atas:
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1. Tunika fibrosa yang tersusun atas beberapa lapisan fibroblas. Lapisan
paling dalam melekat pada jaringan penyambung dekat dengan lamina
basalis.

2. Lamina basalis.

3. Epitel germinativum tersusun atas dua jenis sel yaitu sel-sel Sertoli
(bersifat nutritif) dan sel-sel yang merupakan turunan spermatozoa atau

seminal.

Tubulus seminiferus memiliki lumen tunggal di tengahnya yang terdiri dari
lapisan epitel seminiferus. Epitel seminiferus terdiri dari dua tipe sel: sel
Sertoli (sel sustentakuler) yang terletak di membran basal dan sel
spermatogenik yang terdiri dari spermatogonia, spermatosit, dan spermatid.
Epitel seminiferus adalah epitel stratifikatum dan sel Sertoli adalah sel
kolumner (Kierszenbaum, 2012). Sel Sertoli berperan dalam mendukung
dan menjaga perkembangan sel spermatogenik dengan cara memelihara
spermatosit, spermatid, dan sperma. Sel Sertoli juga memfagositosis
sitoplasma spermatid untuk mengontrol pergerakan sel spermatogenik dan
melepas sperma ke dalam lumen tubulus seminiferus. Selain itu, sel Sertoli
juga memproduksi cairan untuk transport sperma, sekresi inhibitor hormon,
dan meregulasi efek dari testosteron dan FSH (Follicle Stimulating
Hormone) (Tortora & Derrickson, 2014). Gambaran tubulus seminiferus

dapat dilihat pada Gambar 1.

Fungsi dinding dan epitel tubulus seminiferus sangat dipengaruhi oleh
ketebalan epitel tubulus seminiferus dalam menghasilkan sperma. Semakin
tebal diameter disertai semakin mengecilnya diameter lumen tubulus
seminiferus berarti telah terjadi pertambahan tebal epitel tubulus
seminiferus. Penebalan epitel tubulus seminiferus menandakan bahwa sel-
sel Sertoli dan spermatogenik dalam kondisi yang baik dan mampu
menjalankan proses spermatogenesis dengan baik. Namun, penurunan tebal

diameter dan epitel tubulus seminiferus dapat terjadi pada penderita dengan
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komplikasi diabetes melitus. Penurunan ini akan mengganggu proses

spermatogenesis (Golalipour, 2011)
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Gambar 1. Penampang melintang tubulus semniferus mencit (Mus
musculus) (Tortora & Derrickson, 2014)

2.3.2.Spermatogenesis

Spermatogenesis adalah proses pembentukan sperma yang dimulai dari sel-
sel di lapisan tubulus seminiferus dan berlanjut di lumen. Sel stem
spermatogonia membelah menjadi spermatosit primer yang kemudian
membelah lagi melalui meiosis dan terdiferensiasi menjadi spermatid
(Martini, 2012). Spermatid akan menjadi spermatozoa yang masuk ke dalam
cairan lumen. Tahapan spermatogenesis meliputi proliferasi, pertumbuhan,
pematangan, dan transformasi/spermiogenesis. FSH berperan dalam
menstimulasi awal spermatogenesis, termasuk proliferasi spermatogonia.
Waktu spermatogenesis pada mencit adalah 35,5 hari atau 4 kali daur epitel
seminiferus dengan lama satu daur epitel seminiferus pada mencit adalah
207%6,2 (Jungueira & Carneiro, 2005)..
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2.3. Probiotik

Probiotik berasal dari bahasa Yunani yang artinya “untuk hidup” (Pro =
baik dan biotic = hidup). Menurut Chow (2002), Probiotik adalah
mikroorganisme hidup yang memberikan keseimbangan baik antara
mikroba yang menguntungkan dengan mikroba yang merugikan di saluran
pencernaan inang, meningkatkan kesehatan dan kehidupan mikroba baik.
Produk probiotik mencapai angka penjualan yang tinggi di pasar global dan
berfungsi untuk menjaga keseimbangan mikroekosistem dalam sistem
pencernaan, membantu proses pencernaan, berperan positif dalam sistem
imun, dan menetralkan racun. Faktor-faktor yang dapat mengganggu
keseimbangan mikroorganisme dalam sistem pencernaan adalah gaya hidup
tidak sehat, ketidaksehatan makanan/minuman, stress, dan konsumsi
antibiotik yang berlebihan.

Probiotik sebagai komponen pangan fungsional juga telah diadopsi oleh
BPOM, melalui Surat Keputusan yang ditetapkan Januari 2005, tentang
Ketentuan Pokok Pengawasan Pangan Fungsional. Di dalam peraturan
tersebut yang dimaksud dengan pangan fungsional adalah pangan olahan
yang mengandung satu atau lebih komponen fungsional yang berdasar
kajian ilmiah mempunyai fungsi fisiologis tertentu, terbukti tidak

membahayakan dan bermanfaat bagi kesehatan (Aritonang, 2019).

Probiotik dapat berupa bakteri, jamur dan ragi. Tapi yang paling bersifat
probiotik adalah bakteri. Mekanisme kerja suatu probiotik adalah dengan
memproduksi asam laktat, memproduksi metabolit penghambat, kolonilisasi
pada saluran pencernaan, respon imun non - spesifik dan penyerapan bakteri
oleh jamur (Soeharsono, 2010). Adapun menurut Surono (2004),
mekanisme kerja probiotik yaitu:

1. Antagonis langsung melalui zat antimikroba yang dihasilkan probiotik.

2. Melalui kompetisi terhadap reseptor adhesi dan nutrisi.
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3. Sifat adhesi bakteri probiotik.

4. Menstmulir sistem imun.

Mekanisme kerja probiotik dalam melindungi atau memperbaiki kondisi

inangnya antara lain dengan menghambat pertumbuhan bakteri pathogen

melalui beberapa cara diantaranya:

1. Memproduksi substansi-substansi penghambat. Probiotik mampu
memproduksi zat-zat penghambat pertumbuhan bakteri gram positif
maupun negatif. Zat-zat ini termasuk asam organik, hidrogen peroksida
(H20,), bakteriosin, reuterin yang mampu menghambat tidak hanya
bakteri hidup namun juga produksi toksin.

2.  Menghambat perlekatan bakteri patogen dengan berkompetisi di tempat
perlekatan permukaan mukosa saluran cerna. Cara ini diduga juga
merupakan salah satu cara probiotik dalam menghambat invasi dari
bakteri pathogen.

3. Komepetisi nutrisi. Bakteri-bakteri yang menguntungkan (probiotik)
akan berkompetisi dengan bakteri patogen dalam hal memperebutkan
nutrisi dalam saluran cerna.

4. Menurunkan pH lingkungan. Bakteri asam laktat akan mengubah
glukosa menjadi asam laktat sehingga pH lingkungan menjadi rendah.
Dalam kondisi seperti ini pada pH rendah dan suasana asam maka akan
menghambat pertumbuhan jenis bakteri pantogen. Dengan demikian
probiotik dapat mengurangi jumlah bakteri pathogen di saluran
pencernaan sehingga penggunaaan probiotik lebih efisiensi dan lebih
baik.

Senyawa yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat (BAL) diantaranya adalah
asam organik, suatu peptida yang bersifat antimikroba, berbagai jenis
vitamin, asam folat serta senyawa flavor. BAL juga menurunkan pH
lingkungannya dan mengeksresikan senyawa yang mampu menghambat
mikroorganisme patogen seperti H,O,, diasetil, CO, asetaldehid, d-isomer,
asam asam amino dan bakteriosin (Surono, 2004). Kriteria bakteriosin

(antimikroba) yang dihasilkan oleh bakteri gram positif, yaitu suatu jenis
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peptide/protein yang bersifat bakteriosidal tidak hanya bakteriostatik,
mencegah pertumbuhan bakteri sejenis, dan mempunyai tempat perlekatan
yang spesifik bagi patogen, yang membedakannya dengan senyawa

antimikroba lainnya.

Bakteriosin mampu meningkatkan kemampuan dari BAL terhadap

pencegahan dari pertumbuhan bakteri yang berbahaya di samping karena

menghasilkan lingkungan yang asam bagi bakteri lain (Savadogo, 2006).

Probiotik yang efektif adalah bakteri yang mempunyai karakteristik:

1. Bakteri tersebut harus dapat dipreparasi sebagia “viable product” dan
dibuat dalam skala industri.

2. Harus tetap stabil dan viabel dalam jangka panjang baik dalam
penyimpanan maupun di lapangan.

3. Harus bertahan dalam saluran pencernaan khususnya dalam usus halus
dan tidak diharuskan tumbuh dalam usus halus.

4. Harus bermanfaat bagi inang atau induk semang (Surono, 2004).

Adapun karakterisasi bakteri asam laktat yang dapat digolongkan ke dalam
bakteri probiotik adalah:
1. Isolat bakteri yang diperoleh memiliki karakteristik yang dimiliki oleh
Bakteri Asam Laktat berdasarkan:
e Pewarnaan Gram
e Pengamatan Bentuk Sel
e Uji Katalase
e Pengujian Produksi Gas dari Glukosa
e Uji Ketahanan terhadap Asam Klorida
e Uji Ketahanan terhadap Garam Empedu
e Uji Aktivitas Antimikroba BAL Pada Berbagai Bakteri Uji yaitu
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus
2. Sebagai materi hidup yang tidak berbahaya.
3. Dapat bertahan hidup selama dilakukan proses dan penyimpanan.

4. Memiliki efek antagonis terhadap bakteri patogen.
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5. Toleran terhadap asam lambung, getah pankreas dan cairan empedu
serta mampu melindungi epitelium inangnya minimal dalam jangka
waktu pendek. Ketahanan terhadap garam empedu merupakan salah
satu syarat penting untuk bankteri asam laktat yang akan digunakan
sebagai probiotik. Asam empedu merupakan racun bagi sel hidup, oleh
karena itu mikroba pada saluran pencernaan harus mempunyai suatu
mekanisme pertahanan untuk melindungi diri dari aktivitas racun
tersebut (Salen & Batta, 2004).

2.3.1 Lactobacillus sp.

Lactobacillus sp. adalah jenis bakteri gram-positif (Sujaya, 2008) yang bisa
hidup secara anaerobik fakultatif atau mikroaerofilik. Kelompok bakteri ini
terutama terdiri dari bakteri asam laktat karena kebanyakan jenisnya mampu
mengubah laktosa dan gula lainnya menjadi asam laktat. Kelompok bakteri
ini juga merupakan kelompok terbesar dari bakteri asam laktat (BAL)
dengan hampir 80 spesies yang berbeda. Jenis Lactobacillus dibagi menjadi
dua kelompok yaitu homofermentatif dan heterofermentatif. Bakteri
homofermentatif seperti Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus lactis,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, dan Lactobacillus
thermophilus, sedangkan bakteri heterofermentatif seperti Lactobacillus

fermentum (Sya’baniar, 2017).

Lactobacillus merupakan kelompok bakteri gram positif yang berpotensi
sebagai probiotik dan tahan terhadap logam berat. Beberapa jenis bakteri
Lactobacillus dapat digunakan dalam aplikasi makanan sebagai aditif untuk
mengurangi toksisitas logam berat dalam tubuh manusia. Hal ini disebabkan
oleh mekanisme resistensi bakteri dalam mencegah kerusakan pada selnya
dan kemampuan bakteri ini untuk mengikat dan menyerap logam berat
sehingga dapat dikeluarkan melalui kotoran. Gen resistensi logam berat
sering kali terdapat pada plasmid yang sama sehingga tekanan selektif dapat

ditekan di saluran usus (Monachese, 2012). Bakteri Lactobacillus juga
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memiliki peran dalam fermentasi susu menjadi yogurt, yang memungkinkan

pertumbuhan strain bakteri.

Probiotik umumnya dari golongan bakteri asam laktat (BAL), khususnya
genus Lactobacillus yang merupakan bagian dari flora normal pada saluran
pencernaan manusia (Sujaya, 2008). Salah satu syarat dikatakan sebagai
bakteri probiotik adalah ketika bakteri ini mampu bertahan melewati saluran
pencernaan dan berkembang biak dalam saluran pencernaan, tahan terhadap
cairan lambung dan cairan empedu, dan mampu menempel pada sel epitel
usus manusia (Gilliand, 1989). Lactobacillus merupakan probiotik yang
dapat memberikan efek yang menguntungkan bagi kesehatan seperti
penanggulangan diare (Collado, 2009), menstimulasi sistem kekebalan
tubuh (Isolauri & Salminen, 2008), menurunkan kadar kolesterol (Lee &
Salminen, 2010), pencegahan kanker kolon dan usus (Liong, 2008), dan

penanggulangan dermatitis atopik pada anak-anak (Torii, 2010).

Lactobacillus sp. memberikan manfaat yang positif bagi kesehatan manusia.
Manfaat tersebut terlihat ketika bakteri ini mampu bertahan melewati
saluran pencernaan, mampu untuk berkembang biak dalam saluran
pencernaan, tahan terhadap cairan lambung dan cairan empedu, mampu
menempel pada sel epitel usus manusia, dan mampu membentuk kolonisasi
pada saluran pencernaan (Gilliand, 1989). Namun, probiotik tidak dapat
dimanfaatkan oleh tubuh karena probiotik mati akibat asam lambung yang
terlalu asam (pH=2) dan konsentrasi garam empedu yang relatif tinggi di
usus besar. Salah satu cara untuk meningkatkan viabilitas probiotik adalah

dengan cara imobilisasi sel.

Mekanisme Hipoglikemik Probiotik

Mekanisme probiotik dalam menurunkan glukosa darah diduga melalui
penurunan ekspresi gen fosfoenol piruvat karboksikinase dan glukosa-6-
fosfatase yang mengendalikan proses glukoneogenesis di hati. Kemampuan

BAL indigenos untuk sintas dalam saluran pencernaan sehingga memberi
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manfaat positif bagi kesehatan (Farida, 2019). Restorasi dishiosis dengan
pemberian probiotik dan prebiotik akan menurunkan kadar glukosa
menurun yang akan mencegah terjadinya komplikasi. Pemberian multistrain
probiotik selama 8 -12 minggu dapat menurunkan kadar kolesterol glukosa
puasa. Obesitas yang menginduksi resistensi insulin merupakan faktor
patofisiologi yang paling dominan. Resistensi insulin dan peradangan
metabolik merupakan hal pararel yang sering ditemukan dan telah dilakukan
penelitian dalam dekade terakhir untuk menghubungkan dua fenomena
tersebut. Hal ini dapat diterima secara luas bahwa etiologi resistensi insulin
adalah kompleks dan melibatkan berbagai jalur. Jalur inflamasi secara kritis
terlibat dalam evolusi resistensi insulin (Tilg & Moschen, 2014).
Peradangan diamati pada tikus hiperglikemia serta manusia yang mengalami
kenaikan level plasma lipopolisakarida (LPS), sebuah komponen membran
dari bakteri gram negatif yang telah terbukti merusak metabolisme glukosa
pada tikus (Karlsson, 2013).

Gambar 2. Perkiraan mekanisme aksi probiotik dalam manajemen
hiperglikemia (Panwar, 2013)

Short chain fatty acid (SCFA) adalah metabolit bakteri yang paling banyak
dipelajari dan berhubungan dengan metabolisme host. SCFA merupakan
produk dari fermentasi polisakarida oleh mikroba di kolon. Produk ini

memodulasi kadar beberapa hormon usus yang terlibat dalam homeostasis
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glukosa dan energi, termasuk glucagon-like peptide (GLP)-1 (Cani, 2014).
GLP-1 menurunkan kadar glukosa darah selama hiperglikemia dengan
merangsang sekresi insulin dan mengurangi ketergantungan glukosa.
Hormon ini juga merangsang rasa kenyang dan menunda pengosongan
lambung melalui mekanisme pusat sehingga mengurangi kadar glukosa
postprandial. SCFA beredar dalam darah dan dapat bertindak pada target
perifer untuk memodulasi sensitivitas insulin dan metabolisme energi dari
host (Wang, 2015).

Modulasi mikrobiota usus dengan probiotik dapat memfasilitasi pengelolaan
sejumlah kondisi klinis. Probiotik dapat terlibat dalam pemeliharaan
mikrobiota usus yang lebih sehat, dan juga telah diidentifikasi sebagai
adjuvant efektif dalam terapi resistensi insulin. Aktivasi SCFA-mediated
dari G-protein coupled receptor (Gpr43) mengakibatkan supresi sinyal
insulin dalam jaringan adiposa kemudian mencegah akumulasi lemak. Diet
tinggi lemak menginduksi resistensi insulin, sebagaimana dibuktikan pada
pengujian toleransi insulin dan toleransi glukosa (Gomes, 2014). Dalam
pengujian tersebut, resistensi insulin dan kadar glukosa darah meningkat
pada tikus yang kekurangan Gpr43 dibandingkan dengan tikus galur liar dan
yang mendapat perlakuan antibiotik. Aktivasi Gpr43 juga meningkatkan
sensitivitas insulin dengan meningkatkan sekresi GLP-1 di usus. G-protein
coupled receptor (Gpr43) tidak diekspresikan di hati maupun di otot,
sehingga adipose tissue-derived Gpr43 dapat memodulasi semua efek
metabolik setelah keterlibatan dengan produk yang dihasilkan mikroba
seperti SCFA. Oleh karena itu, SCFA (butirat, propionat, dan asetat)
merupakan sumber energi penting untuk host dan bertindak sebagai molekul
sinyal, terutama di jaringan adiposa untuk menjaga keseimbangan energi
(Tilg & Moschen, 2014).

Bekasam

Bekasam merupakan makanan tradisional yang berasal dari beberapa daerah

di Indonesia seperti Jawa, Sumatera Selatan, dan Kalimantan Selatan.
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Bekasam adalah produk olahan hasil fermentasi ikan. Menurut Desniar,
Rusmana, (2013), bekasam digunakan sebagai produk olahan ikan dengan
cara fermentasi yang memiliki citasa masam. Ikan yang dapat dijadikan
sebagai Bekasam adalah jenis ikan air tawar yaitu ikan gabus, balok, siam
dan paku rawa dengan menambahkan garam sekitar 15-20%,

dan ditambahkan beras 15%, kemudian difermentasi selama kurang lebih
satu minggu hingga menghasilkan aroma dan rasa yang khas. Beberapa
penelitian sebelumnya tentang kandungan bakteri asam laktat telah

terkonfirmasi.

Fungsi Pemberian garam berperan dalam pengolahan dan pengawetan.
Konsentrasi garam yang digunakan dalam fermentasi sangat penting untuk
menghasilkan bekasam ikan berkualitas terbaik. Hal ini disebabkan karena
pemberian garam mempengaruhi jenis mikroba yang berperan dalam
fermentasi (ljong dan Ohta, 1996). Garam berperan sebagai bahan
bakteriostatik untuk beberapa bakteri, termasuk bakteri patogen dan
pembusuk. Konsentrasi garam yang digunakan dalam fermentasi akan
menentukan kualitas dari hasil fermentasi bekasam ikan, karena hanya
mikroorganisme yang tahan terhadap garam (halofilik obligat) yang dapat
bertahan hidup dalam kondisi yang terkontrol. Oleh karena itu, penambahan
garam pada proses pembuatan bekasam ikan bertujuan untuk menciptakan
kondisi yang sesuai sehingga hanya mikroorganisme halofilik obligat yang
dapat bertahan dan berperan dalam fermentasi.

Wikandari (2012), menemukan bahwa bakteri asam laktat yang memiliki
aktivitas proteolitik yaitu Lactobacillus plantarum B765, L. plantarum
T2565, L. plantarum N2352, L. plantarum B1465, L. pentosus B2555, dan
Pediococcus pentosaceus B1666. Desniar dan Rusmana (2013) dalam
penelitiannya mengungkapkan adanya aktivitas antimikroba isolat bakteri
asam laktat terhadap Staphylococcus aureus yang disebabkan oleh
kemampuan asam organik sebagai senyawa antibakteri. Kemudian Afriani

(2017) mengisolasi bakteri asam laktat bekasam dari Jambi yang juga
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memiliki aktivitas proteolitik yaitu Lactobacillus pentosus BS15,
L.plantarum BS22 dan L.plantarum BL12. Sari (2018) menguji aktivitas
antibakteri bakteri asam laktat Bekasan terhadap Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 dan Salmonella sp. Namun
penelitian sebelumnya tidak memberikan jenis ikan yang sama sehingga
dapat mengakibatkan perbedaan profil mikroba dibandingkan penelitian ini.

Daun Bungur (Lagerstroemia speciosa)

Tumbuhan bungur diklasifikasikan ke dalam golongan sebagai berikut:

Kerajaan : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Bangsa : Myrtales

Suku . Lythraceae

Marga : Lagerstroemia

Jenis : Lagerstroemia speciosa [L.]

Tumbuhan Bungur dalam pengobatan tradisional biasanya digunakan
sebagai obat diabetes dalam bentuk rebusan daun. Daunnya digunakan
untuk mengobati kencing batu, kencing manis, dan tekanan darah tinggi,
sedangkan kulit kayu digunakan untuk mengobati diare, disentri dan
kencing darah (Dalimartha, 2003). Beberapa hasil penelitian melaporkan
adanya potensi ekstrak daun Bungur dari beberapa pelarut dalam
menurunkan kadar glukosa darah penderita diabetes melitus baik secara in
vivo maupun in vitro. Hasil penelitian Judy , (2003), menunjukkan daun
bungur yang diekstrak menggunakan etanol 80% memiliki aktivitas
antihiperglikemiak untuk diabetes tipe 2 yang diuji secara in vivo. Hou
(2008), juga mencoba mengekstrak daun Bungur menggunakan pelarut etil
asetat dan hasil uji secara in vitro menunjukkan adanya aktivitas
antihiperglikemiak. Hasil penelitian Hernawan , (2004), menyatakan ekstrak
air daun bungur menunjukkan aktivitas Bungur (Lagerstroemia speciosa)

adalah salah satu tumbuhan obat yang tumbuh di Indonesia.
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Dalam pengobatan tradisional daun bungur sering digunakan sebagai obat
kencing manis, yang biasanya digunakan dalam bentuk rebusan
(Dalimartha, 2003). Di Filipina, telah beredar ekstrak terstandar yang
mengandung 1% asam korosolat dari daun bungur, yang digunakan untuk
mengobati diabetes. Daun bungur jenis (Lagerstroemia speciosa) telah
diisolasi dan mengandung beberapa senyawa kimia seperti Asam Ursolat,
Asam Korosolat, Asam Asiatat, Asam Alfitolat, Asam ellagat, Kumarin dan
Neo Lignan (Huang, 2013). Asam korosolat sendiri merupakan salah satu
senyawa aktif yang terdapat di dalam daun bungur, dan diketahui dapat
menghambat enzim a-glukosidase (Klein, 2007), yang berperan dalam
pemecahan karbohidrat kompleks seperti pati dan glikogen menjadi glukosa
(Kim, 2000). Inhibisi enzim a-glukosidase dapat mengurangi pencernaan
dan penyerapan karbohidrat kompleks, yang membantu mengurangi

peningkatan kadar glukosa (Misnadiarly, 2006).

" e
e

e
e

Gambar 3 Daun Bungur (Liu, 2001)

Mekanisme Hipoglikemik Ekstrak Air Daun Bungur

Dalam sistem pencernaan, senyawa dalam ekstrak air daun bungur diserap
dan masuk ke dalam sistem sirkulasi darah kemudian disebarkan ke seluruh
jaringan tubuh. Setelah mencapai sel target, misalnya sel adiposa, senyawa
aktif dalam ekstrak air daun bungur berikatan dengan protein insulin
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receptor (IR) yang merupakan reseptor spesifik untuk hormon insulin (Roith

& Zick, 2001).
- Senya_wa
R - aktif

Membran sel

Pl 3-kinase
inaktif
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Dihambat
oleh
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Pl 3-kinase
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GLUT4

v

transport glukosa ke dalam sel

Gambar 4. Mekanisme molekuler senyawa aktif dalam daun
bungur (Suherman, 2004).

Ikatan pada reseptor intraseluler menyebabkan autofosforilasi dan aktivasi
Tyr kinase, diikuti dengan fosforilasi. Hal ini mengaktifkan IRS (insulin
receptor substrate), sehingga memunculkan docking site dari molekul
protein subunit p85/p110 pada PI 3-kinase. Aktivasi ini dapat dihambat oleh
wortmannin (Standaert, 1996). Ketika docking site protein subunit p85/p110
aktif, molekul P1 3-kinase menjadi aktif dan menghasilkan PIP3
(fosfatidilinositol 3,4,5-fosfat) (Roith & Zick, 2001). PIP3 berikatan dengan
domain PH (plekstrin homology) pada PDK-1 (kinase-1PIP3) dan Akt
(protein kinase Ser/Thr B). Hal ini menyebabkan PDK-1 dan Akt menjadi
aktif (Roith & Zick, 2001).

Aktivasi molekul Akt menyebabkan translokasi protein GLUT4, yang

berperan dalam mekanisme transport glukosa (Baumann & Saltiel, 2001).
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Secara umum, baik terapi OAD tradisional maupun modern memiliki
mekanisme aktivitas hipoglikemik ekstrak air daun bungur. Secara umum,
terapi OAD (baik tradisional maupun modern) memiliki mekanisme

aktivitas hipoglikemik ekstrak air daun bungur, sebagai berikut:
A. Meningkatkan glikogenesis.

Berdasarkan penjelasan tentang mekanisme molekuler senyawa aktif
EADB (Gambar 5), dapat diasumsikan bahwa EADB juga
meningkatkan glikogenesis dengan cara mengaktifkan enzim glikogen
sintesis. Aktivasi protein Akt oleh senyawa aktif EADB (Gambar 5)
tidak hanya menyebabkan efek translokasi protein GLUT4, tetapi juga
menyebabkan fosforilasi molekul GSK-3 (glycogen synthase kinase-3),
sehingga enzim glikogen sintase menjadi aktif (Roith & Zick, 2001).
Dengan aktifnya glikogen sintase, maka proses glikogenesis dapat
terjadi. Selain itu, kemungkinan mekanisme ini didasarkan pada
penelitian Hosoyama (2003) yang menunjukkan bahwa di dalam daun
bungur terdapat senyawa yang dapat menghambat aktivitas enzim o-
amilase. Pemecahan glikogen (glikogenolisis) membutuhkan kelompok
enzim amilo-a-glukosidase, yang termasuk dalam kelompok a-amilase.
Penghambatan enzim ini dapat menghambat reaksi glikogenolisis
(McKee & McKee, 1999).

B. Menghambat aktivitas enzim aldose reduktase.

Kandungan asam elagat dapat menghambat aktivitas enzim aldose
reduktase (Taylor, 2003). Enzim ini berperan dalam metabolisme
glukosa jalur poliol (pembentukan sorbitol dan fruktosa dari glukosa).
Pada diabetes melitus jalur ini mengalami kecenderungan menuju ke
reaksi pembentukan glukosa. Untuk itu, enzim aldose reduktase harus
dihambat (Trueblood & Ramasamy, 1998). Terdapat kemungkinan
EADB memiliki mekanisme yang sama karena terdapat kandungan
senyawa Yaitu asam elagat, yang dapat dihasilkan dari hidrolisis

ellagitanin dalam daun bungur (Gross, 1992).
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C. Meningkatkan afinitas hormon insulin terhadap reseptornya.

Mengenai mekanisme ini, Liu (2001) membuktikan dengan
mengkombinasikan perlakuan ekstrak daun bungur dengan hormon
insulin. Hasil penelitiannya menunjukkan bahwa ada ataupun tidak ada
hormon insulin, ekstrak daun bungur tetap mampu meningkatkan
kecepatan transport glukosa. Ini menunjukkan bahwa tidak ada
hubungan yang sinergis ataupun antagonis antara hormon insulin
dengan ekstrak daun bungur. Hasil yang tidak sesuai dengan dugaan
tersebut, menunjukkan bahwa ekstrak daun bungur tidak memiliki
aktivitas hipoglikemik dengan meningkatkan afinitas dan jumlah

reseptor hormon insulin.

2.8. Aloksan

Aloksan adalah zat kimia yang digunakan untuk menyebabkan diabetes
pada hewan percobaan. Dengan memberikan aloksan, kondisi diabetes
eksperimental yang disebut hiperglikemia dapat dengan cepat dihasilkan
pada hewan percobaan. Aloksan dapat diberikan melalui tiga cara, yaitu
intravena, intraperitoneal, atau subkutan pada hewan percobaan. Aloksan
dapat menyebabkan Diabetes Melitus tipe tergantung insulin pada hewan
percobaan (disebut aloksan diabetes) dengan karakteristik yang mirip

dengan Diabetes Melitus tipe pada manusia.

Sifat aloksan yang toksik bersifat selektif terhadap sel beta pankreas yang
memproduksi insulin karena aloksan terakumulasi melalui transporter
glukosa yang khusus. Aloksan merupakan bahan kimia yang dianggap dapat
memicu diabetes pada hewan uji karena sifat diabetogeniknya, terutama
pada sel beta pankreas yang bisa menjadi racun dan mengakibatkan
kerusakan sel f pankreas. Mekanisme kerusakan sel § pankreas dimulai

dengan oksidasi gugus sulfidril dan pembentukan radikal bebas. Aloksan
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akan bereaksi dengan dua gugus -SH yang berikatan pada bagian sisi dari
protein atau asam amino membentuk ikatan disulfida sehingga
menginaktifkan protein yang berakibat pada gangguan fungsi protein
tersebut. Akibatnya, granula pembawa insulin dalam sel § pankreas akan
berkurang dan tidak berpengaruh pada sekresi glukagon. Efek ini spesifik
untuk sel B pankreas sehingga aloksan dengan konsentrasi tinggi tidak

berpengaruh terhadap jaringan lain.

Efek sitotoksik selektif aloksan merusak struktur Pulau Langerhans yang
mengakibatkan Diabetes Melitus tipe I. Menurut Szkudelski (2001), aloksan
di dalam tubuh mengalami metabolisme oksidasi reduksi memberikan
radikal bebas dan radikal aloksan. Radikal ini mengakibatkan kerusakan
pada sel B pankreas. Pada Pulau Langerhans terlihat pengurangan jumlah
massa sel, beberapa Pulau Langerhans mengalami kerusakan, dimana
ukuran menjadi lebih kecil bahkan ada yang hancur dan menghilang. Akibat
kerusakan sel beta, sel beta tersebut tidak mampu menghasilkan insulin

sehingga terjadi penyakit diabetes yang ditandai dengan hiperglikemia

Hewan Percobaan

Banyak spesies hewan dapat dibuat menjadi hewan model untuk
mempelajari dan memahami pengujian dalam terapi, dan patofisiologi pada
manusia, dan lain-lain. Salah satu nya adalah mencit (Yehya, 2019). Mencit
(Mus musculus L.) adalah anggota Muridae (tikus-tikusan) yang berukuran
kecil. Mencit mudah dijumpai dan dikenal sebagai hewan pengganggu
karena menggigiti mebel dan barang-barang kecil lainnya. Menurut
Integrated Taxonomic Information System (2017), mencit dapat

diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata
Class : Mamalia

Ordo :Rodentia
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Family : Muridae
Genus : Mus
Species : Mus musculus L.

Mencit mudah menyesuaikan diri dengan perubahan yang dibuat manusia.
Mencit percobaan (laboratorium) dikembangkan dari mencit, melalui proses

seleksi. Sekarang mencit juga dikembangkan sebagai hewan peliharaan.

.l §

Gambar 5. Mencit (Mus musculus L.) (Medero, 2011).

Glibenclamid

Glibenclamid merupakan Obat Hipoglikemik Oral (OHO) golongan
sulfonilurea yang hanya digunakan untuk mengobati individu dengan
diabetes melitus tipe 2. Obat golongan ini menstimulasi sel  pankreas
untuk melepas insulin yang tersimpan. Efek samping OHO golongan
sulfonilurea umumnya ringan dengan frekuensi rendah (Soegondo, 2010).
Glibenclamid bekerja dengan cara menstimulasi pengeluaran insulin yang
menghambat penempelan reseptor sulfonil urea di sel f pulau langhears
(Akash, 2013). Glibenclamid merupakan Obat Hipoglikemik Oral (OHO)
golongan sulfonilurea yang hanya digunakan untuk mengobati individu
ndengan diabetes melitus tipe Il. Obat golongan ini menstimulasi sel 8
pankreas untuk melepas insulin yang tersimpan. Efek samping OHO
golongan sulfonilurea umumnya ringan dan frekuensinya rendah, antara lain

gangguan saluran pencernaan dan gangguan susunan syaraf pusat. Golongan



sulfonilurea cenderung meningkatkan berat badan. Bila pemberian
dihentikan, obat akan bersih dari serum setelah 36 jam (Soegondo, 2010).
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3.2.

Il. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni - November 2022. Penelitian ini
diawali dari proses produksi bekasam sebagai probiotik dan perhitungan
Bakteri Asam Laktat (BAL) dengan metode TPC di Laboratorium
Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam, Universitas Lampung. Kemudian untuk proses aklimatisasi hewan uji
coba dilaksanakan di Unit Pemeliharaan Hewan Uji Coba di Jurusan
Biologi, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas
Lampung. Kemudian proses selanjutnya untuk membuat ekstrak air daun
Bungur (Lagerstroemia speciosa) di Laboratorium Botani, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.
Kemudian untuk proses pembedahan dan pengamatan mikroskopis dari
hewan mencit dilaksanakan di Laboratorium Zoologi, Jurusan Biologi,

Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, tabung
reaksi, neraca analitik digital, ose bulat, bunsen, erlenmeyer, beaker glass,
gelas ukur, mikroskop cahaya, mikrometer, vortex mixer, centrifuge
autoclave, blender, oven, desikator, rotary evaporator, Biological Safety
Cabinet (BSC), inkubator, evaporator, kertas saring, batang pengaduk,
suntik, kotak kandang mencit, dan glasswool.
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Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi bekasam, hewan
percobaan yang digunakan adalah mencit dengan umur 2—3 bulan dan berat
tubuh 25-35 gram, bahan tumbuhan untuk penelitian ini adalah daun bungur
(Lagerstroemia speciosa) yang diperoleh dari lingkungan sekitar
Universitas Lampung, sekam dan pakan untuk mencit, larutan CMC
(carboxyl methyl cellulose) 1% digunakan sebagai pelarut glibenclamid dan
aloksan monohidrat digunakan untuk menginduksi tikus normal menjadi

diabetes.

Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan percobaan berupa Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan kelompok dengan dosis dari ekstrak
daun bungur (Lagerstroemia speciosa) mengikuti penelitian Suherman,
(2015), kemudian untuk dosis probiotik yang digunakan mengikuti
penelitian Syafigoh (2016), seperti yang tercantum dalam Tabel 1. Dimana
setiap perlakuan menggunakan 5 ekor mencit sehingga total mencit yang
dibutuhkan sebanyak 30 ekor, dengan umur 3 bulan dengan berat badan 25-

35 gram.

Tabel 1. Kelompok Perlakuan.

No Perlakuan Uraian Keterangan
(P)
1 Ko Mencit diperlakukan dalam keadaan Kontrol
normal
2 K- Mencit diinduksi Aloksan 120 g/kg Kontrol
bb Negatif
3 K+ Mencit diinduksi Aloksan kemudian Kontrol
diinduksi Glibenclamide sebanyak Positif
0,63 mg /kg BB
4 P1 Mencit diberikan Aloksan kemudian  Perlakuan

diberi Ekstrak Daun Bungur dengan
Dosis 200 mg /kg bb

5 P2 Mencit diinduksi aloksan kemudian Perlakuan
diberikan Pakan berupa Bekasam
sebanyak 25 g / kg bb
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6 P3 Mencit diinduksi Aloksan kemudian  Perlakuan
diberi Ekstrak Daun Bungur dengan
dosis sebanyak 200 mg /kg bb + dan
diberi makan Bekasam sebanyak 25
g/ kg bb dengan diferensial waktu
pemberian 12 jam

Keterangan :
KO = Kontrol Normal (Tanpa perlakuan)
K+ = Kontrol Positif (Perlakuan Aloksan + Glibenclamid)
K- = Kontrol Negatif (Perlakuan Aloksan)
P1 = Perlakuan Aloksan + Ekstrak Air Daun Bungur
P2 = Perlakuan Aloksan + Probiotik Lactobacillus Bekasam
P3 = Perlakuan Aloksan + Kombinasi Bungur dan Probiotik

Pembuatan Ekstrak Daun Bungur

Daun bungur yang masih segar dan berwarna hijau tua dibersihkan dari
kotoran dan dicuci dengan akuades, kemudian dikering-anginkan selama
satu malam, kemudian dimasukkan dalam oven pada suhu 37 — 40 °C,
selama 3 hari. Setelah kering, daun dipotong— potong kecil dan dihaluskan
dengan blender. Proses ekstraksi dilakukan berdasarkan metode Liu (2001)
yang dimodifikasi. Bubuk daun bungur diekstrak dengan akuades mendidih
selama 30 menit. Ekstraksi dilakukan dengan perbandingan 50 gram bubuk
daun bungur dalam 1 liter akuades. Untuk mendapatkan ekstrak yang kering
maka dilakukan pemekatan dengan rotary evaporator. Proses pemekatan ini
dilakukan sampai diperoleh ekstrak lembek, kemudian dikeringkan dalam
desikator. Ekstrak kering yang diperoleh kemudian digunakan untuk

perlakuan (Hernawan, 2004)

Pembuatan Bekasam

Pembuatan bekasam mengikuti proses yang dilakukan di daerah Indramayu
oleh pembuat dan penjual bekasam (Desniar, 2012), yaitu sebagai berikut:
pertama-tama ikan disiangi dan dibersihkan, kemudian diberi garam
sebanyak 25% dan dimasukkan ke dalam stoples kaca yang sebelumnya

telah disterilkan. Setelah itu diperam selama 3 hari. Ikan yang telah
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digarami dan diperam selama 3 hari kemudian ditiriskan dan diberi nasi
(62,8%) dan garam (3,4%), lalu dimasukkan kembali ke dalam toples kaca
dan ditutup rapat untuk difermentasi selama satu minggu dengan suhu yang
menyesuaikan suhu pada organ pencernaan mencit yaitu di sekitar 36,5° C —
38°C menurut Malole dan Pramono (1989).

Perhitungan Lactobacillus sp. di Bekasam

Diambil sampel dari bekasam dan dilakukan pengenceran bertingkat (10,
10°° dan 10°®). Masing- masing sampel bekasam diambil sebanyak 1 gram,
diencerkan dengan 9 mL larutan Nacl 0.9% steril dan dihomogenkan dengan
menggunakan vortex. Lalu dibiakkan dalam cawan dengan media GYPA
(Glucose Yeast Peptone Agar). Dari setiap pengenceran diambil 1 mL dan
ditambah di atas media GYPA (Glucose Yeast Peptone Agar) dengan
metode spread. Selanjutnya, diinkubasi pada suhu 37°C (suhu ruang) selama
48 jam. Jumlah bakteri yang muncul dihitung dengan menggunakan alat
colony counter yang kemudian dicatat dan dikalikan dengan besaran
pengenceran yang telah dilakukan. Jumlah bakteri dinyatakan dalam satuan
CFU/mL (colony-forming unit/mL). Perhitungan TPC dilihat pada
pengenceran terkecil dengan jumlah koloni paling sedikit dapat dihitung

dengan rumus (Safrida, 2021).

B xC
- (1xn1)+(0,1xn2)xd

Keterangan :

N = Jumlah koloni sampel (CFU/ml)

>C = Jumlah koloni yang dihitung pada seluruh cawan

nl = Jumlah cawan pada pengenceran pertama yang dihitung
n2 = Jumlah cawan pada pengenceran kedua yang dihitung

d = Pengenceran pertama yang dihitung
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3.7. Perhitungan Lactobacillus sp. di Pakan Normal Mencit

Diambil sampel dari pakan standar BRAVO-512 dan dilakukan
pengenceran bertingkat (10, 10" dan 10°®). Masing- masing pakan mencit
mencit diambil sebanyak 1 gram, diencerkan dengan 9 mL larutan Nacl
0.9% steril dan dihomogenkan dengan menggunakan vortex. Lalu dibiakkan
dalam cawan dengan media GYPA (Glucose Yeast Peptone Agar). Dari
setiap pengenceran diambil 1 mL dan ditambah di atas media GYPA
(Glucose Yeast Peptone Agar) dengan metode spread. Selanjutnya,
diinkubasi pada suhu 37°C (suhu ruang) selama 48 jam. Jumlah bakteri yang
muncul dihitung dengan menggunakan alat colony counter yang kemudian
dicatat dan dikalikan dengan besaran pengenceran yang telah dilakukan.
Jumlah bakteri dinyatakan dalam satuan CFU/mL (colony-forming
unit/mL). Perhitungan TPC dilihat pada pengenceran terkecil dengan jumlah

koloni paling sedikit dapat dihitung dengan rumus (Safrida, 2021):

_ xC
- (1xn1)+(0,1xn2)xd

Keterangan :

N = Jumlah koloni sampel (CFU/ml)

>C = Jumlah koloni yang dihitung pada seluruh cawan

nl = Jumlah cawan pada pengenceran pertama yang dihitung
n2 = Jumlah cawan pada pengenceran kedua yang dihitung

d = Pengenceran pertama yang dihitung

3.8. Pembuatan Larutan Perlakuan

3.8.1.Pembuatan Ekstrak Bungur

Pembuatan larutan ekstrak daun bungur dibuat larutan perlakuan dengan
dosis yaitu 200 mg ekstrak bungur / kg BB mencit. Semua dilarutkan
dengan menggunakam aquades sebanyak 200 mL. Konversi jumlah dosis

sesuau berat badan mencit yaitu (Saputra, 2019):
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200 gr _ 1000 gr
x 30 gr (rata rata berat mencit)

1000x gr= 200 gr x 30 gr

X _200grx3o0gr
1000 gr
6000
X — 6000 g7
1000 gr
X =6 gr/ 30 gr BB Mencit

Dosis 6 gr/ 30 gr BB Mencit diberikan selama 35 hari perlakuan atau sekitar
0.5 gr perhari Jumlah keseluruhan ekstrak tumbuhan bungur yang

digunakan selama penelitian yaitu:

P1=0,59rx4 (mencit)=2g
P3 =059rx4 (mencit)y=2g

Pemberian ekstrak per-oral mecit = berat mencit x persen pemberian

=30gramx 1%

1ml

=30 gram x
100 gram

=0,3ml
= 0,3 ml x 24 (mencit) x 35 hari
perlakuan
= 252 ml (pelarut aquades)
Dosis P1 =2 gram + 100,8 ml aquades
Dosis P3 =2 gram + 100,8 ml aquades

3.8.2. Pembuatan Larutan Glibenclamid

Perlakuan Glibenclamid dibuat dengan cara menimbang Glibenclamid yang
dibutuhkan untuk perlakuan digerus hingga halus dilarutkan dengan
NaCMC 1% sebanyak 1 mL. Larutan Glibenclamid yang dihasilkan
dimasukkan ke dalam labu ukur yang berukuran 50 ml, kemudian
ditambahkan NaCMC 1% sampai 50 mL, diaduk dan dikocok hingga

mendapatkan larutan Glibenclamid yang homogen.
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3.9. Perlakuan Hewan Percobaan

3.9.1. Aklimatisasi Hewan Percobaan

Hewan percobaan yaitu mencit berumur 8-12 minggu dengan berat badan
25-35 gram. Terlebih dahulu diadaptasikan selama tujuh hari di dalam
kandang plastik dengan penutup kawat dan dilapisi sekam yang diganti 3
hari sekali. Hal ini bertujuan agar mencit terbiasa dengan kondisi kandang
barunya. Selama perlakuan, mencit diberikan ransum berupa pakan standar
BRAVO-512.

3.9.2. Perlakuan Aloksan

Setelah mencit selama 7 hari diadaptasikan di dalam kandang, kemudian
diinduksi dengan aloksan sebesar 120 mg aloksan/ kg BB mencit agar
mengalami hiperglikemia. Sebelum pemberian aloksan, mencit dipuasakan
selama 16 jam dengan hanya diberi minum air biasa. Sebelum diberikan
aloksan dilarutkan dengan menggunakan aquades sebanyak 1 mL. Larutan
aloksan diberikan secara intraperitonial. Pemberian aloksan akan mulai
terlihat setelah 48 jam sejak diberikan. Efek aloksan dapat dilihat dengan
cara diukur kadar glukosa darahnya, lalu mencit diberikan makan dan
minum yang mengandung glukosa 10% selama 3 hari. Setelah itu kadar
glukosa darah mencit diukur dengan menggunakan alat Gluko DrTM Blood
glucose Test Meter dengan ketentuan kadar glukosa darah pada mencit
diatas 176 mg/dl (Noena, 2020). Kondisi hiperglikemia pada mencit terus
dipantau dan dipertahankan hingga 7 hari setelah pemberian aloksan pada
kisaran kadar glukosa darah 200 mg/dl - 300 mg/dl. Hal ini bertujuan agar
kondisi hiperglikemia pada mencit dapat mengakibatkan peningkatan
produksi Reactive Oxygen Species (ROS) pemicu stress oksidatif sehingga

bisa memicu kerusakan pada testis.
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3.9.3. Perlakuan Ekstrak Daun Bungur (Lagerstroemia specios) L.

Perlakuan Ekstrak Daun Bungur (Tabel 1.) dilakukan sehari setelah 7 hari
mencit dibiarkan dalam keadaan hiperglikemia. Ekstrak daun bungur yang
kental diencerkan dengan aquades sebanyak 100,8 mL diberikan secara oral
dengan menggunakan alat suntik dengan jarum khusus untuk induksi oral
selama 35 hari. Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah
mencit yang memiliki berat 25 - 35 gram, menurut Yorijuly (2012), adapun

rumus perhitungan volume penggunaan aquabides yaitu:

Volume Pemberian = Berat x Persen Pemberian
=30 gram x 1%

=30 gram x (1 ml / 100 gram)

=0,3ml

3.9.4. Perlakuan Probiotik Bekasam

Perlakuan probiotik dilakukan dengan cara pakan normal mencit diganti
dengan bekasam sebanyak 25 gr/Kg bb atau setara dengan jumlah sel
sebesar +1,88 x 10" CFU/hari (Stancu, 2008). Setiap hari, pakan mencit
diganti dengan yang baru. Dihitung selisih antara jumlah awal bekasam
yang diberikan pada mencit dengan jumlah setelah diberikan kepada mencit

selama sehari.

3.9.5. Perlakuan Kombinasi

Perlakuan Kombinasi dilakukan dengan metode yang sama seperti
pemberian ekstrak daun bungur dan pemberian bekasam terhadap mencit
dengan perbedaan yaitu terdapat interval dalam waktu pemberian didahului
dengan pemberian ekstrak kemudian pemberian probiotik bekasam selama
12 jam. Hal ini bertujuan untuk memaksimalkan kerja dari kedua

komponen.
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3.9.6. Perlakuan Glibenclamid

3.10.

Perlakuan glibenclamid diberikan sebagai pembanding efek penurunan
kadar glukosa darah mencit oleh ekstrak daun bungur. Pemberian
glibenclamid dilakukan sehari setelah 7 hari perlakuan aloksan. Suspensi
glibenclamid diberikan peroral dengan jarum kanul/sonde sebanyak 0.5 ml

selama 35 hari.

Pembuatan Preparat Organ Testis Mencit

Selanjutnya sampel dieutinasi (dimatikan) untuk dibuat preparat
histopatologi testis. Organ testis yang telah dipisahkan, kemudian difiksasi
pada larutan buffer formalin 10% selama 3 hari, lalu dilakukan dehidrasi.
Mula-mula pada alkohol 50% selama ¥z jam, selanjutnya dimasukkan ke
dalam alkohol 70% selama %2 jam, kemudian dimasukkan ke dalam alkohol
95% dan dimasukkan ke dalam alkohol absolut 100%. Kemudian proses
clearing dimasukkan ke dalam xylol dan alkohol dengan perbandingan 3:1
selama ¥z jam, xylol dan alkohol dengan perbandingan 1:1 selama % jam
dan kembali dimasukan ke dalam xylol dan alkohol dengan perbandingan
1:1 selama %2 jam. Kemudian impregnasi embedding dengan dimasukkan ke
dalam parafin : Xylol dengan perbandingan 1:9 selama 24 jam dan parafin
kedua kembali selama 24 jam. Kemudian dibuat blok parafin dan disimpan
dalam almari es. Selanjutnya blok parafin dipotong dengan mikrotom

setebal 8 um -10 um dan dilakukan pewarnaan (staining).

Pewarnaan sediaan testis dengan Hematoxylin-Eosin (HE), dengan cara
pertama deparafinisasi dengan xylol, hidrasi dengan serial alkohol 100% (2
-5 menit), 95% (2-5 menit), 70% (2-5 menit), dan 50% (2-5 menit)
kemudian diwarnai dengan hematoxylin selama 3-5 menit, lalu cuci dengan
air keran beberapa menit sampai air bersih, lalu diwarnai dengan eosin
biarkan selama 3 menit, lalu cuci 2 kali dengan alkohol 75%, kemudian
dilakukan dehidrasi dengan alkohol 95%, bersihkan dengan xylene,

selanjutnya dilakukan mounting menggunakan entelan. Pemeriksaan
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histopatalogi testis menggunakan mikroskop elektrik dengan pembesaran
100 kali (10 x 10) dan 400 kali (10 x 40). Pengukuran diameter tubulus
seminiferus dengan cara mengukur diameter tubulus yang bulat atau
dianggap bulat. Jumlah tubulus yang diukur adalah sebanyak 30 tubulus per
sampel. Penghitungan sel-sel spermatogenik dilakukan dengan menghitung
spermatogonium, spermatosit primer dan spermatid. Foto histologi diambil

menggunakan kamera digital Optilab.

Pengamatan Populasi Sel Spermatogonium, Spermatosit Primer, dan
Spermatid

Pengamatan sel-sel Sel Spermatogonium, Spermatosit Primer, dan
Spermatosit Sekunder dilakukan dengan mikrospkop perbesaran 400x
dengan menghitung jumlah sel-sel meliputi sel spermatogonia, sel
spermatosit primer, dan sel spermatid secara manual dari 5 tubulus
seminiferus berbeda yang telah dipilih, kemudian hasil dari perhitungan sel-
sel tersebut dirata-ratakan. Pengamatan dilakukan pada potongan melintang
tubulus seminiferus yang diambil secara random. Hasil perhitungan sel-sel
spermatogonium, spermatosit primer, dan spermatid dinyatakan dalam
satuan jumlah sel per luas lapang pandang rata-rata tubulus seminiferus
mencit (Violeta, 2016). Untuk menentukan satuan dalam menghitung
jumlah sel spermatogenik, maka harus ditentukan luas lapang pandang dari
tubulus seminiferus menggunakan rumus luas lingkaran (diamsumsikan
bahwa bentuk tubulus seminiferus seperti lingkaran). Dari data yang
diperoleh, rata-rata panjang diameter dari tubulus seminiferus yaitu 150 um
sehingga dengan total luas rata-rata dari tubulus seminiferus yaitu:

L=’

L=3,14 X 75 um x 75 pum
L=17.662 pm?
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Maka satuan untuk menyatakan jumlah sel-sel spermatogenik adalah jumlah
sel/ luas lapang pandang rata-rata tubulus seminiferus mencit atau seluas
17.662 pm?®.

Pengamatan Diameter Tubulus Seminiferus

Pengukuran preparat diameter tubulus seminiferus dilakukan dengan
menggunakan mikrometer pada lensa okuler. Pengukuran diameter tubulus
seminiferus menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x. Diameter
tubulus seminiferus diukur dengan cara menghitung diameter tubulus
seminiferus yang terpilih secara random dengan dua sisi yang berbeda dan
di rata-ratakan. Hasil dari diameter tubulus seminiferus dinyatakan dalam

satuan pm.

Pengamatan Tebal Epitel Tubulus Seminiferus

Pengukuran tebal epitel tubulus seminiferus dilakukan dengan
menggunakan mikrometer pada lensa okuler. Pengukuran tebal epitel
tubulus seminiferus menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x.
Tebal epitel tubulus seminiferus diukur dengan cara menghitung tebal epitel
tubulus seminiferus yang terpilih secara random pada bagian lapisan luar
yaitu sel spermatogonia hingga bagian sel spermatid. Hasil dari tebal epitel

tubulus seminiferus dinyatakan dalam satuan pm.

Perhitungan Lactobacillus sp. Dari Saluran Pencernaan Mencit

Pertama-tama, diambil sampel dari saluran perncernaan mencit dan
dilakukan pengenceran bertingkat (10*-, 10° dan 10°®). Masing-masing
feses mencit diambil sebanyak 1 gram, diencerkan dengan 9 mL akuades
steril dan dihomogenkan dengan menggunakan vortex. Lalu dibiakkan
dengan metode spread plate dalam cawan dengan media GYPA (Glucose
Yeast Peptone Agar). Dari setiap pengenceran diambil 1 mL dan ditambah
dengan media GYPA (Glucose Yeast Peptone Agar) lalu dihomogenkan di
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atas meja dengan membentuk angka 8. Selanjutnya, diinkubasi pada suhu
27°C (suhu ruang) selama 24 jam. Jumlah bakteri yang muncul dihitung
dengan menggunakan alat colony counter yang kemudian dicatat dan
dikalikan dengan besaran pengenceran yang telah dilakukan. Jumlah bakteri
dinyatakan dalam satuan CFU/mL (colony-forming unit/mL). Perhitungan
TPC dilihat pada pengenceran terkecil dengan jumlah koloni paling sedikit

dapat dihitung dengan rumus (Safrida, 2021):

_ xC
- (1xn1)+(0,1xn2)xd

Keterangan :

N = Jumlah koloni sampel (CFU/ml)

>C = Jumlah koloni yang dihitung pada seluruh cawan

nl = Jumlah cawan pada pengenceran pertama yang dihitung
n2 = Jumlah cawan pada pengenceran kedua yang dihitung

d = Pengenceran pertama yang dihitung

Analisis Data

Data yang didapatkan dari penelitian dianalisis secara statistik berupa data
hasil pengukuran dari variabel jumlah sel spermatogonium, spermatosit
primer, dan spermatid kemudian tebal dan epitel tubulus seminiferus serta
jumlah BAL pada feses mencit. Pertama, data yang diperoleh diuji
normalitas dengan dengan uji Shapiro-Wilk, apabila data sudah normal
maka selanjutnya data tersebut di uji homogenitas dengan uji Levene.
Apabila data tersebut tidak normal, maka dilakukan transformasi data
dengan transformasi logaritma. Kedua, setelah data homogen kemudian di
uji ANOVA, disini akan terlihat bahwa perlakuan itu signifikan atau tidak.
Jika signifikan antar perlakuan, di lanjutan dengan uji lanjut selang
berganda Duncan untuk melihat perlakuan mana yang paling efektif (paling
baik) dengan P < o 0.05.
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3.16. Diagram Alir

Adapun diagram penelitian yang diguakan dalam penelitian ini sebagai

berikut:

30 ekor mencit umur 3 bulan dengan bobot badan 25-35 g diaklimatisasi selama 35 hari. Melakukan
persiapan bahan uji yaitu ekstrak air daun bungur, bekasam, larutan aloksan dan larutan
glibenclamid. Melakukan perhitungan jumlah sel Lactobacillus sp. pada bekasam dan pakan mencit

v

Pengukuran berat badan dan glukosa darah awal

v
[ I I I I 1
3 eko‘r > eko.r > eko'r 5 ekor 5 ekor 5 ekor
mencit mencit mencit mencit mencit mencit
kontrol kontrol kontrol
normal negatif poditif perlakua perlakua perlakuan
(KO) (K-) (K+) nl (P1) n2 (P2) (P3)
l | ! | ]
Induksi aloksan secara intraperitonial dengan dosis 120
mg/kgbb
| | | |
(P1) (P2) (P3)
(K0) (K-) P(Kl:) Mencit Mencit d:\t/JI:rniign
akan o o
Pakan Pakan tand diberikan | diberikan || ook Daun
standar standar Standar Ekstrak Pakan Bungur
dan air dan air dan air Daun berupa dengan dosis
minum minum minum Bungur Bekasam 200 mg /kg
hingga : hingga dengan sebanyak bb + dan
; hingga Kkhi . diberi makan
akhir . akhir dosis 200 || 25¢g /kg
. akhir enelitia Bekasam
penelitia penclitia p N mg /kg bb sebanyak 25
n 1 bb selama g/ kgbb
selama 35 hari selama 35
35 hari hari
[ I I I I ]

Pengukuran kadar glukosa darah akhir, pembedahan dan pengambilan sampel testis mencit untuk
dibuat preparat histologis dan dilakukan pemeriksaan. Perhitungan sel Lactobacillus sp. hidup pada
saluran pencernaan/feses mencit

v

Penghitungan sel spermatogenik, pengukuran diameter dan pengukuran tebal
epitel tubulus seminiferus.

A

Analisis Data




IV.  SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat diambil kesimpulan

antara lain:

1.  Terdapat perbedaan jumlah populasi sel spermatogenik mencit (Mus
musculus) yang lebih baik ditemukan pada pemberian ekstrak air daun
bungur (Lagerstroemia speciosa) dibandingkan pemberian probiotik asal
bekasam.

2. Terdapat perbedaan ukuran diameter tubulus seminiferus testis mencit (Mus
musculus) yang lebih baik ditemukan pada pemberian ekstrak air daun
bungur (Lagerstroemia speciosa) dibandingkan pemberian probiotik asal
bekasam.

3. Terdapat perbedaan ukuran epitel tubulus seminiferus testis mencit (Mus
musculus) yang lebih baik ditemukan pada pemberian ekstrak air daun
bungur (Lagerstroemia speciosa) dibandingkan pemberian probiotik asal
bekasam.

4.  Terdapat perbedaan jumlah sel Lactobacillus yang hidup pada saluran
pencernaan mencit (Mus musculus) yang lebih baik ditemukan pada
pemberian probiotik asal bekasam dibandingkan pemberian ekstrak air daun
bungur (Lagerstroemia speciosa).

5.  Pemberian perlakuan kombinasi ekstrak air daun (Lagerstroemia speciosa)
bungur dan probiotik dari bekasam memberikan hasil lebih baik daripada
pemberian perlakuan ekstrak air daun bungur (Lagerstroemia speciosa) dan

perlakuan pemberian probiotik bekasam.
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5.2. Saran

Adapun saran dari penelitian ini antara lain:

1.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang kombinasi variasi dosis
ekstrak air daun bungur dan berat bekasam dalam pengaruhnya terhadap
infertilitas seksual organ kelamin mencit (Mus musculus) yang diakibatkan
oleh hiperglikemia.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait beberapa kemungkinan

ekstrak air daun bungur dapat dijadikan sebagai prebiotik.
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