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ABSTRAK 

ANALISIS PERUBAHAN JUMLAH, MOTILITAS, DAN VIABILITAS 

SPERMATOZOA MENCIT (Mus musculus L.) YANG DIINDUKSI  

D-GALAKTOSA SETELAH PEMBERIAN  

TINTA CUMI-CUMI (Loligo sp.) 

 

Oleh 

Dewi Restika Ayu Safitri 

Proses penuaan (aging process) merupakan salah satu penyakit degeneratif yang 
dapat menyebabkan terjadinya infertilitas pada makhluk hidup. Kandungan 
senyawa bioaktif yang terdapat pada tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dipercaya 

memiliki kemampuan untuk mencegah terjadinya infertilitas yang disebabkan 
oleh proses penuaan. Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui 

pengaruh pemberian tinta cumi-cumi dalam memperlambat proses penuaan 
menggunakan parameter spermatozoa, yaitu jumlah, motilitas, dan viabilitas 
spermatozoa mencit (Mus musculus L.) yang diinduksi D-Galaktosa. Penelitian ini 

dilaksanakan pada Desember 2022 – Maret 2023 menggunakan Rancangan Acak 
Lengkap (RAL) yang dibagi menjadi empat kelompok, yaitu kontrol (hanya diberi 

makan dan minum tanpa mendapat perlakuan apapun), kontrol negatif (diinduksi 
D-Galaktosa sebanyak 150 mg/kgBB), perlakuan 1 (diinduksi D-Galaktosa 
sebanyak 150 mg/kgBB, diberi makan dan minum berupa pellet dan air, serta 

diberi tinta cumi-cumi sebanyak 40 mL/kgBB selama 35 hari), dan perlakuan 2 
(diinduksi D-Galaktosa sebanyak 150 mg/kgBB, diberi makan dan minum berupa 

pellet dan air, serta diberi tinta cumi-cumi sebanyak 100 mL/kgBB selama 35 
hari). Hasil penelitian dianalisis menggunakan One Way ANOVA pada taraf 5% 
dan dilanjutkan menggunakan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) untuk melihat 

perbedaannya secara signifikan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa jumlah, 
motilitas, dan viabilitas spermatozoa mencit menurun setelah diinduksi D-

Galaktosa dan mengalami peningkatan setelah diberi tinta cumi-cumi dengan hasil 
terbaik ditunjukkan oleh dosis 100 mL/kgBB.  
 

Kata Kunci  : Cumi-cumi (Loligo sp.), D-Galaktosa, Infertilitas, Mencit (Mus  
  musculus L.), dan Penuaan. 
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I. PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

 

Penuaan merupakan fenomena yang pasti akan dialami oleh setiap makhluk 

hidup, termasuk manusia. Penuaan (aging) diartikan sebagai hilangnya 

kemampuan sel-sel tubuh dalam meregenerasi sel-sel yang telah rusak 

sehingga mengakibatkan penurunan fungsi sensorik, motorik, dan lokomosi 

tubuh (Riska dan Ninik, 2022). Penuaan dapat terjadi secara internal 

maupun eksternal. Secara internal, penuaan disebabkan oleh penurunan daya 

tahan tubuh,stress, dan perubahan hormonal di dalam tubuh, sedangkan 

radiasi sinar matahari, polusi, dan radikal bebas merupakan faktor-faktor 

yang dapat mengakibatkan terjadinya penuaan secara eksternal (Swastika 

dkk., 2013). Namun menurut Jin (2010), teori stress oksidatif yang 

dicetuskan oleh Denham Harman merupakan teori yang paling konsisten 

dalam menjelaskan terjadinya proses penuaan pada makhluk hidup.  

 

Stress oksidatif merupakan kondisi dimana jumlah radikal bebas di dalam 

tubuh lebih banyak dibandingkan dengan antioksidan, sehingga 

menyebabkan kerusakan fisiologis yang dapat memicu terjadinya berbagai 

macam penyakit degeneratif, termasuk penuaan (Parwata, 2016), sedangkan 

radikal bebas diartikan sebagai molekul-molekul yang sifatnya tidak stabil 

karena elektron pada kulit terluarnya tidak memiliki pasangan, sehingga 

memiliki kecenderungan untuk merebut elektron molekul lain guna 

mencapai kestabilan (Khaira, 2010). Dalam mencegah terjadinya stress 

oksidatif, tubuh membutuhkan antioksidan untuk menetralisir tingkat 

toksisitas radikal bebas. Antioksidan merupakan salah satu bentuk senyawa 
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pertahanan biologis yang terdapat di dalam tubuh makhluk hidup guna 

menghadapi peningkatan jumlah radikal bebas dan menetralisir tingkat 

toksisitasnya dalam menghancurkan sel-sel tubuh. Rahmi (2017) 

menjelaskan bahwa antioksidan merupakan senyawa-senyawa yang mampu 

menetralisir tingkat toksisitas radikal bebas dengan cara mendonorkan 

elektron yang dimilikinya tanpa kehilangan kestabilannya sehingga radikal 

bebas memiliki pasangan elektron dan tidak akan mengganggu rangkaian 

proses biokimia di dalam tubuh. Rangkaian proses metabolisme yang lancar 

dan tidak mengalami gangguan akan mengurangi intensitas penyakit 

degeneratif, termasuk penuaan. Sehingga, peningkatan jumlah antioksidan 

di dalam tubuh akan menurunkan tingkat stress oksidatif dan proses 

penuaan sel-sel tubuh dapat diperlambat.  

 

Proses penambahan usia yang dialami oleh makhluk hidup, dapat 

menyebabkan berbagai macam penurunan fungsi-fungsi tubuh, termasuk 

penurunan fungsi reproduksi (Halvaei et al., 2020). Sulistyoningrum 

(2017).menyatakan bahwa infertilitas merupakan salah satu akibat dari 

terjadinya penurunan fungsi reproduksi. Infertilitas terjadi akibat perubahan 

atrofi testikular dan fungsinya dalam melakukan spermatogenesis dan 

memproduksi hormon testosteron. Hal tersebut dijelaskan pula oleh 

Sutyarso et al. (2016) yang menyatakan bahwa proses penuaan dapat terjadi 

pada seluruh organ tubuh makhluk hidup, termasuk sistem reproduksi dan 

dapat menyebabkan terjadinya infertilitas. Selain itu, Dewi dkk. (2022) juga 

menyatakan bahwa umur memberikan pengaruh signifikan dalam 

menentukan keberhasilan pasangan dalam memperoleh kehamilan dimana 

pria berumur >35 memiliki kemungkinan mengalami infertilitas lebih tinggi 

dibandingkan pria berumur 20-35 tahun. Infertilitas atau yang lebih dikenal 

sebagai kemandulan merupakan ketidakmampuan pasangan dalam 

memperoleh keturunan meskipun aktif melakukan hubungan seksual tanpa 

menggunakan alat kontrasepsi apapun. Menurut Ferial (2016), abnormalitas 

volume cairan semen, serta terjadinya penurunan pada aspek kualitas dan 
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kuantitas sperma merupakan masalah yang paling umum ditemukan pada 

pria yang mengalami infertilitas. 

 

Perairan laut merupakan salah satu ekosistem dengan kekayaan alam 

kemelimpahan di dalamnya memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai 

terapi alternatif terhadap berbagai macam penyakit. Kolsi et al. (2017) 

menjabarkan bahwa kandungan senyawa bioaktif yang terdapat pada flora 

dan fauna laut memiliki potensi untuk dikembangkan pada bidang kesehatan 

terutama dalam mengobati berbagai macam penyakit, termasuk 

memperlambat proses penuaan. Tak heran jika upaya pencarian terhadap 

senyawa-senyawa tersebut mendapatkan perhatian dan dukungan yang besar 

dalam kurun waktu 10 tahun terakhir. Cumi-cumi (Loligo sp.) merupakan 

salah satu dari sekian banyak kekayaan ekosistem laut dengan potensi 

menjanjikan baik dari segi ekonomi, kesehatan, maupun farmasi. Menurut 

Jeyasanta and Patterson (2020), kandungan flavonoid dalam tinta cumi-cumi 

memiliki potensi untuk mendonorkan hidrogen, memadamkan singlet 

oksigen, dan mereduksi senyawa-senyawa radikal bebas, sedangkan 

kandungan alkaloid misalnya atropin dan quinin berperan dalam mengikat 

dan menetralisasi proses peroksidasi lipid sehingga aktivitas enzim 

antioksidan akan mengalami peningkatan. Tingginya kandungan berbagai 

macam senyawa aktif tersebut memiliki kapasitas untuk dikembangkan 

sebagai solusi permasalahan penyakit degeneratif, termasuk pada proses 

penuaan sistem reproduksi yang kini marak diperbincangkan.  

 

Kendati memiliki kemungkinan untuk dikembangkan menjadi produk-

produk anti-aging, senyawa-senyawa tersebut tetap harus dikaji secara 

intensif terlebih dahulu sebelum diproduksi dan didistribusikan secara 

massal. Guna mendukung proses pengkajian tersebut, diperlukan kondisi 

yang dapat digunakan untuk merepresentasikan terjadinya proses penuaan 

pada makhluk hidup. Sulistyoningrum (2017) menjelaskan bahwa D-

Galaktosa merupakan senyawa kimia golongan monosakarida yang telah 

banyak digunakan untuk mendemostrasikan proses penuaan dengan cara 
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meningkatkan jumlah radikal bebas sehingga hewan uji mengalami stress 

oksidatif. Akibatnya, hewan uji yang mengalami stress oksidatif akan 

mengalami penuaan sel lebih cepat dibandingkan dengan umur biologisnya 

(penuaan dini). Hal ini sesuai dengan Ahangarpour et al. (2014) yang 

menyatakan bahwa D-Galaktosa merupakan gula pereduksi golongan aldosa 

yang mampu merepresentasikan terjadinya penuaan secara normal dengan 

cara menekan jumlah enzim antioksidan di dalam tubuh. Oleh sebab itu, 

penelitian ini dilakukan guna membuktikan kemampuan yang dimiliki oleh 

tinta cumi-cumi (Loligo sp.) sebagai anti-aging atau anti penuaan dengan 

parameter spermatozoa, yaitu jumlah, motilitas dan viabilitas spermatozoa 

mencit yang diinduksi dengan D-Galaktosa. 

 

1.2. Tujuan 

 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian tinta cumi-cumi (Loligo sp.) 

terhadap jumlah spermatozoa mencit (Mus musculus L.) yang 

diinduksi D-Galaktosa. 

2. Untuk mengetahui pengaruh pemberian tinta cumi-cumi (Loligo sp.) 

terhadap motilitas spermatozoa mencit (Mus musculus L.) yang 

diinduksi D-Galaktosa. 

3. Untuk mengetahui pengaruh pemberian tinta cumi-cumi (Loligo sp.) 

terhadap viabilitas spermatozoa mencit (Mus musculus L.) yang 

diinduksi D-Galaktosa. 

 

1.3. Manfaat 

 

Manfaat yang diberikan oleh penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Memberikan informasi kepada masyarakat mengenai potensi tinta 

cumi-cumi (Loligo sp.) dalam mencegah infertilitas yang disebabkan 

oleh penuaan (aging). 



5 
 

2. Memberikan informasi mengenai dosis yang tepat untuk digunakan 

dalam penelitian lanjutan mengenai efektivitas tinta cumi-cumi 

(Loligo sp.) dalam mencegah infertilitas yang disebabkan oleh 

penuaan (aging). 

3. Memberikan keterbaruan riset mengenai efektivitas tinta cumi-cumi 

(Loligo sp.) dalam mencegah infertilitas yang disebabkan oleh 

penuaan (aging). 

 

1.4. Kerangka Pikir 

 

Penuaan merupakan proses hilangnya kemampuan sel-sel tubuh dalam 

memproduksi sel-sel baru untuk menggantikan sel-sel yang telah mati akibat 

perubahan usia biologis maupun peristiwa stress oksidatif pada tubuh. 

Kerusakan sel-sel tubuh yang terjadi akibat peristiwa stress oksidatif dapat 

terjadi secara menyeluruh, termasuk dalam sistem reproduksi. Proses 

penuaan yang terjadi dapat mengakibatkan penurunan produktvitas 

reproduksi pada pria maupun wanita. Pada pria, proses penuaan 

mengakibatkan keabnormalan produksi spermazoa, terutama dalam hal 

konsentrasi, jumlah, viabilitas, motilitas, dan morfologi spermatozoa, serta 

perubahan hormonal. Oleh sebab itu, dibutuhkan tindakan penanganan guna 

mencegah timbulnya akibat yang lebih kompleks, yaitu infertilitas.  

 

Kandungan berbagai macam senyawa bioaktif, seperti protein, melanin, 

polisakarida, asam sinamat, flavonoid, dan alkaloid pada tinta cumi-cumi 

(Loligo sp.) dipercaya mampu mencegah toksisitas senyawa radikal bebas 

dengan cara meningkatkan jumlah antioksidan di dalam tubuh. Guna 

membuktikan kemampuan yang dimiliki tinta cumi-cumi tersebut, 

digunakanlah senyawa D-Galaktosa sebagai faktor penuaan (aging) pada 

hewan uji. Mencit yang berumur 3-4 bulan dipercepat proses penuaannya 

dengan cara diinjeksikan D-Galaktosa ke dalam tubuhnya dalam dosis 

tertentu, kemudian tinta cumi-cumi diberikan sebagai anti-aging terhadap 

mencit jantan yang “dipaksa” mengalami proses penuaan lebih cepat 
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tersebut. Mencit yang telah diinjeksi menggunakan D-Galaktosa dan 

diberikan perlakuan kemudian dibedah dan diamati jumlah, motilitas, dan 

viabilitas spermatozoa yang dihasilkan selama satu siklus spermatogenesis. 

Hasil pengamatan kemudian dibandingkan untuk melihat ada atau tidaknya 

perbedaan setelah pemberian tinta cumi-cumi sebagai anti-aging dalam 

mempertahankan kualitas dan kuantitas spermatozoa pada saat proses 

penuaan terjadi. 

 

1.5. Hipotesis 

 

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dapat meningkatkan jumlah spermatozoa 

mencit (Mus musculus L.) yang diinduksi D-Galaktosa. 

2. Tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dapat meningkatkan motilitas 

spermatozoa mencit (Mus musculus L.) yang diinduksi D-Galaktosa. 

3. Tinta cumi-cumi (Loligo sp.) dapat meningkatkan viabilitas 

spermatozoa mencit (Mus musculus L.) yang diinduksi D-Galaktosa. 

 

 



II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Cumi-Cumi (Loligo sp.) 

 

Secara Biologi, cumi-cumi merupakan anggota kelas Cephalopoda. Kata 

Cephalopoda sendiri berasal dari Bahasa Yunani, yaitu cephal yang artinya 

kepala dan podos yang artinya kaki. Kelas Cephalopoda terdiri dari tiga sub-

kelas, yaitu Nautiloidea, Ammonoidea, dan Coleoidea. Cumi-cumi termasuk 

ke dalam subkelas Coleoidea dari ordo Teuthoidea. Ordo Teuthoidea 

merupakan kelompok hewan dengan tubuh memanjang yang pada bagian 

kepalanya terdapat delapan buah kaki dan dua buah tentakel serta memiliki 

lembaran tipis transparan di dalam tubuhnya (Baskoro dkk., 2011). 

 

2.1.1. Taksonomi 

 

Taksonomi cumi-cumi (Loligo sp.) menurut Lamarck (1798) dalam 

Intergrated Taxonomic Information System (ITIS) (2022) disajikan 

sebagai berikut. 

Kingdom   : Animalia 

Phylum   : Mollusca 

Class    : Cephalopoda 

Order    : Teuthoidea 

Family   : Loligoniidae 

Genus    : Loligo 

Species   : Loligo sp.  

 

Cumi-cumi secara lebih jelas dapat dilihat pada Gambar 1. 
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Gambar 1. Cumi-cumi (Loligo sp.) (Dokumentasi Pribadi, 2023) 
 

2.1.2. Morfologi 

 

Cumi-cumi (squid), sotong (cuttlefish), dan gurita (octopus) 

memiliki morfologi yang hampir mirip, mengingat ketiganya sama-

sama berasal dari kelas Cephalopoda. Meskipun morfologinya 

hampir mirip, namun tetap terdapat perbedaan pada ketiganya. 

Tubuh cumi-cumi berbentuk seperti kerucut dengan ujung tumpul 

yang dibungkus mantel transparan dengan panjang antara 200-400 

mm. Namun terkadang ditemukan cumi-cumi dengan ukuran 

mantel mencapai 937 mm. Bagian sisi kanan dan kiri tubuhnya 

terdapat sirip berbentuk belah ketupat yang digunakan untuk 

membantu pergerakannya. Pada bagian kepalanya terdapat 

sepasang mata dengan ukuran cukup besar yang ditutupi oleh 

aquiferouspore. Selain itu, cumi-cumi juga memiliki sepuluh buah 

lengan yang masing-masing dilengkapi dengan penghisap. Dua 

diantara lengan-lengan tersebut memiliki ukuran yang lebih 

panjang dan disebut sebagai tentakel. Lengan cumi-cumi memiliki 

fungsi yang berbeda-beda. Lengan ketiga dan keempat atau 

tentakel digunakan untuk menangkap mangsa, oleh sebab itu 

lengan-lengan ini dilengkapi dengan tentacular club atau duri-duri 

hisap. Sedangkan lengan kiri keempat digunakan untuk 

memasukkan spermatofora ke dalam tubuh betina, sehingga lengan 
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ini dilengkapi dengan hectocotylus (Wulandari, 2018). Morfologi 

cumi-cumi secara lengkap dapat dilihat pada Gambar 2. 

 

 

Gambar 2. Morfologi Cumi-cumi (Carlson, 1996) 

 

2.1.3. Kandungan Tinta 

 

Tinta cumi-cumi merupakan hasil sekresi berwarna hitam yang 

dihasilkan oleh kantung tinta yang terdapat di bagian tubuh cumi-

cumi. Cumi-cumi biasanya menggunakan tintanya untuk 

pertahanan diri dari serangan predator. Menurut Derby (2014), tinta 

cumi-cumi merupakan senyawa yang mengandung melanin. Selain 

itu, tinta cumi-cumi juga memiliki kantung berbentuk corong yang 

menghasilkan lendir. Melanin merupakan senyawa biopolimer 

kompleks non-protein yang dihasilkan oleh asam amino. Melanin 

memiliki dua bentuk, yaitu eumelanin dan pheomelanin. 

Pheomelanin merupakan senyawa turunan sistein yang berwarna 

merah hingga oranye dan terbentuk dari benzothiazine dan 
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benzothiazole, sedangkan eumelanin dikenal sebagai senyawa 

turunan tirosin yang berwarna cokelat tua dan dibentuk dari 5,6-

dihidroxyiindole dan 5,6-dihidroxyiindole-2-carboxylic acid. 

Melanin dalam bentuk eumelanin merupakan senyawa yang 

ditemukan pada kebanyakan tinta cephalopoda, termasuk cumi-

cumi.  

 

Selain melanin, tinta cumi-cumi juga mengandung senyawa-

senyawa biokatif lain yang fungsinya tak kalah penting dalam 

berbagai bidang. Penelitian yang dilakukan oleh Jeyasanta and 

Patterson (2020) menunjukkan bahwa kandungan yang terdapat 

pada tinta cumi-cumi adalah karbohidrat, protein, asam amino, 

fenol, flavonoid, tanin, steroid, terpenoid, alkaloid, glikosida, dan 

saponin. Jeyasanta and Patterson juga menjelaskan bahwa 

flavonoid, alkaloid, dan saponin merupakan senyawa yang 

berperan dalam menurunkan kadar radikal bebas dengan cara 

memproduksi antioksidan, mengikat radikal bebas, mendonorkan 

elektron, dan menurunkan kadar oksidasi peroksidase. Penelitian 

Affandi et al. (2019) menunjukkan bahwa tinta cumi-cumi juga 

mengandung senyawa lain yang fungsinya tak kalah penting dan 

memiliki potensi untuk dikembangkan dalam bidang kesehatan, 

misalnya sebagai antioksidan, aktibakteri, antikanker, antifungi, 

dan lain sebagainya. Terdapat 3 senyawa utama dalam tinta cumi-

cumi, yaitu betaline (C5H11NO2), asam sinamat (C9H8O2), dan 

choline (C5H14NO). Menurut Adjoumani et al. (2017) dan Hassan 

et al. (2019), betaline, asam sinamat, dam choline yang terkandung 

dalam tinta cumi-cumi memiliki kandungan antioksidan alami yang 

dapat meningkatkan kapasitas dan kemampuan antioksidan dalam 

mengikat radikal bebas di dalam tubuh, menghambat pembentukan 

senyawa Reactive Oxygen Species (ROS) lain, dan menurunkan 

potensi terjadinya kerusakan oksidasi. Berdasarkan jumlah 

kandungan yang dimiliki, Vincentius dan Bare (2022) menyatakan 
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bahwa senyawa-senyawa utama yang dimiliki oleh tinta cumi-cumi 

dapat dilihat pada Tabel 1. 

 

Tabel 1. Kandungan Senyawa Kimia Tinta Cumi-cumi  

 (Vincentius dan Bare, 2022) 

No. Kandungan Tinta Cumi-Cumi 

1. Melanin 

2. Asam Sinamat 

3. 
5,6-Dihydroxyndole-2-Carbolic Acid 
(DHICA) 

4. 5,6-Dihydroxyndole (DHI) 

5. 2-Carboxyl Indole 

6. Choline 

7. Betaine 

 

2.2. Mencit (Mus musculus L.) 

 

2.2.1. Taksonomi 

 

Taksonomi mencit (Mus musculus L.) menurut Linnaeus (1758) 

menurut Intergrated Taxonomic Information System (ITIS) (2022) 

disajikan sebagai berikut. 

Kingdom   : Animalia 

Phylum   : Chordata 

Class    : Mamalia 

Order    : Rodentia 

Family   : Muridae 

Genus    : Mus 

Species   : Mus musculus L. 

 

Mencit secara lebih jelas dapat dilihat pada Gambar 3. 
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Gambar 3. Mencit (Mus musculus L.) (Dokumentasi Pribadi, 

2023) 

 

2.2.2. Morfologi 

 

Mencit merupakan hewan uji yang bentuknya seperti silinder 

ramping dengan moncong berbentuk kerucut, seluruh tubuhnya 

tertutupi oleh rambut halus berwarna putih, terkecuali bagian ekor, 

kaki, dan moncongnya, serta memiliki sepasangan mata berwarna 

merah. Mencit juga memiliki lima buah jari-jari bercakar pada 

masing-masing kakinya, dan susunan giginya berbentuk pahat. 

Pada saat baru dilahirkan, mencit memiliki berat lahir antara 0,5 

hingga 1,5 gram. Namun setelah beranjak dewasa, berat badannya 

cenderung bervariasi. Mencit betina memiliki berat badan antara 

25-40 gram, sedangkan mencit jantan memiliki berat badan antara 

20-40 gram (Nugroho, 2018).  

 

2.2.3. Sistem Reproduksi 

 

Sistem reproduksi mencit jantan terdiri dari beberapa organ, yaitu 

testis dan salurannya, yaitu ductus deferens, ductus ejakulatorius, 

dan kelenjar aksesori, epididimis, uretra, dan penis. Organ-organ 

tersebut memiliki fungsi yang berbeda-beda dalam sistem 

reproduksi (Nugroho, 2018). Epididimis merupakan organ yang 
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bentuk bulat dan memanjang, serta menempel pada testis. Organ ini 

terdiri dari tiga bagian, yaitu kepala (caput), badan (corpus), dan 

ekor (cauda). Epididimis memiliki beberapa fungsi, diantaranya 

adalah sebagai tempat pematangan, penyimpanan, dan penyaluran 

spermatozoa (Busman, 2020). Spermatozoa yang telah matang 

kemudian akan disalurkan ke vas deferens, lalu dibawa menuju 

ductus ejakulatorius, dan berakhir di uretra. Proses pengeluaran 

spermatozoa akan dilakukan oleh penis ketika kopulasi terjadi 

(Nugroho, 2018). Selain itu, terdapat beberapa organ tambahan 

yang fungsinya menghasilkan zat-zat tertentu guna membantu 

kehidupan spermatozoa, diantaranya kelenjar vesikularis, kelenjar 

prostat, dan kelenjar bulbourethralis (Busman, 2020). Sistem 

reproduksi mencit jantan dapat dilihat secara lengkap pada 

Gambar 4. 

 

 

Gambar 4. Sistem Reproduksi Mencit Jantan (Science Photo 

Library, 2022) 

 

Spermatogenesis  merupakan salah satu peristiwa yang tidak 

terlepas dari sistem reproduksi. Spermatogenesis diartikan sebagai 

rangkaian proses pembentukan sperma pada individu jantan yang 
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terjadi di bagian tubulus seminiferus. Terdapat empat tahapan 

dalam satu siklus spermatogenesis, yaitu proliferasi, pertumbuhan, 

pematangan sel, dan spermiogenesis. Satu siklus spermatogenesis 

membutuhkan empat kali daur epitel seminiferus atau ±35 hari. 

Proses spermatogenesis diawali dengan terjadinya proses 

pembelahan sel spermatogonium secara mitosis sebanyak 5 kali, 

sehingga sel spermatogonia tipe A terbentuk pada mitosis ke-3, lalu 

berubah menjadi spermatogonia intermediet dan mengalami 

perubahan lagi menjadi spermatogonia tipe B pada mitosis ke-5. 

Sel spermatogonia tipe B kemudian berubah menjadi sel 

spermatosit primer dan akan mengalami meiosis. Pada tahap ini, 

pembelahan secara meiosis akan terjadi sebanyak 2 kali, yaitu 

meiosis I dan II. Setelah melewati tahap meiosis I, maka 

spermatosit primer akan berubah menjadi spermatosit sekunder 

yang terdiri dari dua buah anakan yang masing-masing berisi satu 

set kromosom tunggal. Spermatosit sekunder kemudian mengalami 

meiosis II dan menghasilkan empat spermatid yang mengandung 

satu set kromosom tunggal. Rangkaian proses ini kemudian masuk 

ke tahap spermiogenesis yang ditandai dengan terjadinya 

perubahan pada inti sel dan sitoplasma spermatid, sehingga 

terbentuklah spermatozoa (Nugroho, 2018). Menurut Busman 

(2020), spermatozoa terdiri dari tiga bagian utama, yaitu kepala, 

akrosom, dan ekor. Kepala spermatozoa memiliki bentuk seperti 

oval dan mengandung Deoxyribose Nucleic Acid (DNA) kompleks 

yang berasal dari protamine sperma, inti spermatozoa dilindungi 

oleh membran tipis yang mengandung berbagai jenis enzim yang 

dapat digunakan untuk membantu proses fertilisasi, sedangkan ekor 

spermatozoa memiliki inti yang disebut aksonema dan 

bertanggungjawab terhadap segala jenis pergerakan spermatozoa. 

Rangkaian proses terjadinya spermatogenesis secara jelas dapat 

dilihat pada Gambar 5. 
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Gambar 5. Rangkaian Proses Spermatogenesis (Biology Wise, 2022) 

 

2.3. Penuaan (Aging) 

 

2.3.1. Pengertian Penuaan 

 

Proses penuaan (aging process) merupakan menurunnya 

kemampuan tubuh dalam menjalankan fungsi-fungsi sensorik, 

motorik, kognitif, dan lokomosi yang disebabkan oleh hilangnya 

kemampuan sel-sel tubuh dalam meregenerasi atau memperbarui 

sel-sel yang telah rusak (Riska dan Ninik, 2022). Sedangkan 

menurut Fatmawati dan Imron (2017), penuaan merupakan proses 

degenerasi sel-sel tubuh yang terjadi secara alami dan 

mengakibatkan terjadinya penurunan produktivitas kehidupan 

makhluk hidup, termasuk manusia. Waktu terjadinya penuaan tidak 

dapat dipastikan karena proses penuaan dapat berjalan secara 

normal, lebih cepat, bahkan lebih lambat. Akibatnya, satu individu 

tidak akan memiliki kondisi tubuh yang sama dengan individu 

lainnya ketika proses penuaan terjadi. Pernyataan ini sejalan 

dengan Sgarbieri and Pacheco (2017) yang menjelaskan bahwa 

proses penuaan dapat dibedakan menjadi tiga, yaitu bertahap, 

cepat, dan tidak menentu (tidak cepat maupun lambat), dimana 
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setiap individu akan mengalami proses penuaan dalam waktu yang 

berbeda dan tingkatan sel-sel yang mengalami degenerasi pun 

berbeda. Penuaan yang terjadi disebut sebagai penuaan dini, 

sedangkan penuaan yang lebih lambat disebut sebagai awet muda. 

 

Secara umum, terdapat tiga ciri yang menandai proses penuaan 

pada kehidupan makhluk hidup, yaitu terjadinya kemunduran 

kualitas sel-sel tubuh yang dapat dilihat secara kasat mata, 

munculnya berbagai macam upaya untuk memperlambat proses 

penuaan, dan tingginya upaya dalam meningkatkan rentang hidup 

sehat. Secara molekuler, terdapat sembilan tanda yang 

menunjukkan terjadinya proses penuaan pada makhluk hidup, 

yaitu: 

a. Kualitas fenotip makhluk hidup mengalami kemunduran, 

misalnya kulit yang awalnya kenyal menjadi kehilangan 

elastisitasnya, kulit menjadi kering dan timbul garis-garis 

kerutan, serta munculnya flek hitam pada kulit. 

b. Menurunnya integritas dan stabilitas Deoxyribose Nucleic Acid 

(DNA) akibat kerusakan sel yang terakumulasi.  

c. Terjadinya deregulasi dalam hal penginderaan nutrisi. 

d. Perubahan epigenetik terjadi secara signifikan. 

e. Telomerase mengalami penipisan akibat replikasi secara 

berulang selama sel tersebut hidup. 

f. Terganggunya kinerja sistem komunikasi interseluler. 

g. Keseimbangan protein di dalam tubuh mengalami gangguan. 

h. Rusaknya fungsi mitokondrial sehingga menyebabkan 

peningkatan kadar radikal bebas di dalam tubuh. 

i. Stem cells mengalami kelelahan sehingga tidak mampu 

mempertahankan fungsinya dalam proses regenerasi sel-sel 

yang telah mati (Lopéz-Otín et al., 2013). 
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Proses penuaan dapat terjadi pada seluruh sel makhluk hidup 

meskipun dalam waktu yang tidak bersamaan. Pada sistem 

reproduksi pria atau individu jantan, penuaan dapat diamati 

berdasarkan beberapa parameter berikut. 

a. Parameter biokimia sistem reproduksi, yaitu hormon yang 

dihasilkan oleh gonad dan kelenjar hipofisis. 

b. Parameter spermatozoa yang meliputi konsentrasi, jumlah, 

morfologi, motilitas, dan viabilitas spermatozoa yang 

dihasilkan. 

c. Kadar malondialdehyde (MDA) di dalam tubuh. 

d. Kadar penanda terjadinya stress oksidatif, yaitu Superoxide 

Dismutase (SOD) di dalam tubuh. 

e. Peroksidasi lipid yang berasal dari jaringan tubuh. 

f. Perubahan morfometerik tubuh, termasuk volume cairan tubuh, 

ukuran tubuh, dan berat badan. 

g. Perubahan histologi organ dan sistem organ (Sulistyoningrum, 

2017). 

 

Segala bentuk penurunan yang dialami oleh sistem reproduksi 

pasca mengalami penuaan dapat menyebabkan terjadinya berbagai 

macam masalah klinis, termasuk infertilitas atau kemandulan. 

Saraswati (2015) menyebutkan bahwa infertilitas dibedakan 

menjadi dua macam, yaitu infertilitas primer dan infertilitas 

sekunder. Infertilitas primer terjadi pada wanita yang telah menikah 

dan belum pernah mengalami kehamilan meskipun aktif melakukan 

hubungan seksual secara teratur tanpa menggunakan alat 

kontrasepsi dalam kurun waktu ≤ 1 tahun. Sedangkan infertilitas 

sekunder biasanya terjadi pada wanita yang telah menikah dan 

sebelumnya pernah hamil, namun tidak mengalami kehamilan lagi 

dalam kurun waktu ≥ 1 tahun meskipun telah aktif melakukan 

hubungan seksual secara teratur tanpa menggunakan alat 

kontrasepsi.  
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Saraswati (2015) menyebutkan bahwa pria maupun wanita 

diketahui sama-sama menyumbang 40% masalah terhadap 

terjadinya peristiwa ketidaksuburan dalam kehidupan pernikahan. 

Meskipun demikian, penelitian yang dilakukan oleh Agarwal et al. 

(2015) menunjukkan bahwa 15% dari 48,5 juta pasangan yang ada 

di seluruh dunia mengalami infertilitas dan pria bertanggungjawab 

atas 50% dari total kasus tersebut secara keseluruhan. Selain itu, 

Agarwal et al. (2015) juga menyatakan bahwa 8-12% dari 15% 

pasangan yang mengalami infertilitas di Eropa Tengah dan Eropa 

Timur adalah pria. Terdapat beberapa hal yang dapat menyebabkan 

infertilitas, yaitu kelainan urogenital akibat cacat lahir, infeksi 

saluran urogenital, peningkatan suhu pada skrotum, kerusakan 

sistem endokrin, penurunan sistem imun, dan kelainan genetik 

(HIFERI, 2013). Selain itu, infertilitas juga dapat terjadi akibat 

penurunan kualitas dan kuantitas spermatozoa yang disebabkan 

oleh proses penambahan usia. Hal ini sesuai dengan penelitian yang 

dilakukan oleh Beguería et al. (2014) yang menunjukkan bahwa 

penambahan usia secara signifikan mempengaruhi proses 

reproduksi pria yang ditandai dengan menurunnya volume cairan 

semen sebanyak 0,22 mL setiap 5 tahun. Selain itu, presentase 

spermatozoa motil juga mengalami penurunan yang cukup besar, 

yaitu sebanyak 1,2% dalam kurun waktu yang sama. Pada aspek 

jumlah spermatozoa yang mampu diproduksi, Pino et al. (2020) 

melaporkan bahwa pria berumur 41-50 tahun mengalami 

penurunan jumlah spermatozoa sebanyak 2,92 kali lebih besar, 

sedangkan pria dengan umur di atas 50 tahun mengalami 

penurunan jumlah spermatozoa sebanyak 6,15 kali lebih besar jika 

keduanya dibandingkan dengan pria berumur 21-30 tahun. 

Sedangkan pada aspek morfologi, Haris et al. (2011) menyatakan 

bahwa 0,2-0,9% spermatozoa yang dihasilkan oleh pria memiliki 

morfologi yang abnormal selama proses pertambahan usia. Jika 
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tidak mendapatkan penanganan yang tepat, maka probabilitas 

terjadinya infertilitas akan semakin tinggi akibat banyaknya 

spermatozoa yang memiliki morfologi tidak normal 

(teratozoospermia), penurunan persentase motilitas spermatozoa 

(asthenospermia), rendahnya konsentrasi sperma (oligozoospermia) 

sehingga akan mengakibatkan penurunan jumlah spermatozoa, atau 

bahkan kombinasi dari segala bentuk kondisi penurunan yang 

terjadi pada parameter sperma (oligoasthenoteratozoospermia) 

(WHO, 2010 dalam Ahmadi et al., 2016).  

 

2.3.2. Stress Oksidatif, Radikal Bebas, dan Antioksidan 

 

Jin (2010) menjelaskan bahwa para ahli Biologi secara umum 

meyakini bahwa terdapat dua teori modern yang menjelaskan 

terjadinya peristiwa penuaan pada makhluk hidup, yaitu “The 

Programmed Theory” dan “The Damage of Error Theory”. The 

Programmed Theory terdiri dari immunological theory, endocrine 

theory, dan programmed theory. Sedangkan The Damage of Error 

Theory terdiri dari somatic DNA theory, free radical theory, rate of 

living theory, wear and tear theory, dan cross-linking theory. Dari 

sekian banyak teori penuaan yang beredar, teori stress oksidatif 

dianggap sebagai teori yang paling relevan dalam menyebabkan 

penuaan pada makhluk hidup. Parwata (2016) menjelaskan bahwa 

stress oksidatif merupakan suatu kondisi yang terbentuk ketika 

jumlah antioksidan lebih sedikit dibandingkan dengan jumlah 

radikal bebas. Pada saat kondisi ini terjadi, sel dan jaringan 

misalnya ligamen periodontal akan mengalami kerusakan secara 

intens sebagai akibat dari reaksi oksidasi sel-sel normal, berupa 

pengeluaran sitokin proinflamasi misalnya interleukin-6 yang 

memicu pengeluaran Polymorphonuclear (PMN).  
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Radikal bebas adalah sekumpulan senyawa atau molekul yang pada 

bagian kulit terluarnya tidak memiliki pasangan elektron sehingga 

keberadaannya akan menganggu dan merusak proses biokimia di 

dalam tubuh. Radikal bebas dihasilkan dari aktivitas enzimatis 

yang terjadi di dalam membran plasma, retikulum endoplasma, 

mitokondria, sitosol dan peroksisom selama proses metabolisme 

berlangsung. Beberapa proses biokimia di dalam tubuh yang 

mampu menghasilkan radikal bebas adalah pembentukan asam urat 

oleh enzim xantin oksidase dan perubahan Nicotinamide Adenine 

Dinucleotide Phospate Hydrogen (NADPH) menjadi Nicotinamide 

Adenine Dinucleotide Phospate (NADP) oleh Nicotinamide 

Adenine Dinucleotide Phospate Hydrogen (NADPH) oksidase. 

Selain itu, paparan asap rokok, radiasi sinar matahari, penggunaan 

zat-zat kimia, polusi udara, dan infeksi virus dan bakteri juga 

mampu meningkatkan jumlah radikal bebas di dalam tubuh 

(Parwata, 2016). Radikal bebas memiliki bentuk yang beragam, 

namun yang paling banyak ditemukan di dalam tubuh manusia 

adalah oksigen dan turunannya atau Reactive Oxygen Species 

(ROS). Superoksida (*O2), peroksil (ROO*), singlet oksigen (1O2), 

oksida nitrit (NO*), hidroksil (*OH), hidrogen peroksida (H2O2), 

asam hipoklorit (HOCl), dan peroksinitrit (ONOO*) merupakan 

berbagai bentuk dari Reactive Oxygen yang terdapat di dalam tubuh 

(Parwata, 2016). Phaniendra et al. (2015) menyatakan bahwa 

Reactive Oxygen Species (ROS) dibedakan menjadi dua, yaitu 

endogen dan eksogen. Reactive Oxygen Species (ROS) endogen 

diproduksi oleh sel-sel normal di dalam tubuh, misalnya melalui 

mitokondria, retikulum endoplasma, dan peroksisom. Sedangkan 

Reactive Oxygen Species (ROS) eksogen diproduksi oleh sel-sel 

yang terpapar oleh polutan dari luar tubuh, misalnya melalui 

radiasi, polusi, dan penggunaan bahan-bahan kimia.  
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Tingginya tingkat radikal bebas yang diproduksi maupun diserap 

akan menentukan seberapa besar tingkat stress oksidatif yang 

dialami oleh tubuh . Lushchak (2014) menyatakan bahwa tingkatan 

stress oksidatif dapat didemonstrasikan berdasarkan hubungan yang 

terbentuk antara dosis inducer dan hasil (endpoint) yang dapat 

diukur. Tingkatan stress oksidatif dibedakan menjadi empat, yaitu 

Bassal Intensity Oxidative Stress (BOS), Low Intensity Oxidative 

Stress (LOS), Intermediate Intensity Oxidative Stress (IOS), dan 

High Intensity Oxidative Stress (HOS). Empat tingkatan stress 

oksidatif tersebut dapat dilihat pada Gambar 6.  

 

Gambar 6. Hubungan antara Dosis Inducer dan Hasil (Endpoint) 
Stress Oksidatif (Lushchak, 2014). 

 

Antioksidan merupakan sekumpulan senyawa yang memiliki 

kemampuan untuk menetralisir kadar toksisitas radikal bebas di 

dalam tubuh, sehingga jika jumlahnya lebih banyak dibandingkan 

radikal bebas, maka proses biokimia di dalam tubuh tidak akan 

terganggu. Sama seperti radikal bebas, antioksidan juga dihasilkan 

secara endogen dan eksogen. Secara endogen, tubuh makhluk 

hidup mampu memproduksi antioksidan, misalnya enzim 

superoksida dismutase (SOD), enzim katalase (CAT), dan 

glutathione peroksidase (GPx). Sedangkan secara eksogen, 

antioksidan dapat dihasilkan dari produk-produk pangan yang 

mengandung antioksidan buatan bahkan antioksidan alami dari 
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hewan dan tumbuhan, misalnya butyl hidroksi toluene (BHT), 

hidroksi quinon (TBHQ), vitamin, dan senyawa-senyawa fenolik 

(Parwata, 2016). Superoksida Dismutase (SOD) merupakan 

antioksidan bersifat enzimatik yang mengnaung Cu dan bertugas 

menguraikan anion superoksida menjadi hidrogen peroksida dan 

oksigen, sedangkan enzim katalase (CAT) merupakan antioksidan 

enzimatik yang mengandung banyak Fe serta bertugas 

mengkatalisasi hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen. 

Sementara Glutathione Peroksidase (GPx) merupakan antioksidan 

enzimatik yang disusun atas Se dan berfungsi untuk menguraikan 

Glutathione (GSH) dan hidrogen peroksida menjadi Glutathione 

Disulfida (GSSH) dan Hidrogen Oksida (HO) serta menurunkan 

kadar lipid peroksidase di membran (Zulaikhah, 2017). Molyneux 

(2004) menjelaskan bahwa aktivitas antioksidan di dalam suatu 

ekstrak atau senyawa dapat diprediksi, salah satunya adalah 

menggunakan Inhibition Concentration 50% atau IC50, yaitu 

konsentrasi larutan yang dibutuhkan oleh sampel suatu senyawa 

dalam menghambat setidaknya 50% radikal bebas 2,2-Diphenyl-1-

1-Picrylhydrazylical (DPPH). Lima tingkatan aktivitas antioksidan 

di dalam suatu senyawa disajikan pada Tabel 2. 

 

Tabel 2. Aktivitas Antioksidan Berdasarkan Nilai IC50  

(Molyneux, 2004) 

No. Nilai IC50 
Sifat 

Antioksidan 

1. <50 µg/mL Sangat kuat 

2. 50 – 100 µg/mL Kuat 

3. 101 – 150 µg/mL Sedang 

4. 151 – 200 µg/mL Lemah 

5. >200 µg/mL Sangat lemah 
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Antioksidan dibedakan menjadi tiga jenis, yaitu berdsarkan 

ukurannya, kelarutannya di dalam lemak dan air, dan aktivitasnya. 

Berdasarkan aktivitasnya, antioksidan dibedakan menjadi dua, 

yaitu antioksidan enzimatik dan antioksidan non-enzimatik. Di 

dalam tubuh, antioksidan enzimatik bekerja dengan cara mengubah 

senyawa-senyawa oksidatif menjadi hidrogen peroksida (H2O2) dan 

kemudian direduksi lagi menjadi air (H2O) sehingga aktivitas 

radikal bebas akan rusak dan terputus. Contoh senyawa antioksidan 

enzimatik adalah enzim katalase, peroksidase, Superoxide 

Dismutase (SOD), dan glukosa-6-posfat-dehidrogenase. Sedangkan 

antioksidan non-enzimatik bekerja dengan cara menghentikan 

reaksi rantai radikal bebas. Contoh dari antioksidan jenis ini adalah 

vitamin C, vitamin E, karotenoid, lutein, dan polifenol (Nimse and 

Pal, 2015). 

 

Berdasarkan kelarutannya di dalam lemak dan air, antioksidan 

dibedakan menjadi antioksidan larut dalam air dan antioksidan larut 

dalam lemak. Antioksidan larut dalam air cenderung ditemukan 

pada bagian sitosol atau matriks sitoplasmik, contohnya vitamin C. 

Sedangkan antioksidan larut dalam lemak banyak ditemukan pada 

membran sel, contohnya vitamin E. Sedangkan berdasarkan 

ukurannya, antioksidan dibedakan menjad antioksidan molekul 

besar dan antioksidan molekul kecil. Antioksidan molekul besar 

bekerja dengan cara mencegah penyerangan yang dilakukan oleh 

radikal bebas terhadap protein esensial di dalam tubuh. Contoh 

antioksidan ini adalah enzim dan albumin. Sedangkan antioksidan 

molekul kecil bekerja dengan cara menetralisir Reactive Oxygen 

Species (ROS) dan membawanya pergi. Contoh antioksidan jenis 

ini adalag karotenoid, dan vitamin C (Nimse and Pal, 2015). Selain 

itu, aktivitas antioksidan 
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2.3.3. Anti-Aging 

 

Anti-aging merupakan senyawa yang diproduksi dengan tujuan 

untuk menghambat proses kerusakan sel-sel tubuh yang 

diakibatkan oleh proses penuaan (aging process) (Sari, 2021). 

Proses pembuatan anti-aging dapat dilakukan menggunakan 

senyawa-senyawa mengandung antioksidan yang dihasilkan oleh 

hewan maupun tumbuhan, misalnya vitamin C, vitamin E, turunan 

asam sinamat, kuomarin, tokoferol, asam organik polifungsional 

dan senyawa-senyawa fenolik dan polifenolik seperti flavonoid. 

Selain dapat dijadikan sebagai antioksidan tambahan, senyawa-

senyawa ini juga dapat digunakan untuk meningkatkan Superoxide 

Dismutase (SOD), Glutathione Peroksidase (GPx) dan enzim 

katalase (CAT) pada tubuh (Parwata, 2016). Beberapa penelitian 

menunjukkan bahwa kandungan senyawa-senyawa antioksidan 

yang tinggi pada tinta cumi-cumi diyakini mampu dimanfaatkan 

dalam proses pembuatan anti-aging. Nadarajah et al. (2017) 

menyatakan bahwa senyawa antioksidan yang terkandung di dalam 

tinta cumi-cumi dapat digunakan untuk melindungi kerusakan sel 

dari radikal bebas, sehingga tinta cumi-cumi memiliki potensi 

untuk dijadikan anti-aging, pengobatan jantung, dan berbagai 

penyakit yang menyerang sistem imunitas tubuh.  

 

Penelitian yang dilakukan oleh Chen et al. (2020) berhasil 

membuktikan bahwa polisakarida yang terkandung dalam tinta 

cumi-cumi mampu menurunkan tangkat stress oksidatif yang 

disebabkan oleh senyawa hidrogen peroksidase (H2O2) dengan cara 

menekan jumlah radikal bebas di dalam tubuh, serta meningkatkan 

kadar Superoksida Dismutase (SOD) dan Glutathione Peroksidase 

(GSH-Px). Penelitian serupa yang dilakukan oleh Jeyasanta and 

Patterson (2020) menunjukkan bahwa tinta cumi-cumi 

mengandung senyawa antioksidan dan enzim katalase dalam 

jumlah yang tinggi sehingga dapat membantu proses perlindungan 
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pada sel-sel tubuh dari kerusakan yang diakibatkan oleh hidrogen 

peroksidase (H2O2) dan molekul-molekul radikal bebas lainnya. 

Sedangkan penelitian yang dilakukan oleh Gajendra et al. (2020) 

menunjukkan selama tinta cumi-cumi mengandung L-dopa dan 

dopamin yang terdiri dari gugus-gugus hidroksi, maka proses 

pendonoran oksigen dan hidrogen dapat terjadi sehingga stress 

oksidatif dapat dicegah. Senyawa-senyawa tersebut dapat 

ditemukan pada Loligo vulgaris, Loligo formosana, dan Loligo 

duvauceli. Selain itu, kandungan senyawa β-karoten yang terdapat 

di dalam melanin tinta cumi-cumi juga dapat menjadi inhibitor 

alami pada proses oksidasi asam linolenik. Zaharah and Rabeta 

(2018) menyatakan bahwa tinta cumi-cumi dapat kehilangan 

senyawa-senyawa antioksidan yang dikandungnya apabila terjadi 

kesalahan ketika melakukan ekstraksi. Proses ekstraksi tinta cumi-

cumi menggunakan air menunjukkan aktivitas antioksidan yang 

lebih tinggi dibandingkan dengan etanol dan heksana. Berdasarkan 

beberapa penelitian tersebut dapat disimpulkan bahwa pengobatan 

yang fokus pada proses penurunan kadar radikal bebas di dalam 

tubuh akan menurunkan kemungkinan terjadinya stress oksidatif, 

sehingga kerusakan sel-sel tubuh dapat dicegah, termasuk 

kerusakan pada sistem reproduksi. Keberhasilan dalam mencegah 

terjadinya kerusakan pada sel-sel reproduksi akan memberikan 

peluang dalam keberhasilan pasangan dalam memperoleh 

kehamilan. Dengan demikian, angka infertilitas yang disebabkan 

oleh penuaan memiliki kemungkinan untuk mengalami penurunan. 

 

2.3.4. D-Galaktosa 

 

D-Galaktosa merupakan gula pereduksi golongan aldoheksosa yang 

menyusun susu dalam bentuk oligosakarida. Senyawa ini 

diproduksi oleh berbagai macam bakteri, hewan, maupun 

tumbuhan dan memiliki fungsi yang sangat beragam di dalam 
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tubuh makhluk hidup. Meskipun demikian, jumlah D-Galaktosa 

yang melebihi batas dapat memicu berbagai macam penyakit 

degeneratif (Coelho et al., 2015). Shwe et al. (2018) dalam 

Situmorang (2021) menyatakan bahwa kadar normal D-Galaktosa 

di dalam tubuh adalah 10 mg/dL. Jika jumlahnya melewati jumlah 

ini, maka stress oksidatif akan terjadi.  

 

Pada bidang kesehatan, D-Galaktosa telah banyak digunakan dalam 

kegiatan penelitian yang fokus pada proses penuaan (aging 

process) karena kemampuannya dalam menginterpretasikan proses 

penuaan yang hampir sama dengan penuaan secara alami pada 

manusia. Dalam mendemonstrasikan proses penuaan, senyawa ini 

bekerja dengan cara menstimulasi produksi senyawa-senyawa 

radikal bebas dan mengganggu proses metabolisme karbohidrat. 

Akibatnya tubuh mengalami stress oksidatif dan  terjadi kerusakan 

oksidasi berlebih sehingga penuaan terjadi lebih cepat 

(Mohammadi et al., 2018). Berbagai penelitian menggunakan D-

Galaktosa telah digunakan untuk mendemonstrasikan terjadinya 

proses penuaan pada makhluk hidup. Terdapat lima pertimbangan 

yang digunakan dalam penggunakan D-Galaktosa sebagai agen 

penuaan, yaitu: 

1. Keanekaragaman dosis D-Galaktosa yang digunakan, yakni 50 

-1.250 mg/kg. 

2. Lama waktu pemberian perlakuan, yakni 14-90 hari. 

3. Jenis kelamin hewan uji yang digunakan. 

4. Variasi umur hewan uji yang digunakan, yakni 1 – 15 bulan. 

5. Strain hewan uji yang digunakan, misalnya Kunming, ICR, 

Swiss albino, dan lain sebagainya (Hao et al., 2014). 

 



III. METODE PENELITIAN 

 

3.1. Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada Desember 2022 – Maret 2023 di Unit 

Hewan Percobaan Jurusan Biologi Universitas Lampung sebagai tempat 

pemeliharaan hewan uji, penginduksian D-Galaktosa, dan pemberian 

perlakuan terhadap hewan uji. Proses pembedahan hewan uji setelah 

pemberian perlakuan, dan pengamatan terhadap jumlah, motilitas, dan 

viabilitas spermatozoa mencit yang telah diinduksi D-Galaktosa dan diberi 

perlakuan dilakukan di Laboratorium Zoologi Jurusan Biologi Universitas 

Lampung. 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

Alat yang digunakan dalam kegiatan penelitian ini adalah 24 unit kandang 

mencit beserta penutupnya untuk tempat tinggal mencit, wadah pakan 

mencit untuk tempat makanan bagi mencit, botol air minum mencit untuk 

tempat penyimpanan air minum mencit, rak untuk tempat meletakkan 

kandang mencit, timbangan untuk menimbang berat badan mencit, 

seperangkat alat bedah untuk membedah hewan uji, hemositometer untuk 

menghitung jumlah spermatozoa mencit, jarum suntik (spuit syringe) 1 mL 

untuk menginduksi D-Galaktosa ke dalam tubuh mencit, mikroskop untuk 

melakukan pengamatan terhadap parameter penelitian, sonde oral untuk 

memberikan perlakuan berupa tinta cumi-cumi pada mencit, gelas objek dan 

kaca penutup untuk membantu proses pengamatan, gelas ukur untuk 

membantu proses pengukuran cairan yang digunakan dalam penelitian, pipet 
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tetes untuk membantu proses pengambilan cairan, neraca analitik untuk 

menimbang bahan yang digunakan dalam penelitian, dan kamera untuk 

dokumentasi penelitian. 

 

Bahan yang digunakan dalam kegiatan penelitian ini adalah hewan uji 

berupa mencit jantan (Mus musculus L.) sebanyak 24 ekor dengan berat 

sekitar 30-40 gram yang berasal dari Peternakan NP Reptil Way Halim Kota 

Bandar Lampung Provinsi Lampung , pellet untuk pakan mencit selama 

penelitian berlangsung, air untuk minum mencit, sekam padi untuk alas 

pada kandang mencit, D-Galaktosa untuk meningkatkan aging mencit, 

alkohol untuk sterilisasi alat penunjang penelitian, kloroform untuk 

membius hewan uji, tinta cumi-cumi (Loligo sp.) sebagai anti-aging, 

akuades dan aquabides untuk melarutkan senyawa-senyawa yang diperlukan 

selama penelitian, eosin-Y 0,05% untuk membantu proses pengamatan 

viabilitas spermatozoa, dan NaCl 0,9% untuk membantu proses pengamatan 

jumlah dan motilitas spermatozoa. 

 

3.3. Prosedur Kerja 

 

3.3.1. Persiapan Kandang dan Hewan Uji 

 

Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit 

jantan (Mus musculus L.) berumur 8-12 minggu sebanyak 24 ekor. 

Proses persiapan kandang dan hewan uji dimulai dengan 

membersihkan 24 unit kandang beserta penutupnya, lalu 

dikeringkan dan diberi alas sekam padi. Kandang mencit juga 

dilengkapi dengan tempat makanan dan botol air minum mencit. 

Setelah itu, sebanyak 24 ekor mencit jantan dengan berat 30-40 

gram dipersiapkan dan diaklimatisasi selama satu minggu agar 

mampu beradaptasi dengan tempat tinggal barunya dan proses 

pemberian perlakuan tidak terpengaruh dengan lingkungan. Selama 

proses aklimatisasi berlangsung, mencit diberi makan pellet dan air 
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minum setiap hari. Setelah aklimatisasi dilaksanakan, mencit 

kemudian akan memasuki tahap pemberian perlakuan yang dimulai 

dengan disuntikkan senyawa D-Galaktosa sesuai dengan dosis 

yang telah ditentukan secara intraperitonial. 

 

3.3.2. Proses Pengambilan Tinta Cumi-Cumi 

 

Tinta cumi-cumi yang digunakan sebagai perlakuan didapatkan 

dari Pasar Ikan Gudang Lelang Provinsi Lampung. Sebanyak 6 kg 

cumi-cumi diambil kantung tintanya dengan cara membelah bagian 

mantelnya menggunakan gunting. Kantung tinta kemudian 

dipecahkan dan tintanya dimasukkan ke dalam botol kaca. Tinta 

cumi-cumi yang telah didapatkan kemudian disimpan di dalam 

freezer untuk menjaga kesegarannya hingga proses pemberian 

dilakukan. Proses pemberian perlakuan dilakukan dengan cara 

mencekokkan tinta cumi-cumi secara oral pada kelompok 

perlakuan.  

 

3.3.3. Pemberian Perlakuan 

 

Mencit jantan yang akan digunakan dalam penelitian ditimbang 

terlebih dahulu, kemudian dibagi menjadi 4 kelompok yang 

masing-masing terdiri dari 6 ekor mencit. Berikut empat kelompok 

yang digunakan dalam penelitian ini. 

1. Kelompok kontrol : mencit jantan hanya diberi makan dan 

minum tanpa mendapat perlakuan apapun.  

2. Kelompok kontrol negatif : mencit jantan diinduksi dengan D-

Galaktosa sebanyak 150 mg/kgBB secara intraperitonial, 

kemudian diberi makan dan minum tanpa diberi perlakuan 

apapun.  



30 
 

3. Kelompok perlakuan 1: mencit jantan diinduksi dengan D-

Galaktosa sebanyak 150 mg/kgBB secara intraperitonial, 

kemudian diberi makan dan minum serta mendapatkan 

perlakuan berupa pemberian tinta cumi-cumi dengan cara 

dicekok (secara oral) sebanyak 40 mL/kgBB. 

4. Kelompok perlakuan 2: mencit jantan diinduksi dengan D-

Galaktosa sebanyak 150 mg/kgBB secara intraperitonial, 

kemudian diberi makan dan minum secara normal serta 

diberikan perlakuan berupa tinta cumi-cumi secara oral 

sebanyak 100 mL/kgBB. 

 

Penggunaan dosis D-Galaktosa 150 mg/kgBB didasarkan pada 

penelitian yang telah dilakukan oleh Bintang dkk. (2019). Hal ini 

juga sesuai dengan Sulistyoningrum (2017) yang menjelaskan 

bahwa dosis yang tepat untuk menurunkan parameter spermatozoa 

adalah 100-200 mg/kgBB yang dilarutkan dalam 1-5 mL akuades. 

Sedangkan dosis tinta cumi-cumi yang dipakai dalam penelitian ini 

terdiri dari dua jenis, yaitu 40 mL/kgBB (rendah) dan 100 

mL/kgBB (tinggi). Proses pemberian perlakuan dilakukan setiap 

hari pada pukul 09.00 – 10.00 WIB selama 35 hari. Lama waktu 

perlakuan didasarkan pada lama waktu satu siklus pembentukan 

spermatozoa pada mencit. Setelah 35 hari, mencit dibedah 

kemudian diamati jumlah, motilitas, dan viabilitas spermatozoa-

nya dan dibandingkan dengan mencit dari kelompok kontrol. 

 

3.3.4. Rancangan Penelitian 

 

Penelitian ini merupakan penelitian yang bersifat eksperimental 

menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Sebanyak 24 ekor 

kelompok mencit jantan yang berasal dari Peternakan NP Reptil 

Kecamatan Way Halim Provinsi Lampung dibagi menjadi 4 

kelompok dimana masing-masing kelompok terdiri dari 6 ekor 
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mencit jantan. Penentuan jumlah pengulangan yang akan 

digunakan dilakukan menggunakan rumus Federer (1963), yaitu (t-

1)(n-1) ≥ 15, dimana t menyatakan jumlah perlakuan dan n 

menyatakan jumlah ulangan. Sehingga jumlah ulangan yang 

dibutuhkan untuk penelitian ini disajikan sebagai berikut. 

 (t-1) (n-1)  ≥ 15 

(4 – 1) (n-1)   ≥ 15 

3n- 3    ≥ 15  

3n    ≥ 18  

n    ≥ 6 

 

Mencit jantan dari empat kelompok tersebut kemudian diacak 

untuk menghindari bias. Hasil pengacakan tersebut disajikan pada 

Tabel 3. 

 

Tabel 3. Skema Rancangan Penelitian 

P2U2 P2U6 K-U2 KU3 

KU5 P1U5 P1U4 P2U3 

K-U3 KU2 P1U1 KU6 

KU4 P2U4 K-U4 K-U5 

P1U3 K-U6 P2U5 P2U1 

P1U6 P1U2 KU1 K-U1 

 

Keterangan: 

K  = Kontrol  

K-   = Kontrol negatif (-)  

P1   = Perlakuan dengan dosis sebanyak 40 mL/KgBB 

P2   = Perlakuan dengan dosis sebanyak 100 mL/KgBB 

U   = Ulangan 

1,2,3, dst.  = Ulangan ke-… 
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3.3.5. Parameter Penelitian 

 

Terdapat tiga parameter yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu 

jumlah (juta/mL), motilitas (%), dan viabilitas (%) spermatozoa. 

Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop dengan 

perbesaran 40 x 10 dimana parameter jumlah spermatozoa diamati 

dengan cara mengencerkan spermatozoa lalu dihitung jumlahnya, 

parameter motilitas diamati dengan cara menghitung jumlah 

spermatozoa yang bergerak dalam suspensi, dan parameter 

viabilitas diamati dengan cara menghitung jumlah spermatozoa 

yang tidak terwarnai dalam suspensi. 

 

3.3.6. Pembuatan Larutan  

 

Terdapat dua jenis larutan yang akan digunakan dalam penelitian 

ini, yaitu eosin 0,05% dan NaCl 0,9%. Kedua larutan ini digunakan 

untuk membantu proses pengamatan motilitas dan viabilitas 

spermatozoa mencit jantan. Cara pengenceran kedua larutan 

tersebut disajikan sebagai berikut. 

1. Larutan Eosin 0,05% 

Pembuatan larutan eosin 0,05% dilakukan dengan cara 

melarutkan 0,05 gram eosin-Y ke dalam 100 mL aquades. 

 

2. Larutan NaCl 0,9% 

Larutan NaCl 0,9% dibuat dengan mencampurkan 0,9 gram 

NaCl dan aquabides sebanyak 100 mL (WHO, 2010). 
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3.3.7. Pengambilan Data 

 

Proses pengambilan data terhadap tiga parameter yang diuji dalam 

penelitian ini dilakukan dengan cara sebagai berikut. 

1. Jumlah Spermatozoa 

Sudarti dkk. (2019) menjelaskan bahwa untuk menghitung 

jumlah spermatozoa, maka langkah yang harus dilakukan 

adalah mengencerkan suspensi spermatozoa dalam larutan 

NaCl 0,9% sebanyak 20x. Setelah dilakukan pengenceran, satu 

tetes suspensi diteteskan ke atas kaca objek dan ditutup 

menggunakan kaca penutup. Suspensi kemudian diamati di 

bawah mikroskop dengan perbesaran 40 x 10. Menurut Diartha 

dkk. (2016), perhitungan spermatozoa untuk pengenceran 

sebanyak 20x adalah 10.000 x 20 = 200.000/mL, sehingga 

jumlah spermatozoa yang berhasil diamati kemudian dikalikan 

dengan 200.000/mL.  

 

2. Motilitas Spermatozoa 

Motilitas spermatozoa dihitung dari sampel yang berasal dari 

epididimis mencit bagian cauda. Epididimis diletakkan di atas 

kaca arloji yang telah berisi larutan NaCl 0,9% sebanyak 2 mL 

kemudian dicacah menjadi bagian-bagian kecil, dipelurut, dan 

diaduk hingga tercampur secara merata. Sebanyak satu tetes 

suspensi spermatozoa yang telah didapatkan dalam larutan 

NaCl 0,9% kemudian diteteskan di atas gelas objek dan ditutup 

menggunakan kaca penutup. Suspensi kemudian diamati di 

bawah mikroskop dengan perbesaran 40 x 10. Persentase 

spermatozoa yang motil atau spermatozoa yang bergerak 

ditentukan dengan cara membagi spermatozoa yang bergerak 

dengan jumlah seluruh spermatozoa yang diamati. Berdasarkan 

penelitian Salman et al. (2016), persentase motilitas 

spermatozoa yang diamati dihitung menggunakan rumus 

berikut. 
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Persentase Motilitas Spermatozoa (%) = 
𝑎

𝑎+𝑏
 x 100% 

 

Keterangan: 

a = Spermatozoa yang bergerak 

b = Spermatozoa yang tidak bergerak 

 

 

3. Viabilitas Spermatozoa 

Viabilitas spermatozoa mencit dihitung dengan cara 

meneteskan satu tetes suspensi spermatozoa yang telah 

diencerkan menggunakan NaCl 0,9% kemudian ditambahkan 

satu tetes larutan eosin 0,05% ke atas kaca objek lalu ditutup 

menggunakan kaca penutup. Kaca objek kemudian 

dikeringkan hingga membentuk preparat berbentuk apusan. 

Pengamatan kemudian dilakukan menggunakan mikroskop 

dengan perbesaran 40 x 10. Kepala spermatozoa yang hidup 

tidak akan berwarna karena tidak mampu menyerap larutan 

eosin, sedangkan kepala spermatozoa yang mati akan berwarna 

karena mampu menyerap larutan eosin akibat adanya 

kerusakan membran (Manehat dkk., 2021). Persentase 

viabilitas atau kemampuan hidup spermatozoa kemudian 

ditentukan menggunakan rumus berikut (Pubiandara dkk., 

2016). 

 

Persentase Viabilitas Spermatozoa (%) = 
𝑎

𝑎+𝑏
 x 100% 

 

Keterangan: 

a = Jumlah spermatozoa yang tidak terwarnai 

b = Jumlah spermatozoa yang terwarnai 
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3.3.8. Analisis Data 

 

Analisis data dilakukan menggunakan Analysis of Variance 

(ANOVA) dengan taraf 5% pada IBM SPSS 25 untuk melihat ada 

atau tidaknya perbedaan pada setiap perlakuan. Jika terdapat 

perbedaan yang nyata antar perlakuan, maka analisis data 

dilanjutkan menggunakan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) sehingga 

dapat diketahui perbedaan yang terbentuk pada masing-masing 

perlakuan. 

 

3.3.9. Diagram Alir Penelitian 

 

Diagram alir penelitian ini disajikan sebagai berikut. 

Prosedur Kerja 

 

Persiapan kandang, hewan uji, serta alat dan bahan yang akan 

digunakan untuk penelitian 

 

Mencit jantan berumur 8-12 minggu dengan bobot 30-40 

gram diaklimatisasi selama 1 minggu 

 

Mencit jantan diinduksi dengan D-Galaktosa sebanyak 150 

mg/kgBB, kecuali kelompok kontrol sebanyak 1x dalam 1 

minggu 

 

Penentuan dosis tinta cumi-cumi dan pemberian perlakuan 

terhadap mencit yang telah diinduksi D-Galaktosa. Mencit 

kemudian dipelihara selama 35 hari 

 

Pembuatan larutan eosin 0,05% dan NaCl 0,9% 
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Pembedahan hewan uji dan pengambilan sampel spermatozoa 

mencit dari bagian kauda epididimis 

 

Pengamatan terhadap jumlah, motilitas, dan viabilitas 

spermatozoa mencit 

 

Analisis data menggunakan ANOVA 5% dan dilanjutkan 

dengan uji BNT untuk melihat perbedaan pada setiap 

kelompok perlakuan. 



V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1. Kesimpulan 

 

Penelitian yang telah dilakukan menghasilkan kesimpulan bahwa tinta 

cumi-cumi: 

1. Meningkatkan jumlah spermatozoa mencit yang diinduksi D-Galaktosa 

dengan hasil terbaik ditunjukkan oleh perlakuan 2 (100 mL/kgBB), 

yaitu dengan jumlah spermatozoa sebanyak 64,767 juta/mL. 

2. Meningkatkan motilitas spermatozoa mencit yang diinduksi D-

Galaktosa dengan hasil yang paling baik ditunjukkan oleh perlakuan 2 

(100 mL/kgBB), yaitu dengan rata-rata sebesar 64.740%.  

3. Meningkatkan viabilitas spermatozoa mencit yang diinduksi D-

Galaktosa dengan hasil yang paling baik ditunjukkan oleh perlakuan 2 

(100 mL/kgBB), yaitu rata-rata sebesar 70,482%. 

 

5.2. Saran 

 

Hasil penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa tknta cumi-cumi 

mampu meningkatkan jumlah, motilitas, dan viabilitas spermatozoa mencit 

yang mengalami penurunan akibat diinduksi D-Galaktosa. Namun, hasil 

akhirnya belum mampu melebihi jumlah, motilitas, dan viabilitas 

spermatozoa mencit yang tidak mendapat perlakuan apapun. Diduga bahwa 

dosis tinta cumi-cumi yang diberikan belum mampu memperbaiki 

kerusakan yang diakibatkan oleh D-Galaktosa secara keseluruhan. Oleh 

sebab itu, diperlukan penelitian lanjutan menggunakan dosis yang berbeda, 
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sehingga dapat ditemukan dosis yang tepat untuk dikembangkan dalam bidang 

farmakologi dan medis. Selain itu, penulis menyadari bahwa penginduksian D-

Galaktosa tidak hanya memberikan efek secara tak kasat mata terhadap penuaan, 

tetapi juga efek secara fisik. Oleh sebab itu diperlukan kajian lebih lanjut terkait 

hal tersebut. 
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