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ABSTRAK

PERBAIKAN KERUSAKAN JUMLAH SEL SPERMATOSIT PRIMER,
SEL SPERMATID, SEL LEYDIG DAN DIAMETER TUBULUS
SEMINIFERUS MENCIT (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) DENGAN
PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL DAUN KEMANGI (Ocimum basilicum
Linn.) AKIBAT INDUKSI DIAZINON

Oleh
FEBRIAN ADITIA MULAWARMAN

Diazinon merupakan pestisida golongan organofosfat yang umum digunakan
dalam bidang pertanian karena efektif membunuh serangga. Namun, paparan
diazinon akan menyebabkan efek toksik yang dapat menimbulkan stres oksidatif.
Stres oksidatif yang diakibatkan diazinon akan menimbulkan efek neurotoksin
pada sistem hipotalamus-hipofisis-gonad yang dapat menyebabkan kerusakan dan
penurunan jumlah sel spermatogenik serta penurunan kerja hormon reproduksi
sehingga mengganggu proses spermatogenesis. Tanaman kemangi (Ocimum
basilicum Linn.) berpotensi sebagai tanaman obat yang dapat melindungi sel
terhadap kerusakan akibat radikal bebas dan sebagai agen fertilitas karena
memiliki senyawa aktif berupa flavonoid, zinc, dan arginin. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak daun kemangi terhadap jumlah sel
spermatosit primer, sel spermatid, sel Leydig dan diameter tubulus seminiferus
mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) akibat induksi diazinon. Penelitian ini
merupakan penelitian eksperimental menggunakan teknik Rancangan Acak
Lengkap (RAL) yang terdiri dari 5 kelompok yaitu Kq: (diinduksi aquabidest), K-:
(diinduksi diazinon 1,2mg/grBB), P1: (diinduksi diazinon + ekstrak kemangi
3mg/grBB), P2: (diinduksi diazinon + ekstrak kemangi 6mg/grBB), dan P3:
(diinduksi diazinon + ekstrak kemangi 9mg/grBB) selama 35 hari. Parameter yang
diamati pada penelitian ini adalah peningkatan jumlah sel spermatosit primer, sel
spermatid, sel Leydig dan diameter tubulus seminiferus mencit. Data dianalisis
menggunakan uji statistik Oneway ANOVA dan dilanjut dengan uji posthoc
(Duncan). Hasil analisis menunjukkan bahwa pemberian diazinon dapat
menurunkan jumlah sel spermatosit, sel spermatid, sel Leydig dan diameter
tubulus seminiferus mencit, pada pemberian ekstrak etanol daun kemangi dapat
meningkatkan jumlah sel spermatosit dengan konsentrasi paling efektif
6mg/grBB, sel spermatid dengan konsentrasi paling efektif 9mg/grBB, sel Leydig
dengan konsentrasi paling efektif 6mg/grBB, dan diameter tubulus seminiferus
dengan konsentrasi paling efektif 3mg/grBB secara signifikan.

Kata Kunci: Daun Kemangi, Diazinon, Stres Oksidatif, Tubulus Seminiferus.



ABSTRACT

REPAIR OF DAMAGE TO PRIMARY SPERMATOCYTES COUNT,
SPERMATID CELLS, LEYDIG CELLS AND DIAMETER OF
SEMINIFERUS TUBULES IN MICE (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) BY
GIVING ETHANOL EXTRACT OF BASIL LEAVES (Ocimum basilicum
Linn.) DUE TO DIAZINONE INDUCTION

By
FEBRIAN ADITIA MULAWARMAN

Diazinon is an organophosphate class of pesticide commonly used in agriculture
which is effective in killing insects. Free radicals and oxidative stress caused by
diazinon will cause neurotoxic effects on the hypothalamus-pituitary-gonad
system which can cause damage and decrease the number of spermatogenic cells
and decrease the work of reproductive hormones, thus disrupting the
spermatogenesis process. The basil plant (Ocimum basilicum Linn.) has potential
as a medicinal plant that can protect cells from damage caused by free radicals
and as a fertility agent because it has active compounds in the form of flavonoids,
zinc and arginine. This study aims to determine the effect of basil leaf extract on
the number of primary spermatocyte cells, spermatid cells, Leydig cells and
seminiferous tubule diameter in mice due to diazinon induction. This study is an
experimental study using a Completely Randomized Design technique consisting
of 5 groups, KO: (induced by aquabidest), K-: (induced by diazinon 1.2mg/grBW),
P1: (induced by diazinon+basil extract 3mg/grBW), P2: (induced by
diazinon+basil extract 6mg/grBW), and P3: (induced by diazinon+basil extract
9mg/grBW) for 35 days. The parameters observed in this study were the increase
in primary spermatocytes count, spermatid cells, Leydig cells and tubules
seminiferous diameter of mice. Data were analyzed using Oneway ANOVA and
Duncan. The results of the analysis showed that diazinon can reduce the number
of spermatocyte cells, spermatid cells, Leydig cells and the diameter of the
seminiferous tubules of mice, while the adduction of basil leaf ethanol extract can
significantly increase the number of spermatocyte cells with the most effective
concentration of 6 mg/grBW, spermatid cells with the most -effective
concentration of 9 mg/grBW, Leydig cells with the most effective concentration of
6 mg/grBW, and the diameter of the seminiferous tubules with the most effective
concentration of 3 mg/grBW.

Key words: Basil Leaves, Diazinon, Oxidative Stress, Seminiferous Tubules.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penggunaan pestisida telah umum digunakan dalam sektor pertanian di
seluruh negara, termasuk Indonesia. Sebagai negara agraris yang sebagian
besar penduduknya bekerja sebagai petani, Indonesia menempati posisi
ketiga sebagai pengguna pestisida terbesar di dunia (Eliyana dkk, 2024).
Penggunaan pestisida dianggap oleh para petani sebagai cara terbaik untuk
meningkatkan produksi hasil pertanian (Cahya dkk, 2022) karena dapat
membunuh hama tanaman yang menyebabkan terjadinya gagal panen.
Pestisida sering digunakan oleh para petani karena memiliki manfaat untuk
meningkatkan produksi pertanian, terutama sebagai bahan preventif
terhadap hama dan gulma (Kusriani, 2012). Namun, penggunaan pestisida
yang terlalu sering akan menimbulkan efek buruk akibat residu yang terurai
di lingkungan baik bagi konsumen maupun hewan secara inhalasi, oral
maupun melalui kulit (Pratama dkk, 2019). Residu pestisida dapat
menyebabkan kematian pada tingkat ekstrim, gejala keracunan akut pada
manusia akibat residu pestisida dapat menyebabkan paraestesia, tremor,
sakit kepala, keletihan, sakit perut, mual dan muntah (Shaleha dkk, 2023).

Berdasarkan World Health Organization (WHO) dan United Nations
Environment Programme (UNEP) terdapat 1-5 juta kasus keracunan
pestisida pada pekerja di bidang pertanian dan sebagian besar kasus
keracunan pestisida tersebut terjadi di negara berkembang, serta sebanyak

20.000 kasus berakibat fatal bahkan menyebabkan kematian (Chairunnisa,



2023). Pada umumnya salah satu pestisida yang sering digunakan para
petani yaitu insektisida. Insektisida terbagi dalam empat golongan yaitu

organoklorin, organofosfat, karbamat dan piretroid (Nurhayati, 2022).

Insektisida yang sering digunakan para petani di Indonesia berasal dari
golongan organofosfat. Salah satu jenis organofosfat yang banyak
digunakan yaitu diazinon. Paparan diazinon dapat menyebabkan efek toksik
yaitu menyebabkan produksi Reactive Oxygen Species (ROS) dan
penghambatan enzim asetilkolinesterase (AChE) pada sistem saraf, yang
menyebabkan terjadinya akumulasi asetilkolin (ACh) pada transmisi
sinapsis serta terjadinya neuromuscular junction (Wisudanti, 2019).
Akumulasi ACh dalam sistem saraf dapat mengganggu pengantaran impuls
saraf ke sel-sel otot sehingga otot mengalami kontraksi, kejang, dan
kelumpuhan (paralisis) serta dapat menyebabkan toksisitas akut dengan
gejala sekresi kelenjar, kelelahan, pupil miosis dan fasikulasi otot (Herdiana,
2019).

Diazinon menghambat AChE dengan menghasilkan akumulasi
neurotransmiter. Metabolisme diazinon terjadi oleh aktifitas enzim sitokrom
P450 (CYP450) dan paraoxonase (PON) yang mengkatalisis diazinon
menjadi diazoxon dan juga mendetoksifikasi diazinon dan diazoxon menjadi
2-isopropyl-4-methyl-6-hydroxypyrimidine (IMHP), diethylthiophosphate
(DETP), dan diethylphosphate (DEP) di dalam hepar dan usus halus.
Metabolisme diazinon dapat meluas melalui peredaran darah, diazinon atau
diazoxon dapat diekskresi melalui urin. Metabolit diazinon seperti DETP,
DEP, dan IMHP dapat dengan mudah dieksresikan dalam urin yang dapat
berpotensi menjadi biomarker paparan diazinon (Herdiana, 2019).

Produksi ROS yang berlebihan akan menimbulkan ketidakseimbangan
antara antioksidan dan oksidan sehingga menyebabkan terjadinya stres
oksidatif, akibat kadar ROS melebihi batas pertahanan antioksidan tubuh

maka akan menyebabkan kerusakan sel, jaringan dan organ. Stres oksidatif



akan menyebabkan kerusakan pada jaringan testis terutama di tubulus
seminiferus yang merupakan tempat berlangsungnya spermatogenesis,
selain itu tingginya kadar ROS pada sel-sel spermatogenik dapat
mengakibatkan seseorang mengalami infertilitas (Kardi dan Desimal, 2019).
Radikal bebas dan stres oksidatif yang diakibatkan diazinon akan
menimbulkan adanya efek neurotoksin pada sistem hipotalamus-hipofisis-
gonad. Radikal bebas dan stres oksidatif akan menimbulkan kerusakan pada
nukleus arkuata di hipotalamus yang menyebabkan terjadinya penurunan
kerja hormon reproduksi yaitu Gonadotropine Releasing Hormone (GnRH),
Luteinizing Hormone (LH), Follicle Stimulating Hormone (FSH) dan
testosteron, sehingga dapat mengganggu proses spermatogenesis dan
mengakibatkan diameter tubulus seminiferus mengecil, serta jumlah lapisan
sel-sel spermatogenik berkurang dan kepadatan sel interstisial menurun
(Mahidin dkk, 2018).

Masalah kesuburan atau fertilitas merupakan hal yang sangat penting untuk
menentukan kelangsungan hidup manusia beserta keragaman genetiknya.
Kesuburan atau fertilitas pada pasangan dapat dinilai dari jumlah dan
kualitas sel-sel reproduksi yaitu sel spermatogenik dan spermatozoa pada
pria serta sel telur (ovum) pada wanita (Kardi dan Desimal, 2019). Pada
pasangan yang mengalami infertilitas tentunya harus menjalani berbagai
pengobatan untuk mempunyai keturunan. Salah satu alternatif untuk
mengatasi permasalahan infertilitas diperlukan suatu tanaman obat yang
memiliki kandungan antioksidan yang baik untuk menetralkan radikal
bebas. Kerusakan sel dan jaringan yang disebabkan oleh radikal bebas dapat
dicegah dan diperbaiki oleh senyawa metabolit sekunder yaitu flavonoid,
zinc dan arginin. Salah satu tanaman yang dipercayai mengandung senyawa
flavonoid, zinc dan arginin dan mampu mengatasi permasalahan reproduksi
yang diakibatkan oleh radikal bebas adalah tanaman kemangi (Ocimum
basilicum Linn.) (Mahidin dkk, 2018).



Daun kemangi (Ocimum basilicum Linn.) sering dikonsumsi oleh
masyarakat di Indonesia sebagai lalapan dan penguat aroma masakan.
Selain itu, tanaman kemangi merupakan salah satu tanaman obat yang
dipercaya memiliki berbagai khasiat, salah satunya untuk mengatasi
masalah infertilitas (Valzon dan Marwan, 2018). Kandungan tanaman
kemangi yang telah diteliti seperti flavonoid, zinc dan arginin ini diduga
mampu memperbaiki masalah infertilitas. Salah satu kandungan aktif
tanaman kemangi yang berpengaruh terhadap aktivitas reproduksi yaitu
arginin. Arginin merupakan asam amino non-esensial dan bersifat polar
yang sangat diperlukan dalam sintesis protein serta memiliki peran penting
dalam sistem ketahanan tubuh dan imunitas seluler. Selain itu, asam amino
arginin dapat meningkatkan hormon testosteron dan berperan aktif dalam
proses spermatogenesis (Safwan dkk, 2016). Menurut Kurniawan (2013),
daun kemangi juga digunakan sebagai afrodisiak karena memiliki
kandungan arginin yang dapat memperkuat daya tahan spermatozoa dan
mencegah kemandulan. Selain arginin, pada daun kemangi juga
mengandung metabolit sekunder lain seperti flavonoid, zinc, minyak atsiri,
fitosterol, alkaloid, senyawa fenolik, tanin, lignin, saponin, terpenoid dan
antrakuinon (Safwan dkk, 2016). Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui efek pemberian ekstrak daun kemangi dapat
meningkatkan fertilitas mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) akibat

induksi diazinon.



1.2. Tujuan Penelitian

1.3.

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini sebagai berikut:

1.

Untuk mengetahui pengaruh pemberian diazinon terhadap jumlah sel
spermatosit primer, sel spermatid, sel Leydig dan diameter tubulus
seminiferus mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)).

Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun kemangi (Ocimum
basilicum Linn.) terhadap jumlah sel spermatosit primer mencit (Mus
musculus (Linnaeus, 1758)) akibat induksi diazinon.

Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun kemangi (Ocimum
basilicum Linn.) terhadap jumlah sel spermatid mencit (Mus musculus
(Linnaeus, 1758)) akibat induksi diazinon.

Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun kemangi (Ocimum
basilicum Linn.) terhadap jumlah sel Leydig mencit (Mus musculus
(Linnaeus, 1758)) akibat induksi diazinon.

Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun kemangi (Ocimum
basilicum Linn.) terhadap diameter tubulus seminiferus mencit (Mus

musculus (Linnaeus, 1758)) akibat induksi diazinon.

Kerangka Pemikiran

Penggunaan pestisida sering digunakan dalam sektor pertanian di seluruh
negara, termasuk Indonesia. Sebagai negara agraris yang sebagian besar
penduduknya bekerja sebagai petani, Indonesia menempati posisi ketiga
sebagai pengguna pestisida terbesar di dunia. Pestisida sering digunakan

para petani karena memiliki manfaat untuk meningkatkan produksi hasil

pertanian dan merupakan cara yang terbaik untuk membunuh hama tanaman

yang menyebabkan gagal panen. Akan tetapi, penggunaan pestisida yang
terlalu sering akan menimbulkan efek buruk akibat residu yang terurai di

lingkungan. Salah satu pestisida yang sering digunakan oleh para petani di

Indonesia adalah diazinon yang berasal dari golongan organofosfat. Paparan



diazinon ini dapat menyebabkan efek toksik yang menyebabkan produksi
Reactive Oxygen Species (ROS), akibat kadar ROS yang tinggi sehingga
akan menyebabkan terjadinya stres oksidatif. Radikal bebas dan stres
oksidatif yang diakibatkan oleh paparan diazinon akan menimbulkan efek
neurotoksin pada sistem hipotalamus-hipofisis-gonad. Sehingga
menimbulkan kerusakan di hipotalamus yang dapat menyebabkan terjadinya
penurunan kerja hormon reproduksi yang dapat mengganggu proses
spermatogenesis. Apabila proses spermatogenesis terganggu maka

seseorang akan mengalami infertilitas.

Pada pasangan yang mengalami infertilitas tentunya harus menjalani
berbagai pengobatan untuk mempunyai keturunan. Salah satu alternatif
untuk mengatasi masalah infertilitas diperlukan suatu tanaman obat yang
memiliki kandungan antioksidan untuk menetralkan radikal bebas. Kemangi
(Ocimum basilicum Linn.) adalah tanaman yang sering dikonsumsi oleh
masyarakat sebagai lalapan dan penguat aroma masakan, ternyata
mengandung senyawa aktif yang dapat digunakan sebagai antioksidan dan
agen fertilitas seperti flavonoid, zinc dan arginin. Senyawa flavonoid dapat
berperan sebagai antioksidan dan menstabilkan ROS serta meningkatkan
proses regenerasi membran sel yang rusak, pengaruh zinc memiliki efek
untuk merangsang sel Leydig memproduksi hormon testosteron. Sedangkan
arginin dapat meningkatkan hormon testosteron melalui pembentukan nitric
oxide (NO) dan berperan aktif dalam proses spermatogenesis serta

memperkuat daya tahan spermatozoa dan mencegah kemandulan.



1.4. Hipotesis

Adapun hipotesis pada penelitian ini sebagai berikut:

1.

Diazinon dapat menurunkan jumlah sel spermatosit primer, sel
spermatid, sel Leydig dan diameter tubulus seminiferus mencit (Mus
musculus (Linnaeus, 1758)).

Ekstrak daun kemangi (Ocimum basilicum Linn.) dapat meningkatkan
jumlah sel spermatosit primer mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758))
akibat induksi diazinon.

Ekstrak daun kemangi (Ocimum basilicum Linn.) dapat meningkatkan
jumlah sel spermatid mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) akibat
induksi diazinon.

Ekstrak daun kemangi (Ocimum basilicum Linn.) dapat meningkatkan
jumlah sel Leydig mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) akibat
induksi diazinon.

Ekstrak daun kemangi (Ocimum basilicum Linn.) dapat meningkatkan
diameter tubulus seminiferus mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758))

akibat induksi diazinon.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Stres Oksidatif dan Reactive Oxygen Species (ROS)

Stres oksidatif merupakan suatu kondisi terjadinya peningkatan kerusakan
seluler yang disebabkan oleh oksigen yang berlebih, dikenal sebagai
Reactive Oxygen Species (ROS) (Kardi dan Desimal, 2019). Proses ini
terjadi karena hasil dari ketidakseimbangan antara ROS dan antioksidan,
peningkatan kadar ROS akan menghasilkan stres oksidatif. Kadar ROS yang
melampui batas pertahanan antioksidan tubuh sehingga menyebabkan
terjadinya kerusakan sel, jaringan dan organ yang akan memicu terjadinya
penurunan fungsi fisiologis (Fidianingsih and Ahsani, 2018). Pada reaksi ini
akan menghasilkan radikal hidroksil (OH"), radikal superoksida (Ox’),
radikal nitrit oksida (NO), dan radikal lipid peroksil (LOO") yang akan
menyebabkan kerusakan sel dan dapat berpengaruh pada kualitas dan fungsi

spermatozoa (Astuti, 2008).

Peningkatan ROS dapat merangsang terjadinya kerusakan suatu jaringan
dengan mengaktifkan jalur persinyalan seluler. ROS sangat reaktif dan tidak
stabil karena memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan pada
orbit terluar. Untuk menstabilkan ROS, ROS harus mendapatkan elektron
dari asam nukleat, lipid, protein, karbohidrat atau molekul yang
menginduksi reaksi berantai penyebab kerusakan sel dan penyakit (\an
Langendonckt et al., 2002). Radikal bebas dan stres oksidatif akan
menimbulkan adanya efek pada sumbu hipotalamus-hipofisis-testis yang
berpotensi mengakibatkan adanya kerusakan dan penurunan jumlah sel

spermatogenik dalam proses spermatogenesis (Nurcahyani dkk, 2018).



Pada sistem reproduksi mencit jantan, radikal bebas dan stres oksidatif
menjadi faktor utama yang dapat mengakibatkan gangguan dalam proses
spermatogenesis karena adanya peningkatan kerusakan pada sel-sel
spermatogenik yang menyebabkan terjadinya apoptosis sel. Radikal bebas
juga dapat menyebabkan terjadinya penurunan produksi hormon Luteinizing
Hormone (LH) dan Follicle Stimulating Hormone (FSH) yang berperan
dalam merangsang terbentuknya hormon testosteron. Hal ini mengakibatkan
jumlah hormon testosteron menurun dan proses spermatogenesis ikut
terhambat (Irawati dkk, 2016). Radikal bebas yang terbentuk di dalam tubuh
dengan jumlah yang banyak akan merusak sel target seperti lemak, protein,
karbohidrat dan DNA (Anzila, 2017). Menurut Hadi (2011), kerusakan ini
dapat menyebabkan terjadinya produksi spermatozoa di dalam testis

menjadi berkurang.

Kondisi stres oksidatif dan radikal bebas yang terbentuk akan berikatan
dengan Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA) pada membran sel atau
membran organel sel yang disebut dengan peroksidasi lipid. ROS dapat
meningkatkan peroksidasi lipid sekaligus meningkatkan kadar MDA.
Malondialdehyde (MDA) adalah molekul yang digunakan sebagai
biomarker adanya stres oksidatif di dalam tubuh. MDA merupakan hasil dari
reaksi peroksidasi lipid, peroksidasi lipid dapat diinisiasi oleh molekul yang
mampu mengambil atom hidrogen dari ikatan Polyunsaturated Fatty Acid
(PUFA) di membran sel. Radikal bebas cenderung berinteraksi dengan atom
hidrogen pada PUFA untuk membentuk molekul yang stabil. Pada membran
sel spermatogenik mengandung sejumlah besar asam lemak tak jenuh rantai
panjang (PUFA) sehingga rentan terhadap peroksidasi lipid (Cahya dkk,
2022). Radikal bebas juga dapat menyebabkan kerusakan DNA spermatozoa
khususnya pada integritas DNA pada inti yang dapat menimbulkan kematian
sel (Kardi dan Desimal, 2019).
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2.2. Diazinon

Diazinon merupakan insektisida yang umum digunakan dalam bidang
pertanian, diazinon memiliki nama kimia (O,O-diethyl-O-[2-isopropyl-6-
methyl-4-pyrimdinyl] phosphorothioate) dari golongan organofosfat yang
efektif digunakan untuk membunuh serangga (Shah dan Igbal, 2010).
Diazinon yang dikenal dengan nama dagang Diazinon 600 EC memiliki
kemampuan dalam menghambat enzim asetilkolinesterase (AChE) yang
dapat menyebabkan peningkatan radikal bebas sehingga memicu terjadinya
proses peroksidasi lipid dan akan menghasilkan produk akhir yaitu
Malondialdehyde (MDA) yang sering dijadikan biomarker adanya stres
oksidatif di dalam tubuh (Pratama dkk, 2019). Diazinon sering digunakan di
bidang pertanian dan hortikultura dalam mengendalikan serangga hama

pada tanaman hias, rumput, buah-buahan dan sayuran (Sargazi et al., 2016).

Diazinon memiliki rumus molekul C1,H2:N203PS dan merupakan senyawa
yang tidak berwarna serta bersifat tidak stabil. Senyawa dari golongan
organofosfat ini lebih toksik terhadap serangga dan juga hewan-hewan
bertulang belakang yang mempengaruhi sistem saraf dan menghambat
fungsi enzim asetilkolinesterase (AChE) (Budiyono, 2012). Struktur kimia
diazinon dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Struktur Kimia Diazinon (Boussabbeh et al., 2016)

Diazinon dapat masuk ke dalam tubuh dengan mudah karena memiliki sifat

lipofilik sehingga cepat diabsorpsi melewati saluran pencernaan, saluran
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pernafasan dan kulit. Diazinon secara cepat diabsorpsi secara oral, absorpsi
diazinon melalui pernafasan dan kulit sangat terbatas. Bioavailabilitas
diazinon secara oral yang dilarutkan dalam corn oil memiliki rentang 70%
sampai 80% (Herdiana, 2019). Hal ini disebabkan oleh metabolisme
diazinon di usus halus yang merupakan tempat first-pass detoxification yang
menurunkan bioavailabilitas oral diazinon. Absorpsi diazinon melalui kulit
hanya sebesar 4%, maka efek toksik diazinon hanya terjadi pada dosis tinggi
(Herdiana, 2019).

Toksisitas yang ditimbulkan oleh diazinon ialah menghambat AChE dengan
membentuk kompleks fosforilasi yang stabil dan tidak dapat diubah kembali
(bersifat irreversible), sehingga tidak dapat memecah asetilkolin (ACh) pada
sinapsis dan ganglion sinapsis (Herdiana, 2019). Pemberian diazinon dapat
menyebabkan kerusakan sel di dalam tubuh karena diazinon meningkatkan
produksi derivat oksigen reaktif (ROS) seperti superoxide ion (O;),
hydrogenperoxide (H20,), dan peroxylradical (OH") serta radikal bebas lain
seperti nitricoxide (NO) (Ozbek, 2012). Radikal bebas ROS ini sangat
reaktif dalam mengoksidasi makromolekul seperti DNA, lemak, asam
nukleat dan protein yang dapat menimbulkan kelainan gen. Menurut
penelitian Wulandari et al. (2007) pemberian diazinon dengan dosis 40, 50
dan 60 mg/kgBB pada 3 kelompok tikus selama 5 hari ini dapat
menyebabkan tikus mengalami kongesti, piknosis dan nekrosis jaringan.
Penelitian tersebut sejalan juga dengan penelitian Mahdi et al. (2019)
pemberian diazinon dengan dosis 40mg/kgBB pada tikus selama 5 hari

menunjukkan lambung tikus mengalami nekrosis dan kerusakan sel.

Diazinon setelah masuk ke dalam tubuh akan dimetabolisme oleh hati dan
akan membentuk metabolit aktif berupa diazoxon. Diazoxon akan
menghambat enzim AChE yang menyebabkan ACh tetap berikatan dengan
reseptor yaitu caveolin. Ikatan antara ACh dan reseptornya akan
meningkatkan influks ion kalsium (Ca®") yang selanjutnya akan berikatan
dengan calmodulin (CaM). Ikatan tersebut mengaktifkan calmodulin-
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binding domain dari endothelial nitricoxide synthase (eNOS) yang hasilnya
berupa NO. Proses pembentukan NO dapat dilihat pada Gambar 2. Ketika
produksi NO tinggi, glutathione (GSH) akan mengikat NO lalu ikatan ini
akan mengurangi jumlah GSH. Apabila produksi NO lebih banyak dari GSH
maka akan terjadi akumulasi ROS yang melebihi sistem pertahanan
antioksidan, sehingga akan memicu terjadinya stres oksidatif (Zhao et al.,
2015). GSH yang jumlahnya sedikit akan mengakibatkan terbentuknya
radikal bebas seperti radikal hidroksil (OH), superoxide anion radikal (O%),
dan peroxyl radikal (ROOQ) tidak dapat dinetralkan. Radikal bebas ini dapat
bereaksi dengan asam lemak tak jenuh (PUFA) yang banyak terdapat pada
membran sel termasuk tubulus seminiferus dan spermatozoa sehingga

terjadi peroksidasi lipid (Herdiana, 2019).
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Gambar 2. Proses Pembentukan NO (Zhao et al., 2015)

Mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758))

Mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) adalah hewan mamalia pengerat
yang memiliki ciri-ciri berupa bentuk tubuhnya yang kecil. Mencit sering
dijadikan sebagai hewan percobaan dalam penelitian ilmiah. Mencit dapat
hidup di berbagai kondisi yaitu mulai dari iklim dingin, sedang maupun
panas dan dapat hidup di kandang ataupun bebas sebagai hewan liar. Mencit

dapat beradaptasi dengan baik pada suhu lingkungan yang tinggi maupun
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pada suhu yang rendah. Mencit tergolong hewan nocturnal yaitu lebih
banyak melakukan aktivitasnya di malam hari (Prasetiyo, 2022).

2.3.1. Klasifikasi

Mencit merupakan hewan dari Family Muridae atau tikus- tikusan,
akan tetapi mencit memiliki ukuran lebih kecil dari tikus lainnya.
Menurut database Integrated Taxonomic Information System (2024),
hewan mencit memiliki klasifikasi sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Phylum : Chordata

Class : Mamalia

Order : Rodentia

Family : Muridae

Genus : Mus

Species : Mus musculus (Linnaeus, 1758)

2.3.2. Anatomi dan Fisiologi

Mencit tergolong hewan mamalia yang berkembang biak dengan
cepat dan jumlah anak per kelahiran banyak, memiliki siklus hidup
yang pendek, mudah dipelihara, memiliki karakteristik reproduksi,
struktur anatomi, fisiologis serta genetik yang mirip dengan manusia.
Oleh karena itu, mencit sering menjadi hewan model dalam
praktikum maupun penelitian di Laboratorium (Mutiarahmi et al.,
2021). Mencit termasuk hewan mamalia pengerat yang berukuran
lebih kecil dari tikus, luas permukaan tubuh mencit sekitar 36 cm2.
Pada waktu lahir bobot mencit sekitar 0,5-1,5 gram yang dapat
meningkat hingga 45 gram. Mencit betina dewasa memiliki berat

badan sekitar 25-45 gram sedangkan mencit jantan dewasa memiliki
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berat badan sekitar 20-40 gram (Nugroho, 2018). Mencit memiliki
rambut halus berwarna putih di tubuhnya serta ekor berwarna merah
muda dengan ukuran yang lebih panjang daripada badan dan
kepalanya (Gambar 3). Secara umum mencit memiliki ciri-ciri yaitu
tekstur rambut yang lembut dan halus, memiliki daun telinga
(pinna), memiliki gigi tua dan muda yang hanya sepasang berbentuk
seperti pahat, bentuk hidung seperti kerucut terpotong, eritrosit tidak
bernukleus, otak dengan 4 lobus opticus, bentuk badan silindris
sedikit membesar ke belakang, jumlah jari di setiap kaki tidak lebih
dari 5, testis abdominal, mata berwarna merah serta ekor berwarna
merah muda (Nugroho, 2018).

Gambar 3. Mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) (Dokumentasi
Pribadi)

Mencit biasanya dapat hidup hingga berumur 1-3 tahun dan mencit
memiliki masa reproduksi yaitu 1,5 tahun (Nugroho, 2018). Mencit
jika diperlakukan dengan baik maka akan mudah dalam
penanganannya, sebaliknya jika mencit diperlakukan secara kasar
maka akan menimbulkan sifat yang agresif dan dapat menggigit pada
kondisi tertentu. Tempat yang baik untuk memelihara mencit harus
dijaga kebersihannya dan terhindar dari kebisingan. Umumnya
mencit dapat hidup pada suhu ruang sekitar 18-19 derajat celcius,
dan juga kelembaban udara antara 30-70%. Mencit yang akan
digunakan untuk bahan percobaan harus diberikan makanan yang

memiliki unsur-unsur penunjang atau tambahan, contoh unsur
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utamanya seperti karbohidrat, lemak dan protein. Sedangkan untuk
unsur tambahannya seperti vitamin, mineral dan air. Mencit
membutuhkan makanan untuk setiap harinya sekitar 3-5 gram,
kualitas pakan merupakan faktor yang harus diperhatikan karena
kualitas makanan mencit sangat berpengaruh terhadap kondisi
mencit seperti pertumbuhan, berkembang biak serta perlakuan

terhadap pengobatan (Noradiana dan Herlina, 2021).

Sistem Reproduksi Mencit Jantan

Mencit jantan mempunyai organ reproduksi yaitu testis, kantong
skrotum, epididimis, vas deferens, kelenjar aksesori, uretra dan
penis. Pada mencit jantan maupun betina organ reproduksinya akan
mencapai kematangan seksual pada umur 10-12 minggu (Nugroho,
2018). Testis merupakan organ reproduksi pada mencit jantan
berbentuk oval dan berjumlah dua buah berukuran sama besar yang
fungsinya untuk menghasilkan spermatozoa di dalam tubulus
seminiferus dan mensekresikan hormon kelamin jantan yaitu

testosteron (Basiru et al., 2022).

Testis ditutupi oleh tunica vasculosa, tunica albuginea dan tunica
vaginalis. Tunica vasculosa adalah lapisan pembuluh darah tipis,
lapisan ini berperan sebagai lapisan pelindung di bagian dalam testis.
Selanjutnya, lapisan tunica albuginea merupakan lapisan pelindung
yang tebal terdiri dari serat padat dan lapisan jaringan terluar yaitu
tunica vaginalis. Tunica vaginalis terdiri atas tiga lapisan yaitu
lapisan yang pertama adalah lapisan visceral untuk menutupi tunica
albuginea dan juga melindungi tubulus seminiferus, lalu lapisan
kedua yaitu lapisan cavum vagina yang merupakan ruang kosong
antara lapisan visceral dengan lapisan terluar tunika vaginalis,

selanjutnya lapisan ketiga yaitu lapisan pariental yaitu lapisan
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pelindung terluar yang hampir selurunnya mengelilingi struktur testis
(Matsumoto and Bremner, 2016). Anatomi testis mencit jantan dapat
dilihat pada Gambar 4.

Collecting dusk

Epididymis
Seminiferus

(sperm producing)

tubules Vas deferens

Dividing cells that

produce sperm
Mature sperm Developing sperm
Cells that nourish

sperm

a seminiferus tubule

Gambar 4. Anatomi Testis Mencit Jantan (Lawson, 2007)

Epididimis terdiri dari bagian caput, corpus dan cauda. Epididimis
berfungsi sebagai tempat pematangan spermatozoa dan tempat untuk
penyimpanan sementara spermatozoa yang belum matang.
Pematangan spermatozoa ditandai dengan hilangnya protoplasmik
droplet pada bagian kepala spermatozoa. Epididimis pada bagian
caput berfungsi untuk penyerapan cairan yang dikeluarkan oleh
testis. Fungsi lain dari epididimis adalah memberikan sekresi cairan
yang diproduksi oleh sel-sel epitelnya untuk membantu perubahan
morfologi akrosom yaitu melalui kondensasi inti, pelepasan
sitoplasma, peningkatan muatan negatif dan penambahan lapisan
glikoprotein. Spermatozoa yang berasal dari epididimis akan

diteruskan menuju vas deferens (Nugroho, 2018).

Vas deferens merupakan saluran berkelok-kelok dengan lumen yang
dibatasi oleh kelompok sel epitel bersilia (Nugroho, 2018). Vas
deferens berfungsi mengangkut sperma dari cauda epididimis ke
uretra. Vas deferens mempunyai dinding yang tersusun dari otot-otot
licin yang berperan penting dalam mekanisme pengangkutan semen
pada saat ejakulasi. Pada bagian ujung vas deferens ini dikelilingi

oleh kelenjar-kelenjar yang disebut ampula. Sebelum masuk uretra,
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vas deferens bergabung terlebih dahulu dengan saluran pengeluaran
vasikula seminalis dan membentuk duktus ejakulatorius. Dari duktus
ejakulatorius kemudian berlanjut ke uretra yang merupakan saluran

pengangkut sperma dari vas deferens ke penis (Nugroho, 2018).

Duktus ejakulatorius memiliki otot-otot yang kuat dan berfungsi
selama ejakulasi. Saluran ini akan bermuara pada uretra. Uretra
tersusun dari sekelompok sel epitel transisional, jaringan ikat
longgar, serta banyak pembuluh darah dan dibungkus lapisan otot
lurik yang tebal (Nugroho, 2018).

Penis atau organ kopulasi mencit berfungsi sebagai alat pengeluaran
urin dan penyaluran cairan semen ke dalam organ saluran reproduksi
mencit betina. Penis mencit terdiri dari beberapa bagian-bagian yaitu
korpus kavernosum, korpus kavernosum uretra dan preputialis.
Korpus kavernosum penis diselubungi oleh tunica albuginea, yaitu
suatu selaput fibrosa tebal berwarna putih dan membentuk badan
penis. Kepala penis merupakan bagian ujung penis yang ditutupi
oleh preputium (Nugroho, 2018). Struktur anatomi reproduksi

mencit jantan dapat dilihat pada Gambar 5.

Gambar 5. Struktur Anatomi Reproduksi Mencit Jantan (1) Testis
kanan, (2) Kepala epididimis, (3) Kelenjar koagulasi,
(4) Vesikula seminalis, (5) Ampula, (6) Prostat ventral,
(7) Vas deferens, (8) Uretra, (9) Kelenjar bulbouretra,
(10) Divertikulum uretra, (11) Penis, (12) Kandung
kemih, (13) Ekor epididimis, (14) Gubernakulum,
(15) Badan epididimis (Nugroho, 2018)



18

2.3.4. Hormon Reproduksi Mencit Jantan

Mencit jantan memiliki hormon reproduksi yaitu hormon testosteron
yang berperan dalam berlangsungnya proses spermatogenesis.
Hormon-hormon yang juga berperan penting pada proses
spermatogenesis untuk mengatur fungsi seksual adalah Luteinizing
Hormone (LH), dan Folikel Stimulating Hormone (FSH) (Nurjanah,
2017). Hormon pada mencit jantan juga memiliki kesamaan pada
hormon manusia yaitu Gonadotropic Releasing Hormone (GnRH),
pusat pengendalian hormonal dari sistem reproduksi yaitu pada
sumbu hipotalamus-hipofisis. Hipotalamus memproduksi GnRH
yang fungsinya untuk menstimulasi kelenjar hipofisis anterior untuk
mensekresi gonadotropin berupa FSH dan LH yang berperan penting
dalam proses reproduksi (Priyandari, 2015).

Testosteron dan FSH berperan penting dalam proses
spermatogenesis. FSH adalah hormon yang diproduksi oleh kelenjar
pituitary anterior berfungsi untuk merangsang sperma. FSH
menstimulus sel Sertoli untuk mensintesis ABP yang fungsinya
untuk mengikat hormon testosteron yang disekresikan oleh sel
Leydig untuk dibawa ke lumen tubulus seminiferus yang digunakan
dalam proses spermatogenesis (Sari dkk, 2018). LH adalah hormon
yang disekresi oleh kelenjar pituitary anterior berfungsi untuk
menstimulasi sel Leydig dalam mengekresi hormon testosteron.
Sekresi LH yang meningkat akan memicu pertumbuhan dan jumlah
sel Leydig yang dapat mensekresi hormon testosteron meningkat.
Hal ini dikarenakan sel Leydig merupakan tempat terjadinya proses
steroidogenesis yang menghasilkan hormon testosteron (Nurjanah,
2017).

Hormon utama yang berperan penting dalam sistem reproduksi

jantan adalah hormon testosteron. Testosteron merupakan hormon
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seks yang berfungsi untuk membantu mempertahankan masa tulang
dan otot, distribusi lemak, meningkatkan libido serta memproduksi
sperma. Hormon ini berfungsi penting dalam tahap pembelahan sel
germinal untuk merangsang pertumbuhan sel-sel spermatogenik
seperti spermatogonium, perkembangan spermatosit primer dan
sekunder serta proses diferensiasi spermatid menjadi spermatozoa
(Sari dkk, 2018).

2.4. Tubulus Seminiferus

Tunika albuginea merupakan lapisan tipis yang menutupi testis berbentuk
jaringan ikat berserat. Lapisan ini membagi bagian dalam testis menjadi
sekitar 200-300 lobus yang lebih kecil, pada 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 adalah bagian dalam
testis yang berfungsi untuk memproduksi spermatozoa. Tubulus seminiferus
memiliki ukuran panjang sekitar 30-70 cm dengan diameter sebesar 150-250
um dan memiliki saluran yang berkelok-kelok yang dilapisi oleh epitel
berlapis majemuk terdapat dalam lobulus testis.

Tubulus seminiferus mempunyai lumen tunggal yang berada di tengah dan
tersusun atas lapisan epitel seminiferus (Gambar 6). Epitel seminiferus
terdiri atas dua sel yaitu sel spermatogenik yang terdiri dari spermatogonia,
spermatosit primer dan sekunder serta spermatid dan sel Sertoli yang
terletak di membran basal. Tubulus seminiferus terdiri atas sel-sel
spermatogenik dan sel Sertoli yang berperan dalam pemberian nutrisi untuk
spermatozoa berkembang (Herlina dkk, 2021). Sel-sel spermatogenik
tersebut tersebar di empat sampai delapan lapisan yang menempati ruangan
diantara lamina basalis dan lumen tubulus seminiferus. Tubulus seminiferus

mengandung dua jenis sel yang fungsinya sangat penting dalam proses
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pembentukan spermatogenesis, yaitu sel Germinativum dan sel Sertoli
(Sherwood et al., 2011). Tubulus seminiferus berisi sel-sel berlapis yang
kompleks tersusun dari unsur-unsur yaitu tunika fibrosa yang mencakup
beberapa lapisan fibrosa, lamina basalis yang berperan sebagai immature sel
spermatogonium dan epitel germinativum yang terdiri dari sel

spermatogenik dan sel penyokong (sel Sertoli).
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Gambar 6. Histologi Tubulus Seminiferus (Tortora and Derrickson, 2014)

Tubulus seminiferus dikelilingi oleh jaringan ikat longgar interstisial dan sel
Leydig, di dalam tubulus seminiferus sendiri dilapisi dengan epitel
seminiferus yang terdiri atas sel Sertoli atau sel penyokong dan sel-sel
spermatogenik. Sel punca spermatogenik biasa disebut dengan
spermatogonia, ini terletak di sepanjang lamina basalis, di tepi tubulus dan
diantara sel Sertoli (Mescher, 2014). Sel spermatogonia merupakan sel yang
berada dekat dengan membran basal, bentuknya bulat dengan nukleus bulat
dan kromatin nukleusnya halus. Sel spermatosit primer bentuknya bulat
besar dan terletak mengarah ke lumen tubulus seminiferus, nukleusnya
berbentuk bulat dengan kromatin yang kasar padat. Pada sel spermatosit
sekunder jarang terlihat karena umurnya pendek. Sedangkan spermatid
merupakan sel yang berukuran kecil, bulat dan letaknya lebih mengarah ke
lumen tubulus seminiferus dengan inti sel hampir menutupi seluruh
sitoplasmanya. Spermatozoa biasanya terletak berkelompok dan memenuhi

bagian tengah lumen tubulus seminiferus serta memiliki flagel sebagai ekor.
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Secara umum bagian-bagian tubulus seminiferus terbagi atas sel
spermatogenik, sel Sertoli dan juga sel Leydig yang dapat dilihat pada
Gambar 7:
1) Sel spermatogenik
Sel spermatogenik berasal dari sel germinal primordial yaitu sel yang
berada pada tubulus seminiferus yang dapat bereplikasi dan mengalami
maturasi. Hasil akhir dari proses tersebut akan menghasilkan sperma
yang matur. Sel germinal yang imatur memiliki karakteristik seperti
dibawabh ini:
a. Spermatogonium
Spermatogonium adalah sel spermatif yang letaknya di samping
lamina basalis (Gambar 7). Sel spermatogonium berbentuk oval
kecil, bergaris tengah sekitar 12 um dan intinya mengandung
kromatin yang pucat (Herlina dkk, 2021). Spermatogonium
memiliki tiga jenis tipe yaitu spermatogonium tipe A terang,
spermatogonium tipe A gelap dan spermatogonium tipe B.
Spermatogonium tipe A adalah sel induk untuk garis keturunan
spermatogenik, sedangkan spermatogonium tipe B adalah sel
progenitor yang akan berdiferensiasi menjadi spermatosit primer.
Spermatogonium tipe A baik yang terang maupun gelap memiliki
kesamaan yaitu bentuknya oval dan mempunyai inti yang berbentuk
bulat atau lonjong yang melekat pada membran inti serta memiliki
kromatin yang bergranula halus (Gartner and Hiatt, 2012). Dalam
membedakan sel spermatogonium tipe A terang dan tipe A gelap
yaitu pada kromatin spermatogonium tipe A terang terlihat lebih
jelas daripada spermatogonium tipe A gelap. Sedangkan
spermatogonium tipe B mempunyai bentuk nukleus yang bulat
(Gartner and Hiatt, 2012) dengan nukleolus yang terdapat di tengah,
dan mempunyai massa kromatin padat yang berada pada membran
inti (Ross and Pawlina, 2011).
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b. Spermatosit Primer

Spermatosit primer adalah sel terbesar dalam turunan
spermatogenik dan ditandai dengan adanya kromosom dalam tahap
proses penggelungan yang berbeda di dalam intinya serta memiliki
46 (44+XY) kromosom dan 4N DNA (Herlina dkk, 2021).
Spermatosit primer letaknya mengarah ke permukaan epitel
(Gambar 7), bentuknya bulat dengan inti eukromatik (Mescher,
2012) yang lebih terang daripada spermatogonium (Ross and
Pawlina, 2011).

Spermatosit Sekunder

Spermatosit sekunder adalah sel yang memiliki ukuran lebih kecil
dari spermatosit primer dan kromatin intinya kurang padat (Ross
and Pawlina, 2011). Spermatosit sekunder jarang diamati dan sulit
untuk diamati karena umurnya pendek yang berada dalam fase
interfase yang sangat singkat dan cepat memasuki pembelahan
kedua. Spermatosit sekunder memiliki 23 kromosom (22+X atau
22+Y) dengan pengurangan DNA setiap sel dari 4N menjadi 2N.
Pembelahan spermatosit sekunder akan menghasilkan spermatid
(Herlina dkk, 2021).

. Spermatid

Spermatid memiliki ukuran yang lebih kecil daripada spermatosit
primer dan sekunder, garis tengahnya berukuran 7-8 um (Gambar
7.), inti dengan daerah-daerah kromatin padat. Bentuk sel maupun
intinya bulat dengan inti menutupi seluruh permukaan sel (Ross and
Pawlina, 2011). Spermatid mengandung 23 kromosom karena tidak
ada fase S (sintesis DNA) yang terjadi karena pada pembelahan
meiosis pertama dan kedua terjadi di spermatosit, maka jumlah
DNA per sel dikurangi setengahnya selama pembelahan kedua ini

menghasilkan sel-sel yang haploid 1N (Herlina dkk, 2021).
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Sel Sertoli

Sel Sertoli adalah sel piramid memanjang berbentuk kolumnar yang
terletak di epitel tubulus seminiferus. Sel Sertoli melekat pada lamina
basalis dan ujung apeksnya sering meluas ke dalam lumen tubulus
seminiferus. Sel Sertoli ini berperan dalam menyokong, melindungi dan
mengatur nutrisi spermatozoa (Herlina dkk, 2021). Sel ini mempunyai
inti yang lonjong atau memanjang yang sering berbentuk segitiga
dengan kromatin yang jarang dan halus. Sitoplasmanya berwarna jernih
dan memiliki nucleolus yang mencolok (Ross and Pawlina, 2011).

Sel Leydig

Sel Leydig merupakan sel yang letaknya di jaringan interstisial testis
dekat pembuluh darah kapiler dan di antara tubulus seminiferus. Sel
Leydig berbentuk ovoid memiliki diameter berukuran 20 um dan
memiliki sitoplasma eusinofilik serta mengandung cairan lipid. Sel
Leydig letaknya 17 berkelompok memadat pada daerah segitiga yang
terbentuk oleh susunan tubulus seminiferus (Gambar 7) (Junqueira et
al., 2007). Sel Leydig berfungsi sebagai sumber utama dari hormon
androgenik untuk menghasilkan hormon testosteron oleh rangsangan
gonadotropin pituitary dengan stimulasi Luteinizing Hormone (LH)
(Varghese et al., 2014), yang penting untuk diferensiasi seksual jantan,
pematangan gamet dan fungsi reproduksi. Sel Leydig akan aktif
menjadi sel yang mensekresi androgen saat mendapat stimulasi dari
Luteinizing Hormone (LH) pada masa pubertas dan akan tetap aktif
sepanjang kehidupan (Plant, 2015).
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Gambar 7. Histologi Testis Bagian-bagian Tubulus Seminiferus
Mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) (Herlina dkk,

2021)

2.5. Steroidogenesis

Steroidogenesis merupakan tahapan reaksi enzimatik untuk memproduksi
hormon steroid pada pria. Kolesterol merupakan bahan pembentuk hormon
steroid. Pada kelenjar adrenal kolesterol akan mengalami esterifikasi dan
disimpan dalam butiran lemak di sitoplasma. Rangsangan dari
adrenokortikotropin hormon (ACTH) yang di sekresi oleh hipofisis anterior
ke kelejar adrenal menyebabkan hidrolisis kolesterol ester menjadi
kolesterol bebas dan menyebabkan perpindahan kolesterol menuju
mitokondria. Kolesterol akan berubah menjadi pregnolon akibat adanya
enzim pemutus rantai samping sitokrom P450 scc. Pregnolon merupakan
prekursor kolesterol yang mensintesis hormon testosteron. Kolestrol diubah
menjadi pregnolon lalu menjadi DHEA. DHEA diubah lagi menjadi
androstenedion dan akhirnya menjadi testosteron. Aromatase akan
mengubah testosteron menjadi estrogen (Schiffer et al., 2019).

Aromatase adalah enzim yang berperan sebagai katalis dalam proses
steroidogenesis untuk mengkonversi testosteron (androgen) menjadi
estradiol (estrogen) (Permatasari dan Widhiantara, 2017). Testosteron

membantu mengaktifkan enzim-enzim steroidogenesis seperti p450c17 dan
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1713 hidroksisteroid dehidrogenase (173-HSD) yang dapat menunjang
aktivitas diferensiasi sel Leydig sehingga dapat meningkatkan jumlah sel
Leydig (Paramita dkk, 2023). Alur biosintesis hormon steroid testis dapat
dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 8. Alur Biosintesis Hormon Steroid Testis (Schiffer et al., 2019)

2.6. Spermatogenesis

Spermatogenesis merupakan proses pembentukan sel spermatozoa yang
berlangsung di testis, tepatnya di tubulus seminiferus yang akan
berkelanjutan sepanjang masa reproduksi (Soeradi dan Nugroho, 2002).
Spermatogenesis ini dapat terjadi karena adanya rangsangan hormonal
terhadap hormon gonadotropin yang dihasilkan oleh hipotalamus lalu
selanjutnya hipofisis anterior merangsang dan mengeluarkan Luteinizing
Hormone (LH) dan Follicle Stimulating Hormone (FSH) yang bekerja
dalam proses spermatogenesis (Priyandari, 2015). Apabila terjadi penurunan
hormon LH dan FSH maka akan menyebabkan penurunan sekresi hormon

testosteron yang dapat menyebabkan proses spermatogenesis terganggu.

Spermatozoa pertama kali terbentuk mulai dari sel spermatogonia yang

merupakan stem cell. Sel spermatogonia yang terdiri dari komponen diploid
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akan berdiferensiasi menjadi spermatozoa yang motil. Dalam proses
proliferasi ini, sel spermatogonia akan berdiferensiasi menjadi sel yang
lebih besar yaitu menjadi sel spermatosit primer yang juga diploid. Sel
spermatosit primer yang terbentuk memiliki 46 kromosom (diploid),
selanjutnya sel spermatosit primer akan mengalami pembelahan meiosis
sekitar 22 hari. Tahapan meiosis ini akan terjadi selama dua fase, fase
pertama (meiosis I) sperma akan mengalami replikasi DNA dan akan
menghasilkan dua sel spermatosit sekunder yang haploid yang masing-
masing memiliki 23 kromosom. Setiap sel spermatosit sekunder ini
memiliki dua kromatid, yang kemudian akan mengalami pemisahan
menghasilkan empat sel spermatid pada pembelahan (meiosis 1l) yang
memiliki jumlah 23 kromosom tunggal. Struktur sel spermatid masih seperti
sel epitel, tahap selanjutnya yaitu tahap akhir pada spermatogenesis yaitu
spermiogenesis. Pada tahap ini, sel spermatid yang masih berbentuk sel
epitel akan mengalami pemanjangan dan berdiferensiasi menjadi sel
spermatozoa (Sherwood, 2016). Selanjutnya, sel spermatozoa akan
memasuki lumen tubulus seminiferus dengan bantuan cairan yang
dihasilkan oleh sel Sertoli. Selama fase spermiogenesis, sel spermatid akan
mengalami diferensiasi menjadi sel spermatozoa yang meliputi
pembentukan kepala, akrosom, ekor, kondensasi dan pemanjangan inti, serta
sebagian sitoplasma hilang (Guyton and Hall, 2014). Tahapan
spermatogenesis dapat dilihat pada Gambar 8.

Busman (2020) juga menyatakan bahwa sel spermatozoa terdiri dari tiga
bagian utama, yaitu kepala, akrosom, dan ekor. Kepala spermatozoa yang
berbentuk lonjong dan mengandung Deoxyribose Nucleic Acid (DNA)
kompleks yang berasal dari protamin sperma, inti spermatozoa yang
dilindungi oleh selaput tipis yang mengandung berbagai enzim dapat
digunakan untuk membantu fertilisasi, dan ekor spermatozoa mengandung
aksonema yang berfungsi untuk pergerakan spermatozoa. Bentuk
spermatozoa yang sempurna adalah sel yang memanjang, terdiri dari bagian

kepala yang di dalamnya terdapat nukleus, dan ekor yang mengandung
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aksonema untuk pergerakan sel. Pada bagian kepala terdapat akrosom yang
memiliki struktur dinding yang rangkap terletak diantara membran plasma
bagian anterior nukleus, leher sebagai penghubung kepala dan ekor. Pada
bagian ekor dibagi lagi menjadi beberapa bagian yaitu bagian tengah, pokok
dan akhir yang mempunyai struktur berbeda-beda (Susilawati, 2011).
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membelah 4 primer

[ miosist | LN

Spermatosit
sekunder

MIOSIS Il
Spermatid
(haploid)
SPERMIOGENESIS
Spermatozoa
(haploid)

Gambar 9. Proses Spermatogenesis (Susilawati, 2011)

2.7. Tanaman Kemangi (Ocimum basilicum Linn.)

Tanaman kemangi merupakan tanaman herbal yang biasa dikonsumsi
masyarakat Indonesia sebagai makanan pelengkap. Tanaman ini memiliki
aroma dan rasa yang khas dan secara tradisional tanaman kemangi sering
digunakan masyarakat sebagai obat tradisional (Klau dkk, 2021), seperti
mengobati sakit perut, penghilang bau mulut, dan obat demam. Tanaman ini
berasal dari India, kemudian tersebar luas di Asia, Afrika, Amerika Tengah,
dan Amerika Selatan. Kemangi banyak dibudidayakan secara komersial di
Eropa bagian selatan, Maroko, Mesir, California, dan Indonesia. Kemangi di

Indonesia memiliki banyak nama lokal, misalnya di Pulau Jawa kemangi
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dikenal dengan nama lempes/sarawung/uku-uku, dan dikenal dengan lufe-
lufe di Ternate (Maghfoer, 2019).

2.7.1.

2.7.2.

Klasifikasi

Tanaman kemangi dalam ilmu taksonomi dikenal sebagai Ocimum
basilicum Linn. dan tergolong dalam keluarga Lamiaceace atau
tumbuhan berbunga. Menurut database Integrated Taxonomic
Information System (2024), klasifikasi tanaman kemangi adalah

sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Division : Tracheophyta

Class : Magnoliopsida

Order : Lamiales

Family : Lamiaceace

Genus : Ocimum

Species : Ocimum basilicum Linn.
Morfologi

Tanaman kemangi banyak tumbuh di daerah tropis dan merupakan
tanaman herba yang tergolong tanaman semak perdu dengan tinggi
30 cm — 60 cm, apabila tumbuh di lahan yang subur, ketinggian
tanaman dapat mencapai 150 cm. Kemangi memiliki batang pokok
berwarna hijau keunguan, berbentuk tajuk membulat, dan memiliki
bulu-bulu berwarna hijau. Panjang daun tanaman kemangi mencapai
2,5-5 cm atau lebih dengan tangkai daun mencapai panjang 1,3-2,5
cm. Daun berwarna hijau serta memiliki bau yang khas, terkadang
langu, harum, atau manis. Sistem perakarannya tunggang berwarna

putih dengan ujung akar berwarna coklat (Larasati, 2020).
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Daun kemangi merupakan daun tunggal dengan bentuk bulat telur,
runcing pada bagian ujung daun dan tumpul pada bagian
pangkalnya, serta sistem pertulangannya menyirip (Gambar 9).
Tulang daun kemangi menyirip, namun bergerigi dangkal serta
bergelombang, daging daun tipis, permukaannya berambut halus,
memiliki panjang daun sepanjang 2,5 — 7,5 cm dengan lebar sebesar
1 - 2,5 cm, tangkai daun berpenampang membundar sepanjang 1- 2
cm, berambut halus berwarna hijau muda hingga hijau keunguan.
Epidermis atas dapat dilihat pada potongan melintang daun melalui
tulang daun, di dalamnya terdapat lapisan sel-sel kecil, berbentuk
segi empat, warna bening, dindingnya tipis, kutikula tipis serta licin.
Pada lapisan bawah epidermis terdapat sel-sel kecil yang berbentuk
segi empat, berwarna bening, berdinding tipis, dan kutikula tipis
serta halus. Jaringan palisade mengandung satu lapis sel yang

berbentuk silinder panjang dan mengandung banyak klorofil (Rona,

() (b)
Gambar 10. (a) Daun Kemangi, (b) Bunga Kemangi (NC State,
2024)

Kemangi termasuk kedalam Famili Lamiaceace, yaitu tumbuhan
berbunga. Bunga kemangi tumbuh dari bagian ujung batang, cabang,
dan ranting (Rukmana, 2016). Bunga kemangi tersusun dalam
karangan bunga (inflorescentia). Setiap karangan tersusun atas 1-6
cabang. Bunga kemangi terdiri atas dua bagian, yaitu:
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a. Bunga tunggal
Berbentuk bulat telur, mahkota bunga berwarna putih hingga
keunguan, bagian bunganya tertutup rambut-rambut halus yang
pendek dan berwarna kehijauan seperti dapat dilihat pada
Gambar 9 (b).

b. Bunga majemuk
Bunga majemuk berwarna putih keunguan, kelopak bunga
berurat dan berwarna hijau serta ditutupi oleh rambut-rambut
halus (Anggraini dkk, 2017). Kemangi termasuk indeterminate
atau bunga majemuk tidak terbatas pertumbuhan monopodial.
Pucuk tangkai bunga terus tumbuh, dan bunga-bunga mekar dari
bawah ke atas. Bunga majemuk kemangi termasuk kedalam jenis
bunga tandan (receme, recemus, botrys), yaitu bunga-bunga
individual bertangkai yang tertancap di sepanjang ibu tangkai
bunga yang tak bercabang (Tjitrosoepomo, 2009).

Buah kemangi berbentuk kotak, berwarna coklat tua dan tegak
dengan ujung membentuk kait melingkar. Panjang kelopak buah 6-9
mm. Setiap buah kemangi terdiri atas empat biji (Rukmana, 2016).
Kemangi memiliki biji berukuran kecil, bertekstur keras, dan
berbentuk bulat telur atau bulat lonjong dengan diameter £1 mm. biji
muda berwarna putih, kemudian setelah menua akan berubah warna
menjadi coklat atau kehitaman. Saat dipetik biji akan membengkak
dan jika dimasukkan ke dalam air akan semakin mengembang
(Kusuma, 2010).

Kandungan Senyawa Bioaktif

Tanaman kemangi merupakan tanaman yang biasa dikonsumsi
masyarakat Indonesia sebagai makanan pelengkap, khususnya pada

bagian daunnya yang memiliki aroma dan rasa yang khas. Selain
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karena rasanya yang digemari, daun kemangi juga mengandung
beberapa senyawa yang bermanfaat bagi tubuh, seperti flavonoid,
zinc, arginin, protein, dan lemak yang diduga kaya akan antioksidan
dan dapat meningkatkan proses spermatogenesis (Anzila dkk, 2017).
Pada daun kemangi juga terdapat kandungan senyawa metabolit
sekunder lainnya seperti minyak atsiri, fitosterol, alkaloid, senyawa
fenolik, tanin, lignin, saponin, terpenoid dan antrakuinon (Sarma et
al., 2011). Antioksidan dapat membantu menjaga radikal bebas pada
tingkat homeostasis untuk menjaga fungsi fisiologis dan mencegah
efek patologis akibat dari perkembangan ROS.

Radikal bebas dan stres oksidatif yang terjadi pada testis akan
mengakibatkan kerusakan dan penurunan jumlah sel spermatogenik
yang dapat menggangu proses spermatogenesis sehingga
mengakibatkan produksi sel spermatozoa di dalam testis berkurang
(Hadi, 2011). Kerusakan sel dan jaringan yang disebabkan oleh
radikal bebas dapat dicegah dan diperbaiki oleh senyawa metabolit
flavonoid. Ekstrak daun kemangi memiliki kandungan senyawa aktif
flavonoid yang dapat digunakan sebagai antioksidan. Menurut
Murod (2014) kandungan flavonoid pada daun kemangi sebesar
10%, yang dapat berperan sebagai antioksidan. Senyawa flavonoid
pada daun kemangi yaitu apigenin yang merupakan golongan
flavone ini dapat digunakan sebagai antiradikal bebas (Hariana,
2008). Flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder yang
termasuk dalam golongan senyawa phenolik dengan struktur kimia
Ce-C3-Cs. Kandungan flavonoid dalam daun kemangi memiliki
subgrup seperti flavone, flavonol, dan flavonone (Kumar and Pandey,
2013). Senyawa flavonoid dapat berperan sebagai antioksidan
karena memiliki gugus hidroksil, mekanisme antioksidan dari
flavonoid adalah dapat mentransfer atom hidrogen kepada senyawa
radikal bebas dan menstabilkan senyawa oksigen reaktif (ROS) serta

memiliki gugus keton hidroksil yang dapat bertindak sebagai
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pengkelat logam yang menjadi katalis pada peroksidasi lipid yang
radikal sehingga menjadi lipid peroksida yang kurang efektif
(Valzon dan Marwan, 2018). Pengaruh senyawa flavonoid juga dapat
meningkatkan proses regenerasi dari sel. Flavonoid meningkatkan
proses regenerasi dengan cara mendestruksi radikal bebas,
menyediakan substrat kompetitif untuk lipid tak jenuh dalam
membran dan mempercepat mekanisme perbaikan membran sel yang
rusak (Mahidin dkk, 2018).

Selain flavonoid kandungan senyawa aktif pada ekstrak daun
kemangi (Ocimum basilicum (Linn.)) adalah zinc dan boron
(Kurniawan, 2013). Unsur zinc merupakan semacam mikro mineral
yang sangat diperlukan dalam tubuh untuk menjaga dan
memperbaiki metabolisme dalam tubuh. Fungsi dan peranan zinc di
dalam tubuh antara lain membantu pembuatan materi genetik sel-sel,
pembentukan sel darah merah dan membantu fungsi pankreas dalam
proses pencernaan serta zinc memiliki peran dalam sistem
reproduksi (Payaran dkk, 2014). Zinc merupakan konstituen dari
superoksida dismutase, enzim yang berfungsi melindungi sel-sel dari

kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas.

Zinc memiliki efek dalam merangsang sel Leydig pada testis untuk
memproduksi hormon testosteron (Anzila dkk, 2017). Selain itu,
boron dapat meningkatkan plasma seminal yang dapat
mempengaruhi kualitas sel sperma (Elgahid et al., 2015). Menurut
Cheah and Wanxi (2011), menyatakan bahwa zinc berfungsi dalam
meningkatkan aktivitas ribonuklease yang aktif selama proses

mitosis spermatogonia dan meiosis spermatosit.

Senyawa kimia aktif lain yang terkandung dalam daun kemangi
selain flavonoid dan zinc adalah arginin. Arginin merupakan asam

amino non-esensial dan sifatnya polar yang sangat berperan penting
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dalam sistem ketahanan tubuh dan imunitas seluler. Selain itu juga
senyawa arginin berperan penting dalam proses pembentukan sel
spermatozoa (Safwan dkk, 2016). Kurniawan (2013) juga
menambahkan bahwa pada daun kemangi terdapat kandungan
arginin yang diduga dapat memperkuat daya tahan sperma dan
mencegah terjadinya kemandulan. Senyawa arginin diperlukan oleh
spermatozoa untuk menjaga kualitas spermatozoa dengan
meningkatkan produksi Nitrogen Oksida (NO) yang dapat
melindungi sel sperma dari kerusakan membran plasma spermatozoa
yang diakibatkan oleh peroksidasi lipid. Arginin berfungsi sebagai
prekursor molekul NO, pada akrosom sel spermatozoa terdapat
enzim Nitrogen Oksida Sintase (NOS) yang mengkatalisis konversi
senyawa arginin menjadi NO menggunakan oksigen dan
Nicotinamide Adenine Dinucleo Phosphate (NADPH) sehingga NO
dapat dengan mudah berdifusi bebas melintasi membran sel untuk

mengikat radikal bebas (Valzon dan Marwan, 2018).

Senyawa arginin dapat meningkatkan hormon testosteron yang
berperan dalam proses spermatogenesis dan juga berfungsi sebagai
pembentuk GnRH. GnRH yang dirangsang oleh hipotalamus akan
menstimulasi FSH dan LH (Permatasari dan Widhiantara, 2017).
Proses spermatogenesis bergantung pada jumlah hormon
gonadotropin yaitu FSH, LH, dan testosteron. Hormon gonadotropin
ini berfungsi dalam mengatur proses seluler pada sistem reproduksi
seperti mengatur aliran ion-ion, aktivitas enzim, sintesis protein,
sintesis dan sekresi hormon testosteron, proliferasi dan diferensiasi
sel germinal, maturasi sel spermatozoa, serta aktivitas antar sel

(Sutyarso dan Busman, 2003).



34

2.7.4. Manfaat

Kemangi dikenal sebagai tanaman herba dan telah banyak digunakan
oleh orang-orang di berbagai belahan dunia, secara tradisional
kemangi dapat digunakan sebagai obat herbal untuk menyembuhkan
beberapa penyakit seperti demam, mengurangi rasa mual, sakit
kepala, sembelit, diare, batuk, penyakit kulit, gagal ginjal, penyakit
cacing dan sering digunakan sebagai penambah aroma masakan
(Nurcahyanti dkk, 2011). Tanaman kemangi dalam dunia kesehatan
dapat berfungsi sebagai antipiretik, antifungi, analgesik, antiseptik,
antibakteri, hepatoprotektor, imunomodulator, antireppelent dan
antiekspektoran (Kumalasari dan Andiarna, 2020). Tanaman
kemangi juga mengandung beberapa senyawa seperti flavonoid dan
eugenol, arginin, anetol, boron serta minyak atsiri. Senyawa
flavonoid dan eugenol dapat berfungsi sebagai antioksidan yang

dapat berperan dalam menetralkan radikal bebas (Kurniawan, 2013).

Pada penelitian Angelina dkk. (2015) menyatakan bahwa daun
kemangi mempunyai efek antimikroba terhadap bakteri Escherichia
coli dan Staphylococcus aureus, karena memiliki kandungan
senyawa flavonoid juga mengandung antosianin yang berperan
sebagai antimikroba dan antioksidan. Penelitian yang dilakukan oleh
Mahidin dkk. (2015) juga melaporkan bahwa pemberian ekstrak
etanol daun kemangi (Ocimum basilicum Linn.) dapat
mempengaruhi jumlah sel spermatogenik tikus putih (Rattus
norvegicus) galur wistar jantan yang diinduksi MSG, namun belum
diketahui apakah berpengaruh juga terhadap mencit (Mus musculus)

jantan akibat induksi Diazinon.



3.1.

3.2.

I11. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September sampai dengan bulan
November 2024. Penelitian ini diawali dengan pembuatan ekstrak etanol
daun kemangi di Laboratorium Botani, Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas
Lampung. Kemudian dilanjutkan dengan melakukan aklimatisasi pada
hewan uji coba di Unit Pemeliharaan Hewan Uji Coba, Jurusan Biologi,
FMIPA, Universitas Lampung. Pembedahan hewan uji dan pengamatan
preparat histologi dilakukan di Laboratorium Zoologi, Jurusan Biologi,
FMIPA, Universitas Lampung. Pembuatan preparat histologi dilakukan di

Laboratorium Patologi, Balai Veteriner Lampung.

Alat dan Bahan

3.2.1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu kandang mencit
sebanyak 25 unit dengan penutup berbahan dasar kawat, botol air
minum mencit, wadah pakan mencit, sonde lambung yang
dihubungkan dengan disposable suntik digunakan untuk pemberian
ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum basilicum (Linn.)) dan larutan
diazinon, seperangkat alat bedah seperti papan bedah, pinset, scalpel,
pisau bedah, jarum pentul, evaporator yang digunakan untuk

mengekstraksi daun kemangi, gelas ukur yang digunakan untuk
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mengukur banyaknya etanol yang dibutuhkan, hot plate, tabung
reaksi yang digunakan untuk menampung filtrat hasil reaksi, kertas
label untuk memberi label pada objek penelitian, tisu yang
digunakan untuk membersihkan sisa zat pada objek gelas, aluminium
foil untuk menutup wadah yang berisi larutan, mikrotom untuk
proses pemotongan paraffin, object glass dan cover glass untuk
pembuatan preparat, mikroskop binokuler dan trinokuler yang
digunakan untuk pengamatan preparat histologi, kamera handphone
yang digunakan untuk mendokumentasi penelitian, alat tulis untuk
mencatat data hasil penelitian dan laptop yang digunakan untuk

mengolah data penelitian.

3.2.2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu hewan uji coba
mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) jantan berumur 2-3 bulan
dengan berat 30-35 gram yang diperoleh dari “Mini mouse
Lampung”, 5 kilogram daun kemangi yang diperoleh dari Petani
Kemangi di JI. Hadi Subroto, Sumber Jaya, Kecamatan Jati Agung,
Kabupaten Lampung Selatan, etanol (Prime Grade Ethyl Alcohol),
sekam padi yang diperoleh dari toko Tanaman Hias, Kayu Manis,
Bandarlampung digunakan untuk alas litter kandang mencit, pakan
mencit (BRAVO 512) untuk pakan mencit, air mineral (Tripanca)
untuk minum mencit, NaCl 0,9% yang diproduksi oleh (PT. Otsuka
Indonesia) yang digunakan untuk sterilisasi, kloroform (MSURE)
sebagai obat bius mencit, pestisida (Diazinon 600 EC) yang
digunakan sebagai pemicu terbentuknya ROS, aquabidest (Onemed)
sebagai pelarut ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum basilicum
(Linn.)) dan Diazinon, pewarna hematoxylin eosin yang digunakan

untuk pewarna preparat, dan paraffin.



3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Rancangan Penelitian

Penelitian ini bersifat eksperimental dengan menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang bersifat homogen.

Pelaksanaan perlakuan hewan uji dilakukan secara acak dengan 5

37

kelompok perlakuan yang terdiri dari 5 ulangan, berdasarkan rumus
Federer (1991), yaitu (t-1) (n-1) > 15.
Perlakuan (t-1) (n-1)

Satuan percobaan: 5x5 = 25 mencit jantan yang homogen, untuk

(5-1) (n-1)

4 (n-1)
dn—-4
4n

>15
>15
> 15
>15

>15+4

19

4,75=5

mengantisipasi kematian hewan uji, maka masing-masing perlakuan

ditambahkan 1 ekor mencit cadangan. Maka jumlah hewan uji yang

digunakan adalah 30 ekor mencit jantan.

Adapun rancangan penelitian yang digunakan adalah sebagai

berikut:
P1U3 KOouU4 P3U2 K-Ul P2U4
P3U1 P2U2 K-U4 P2U3 KOU5
K-U3 P1U5 KoU1l P3U5 K-U2
Kou2 P3U3 P2U5 P1U4 P1U1
P2U1 K-U5 P1U2 P3U4 KOU3
Gambar 11. Skema Rancangan Acak

Keterangan

Ko : Kontrol Ul : Ulangan 1
K- : Kontrol Negatif U2 : Ulangan 2
P1 : Perlakuan 1 U3 : Ulangan 3
P2 : Perlakuan 2 U4 : Ulangan 4
P3 : Perlakuan 3 U5 : Ulangan 5
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Kelompok perlakuan dan pemberian dosis pada masing-masing
kelompok perlakuan yang digunakan pada penelitian ini dapat dilihat
pada Tabel 1.

Tabel 1. Perlakuan dan Pemberian Dosis

No  Perlakuan Pemberian Dosis Keterangan
(P)
1 Ko Mencit diberi larutan Kontrol
aquabidest 0,3 ml
2 K- Mencit diinduksi 0,3 ml Kontrol Negatif

larutan diazinon dengan
dosis 1,2 mg/30grBB
selama 5 hari
3 P1 Mencit diinduksi 0,3 ml Perlakuan 1
larutan diazinon dengan
dosis 1,2 mg/30grBB
selama 5 hari, kemudian
diberi ekstrak etanol daun
kemangi dengan dosis 3
mg/30grBB selama 30
hari
4 P2 Mencit diinduksi 0,3 ml Perlakuan 2
larutan diazinon dengan
dosis 1,2 mg/30grBB
selama 5 hari, kemudian
diberi ekstrak etanol daun
kemangi dengan dosis 6
mg/30grBB selama 30
hari
5 P3 Mencit diinduksi 0,3 ml Perlakuan 3
larutan diazinon dengan
dosis 1,2 mg/30grBB
selama 5 hari, kemudian
diberi ekstrak etanol daun
kemangi dengan dosis 9
mg/30grBB selama 30
hari
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Persiapan Hewan Uji

Pada penelitian ini menggunakan hewan uji mencit jantan sebanyak
30 ekor, mencit yang digunakan memiliki berat badan sekitar 30-35
gram berumur 2-3 bulan. Digunakan 30 kandang mencit yang telah
dibersihkan dan diberi alas sekam padi beserta penutup kandang.
Mencit diaklimatisasi terlebih dahulu di kandang selama 7 hari
dengan pemberian pakan berupa pelet Bravo 512 dan air minum
berupa air mineral untuk setiap harinya. Tujuan dilakukannya
aklimatisasi agar mencit dapat menyesuaikan diri dengan kondisi

lingkungan sekitarnya sebelum dilakukan perlakuan.

Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Kemangi

Pada penelitian ini menggunakan metode maserasi untuk
mendapatkan ekstrak etanol daun kemangi. Mekanisme kerja
maserasi ialah ekstraksi senyawa aktif yang dilakukan dengan cara
merendam sampel ke dalam pelarut dalam beberapa hari (Ansel,
1989). Daun kemangi yang digunakan yaitu daun yang dipetik dari
tangkai daun ketiga dan kelima mulai dari bagian pucuk, diambil
daun yang berwarna hijau segar (Evita dkk, 2022). Hal tersebut
bertujuan agar mendapatkan kandungan senyawa metabolit sekunder
dengan kadar yang paling baik, karena pada daun muda bagian ujung
pucuk dan daun yang sudah layu serta menguning diduga memiliki
kandungan senyawa metabolit sekunder yang rendah. Daun kemangi
diperoleh dari Petani Kemangi di JI. Hadi Subroto, Sumber Jaya,
Kecamatan Jati Agung, Kabupaten Lampung Selatan Provinsi

Lampung, Indonesia.

Daun kemangi segar sebanyak 5 kilogram dicuci bersih

menggunakan air PDAM mengalir untuk menghilangkan sisa-sisa



3.3.4.

40

debu dan mencegah terjadinya kontaminasi, selanjutnya daun
kemangi dikeringkan dengan cara dijemur di bawah sinar matahari
pada pukul 09.00 WIB sampai 17.00 WIB dan ditutupi oleh kain
hitam agar mencegah adanya kotoran yang menempel dan dapat
menyerap panas dengan maksimal. Daun kemangi yang sudah kering
dihaluskan menggunakan blender untuk dijadikan serbuk simplisia.
Selanjutnya dilakukan proses maserasi dengan merendam serbuk
simplisia daun kemangi dalam etanol 96% selama tiga hari dan
diaduk merata. Campuran daun kemangi dan etanol 96% disaring
menggunakan kertas saring sehingga akan mendapatkan maserat 1.
Ampas maserat 1 direndamkan kembali dengan etanol 96% selama
dua hari, lalu disaring dan didapatkan maserat 2. Hasil maserat 1 dan
2 diinapkan semalam lalu dipisahkan dari residunya menggunakan
alat evaporator pada suhu 50°C, kemudian ekstrak dipekatkan
menggunakan hot plate sampai diperoleh ekstrak etanol daun

kemangi yang kental.

Penginduksian Larutan Diazinon

Penginduksian diazinon diberikan secara oral dengan dosis 40
mg/kgBB yang dilarutkan dalam aquabidest. Menurut Wulandari et
al. (2007) pemberian dosis diazinon 40 mg/kgBB pada tikus selama
5 hari ini sudah menunjukkan dapat menyebabkan terjadinya
kongesti, piknosis dan nekrosis jaringan. Hewan uji yang digunakan
pada penelitian ini adalah mencit jantan dengan berat badan 30 gram
sehingga dosis diazinon perlu dikonversi terlebih dahulu. Persentase
pelarut yang digunakan berdasarkan rute per oral adalah 1% dari
berat badan hewan uji (Yoriyuliandra, 2012), sehingga dosis
diazinon yang digunakan dalam penelitian ini adalah 1,2 mg/30grBB

dilakukan menggunakan sonde lambung selama 5 hari.
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3.3.5. Penginduksian Ekstrak Etanol Daun Kemangi

Pada penelitian ini penginduksian ekstrak etanol daun kemangi
diberikan secara oral, berdasarkan penelitian Sholihin dan Ducha
(2024) tentang pengaruh daun kemangi terhadap spermatozoa mencit
yang dipapar asap rokok digunakan pemberian dosis 100mg/kgBB,
200mg/kgBB, dan 300mg/kgBB. Pada penelitian ini menggunakan
mencit jantan dengan berat badan 30 gram sehingga dosis tersebut
perlu dikonversi terlebih dahulu untuk mendapatkan dosis yang
diinginkan. Persentase pelarut aquabidest digunakan 1% dari berat
badan hewan uji berdasarkan rute per oral (Yoriyuliandra, 2012).
Sehingga dosis ekstrak etanol daun kemangi yang digunakan dalam
penelitian ini adalah 3mg/30grBB, 6mg/30grBB dan 9mg/30grBB.
Penginduksian terapi ekstrak daun kemangi menggunakan sonde
lambung selama 30 hari dilakukan setelah penginduksian larutan
diazinon. Pemberian ekstrak daun kemangi dimaksud karena daun
kemangi memiliki kandungan senyawa bioaktif yang diduga berguna
sebagai antioksidan dan dapat meningkatkan proses spermatogenesis
(Anzila dkk, 2017) akibat kerusakan sel dari efek radikal bebas yang

ditimbulkan dari induksi larutan diazinon.

Pembuatan larutan stok setiap dosis yang akan diberikan pada mencit
dibuat untuk stok selama 7 hari perlakuan, adapun perhitungan
pembuatan larutan stok ekstrak daun kemangi dan pelarutnya
sebagai berikut:
a. Larutan stok ekstrak daun kemangi:
Dosis Perlakuan 1: 3mg % 6 jumlah mencit x 7 hari = 126mg.
Dosis Perlakuan 2: 6mg x 6 jumlah mencit x 7 hari = 252mg.
Dosis Perlakuan 3: 9mg x 6 jumlah mencit x 7 hari = 378mg.
b. Larutan stok pelarut (aguabidest) untuk setiap dosis:
\Volume pelarut: 0,3ml x 6 jumlah mencit x 7 hari = 12,6ml.
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3.3.6. Pemberian Perlakuan

3.3.7.

Sebelum dilakukan perlakuan, mencit ditimbang terlebih dahulu
untuk menyesuaikan berat badannya, perlakuan dilakukan pada pagi
hari pukul 08.00 WIB. Kemudian diberikan larutan diazinon dengan
cara oral sebanyak 1 kali dalam sehari selama 5 hari berturut-turut,
Pada kelompok normal diberikan aquabidest untuk memastikan
bahwa efek toksik pada kelompok perlakuan disebabkan oleh
diazinon bukan akibat dari pelarut diazinon (Firdaus dkk, 2023),
setelah itu pada hari ke-6 diberikan terapi ekstrak etanol daun
kemangi sebanyak 1 kali dalam sehari selama 30 hari. Pada
penelitian ini perlakuan dilakukan selama 35 hari karena berdasarkan
siklus spermatogenik mencit yang berlangsung selama 35 hari
(Busman dkk, 2018). Mencit jantan dibagi dalam 5 kelompok
perlakuan yang masing-masing kelompok terdiri dari 5 ekor mencit.

Pembedahan Mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758))

Setelah mencit diberi perlakuan selama 35 hari, kemudian dilakukan
pembedahan pada hari ke-36 di bagian organ reproduksi mencit.
Mencit yang dibedah pertama-tama dibius dahulu menggunakan
kloroform, kemudian spesimen dibuka di bagian perutnya hingga
bagian reproduksinya untuk diambil organ testisnya. Testis yang
telah dikeluarkan dibersihkan terlebih dahulu menggunakan NacCl
0,9%. Selanjutnya testis yang telah dipotong difiksasi menggunakan
buffer formalin 10% di dalam botol, kemudian testis dibawa ke
Laboratorium Patologi Balai Veteriner Lampung untuk dibuat
preparat histologi dengan metode paraffin untuk pengamatan tubulus
seminiferus. Pembuatan preparat tubulus seminiferus menggunakan

organ testis yang disayat dengan irisan melintang.
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3.3.8. Teknik Pembuatan Slide Histologi

Proses pengambilan data dilakukan dengan pembuatan preparat
histologi testis mencit yang terdiri dari beberapa tahapan seperti
tahap fiksasi, trimming, dehidrasi, embedding, pemotongan (cutting),
pewarnaan (staining) dan perekatan (mounting). Adapun bentuk dan
ciri dari parameter yang akan diamati pada preparat histologi tubulus
seminiferus mencit dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Panduan Identifikasi dan Ciri-ciri Sel Spermatosit Primer,
Sel Spermatid, Sel Leydig, dan Diameter Tubulus

Seminiferus
Parameter Ciri-ciri
Sel Spermatosit Sel spermatosit primer memiliki ukuran terbesar
Primer (Leptoten, dalam turunan spermatogenik, bentuknya bulat dan

Zigoten, dan Pakiten) letaknya mengarah ke permukaan epitel (Gambar 7)
serta memiliki inti eukromatik yang lebih terang
daripada spermatogonium (Mescher, 2012). Fase
spermatosit (meiosis) terdiri atas: Leptoten, benang-
benang kromatin memendek dan menebal
membentuk kromosom homolog. Zigoten, kromosom
homolog saling berdekatan dan berpasangan
(sinapsis), kromosom berpasangan dua-dua disebut
bivalen. Pakiten, setiap kromosom menjadi dua
kromatid dan memiliki satu sentromer (Sukadiono
dkk, 2023).

Sel Spermatid Sel spermatid memiliki ukuran yang lebih kecil
daripada spermatosit primer dan sekunder (Gambar
7). Bentuk sel dan inti selnya bulat, inti selnya
menutupi seluruh permukaan sel (Ross and Pawlina,
2011)

Sel Leydig Sel Leydig terletak di jaringan interstisial di antara
tubulus seminiferus, berbentuk ovoid (Junqueira et
al., 2007). Sel Leydig letaknya 17 berkelompok
memadat di daerah segitiga yang terbentuk oleh
susunan tubulus seminiferus (Gambar 7).

Diameter Tubulus Diameter tubulus seminiferus memiliki bentuk

Seminiferus penampang seperti lingkaran atau oval, di dalam
tubulus seminiferus mempunyai lumen tunggal yang
letaknya di tengah dan tersusun atas lapisan epitel
seminiferus (Gambar 6). Diameter tubulus dipilih
yang memiliki bentuk penampang bulat (Khakpour et
al., 2012)
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a. Tahap Fiksasi

Fiksasi adalah tahapan awal ketika akan melakukan pembuatan
preparat histologi. Tahapan fiksasi ini bertujuan untuk
mengeraskan dan mematikan jaringan secara cepat, sehingga
organ atau jaringan tidak mengalami pembusukan (autolisis).
Organ testis yang telah diambil kemudian dimasukkan ke dalam
larutan fiksatif formalin 10% yang dilakukan selama minimal 24
jam. Setelah difiksasi organ testis dicuci menggunakan air
mengalir (Mujimin dan Suratmi, 2013).

. Tahap Trimming

Trimming merupakan penentuan posisi memotong organ atau
jaringan setebal sekitar 4 mm, dengan arah mengikuti organ yang
akan dipotong yaitu organ testis. Proses ini dilakukan setelah
sampel yang sebelumnya berupa organ testis sudah difiksasi
dalam formalin 10%. Setelah organ dipotong, sepotongan
jaringan testis tersebut dimasukkan ke dalam embedding casette.
Tahap Dehidrasi dan Clearing

Proses dehidrasi dilakukan setelah trimming, kemudian
dilakukan perendaman menggunakan alkohol bertingkat dengan
konsentrasi 80% dan 95% berturut-turut selama sekitar 2 jam.
Selanjutnya dilakukan perendaman alkohol absolut | dan 11
selama 2 jam. Tahap berikutnya yaitu clearing untuk
membersihkan sisa-sisa alkohol dengan merendam embedding
cassette dalam larutan xylol I dan Il masing-masing selama 3
jam. Setelah itu dilakukan proses impregnasi dengan larutan
paraffin bertingkat I dan 1l maisng-masing selama 2 jam.

. Tahap Embedding

Proses embedding dilakukan dengan cara jaringan yang berada
dalam embedding cassette dipindahkan ke dalam base mold lalu
tuangkan paraffin ke dalam base mold dan tutup dengan cassette
embedding kemudian dinginkan pada alat processor embedding

bagian pendingin.
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e. Tahap Pemotongan (Cutting)
Proses cutting dilakukan menggunakan alat mikrotom yang
diawali dengan pemotongan kasar yang selanjutnya dilakukan
dengan pemotongan halus dengan ketebalan 3-5 mikron. Setelah
pemotongan selesai dipilih lembaran potongan yang paling baik,
kemudian diapungkan di atas air sampai mengembang sempurna.
Selanjutnya ditempatkan jaringan diatas permukaan slide bersih
lalu slide ditempatkan pada slide dryer pada suhu 37°C selama
24 jam atau sampai jaringan melekat sempurna (Damayanti,
2023).

f. Tahap Pewarnaan (Staining)
Ketika jaringan sudah melekat sempurna pada slide, dilakukan
pewarnaan slide dengan teknik pewarnaan Hematoxylin-Eosin
(HE). Pewarnaan dimulai dengan perendaman dalam larutan
xylol I, I1, 11, masing-masing selama 5 menit dilanjutkan
dengan perendaman dalam alkohol absolut I, Il, Il masing-
masing selama 5 menit. Perendaman selanjutnya yaitu
menggunakan aquades selama 1 menit. Hasil potongan organ
kemudian 26 dimasukkan ke dalam larutan pewarnaan
Hematoxylin Eosin (HE) selama 20 menit. Slide jaringan
dimasukkan ke dalam aquades selama 1 menit dengan sedikit
menggoyang-goyangkan organ agar merata. Slide jaringan
dicelupkan dalam asam alkohol sebanyak 2 — 3 celupan, lalu
dibersihkan dalam aquades bertingkat masing-masing 15 menit,
dimasukkan dalam eosin selama 2 menit dan berturut-turut
dimasukkan dalam alkohol 95% selama 2 menit, alkohol 95%,
alkohol absolut 111 dan 1V masing-masing selama 3 menit.
Terakhir, slide jaringan dimasukkan ke dalam xylol IV dan V

masing-masing selama 5 menit (Mitasari, 2022).
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g. Tahap Perekatan (Mounting)
Mounting dilakukan dengan menetesi canada balsam pada slide
preparat, kemudian ditutup dengan coverglass dan dihilangkan

gelembung udara supaya mempermudah dalam pengamatan.

3.3.9. Parameter Penelitian

Parameter yang diamati yaitu preparat histologi tubulus seminiferus
mencit. Pengamatan meliputi sel-sel spermatogenik yaitu sel
spermatosit primer dan sel spermatid serta jumlah sel Leydig dan
diameter tubulus seminiferus. Pengamatan dilakukan dengan
menggunakan mikroskop binokuler, pengamatan histologi tubulus
seminiferus mencit pada penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
jumlah populasi sel spermatogenik yaitu sel spermatosit primer dan
sel spermatid serta jumlah sel Leydig dan diameter tubulus

seminiferus.

3.3.10. Pengamatan Preparat

a. Pengamatan Sel Spermatosit Primer, Spermatid dan Sel

Leydig

Pengamatan sel spermatosit primer dan sel spermatid dilakukan
secara random diamati dengan dihitung dari pengamatan lima
lapang pandang pada potongan melintang tubulus seminiferus.
Perhitungan sel spermatogenik (spermatosit primer dan
spermatid) dilakukan dengan menghitung satu per satu sel
spermatogenik sampai mengitari tubulus seminiferus
(Kusumaningrum, 2008). Pengamatan sel spermatogenik
menggunakan mikroskop binokuler dengan perbesaran 400x dan
perhitungan jumlah sel menggunakan cell counter. Perhitungan

jumlah sel Leydig di jaringan intertisial tubulus seminiferus
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sebanyak lima lapang pandang dengan perbesaran 400x
menggunakan mikroskop binokuler. Lapang pandang diambil
dari preparat testis kanan, bagian kanan atas, kanan bawabh, Kiri
atas, kiri bawah, dan tengah (Paramita dkk, 2023).

b. Pengamatan Diameter Tubulus Seminiferus

Pengukuran diameter tubulus seminiferus menggunakan
mikroskop binokuler dengan lensa mikrometer (um) perbesaran
400x dengan mengukur antara dua titik yang berseberangan
pada garis tengahnya, titik tersebut berada pada membran
basalis tubulus seminiferus. Perhitungan diameter tubulus
dilakukan sebanyak lima lapang pandang. Diameter tubulus
yang dipilih adalah yang memiliki penampang bulat dengan
ukuran yang kurang lebih hampir sama. Hasil dari diameter
tubulus seminiferus dinyatakan dalam satuan mikrometer (pum)
(Khakpour et al., 2012).

3.4. Analisis Data

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL), data yang
diperoleh bersifat kuantitatif dan dianalisis secara statistik menggunakan
software SPSS versi 26. Pertama, data yang diperoleh diolah menggunakan
uji shapiro wilk untuk melihat normalitas sebaran data, bila p>0,05 maka
sebaran dianggap normal, jika data sudah normal kemudian dilanjutkan uji
homogenitas dengan uji Levene. Jika didapat data tidak normal, maka
dilakukan analisis uji non-parametrik krustal-walls, kemudian dilakukan uji
parametrik one-way Analysis of Variance (ANOVA) untuk mengetahui
perlakuan yang diberikan signifikan atau tidak. Jika p<0,05 dilanjutkan
dengan uji posthoc (Duncan) untuk mengetahui dosis mana yang paling
efektif untuk meningkatkan jumlah sel-sel spermatogenik serta sel Leydig

dan diameter tubulus seminiferus.



3.5. Diagram Alir Metode Penelitian

Adapun diagram alir yang digunakan dalam penelitiain ini dapat dilihat

pada Gambar 11.

Tahap Persiapan

Mencit usia 2-3 bulan dengan berat badan 30-35 gr diaklimatisasi

selama 7 hari di Unit Pemeliharaan Hewan Uji

\4

y

A 4

A 4

A
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5 Ekor 5 Ekor 5 Ekor 5 Ekor 5 Ekor
mencit mencit mencit mencit mencit
kontrol kontrol perlakuan 1 perlakuan perlakuan
normal (Ko) negatif (K-) (P1) (P2) (P3)
Induksi 0,3 ml larutan diazinon dengan dosis 1,2 mg/30 grBB
selama 5 hari
A A\ 4 A\ 4 \ 4 \ 4
Mencit Mencit Mencit Mencit Mencit
diberi diberi pakan diberi diberi diberi
aquabidest, standar dan ekstrak ekstrak ekstrak
pakan minum etanol daun etanol daun etanol daun
standar, dan selama 30 kemangi kemangi kemangi
minum hari dengan dosis dengan dosis dengan dosis
selama 30 3mg/30grBB 6mg/30grBB 9mg/30grBB
hari selama 30 selama 30 selama 30
hari hari hari
N
Pembedahan

'

Pengamatan Histologi Tubulus Seminiferus
(Sel spermatosit primer, sel spermatid, sel Leydig, dan
diameter tubulus seminiferus)

v

Analisis Data

v

Interpretasi Hasil

Gambar 12. Diagram Alir Penelitian
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan sebagai berikut:

1.

Pemberian larutan diazinon dapat menurunkan jumlah sel spermatosit
primer, sel spermatid, sel Leydig dan diameter tubulus seminiferus
mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)).

Pemberian ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum basilicum Linn.)
dapat meningkatkan jumlah sel spermatosit primer mencit (Mus
musculus (Linnaeus, 1758)) yang diinduksi diazinon.

Pemberian ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum basilicum Linn.)
dapat meningkatkan jumlah sel spermatid mencit (Mus musculus
(Linnaeus, 1758)) yang diinduksi diazinon.

Pemberian ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum basilicum Linn.)
dapat meningkatkan jumlah sel Leydig mencit (Mus musculus
(Linnaeus, 1758)) yang diinduksi diazinon.

Pemberian ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum basilicum Linn.)
dapat meningkatkan diameter tubulus seminiferus mencit (Mus

musculus (Linnaeus, 1758)) yang diinduksi diazinon.



5.2.

Saran

Adapun saran yang dapat dikemukakan berdasarkan hasil penelitian ini

adalah sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dalam pemberian ekstrak daun
kemangi terhadap jumlah, motilitas, viabilitas dan morfologi
spermatozoa mencit.

2. Disarankan untuk penelitian selanjutnya agar dilakukan penelitian
lebih lanjut mengenai pemberian ekstrak daun kemangi terhadap

perbaikan kualitas folikel pada hewan mencit betina.
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