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ABSTRAK

PENINGKATAN KUANTITAS DAN KUALITAS SPERMATOZOA
MENCIT JANTAN (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) DENGAN
PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL DAUN KEMANGI (Ocimum basilicum
Linn.) AKIBAT INDUKSI LARUTAN DIAZINON

Oleh

MUHAMMAD SULTHAN PERDANA DARAMEL

Diazinon merupakan insektisida yang efektif dalam mengendalikan hama
serangga, tetapi memiliki toksisitas yang cukup tinggi bagi manusia dan hewan.
Diazinon dapat menyebabkan gangguan pada proses spermatogenesis, penurunan
kualitas dan kuantitas spermatozoa, serta peningkatan jumlah spermatozoa yang
abnormal. Daun kemangi merupakan tanaman obat yang kaya akan senyawa
flavonoid, saponin, zinc, dan arginin. Senyawa-senyawa ini diketahui dapat
melindungi sel-sel dari kerusakan oksidatif. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui efektivitas ekstrak daun kemangi terhadap jumlah, viabilitas,
motilitas, dan morfologi spermatozoa mencit yang diinduksi diazinon. Penelitian
ini merupakan penelitian eksperimental dengan menggunakan teknik Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan 5 kelompok perlakuan dan 5 ulangan. Pemberian
perlakuan ekstrak etanol pada mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758) jantan
terdiri dari Kelompok KO sebagai kontrol (diberi aquabidest), K1 (diinduksi
diazinon dengan takaran 1,2 mg/30grBB tanpa pemberian bahan uji), P1, P2, P3
(diinduksi diazinon dengan takaran 1,2 mg/30grBB dan diberi ekstrak daun
kemangi dengan dosis berturut-turut 3 mg/30grBB, 6 mg/30grBB, 9 mg/30grBB).
Data yang diperoleh kemudian dianalisis secara statistik menggunakan SPSS versi
26 dengan uji Shapiro-wilk, uji Levene, uji Oneway ANOVA, dan uji post hoc.
Hasil analisis menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol daun kemangi
Ocimum basilicum Linn. dapat meningkatkan persentase jumlah, viabilitas,
motilitas, dan morfologi spermatozoa mencit (Mus musculus) yang telah diinduksi
diazinon dengan dosis paling efektif yaitu 9 mg/ 30grBB pada kelompok P3,
dengan menunjukkan persentase tertinggi seperti pada parameter jumlah
didapatkan 240 juta/ml sel spermatozoa pada saat pengamatan.

Kata Kunci: Insektisida, Mus musculus, Ocimum basilicum, Spermatozoa



ABSTRACT

THE INCREASE OF QUANTITY AND QUALITY OF SPERMATOZOA
OF MALE MICE (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) BY GIVING ETHANOL
EXTRACT OF BASIL LEAVES (Ocimum basilicum Linn.) DUE TO
DIAZINON SOLUTION INDUCTION

By

MUHAMMAD SULTHAN PERDANA DARAMEL

Diazinon is an insecticide that is effective in controlling insect pests, but has quite
high toxicity to humans and animals. Diazinon can cause disruption in the
spermatogenesis process, decrease the quality and quantity of spermatozoa, and
increase the number of abnormal spermatozoa. Basil leaves are medicinal plants
that are rich in flavonoids, saponins, zinc, and arginine. These compounds are
known to protect cells from oxidative damage. This study aims to determine the
effectiveness of basil leaf extract on the number, viability, motility, and
morphology of diazinon-induced mouse spermatozoa. This study is an
experimental study using the Completely Randomized Design (CRD) technique
with 5 treatment groups and 5 replications. The administration of ethanol extract
treatment to male mice (Mus musculus (Linnaeus, 1758) consisted of Group KO as
a control (given aquabidest), K1 (induced by diazinon at a dose of 1.2 mg/30grW
without giving test material), P1, P2, P3 (induced by diazinon at a dose of 1.2
mg/30grW and given basil leaf extract at doses of 3 mg/30grBW, 6 mg/30grBW,
9 mg/30grBW respectively). The data obtained were then analyzed statistically
using SPSS version 26 with the Shapiro-Wilk test, Levene's test, Oneway
ANOVA test, and post hoc test. The results of the analysis showed that the
administration of ethanol extract of basil leaves Ocimum basilicum Linn. can
increase the percentage of the number, viability, motility, and morphology of
spermatozoa in mice (Mus musculus) that have been induced by diazinon with the
most effective dose of 9 mg/ 30grBW in group P3, showing the highest percentage
as in the parameter of the number of 240 million/ml sperm cells at the time of
observation.

Key words: Insecticide, Mus musculus, Ocimum basilicum, Spermatozoa
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Perkembangan teknologi di bidang pertanian telah memberikan dampak positif
dalam peningkatan produktivitas tanaman. Namun, penggunaan pestisida
sintetik yang berlebihan dapat menimbulkan efek samping yang merugikan
bagi kesehatan manusia dan lingkungan. Salah satu jenis pestisida yang sering
digunakan adalah pestisida organofosfat, seperti diazinon. Diazinon
merupakan insektisida yang efektif dalam mengendalikan hama serangga,
tetapi memiliki toksisitas yang cukup tinggi bagi organisme bukan sasaran,

termasuk manusia dan hewan (Aini dkk., 2023).

Paparan diazinon dapat terjadi melalui berbagai jalur, seperti inhalasi, kontak
kulit, atau konsumsi makanan dan air yang terkontaminasi. Diazinon dapat
menghambat aktivitas enzim asetilkolinesterase, yang berperan penting dalam
sistem saraf pusat. Penghambatan enzim ini dapat menyebabkan gangguan
pada sistem saraf, seperti tremor, kejang, dan bahkan kematian pada paparan
yang akut. Selain itu, diazinon juga dapat menyebabkan kerusakan oksidatif

pada sel-sel tubuh, termasuk sel-sel sistem reproduksi (Al-Attabi et al., 2017).

Sistem reproduksi pria sangat rentan terhadap paparan bahan kimia berbahaya,
seperti pestisida organofosfat. Diazinon diketahui dapat menyebabkan
gangguan pada proses spermatogenesis, penurunan kualitas dan kuantitas
spermatozoa, serta peningkatan jumlah spermatozoa yang abnormal. Hal ini
dapat terjadi karena diazinon dapat meningkatkan stres oksidatif pada sel-sel
testis dan spermatozoa, yang dapat memicu kerusakan oksidatif pada membran

sel, DNA, dan struktur lainnya. Selain itu, diazinon juga dapat mengganggu



keseimbangan hormon reproduksi, seperti testosteron dan gonadotropin, yang

berperan penting dalam proses spermatogenesis (Rahimi et al., 2016).

Diazinon berperan dalam pembentukan spesies oksigen reaktif (ROS), yang
berkontribusi terhadap stres oksidatif, yang dimana hal tersebut dapat merusak
komponen seluler, termasuk lipid, protein, dan DNA (Ahmed ef al., 2013).
Menurut studi yang dilakukan oleh Adamkovicova et al., (2014) ditemukan
bahwa paparan diazinon menyebabkan kerusakan histologis pada testis dan
epididimis. Diazinon menghambat enzim asetilkolinesterase (AChE), sehingga
menyebabkan penumpukan asetilkolin (ACh) di sinaps saraf. Akumulasi ACh
ini mengganggu keseimbangan neurotransmiter dan impuls saraf. Gangguan
ini berdampak pada hipotalamus, menghambat sekresi Gonadotropin-
Releasing Hormone (GnRH). Penurunan GnRH menyebabkan produksi
Luteinizing Hormone (LH) dan Follicle-Stimulating Hormone (FSH) oleh
kelenjar hipofisis juga berkurang. Padahal, LH berperan dalam merangsang sel
Leydig untuk menghasilkan testosteron, sementara FSH bersama testosteron
mendukung proses spermatogenesis. Dengan demikian, penurunan kadar LH
dan FSH menyebabkan produksi testosteron menurun, yang akhirnya
menghambat pematangan dan perkembangan sel spermatozoa. Struktur kimia
diazinon ditandai dengan adanya gugus fosforothioat, dengan rumus kimia
diazinon adalah C12H21N20O3PS, yang menunjukkan adanya atom karbon,
hidrogen, nitrogen, oksigen, fosfor, dan sulfur (Kakaei et al., 2023).

Spermatogenesis merupakan proses pembentukan sel spermatozoa yang
berawal dari sel induk spermatogonia di dalam tubulus seminiferus testis.
Tubulus seminiferus tersebut dilapisi oleh sel-sel Sertoli dan spermatogonia
yang berperan dalam menyediakan nutrisi bagi spermatozoa yang belum
matang (Malini dkk., 2013). Testis, sebagai organ tempat berlangsungnya
spermatogenesis, memiliki sifat rentan terhadap oksidasi dan paparan radikal
bebas yang dapat mengganggu proses spermatogenesis itu sendiri serta
membran sel spermatozoa. Membran sel-sel spermatogenik tersusun atas asam

lemak tak jenuh yang rentan terhadap peroksidasi lipid akibat radikal bebas



dan stres oksidatif. Kondisi ini dapat meningkatkan fluiditas membran, serta
menginaktivasi ikatan membran dengan enzim dan reseptor. Hal tersebut pada
akhirnya dapat menyebabkan kerusakan pada sel spermatozoa, penurunan
ATP intraseluler, penurunan viabilitas spermatozoa, serta kerusakan morfologi
spermatozoa yang mengakibatkan hilangnya kemampuan kapasitasi dan reaksi

akrosom spermatozoa (Sukmaningsih dkk., 2009)

Untuk mengatasi dampak negatif dari paparan diazinon terhadap sistem
reproduksi pria, diperlukan upaya untuk melindungi sel-sel spermatozoa dari
kerusakan oksidatif dan menjaga keseimbangan hormon reproduksi. Salah satu
alternatif yang dapat dipertimbangkan adalah pemanfaatan bahan alam yang
memiliki aktivitas antioksidan, anti-inflamasi, dan potensi dalam
meningkatkan fungsi reproduksi. Salah satu tumbuhan yang diduga
merupakan agen fertilitas adalah Ocimum basilicum Linn. atau lebih dikenal

dengan nama lokal daun kemangi.

Daun kemangi merupakan tanaman obat yang kaya akan senyawa flavonoid,
zinc, dan arginin. Senyawa-senyawa ini diketahui memiliki aktivitas
antioksidan yang dapat melindungi sel-sel dari kerusakan oksidatif
(Kumalasari dkk., 2020). Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun kemangi memiliki potensi dalam melindungi testis dari
kerusakan akibat radikal bebas dan meningkatkan kualitas spermatozoa.
Menurut Maulia (2023), kandungan senyawa fenolik dan flavonoid dalam
ekstrak etanol daun kemangi, seperti asam rosmarinat, apigenin, dan luteolin,
diketahui dapat menghambat pembentukan radikal bebas, menangkap radikal
bebas, dan meningkatkan aktivitas enzim antioksidan endogen, seperti
superoksida dismutase (Karta dkk., 2019). Sifat antioksidan tersebut
membantu dalam mengurangi kerusakan oksidatif pada sel-sel spermatozoa,
sehingga dapat meningkatkan motilitas dan viabilitas spermatozoa, serta
berkontribusi pada peningkatan kualitas spermatozoa dengan cara mengurangi
peradangan dan meningkatkan sirkulasi darah ke organ reproduksi (Sholihin,

2024).



Selain aktivitas antioksidan, ekstrak etanol daun kemangi juga diketahui
memiliki aktivitas anti-inflamasi yang dapat melindungi sel-sel testis dari
kerusakan akibat proses inflamasi. Proses inflamasi yang berlebihan dapat
menyebabkan kerusakan pada sel-sel testis dan mengganggu proses
spermatogenesis (Rustam dkk., 2020). Sedangkan kandungan senyawa
bioaktif dalam ekstrak etanol daun kemangi seperti eugenol, diketahui dapat
meningkatkan kadar testosteron dan gonadotropin, serta memperbaiki kualitas

spermatozoa (Saleh et al., 2024).

Meskipun demikian, belum banyak penelitian yang mengkaji efektivitas
ekstrak etanol daun kemangi dalam mengatasi dampak paparan diazinon
terhadap kuantitas dan kualitas spermatozoa. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk mengkaji pengaruh pemberian ekstrak etanol daun kemangi
terhadap kuantitas dan kualitas spermatozoa mencit jantan yang diinduksi
diazinon. Untuk itu dilakukan penelitian dengan judul Peningkatan Kuantitas
dan Kualitas Spermatozoa Mencit Jantan (Mus musculus (Linnaeus, 1758))
dengan Pemberian Ekstrak Etanol Daun Kemangi (Ocimum basilicum (Linn.))

Akibat Induksi Diazinon.

1.2 Tujuan

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Untuk mengetahui efektivitas ekstrak etanol daun kemangi terhadap jumlah
spermatozoa mencit setelah diinduksi dengan diazinon.

2. Untuk mengetahui efektivitas ekstrak etanol daun kemangi terhadap
viabilitas spermatozoa mencit setelah diinduksi dengan diazinon.

3. Untuk mengetahui efektivitas ekstrak etanol daun kemangi terhadap
motilitas spermatozoa mencit setelah diinduksi dengan diazinon.

4. Untuk mengetahui efektivitas ekstrak etanol daun kemangi terhadap

morfologi spermatozoa normal mencit setelah diinduksi dengan diazinon.



1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi berharga
tentang potensi daun kemangi sebagai alternatif pengobatan alami untuk
mengatasi gangguan reproduksi pada hewan dan manusia akibat paparan
pestisida. Dengan mengeksplorasi khasiat tanaman obat lokal ini, penelitian ini
dapat mempromosikan pemanfaatan bahan alami yang aman dan efektif dalam

bidang kesehatan.

Diharapkan juga dengan memanfaatkan ekstrak daun kemangi sebagai agen
protektif terhadap kerusakan organ reproduksi akibat diazinon, penelitian ini
dapat mendorong pengurangan penggunaan pestisida yang dapat mencemari

lingkungan dan membahayakan kesehatan makhluk hidup.

1.4 Kerangka Pemikiran

Perkembangan teknologi di bidang pertanian telah memberikan dampak positif
dalam peningkatan produktivitas tanaman. Namun, penggunaan pestisida
sintetik yang berlebihan dapat menimbulkan efek samping yang merugikan
bagi kesehatan manusia dan lingkungan. Salah satu jenis pestisida yang sering
digunakan adalah pestisida organofosfat, seperti diazinon. Diazinon merupakan
insektisida yang efektif dalam mengendalikan hama serangga, tetapi memiliki
toksisitas yang cukup tinggi bagi organisme bukan sasaran, termasuk manusia

dan hewan.

Sistem reproduksi pria sangat rentan terhadap paparan bahan kimia berbahaya,
seperti pestisida organofosfat. Diazinon diketahui dapat menyebabkan
gangguan pada proses spermatogenesis, penurunan kualitas dan kuantitas
spermatozoa, serta peningkatan jumlah spermatozoa yang abnormal. Hal ini
dapat terjadi karena diazinon dapat meningkatkan stres oksidatif pada sel-sel
testis dan spermatozoa, yang dapat memicu kerusakan oksidatif pada membran

sel, DNA, dan struktur lainnya.



Akumulasi asetilkolin dapat terjadi karena disebabkan asetilkolinesterase
diganggu oleh diazinon, yang menyebabkan sinaps tidak tertransmisi. Apabila
sinaps tidak tertransmisi menyebabkan suplai GnRH ke dalam hipofisis
terganggu. Tidak adanya GnRH, menyebabkan hipofisis tidak dapat
memproduksi LH dan FSH, apabila LH dan FSH menurun atau tidak ada, dapat
menyebabkan jumlah sel-sel germinal tidak dapat bermitosis, yang berakibat
pada penurunan sel leydig yang berfungsi membuat testosteron, yang dapat
mengakibatkan spermatogenesis terganggu. Apabila testosteron menurun dapat
menyebabkan jumlah spermatozoa menjadi turun, viabilitas spermatozoa di
epididimis rusak, dan spermiogenesis terhambat yang dapat mempengaruhi

morfologi dari spermatozoa.

Untuk mengatasi dampak negatif dari paparan diazinon terhadap sistem
reproduksi pria, diperlukan upaya untuk melindungi sel-sel spermatozoa dari
kerusakan oksidatif dan menjaga keseimbangan hormon reproduksi. Salah satu
alternatif yang dapat dipertimbangkan adalah pemanfaatan bahan alam yang
memiliki aktivitas antioksidan. Kandungan antioksidan dapat menangkal ROS
yang ada di hipotalamus, sehingga asetilkolinesterase bekerja aktif mengubah
asetilkolin dalam transmisi sinaps, sehingga suplai GnRH ke dalam hipofisis
dapat berjalan lancar lagi. Daun kemangi (Ocimum basilicum Linn.)
merupakan tanaman obat yang kaya akan senyawa flavonoid, zinc, dan arginin

yang diketahui memiliki aktivitas antioksidan dan anti-inflamasi.

1.5 Hipotesis

Adapun hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Ekstrak etanol daun kemangi dapat meningkatkan jumlah spermatozoa
mencit setelah diinduksi dengan diazinon.

2. Ekstrak etanol daun kemangi dapat meningkatkan viabilitas spermatozoa
mencit setelah diinduksi dengan diazinon.

3. Ekstrak etanol daun kemangi dapat meningkatkan motilitas spermatozoa
mencit setelah diinduksi dengan diazinon.

4. Ekstrak etanol daun kemangi dapat meningkatkan morfologi spermatozoa

normal mencit yang diinduksi dengan diazinon.



IL. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Radikal Bebas

Ada dua jenis utama radikal bebas yang umum yaitu reactive oxygen
species (ROS) dan reactive nitrogen species (RNS). ROS, seperti hidrogen
peroksida diproduksi sebagai produk sampingan alami dari metabolisme
sel (Kurutas, 2015). Molekul yang sangat reaktif, reactive oxygen species
(ROS), memegang peran penting dalam berbagai proses biologis. Radikal
bebas tersebut muncul sebagai hasil alami dari aktivitas sel normal,
penguraian oksigen oleh mitokondria, dan respons sel terhadap zat asing,
zat sitokin, dan serangan bakteri (Ray et al., 2012). ROS terdiri dari
radikal seperti superoksida anion dan molekul non-radikal seperti hidrogen
peroksida, yang berasal dari oksigen (Forrester ef al., 2018). Di samping
itu, ROS juga telah terkait dengan masalah kesuburan pada pria karena

dampak negatifnya terhadap kualitas dan fungsi spermatozoa.

Reactive nitrogen species (RNS) adalah kelas senyawa reaktif secara kimia
yang mengandung nitrogen dan dihasilkan melalui berbagai proses
biologis dan kimia. RN'S mencakup molekul seperti oksida nitrat dan
nitrogen dioksida. Spesies ini memainkan peran penting dalam stres
oksidatif (Ye et al., 2015). RNS diketahui terlibat dalam berbagai proses
fisiologis dan patologis, seperti infertilitas pria, yang terlibat dalam

gangguan fungsi reproduksi pria (Doshi et al., 2012).

Radikal bebas dapat menyebabkan kerusakan sel melalui dua cara utama.

Pertama, radikal bebas bersifat reaktif dan dapat menimbulkan kerusakan



2.2

pada komponen sel seperti lipid, protein, dan DNA, serta menyebabkan
mutasi dan bersifat karsinogenik (Mushidah dan Muliawati, 2019). Kedua,
radikal bebas dapat menyebabkan kerusakan sel dengan membentuk jenis
Reactive Oxygen Species (ROS) tertentu, seperti radikal superoksida, yang
seringkali mengakibatkan kerusakan pada sel kuffer di jaringan hati

(Suryadinata dkk., 2022).

Diazinon

Insektisida organofosfat dipakai untuk mengendalikan hama serangga pada
tanaman cabai, kapas, jagung, bawang, kentang, sayur-sayuran, dan
tanaman lainnya (Sutamihardja dkk., 2017). Senyawa organofosfat ini
adalah pestisida yang sangat efektif dalam membasmi serangga dan sangat
populer dalam pengendalian hama di pertanian di seluruh dunia (Neylon et
al., 2022). Insektisida organofosfat merupakan salah satu jenis insektisida
yang termasuk dalam kategori pestisida paling beracun dan berpotensi
menimbulkan keracunan pada manusia (Daely dan Manurung, 2020).
Insektisida organofosfat bekerja dengan cara menghambat enzim
asetilkolinesterase (AChE) di sistem saraf, sehingga menyebabkan
penumpukan asetilkolin di sinapsis dan neuromuscular junction

(Khamidah, 2022).

Dalam hal lingkungan, penggunaan insektisida organofosfat seperti
chlorpyrifos dapat berdampak negatif pada lingkungan dan organisme non-
target seperti ikan (Pratama dkk., 2021). Menurut studi Santoso dkk (2016)
menunjukkan bahwa penggunaan pestisida organofosfat juga dapat
berdampak pada mikroorganisme tanah seperti cacing tanah. Kegunaan
organofosfat yang berlebihan bisa menimbulkan polusi lingkungan,
contohnya terlihat pada insiden kontaminasi racun yang berdampak pada
makhluk hidup di air (Weston dan Lydy, 2010). Di samping itu,
organofosfat juga terlibat dalam kejadian keracunan pada manusia, dengan

tanda-tanda mulai dari kelemahan otot hingga nyeri perut (Chowdhury et

al., 2014).



Menurut perkiraan Badan Kesehatan Dunia atau WHO, setiap tahunnya
terjadi antara 1 hingga 5 juta kasus keracunan herbisida atau racun untuk
membunuh gulma yang menimpa para pekerja di bidang pertanian. Dari
jumlah kasus keracunan tersebut, tingkat kematiannya mencapai 220.000
korban jiwa. Sebanyak 80% dari total kasus keracunan herbisida ini
dilaporkan terjadi di negara-negara yang sedang dalam tahap berkembang

(Pamungkas, 2017).

Insektisida organofosfat dapat memasuki tubuh manusia melalui tiga jalur
utama yaitu sistem pencernaan (saat menelan makanan atau minuman yang
terkontaminasi), sistem pernapasan (menghirup uap atau partikel), dan
penyerapan melalui kulit (Erenler ef al., 2014). Ketika seseorang terpapar
organofosfat, gejala keracunan biasanya muncul dengan cepat, dalam
waktu 1-2 jam (Manouchehri ef al., 2017). Gejala-gejala ini bisa
bermacam-macam, mulai dari otot yang lemah, sakit perut, hingga masalah
saraf yang lebih serius seperti otot yang berkedut tidak terkendali
(fasikulasi) atau bahkan kelumpuhan (Chowdhury et al., 2014). Untuk
mendiagnosis keracunan organofosfat, dokter biasanya memeriksa kadar
enzim kolinesterase dalam sel darah merah, yang akan menurun jika terjadi
keracunan. Pengobatan untuk kasus keracunan akut bisa melibatkan
pemberian obat penangkal seperti pralidoxime (Roberts ef al., 2012).
Selain itu, keracunan organofosfat juga dapat menyebabkan komplikasi
pada paru-paru, seperti timbulnya udara di rongga dada (prneumotoraks)

atau di sekitar jantung (pneumomediastinum) (Kaeley et al., 2022).

Salah satu jenis organofosfat yang banyak digunakan adalah diazinon,
diazinon (O,0-Diethyl O-[4-methyl-6-(propan-2-yl)pyrimidin-2-yl]
phosphorothioate ) merupakan salah satu pestisida organofosfat yang
banyak digunakan untuk mengendalikan serangga pada tanaman seperti
kubis, kapas, dan hama bawah tanah. Toksisitas diazinon disebabkan oleh

terhambatnya enzim asetilkolinesterase yang berperan menghentikan
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transmisi impuls pada sinapsis kolinergik sistem saraf dengan cara
memecah neurotransmitter asetilkolin (Toman dan Tunegova, 2017).
Diazinon memiliki rumus molekul C12H21N2O3PS dengan struktur kimia
sebagai berikut:

H;C CH;
N

I\N S CHj
ALK
H e N o7 \go

\/
Gambar 1. Struktur kimia C12H21N203PS (Huda, 2017)

CHs

Dalam lingkungan, diazinon bisa terurai melalui proses biodegradasi oleh
mikroba tertentu seperti Pseudomonas plecoglossicida (Borji et al., 2014).
Tetapi, kekhawatiran muncul terhadap tingkat keberacunan dan
pencemaran air akibat penggunaan diazinon dalam pertanian. Pada
penelitian Attabi ef al., (2017) menunjukkan bahwa paparan diazinon
dapat mengganggu fungsi sel-sel Leydig di testis, yang bertanggung jawab
untuk produksi testosteron, yang merupakan hormon kunci dalam proses
spermatogenesis. Perubahan dalam tingkat testosteron ini dapat
menyebabkan penurunan jumlah spermatozoa dan kematangan DNA
spermatozoa. Efek-efek tersebut berkontribusi pada penurunan
keberhasilan fertilisasi in vitro pada mencit. Spermatozoa dengan DNA
yang rusak atau tidak matang memiliki kemampuan yang lebih rendah
untuk membuabhi sel telur dan mendukung perkembangan embrio awal
yang normal. Akibatnya, tingkat keberhasilan fertilisasi in vitro pada

mencit yang terpapar diazinon dapat mengalami penurunan.

Gejala keracunan diazinon biasanya terkait dengan gejala kolinergik,
termasuk gangguan saluran pencernaan (mual, muntah, diare), gangguan
saraf pusat (pusing, sakit kepala, kebingungan, kejang), dan gangguan

pernapasan (sesak napas) (Attafi et al., 2018). Selain itu, keracunan
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diazinon juga dapat menyebabkan gangguan pada organ tertentu, seperti
kerusakan hati yang terkait dengan stres oksidatif. Dalam situasi yang
lebih serius, seperti dalam paparan inhalasi yang tinggi, diazinon juga
dapat menimbulkan masalah ginjal yang mendadak (Majd et al., 2022).
Dalam mengatasi keracunan akut oleh pestisida organofosfat, seperti
diazinon, langkah-langkah penanganan meliputi dekontaminasi, /avage
lambung, terapi antidotum dengan atropin dan oksima, serta terapi suportif

dengan benzodiazepin (Kumar et al., 2014).

Toksisitas dari diazinon terutama berasal dari akumulasi oksida nitrat dan
dietil-hidroksil yang menyebabkan nekrosis dan peradangan pada sel hati
(Firdaus dkk., 2022). Pada penelitian Hidayatullah dkk (2020) yang
menyoroti hubungan antara faktor pekerjaan dan aktivitas
asetilkolinesterase eritrosit, efek toksik organofosfat seperti diazinon
melibatkan penghambatan enzim AChE. Penemuan ini menekankan
bagaimana mekanisme diazinon menyebabkan efek beracun, terutama
dengan cara menghambat aktivitas AChE, yang mengakibatkan berbagai
dampak fisiologis. AChE berfungsi untuk memecah asetilkolin (ACh)
menjadi kolin dan asetat, sehingga mengatur kadar ACh di sinapsis. Ketika
diazinon menghambat AChE, terjadi akumulasi asetilkolin yang
berlebihan, yang dapat menyebabkan efek neurotoksik pada sistem saraf.
Mekanisme penghambatan ini terjadi karena diazinon berikatan dengan
residu serin pada situs aktif AChE. Proses ini mengakibatkan pembentukan
senyawa fosforilasi yang stabil, yang menghalangi enzim untuk
menjalankan fungsinya dalam memecah asetilkolin. Akibatnya, kadar
asetilkolin meningkat, yang dapat menyebabkan overstimulasi pada
reseptor kolinergik, berujung pada gejala keracunan seperti tremor, kejang,

dan bahkan kematian (Hendrawan dkk., 2023).

Gangguan Reproduksi Akibat Radikal Bebas

Radikal bebas dapat menyebabkan gangguan pada sistem reproduksi

manusia. Ketidakseimbangan antara pro-oksidan dan antioksidan dapat
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menyebabkan penyakit reproduksi seperti infertilitas (Agarwal et al.,

2012).

Radikal bebas dapat merusak makromolekul seperti lipid membran sel,
DNA, dan protein, kerusakan ini dapat mengganggu proses
spermatogenesis (Kusbandari dan Susanti, 2017). Dalam hal ini, radikal
bebas pun dapat menghasilkan ketidakseimbangan antara radikal bebas
dengan antioksidan asli, sehingga bisa menyebabkan stres oksidatif. Stres
oksidatif terjadi saat jumlah radikal bebas yang dihasilkan melebihi
kemampuan antioksidan tubuh untuk menetralkannya, sehingga dapat
menyebabkan kerusakan pada sel dan jaringan, termasuk dalam sistem

reproduksi (Yuslianti dkk., 2023).

Keberadaan radikal bebas dalam tubuh dapat menyebabkan kerusakan
pada berbagai biomolekul, termasuk DNA spermatozoa, yang berpotensi
mengakibatkan kematian sel. Hal ini disebabkan oleh kemampuan radikal
bebas untuk menyerang lipid, protein, dan DNA, yang dapat mengganggu
integritas sel dan memicu stres oksidatif (Pratama dan Busman, 2020).
Stres oksidatif yang dihasilkan dari akumulasi radikal bebas, dapat
merusak jaringan testis, terutama pada tubulus seminiferus, yang
merupakan lokasi utama proses spermatogenesis. Sitoplasma atau cairan
sel spermatogenik mengandung sejumlah enzim penyerap (scavenging
enzyme) dalam jumlah terbatas, yang tidak cukup untuk melindungi
membran plasma dari serangan radikal bebas. Akibatnya, kerusakan pada
membran plasma spermatozoa dapat terjadi, yang berujung pada

penurunan motilitas dan viabilitas spermatozoa (Agarwal et al., 2014).

Mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758))

2.4.1 Klasifikasi Mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758))

Berdasarkan klasifikasi hewan mencit (Mus musculus (Linnaeus,

1758)) (Gambar 2) sebagai berikut :
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Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata
Subphylum : Vertebrata
Class : Mammalia
Order : Rodentia
Suborder : Myomorpha
Superfamily : Muroidea
Family : Muridae
Subfamily : Murinae
Genus : Mus
Species : Mus musculus (Linnaeus, 1758)
¢ 0B
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Gambar 2. Mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) (Permatasari, 2019)

2.4.2 Deskripsi Mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758))

Mencit termasuk ke dalam kelompok hewan mamalia. Hewan
pengerat ini bersifat omnivor (pemakan segalanya) dan nokturnal
(aktif pada malam hari). Ciri-ciri umum mencit adalah memiliki
bulu tubuh berwarna putih atau keabu-abuan dengan perut yang
sedikit pucat, serta mata yang berwarna merah atau hitam. Mencit
berbentuk tubuh kecil dan berwarna putih, memiliki siklus estrus
(periode birahi) yang pendek dan teratur, yaitu antara 4-5 hari.
Mencit jantan memiliki berat badan sekitar 18-35 gram. Umumnya

mencit dapat hidup selama 1-2 tahun dan mencapai kedewasaan
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pada usia 35-60 hari. Spesies Mus musculus memiliki masa
reproduksi 1,5 tahun dengan waktu kehamilan 19-21 hari dan dapat
melahirkan 6-15 ekor anak dalam satu kelahiran. Berat dewasa
mencit rata-rata 18-35 gram, sedangkan berat lahirnya adalah 0,5-
1,0 gram. Suhu tubuh mencit berkisar antara 35-39°C dengan
pernapasan mencit 140-180 kali per menit dan detak jantung

mencit 600-650 kali per menit (Rudini dkk., 2021).

Mencit sering dipilih sebagai hewan percobaan efisien yang sering
digunakan dalam penelitian. Ini disebabkan oleh kemudahan
perawatan mencit, tidak memerlukan ruang yang besar, memiliki
masa kehamilan yang singkat, dan mampu melahirkan banyak anak
sekaligus. Mencit masuk ke dalam kategori rodentia, yang
merupakan golongan mamalia yang bisa hidup di berbagai habitat
di seluruh dunia dengan lebih dari 2.050 spesies yang telah
teridentifikasi. Mencit bisa hidup bersama dengan manusia, dan
juga dapat terlibat dalam hubungan parasitisme dan mutualisme

dengan makhluk hidup lainnya (Rudini dkk., 2021).

Mencit tersebar luas di berbagai belahan dunia, termasuk di sekitar
lingkungan manusia dan di wilayah terpencil. Keberadaan mencit
di sekitar bangunan manusia sering kali disebabkan oleh adanya
ketersediaan makanan dan tempat berteduh. Semua jenis mencit
yang sedang digunakan di laboratorium saat ini berasal dari mencit
liar yang telah melalui proses pemuliaan yang selektif (Matsumoto

etal., 2017).

Sistem Reproduksi Mencit Jantan

Sistem reproduksi jantan terdiri dari organ dan kelenjar kompleks
yang bekerja bersama untuk memastikan reproduksi yang sukses.
Komponen sistem tersebut mencakup testis untuk menghasilkan

spermatozoa, saluran untuk mengangkut spermatozoa, kelenjar
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aksesori untuk memproduksi cairan mani, dan penis untuk
mengeluarkan spermatozoa. Testis memiliki berbagai jenis sel
seperti sel spermatogenik, sel leydig, dan sel Sertoli, yang memiliki

peran penting dalam spermatogenesis (Liang et al., 2022).

A. Testis

Testis merupakan organ penting yang bertanggung jawab untuk
produksi spermatozoa dan sintesis androgen (Stopel, 2024).
Menurut studi Scharer ef al., (2004) ukuran testis dikaitkan dengan
berbagai faktor seperti strategi perkawinan, ekspresi gen, dan
seleksi seksual, serta dalam penelitiannya juga menunjukkan
bahwa ukuran testis dapat mencerminkan aktivitas proliferasi sel
testis, dan testis yang lebih besar mungkin menunjukkan

peningkatan kompetisi spermatozoa.

Pada mamalia, termasuk manusia dan hewan pengerat, testis
merupakan organ berpasangan berbentuk oval yang terletak di
dekat ginjal dan ditempatkan di skrotum di luar perut. Testis
manusia dewasa biasanya berukuran panjang antara 4,1-5,2 cm dan
lebar 2,5-3,3 cm, sedangkan testis hewan pengerat dewasa
memiliki panjang rata-rata 4,6 cm dan diameter 2,6 cm (Lupianez

etal., 2012).

Spermatogenesis, proses produksi spermatozoa, terjadi di tubulus
seminiferus testis, tempat sel germinal berinteraksi dengan sel
Sertoli untuk mendukung pematangan spermatozoa (Zou, 2023).
Sel Sertoli sangat penting dalam spermatogenesis dan
perkembangan gonad, memberikan dukungan penting untuk

diferensiasi sel germinal (Gao, 2024).

Struktur testis merupakan sistem yang kompleks yang berperan

penting dalam proses spermatogenesis. Mediastinum testis
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membagi testis menjadi sekitar 250 ruang berbentuk piramida yang
dikenal sebagai lobulus testis. Lobulus-lobulus ini saling terhubung
sehingga tidak sepenuhnya terpisah. Setiap lobulus memiliki 1-4
tubulus seminiferus, yang merupakan saluran berbentuk lingkaran
dengan diameter sekitar 150-250 um dan panjang 30-70 cm,
berperan sebagai tempat spermatogenesis (Loberant ef al., 2010).
Testis memiliki perbedaan antara satu spesies dengan spesies lain.
Contohnya, pada manusia, testis terbagi menjadi lobulus
berdasarkan septa jaringan ikat, sedangkan pada tikus, tubulus
seminiferus tidak terbagi menjadi lobulus karena tidak ada septa

(Nakata et al., 2020).

Tubulus seminiferus adalah bagian penting dalam spermatogenesis
karena memiliki beberapa lapisan yang mendukung fungsi
reproduksi testis. Lapisan pertama yang melapisi tubulus
seminiferus adalah tunika propria fibrosa, terdiri dari sel mioid dan
fibroblas. Jenis sel ini dapat mengubah ukuran tubulus seminiferus
dan membantu dalam pergerakan spermatozoa di sepanjang
tubulus. Di bawah lapisan fibrosa tunika propria, terdapat lamina
basalis yang menopang epitel germinativum, lapisan luar yang
memiliki dua jenis sel utama: sel spermatogenik dan sel Sertoli.
Sel-sel yang mengalami proses spermatogenesis berubah menjadi
spermatozoa, sedangkan sel Sertoli bertanggung jawab dalam
memberikan nutrisi untuk pertumbuhan spermatozoa (Basar dkk,

2017).
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Gambar 3. Struktur Tubulus Seminiferus (Purwoistri, 2010)
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B. Sistem Duktus

Sistem duktus dalam sistem reproduksi pria meliputi rete testis,
duktus eferen, epididimis, dan duktus deferens. Rete testis berperan
sebagai penghubung vital antara tubulus seminiferus dan saluran
eferen, mendukung pengangkutan spermatozoa. Duktus eferen
adalah saluran yang membentuk banyak jalur menuju epididimis,
berperan dalam pematangan dan penyimpanan sel spermatozoa

(Sajadi et al., 2009).

Epididimis, yang terletak di bagian dorsolateral testis, merupakan
struktur yang panjangnya membentang dari kranial ke kaudal testis.
Struktur ini terdiri dari dua duktus utama, yaitu duktus eferen dan
duktus epididimis. Epididimis terbagi menjadi tiga bagian, yaitu
kepala (kaput), badan (korpus), dan ekor (kauda). Bagian kepala
dan korpus berperan dalam pematangan spermatozoa serta
reabsorpsi air, sementara bagian ekor berfungsi sebagai tempat

penyimpanan spermatozoa (Sharma et al., 2016).

Proses pematangan spermatozoa terjadi secara bertahap di
epididimis. Spermatozoa yang masuk ke epididimis dari testis
sebagai sel yang tidak bergerak akan mengalami transformasi
menjadi sel yang bergerak dan siap untuk fertilisasi melalui proses
maturasi yang kompleks. Proses ini membutuhkan waktu beberapa
hari karena spermatozoa harus melewati berbagai bagian

epididimis (Westmuckett et al., 2014)

Epididimis bertanggung jawab untuk mengangkut dan
mematangkan spermatozoa. Fungsinya sebagai saluran bagi sel
spermatozoa, memindahkannya dari testis ke vas deferens (Heifetz
dan Wolfner, 2004). Vas deferens, juga dikenal sebagai duktus

deferens, memainkan peran penting dalam sistem reproduksi pria
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dengan mengangkut spermatozoa dari cauda epididymis ke uretra
untuk ejakulasi. Saluran ini bertugas merangsang motilitas
spermatozoa, reaksi akrosom, dan berikatan dengan zona pelusida,
selain mengatur transportasi elektrolit dan cairan. Selain itu, vas
deferens terlibat dalam proses seperti penyimpanan spermatozoa

dan pelepasan spermatozoa yang layak (Alkafafy et al., 2010).

C. Kelenjar Aksesori

Sistem reproduksi pria terdiri dari berbagai kelenjar aksesori yang
penting untuk produksi cairan spermatozoa guna mendukung
kelangsungan hidup dan motilitas spermatozoa. Kelenjar tersebut
antara lain vesikula seminalis, kelenjar prostat, kelenjar
bulbourethral, ampula, dan kelenjar preputial. Vesikula seminalis
menyumbang sekitar 70% cairan dalam air mani, sedangkan
kelenjar prostat dan bulbourethral juga mensekresi komponen
penting. Sekresi dari kelenjar aksesori ini menciptakan lingkungan
yang optimal untuk pembuahan dengan menyediakan media yang
sesuai untuk kelangsungan hidup spermatozoa dan meningkatkan

motilitasnya dalam saluran reproduksi (Marwoto dkk., 2020).

Kelenjar vesikula seminalis pada mencit berperan penting dalam
memproduksi cairan spermatozoa yang menunjang kelangsungan
hidup dan motilitas spermatozoa. Kelenjar ini terletak di atas
kelenjar prostat dan menghasilkan cairan basa kental berwarna
kekuningan. Cairan ini mengandung fruktosa yang berfungsi
sebagai sumber energi utama spermatozoa. Selain fruktosa, cairan
vesikula seminalis juga mengandung senyawa lain seperti glukosa,
asam amino, vitamin C, dan prostaglandin yang berperan sebagai

substrat metabolisme spermatozoa (Cao et al., 2023).

Kelenjar prostat pada mencit, terletak di bawah vesikula seminalis,

mengeluarkan cairan yang mengandung enzim antikoagulan dan
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asam sitrat. Sekresi ini sangat penting untuk kelangsungan hidup

dan motilitas spermatozoa (Muro et al., 2021).

D. Alat Kelamin Luar (Penis)

Alat kelamin luar atau organ sanggama pada mencit adalah penis,
yang bertanggung jawab untuk buang air kecil dan pengendapan air
mani ke dalam saluran reproduksi wanita. Terdiri dari corpus

cavernosum, corpus spongiosum, dan glans penis (Alsayed, 2024).

E. Spermatogenesis

Mitosis i Spermatogonium, 2n

Y Yy L.

Gambar 4. Proses Spermatogenesis (Lefaan, 2014)

Spermatogenesis adalah proses yang melibatkan proliferasi dan
diferensiasi spermatogonia menjadi spermatozoa di dalam tubulus
seminiferus. Pada mencit, satu siklus lengkap spermatogenesis
berlangsung sekitar 35-36 hari, dengan setiap siklus memakan
waktu sekitar 8-9 hari. Durasi ini mencakup jangka waktu spesifik
untuk berbagai fase: 8 hari untuk transformasi spermatogonia A
menjadi spermatosit primer, 12,5 hari untuk meiosis spermatosit
primer dan sekunder, 9,5 hari untuk fase spermatid, dan 5,5 hari

untuk pematangan (Cordeiro et al., 2021 ).

Spermatogenesis terbagi menjadi tiga tahap utama:

spermatositogenesis, meiosis, dan spermiogenesis. Tahap pertama,
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spermatositogenesis, melibatkan pembelahan mitosis dari sel
spermatogonia A menjadi spermatogonia B, yang kemudian
bermitosis menjadi spermatosit primer. Pada tahap kedua,
spermatosit primer mengalami pembelahan meiosis menjadi
spermatosit sekunder. Spermatosit sekunder kemudian mengalami
pembelahan meiosis membentuk spermatid yang haploid, di mana
tiap spermatosit primer dapat menghasilkan empat spermatid.
Spermatid tersebut kemudian menuju tahap spermiogenesis, di
mana terjadi transformasi morfologis yang signifikan hingga

terbentuknya spermatozoa matang (Minamino et al., 2021).

Spermiogenesis adalah tahap transformasi spermatid bulat menjadi
spermatozoa memanjang dengan struktur berbeda seperti kepala,
leher, dan ekor. Proses ini ditandai dengan berbagai perubahan
pada tingkat sel, termasuk pembentukan kembali spermatid,
kondensasi inti, dan perkembangan flagella (Struijk et al., 2018).
Spermiogenesis pada mencit melibatkan 16 tahap yang didasarkan
pada perubahan pada akrosom dan nukleus, yang dibagi menjadi
empat fase utama: fase golgi (tahap 1-3), fase tudung (tahap 4-7),
fase akrosom (tahap 8-12), dan fase pematangan (tahap 13-16).
Tahap ini merupakan proses penting dalam perkembangan
spermatozoa, di mana spermatid mengalami transformasi menjadi
spermatozoa yang matang. Setelah spermiogenesis, proses
dilanjutkan ke tahap spermiasi, di mana spermatozoa dilepaskan ke

dalam lumen tubulus seminiferus Yokota et al. (2021).

F. Spermatozoa

Spermatozoa, sel reproduksi pria, terdiri dari tiga bagian utama:
kepala, leher, dan ekor. Panjang total spermatozoa pada tikus

sekitar 1.226 um, dengan kepala berbentuk kait (Yuan et al., 2015).
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Kepala spermatozoa dilindungi oleh lapisan protoplasma atau galea
capitis serta terdiri dari nukleus dan akrosom. Selama proses
spermatogenesis, inti kepala spermatozoa berisi materi genetik
(DNA) yang terkondensasi menjadi kromatin padat. Kromatin yang
padat dan seragam ini dilindungi oleh membran plasma dan

selubung inti (Hilia et al., 2023).

Akrosom mengandung sejumlah enzim yang vital untuk proses
fertilisasi. Enzim-enzim ini termasuk hialuronidase, corona
penetrating enzyme (CPE), dan akrosin. Hialuronidase berperan
dalam menembus lapisan terluar ovum, corona penetrating enzyme
(CPE) membantu menembus lapisan tengah ovum, sedangkan
akrosin berfungsi untuk menembus lapisan dalam ovum, zona

pelusida (Fannessia et al., 2015).

Spermatozoa mengalami pematangan yang penting di epididimis,
di mana terjadi perubahan secara morfologi, fisiologi, biokimia,
dan metabolisme. Salah satu perubahan morfologi yang terjadi
adalah proses hilangnya cytoplasmic droplet pada spermatozoa.
Cytoplasmic droplet merupakan sisa sitoplasma yang masih
melekat pada spermatozoa dan merupakan tanda dari proses

pematangan spermatozoa (Varesi ef al., 2013).

Keberadaan cytoplasmic droplets pada spermatozoa
mengindikasikan kematangan yang belum sempurna dan dapat
mengakibatkan penurunan fertilitas spermatozoa. Proses
pematangan melibatkan perubahan dalam bentuk akrosom dan
kapasitas motilitas. Cytoplasmic droplets adalah sisa sitoplasma
spermatid yang ditemukan pada sel spermatozoa selama
spermatogenesis, mewakili perubahan fisiologis signifikan pada
spermatozoa selama pematangan. Cytoplasmic droplets

mengandung komponen unik seperti lipid, RNA, dan enzim yang
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dapat mempengaruhi motilitas spermatozoa. Spermatozoa dengan
cytoplasmic droplets yang tertahan mungkin menghambat
motilitasnya, sehingga mempengaruhi kemampuannya untuk

membuahi sel telur (Angrimani et al., 2017).

G. Konsentrasi Spermatozoa

Konsentrasi spermatozoa dianggap normal pada pria apabila
jumlahnya melebihi 20 juta per mililiter. Seorang laki-laki
dianggap tidak subur jika memiliki kurang dari 20 juta
spermatozoa per mililiter atau diklasifikasikan sebagai
oligozoospermia. Jumlah normal spermatozoa pada mencit (Mus
musculus (Linnaeus, 1758)) adalah sekitar 50 juta per milliliter

(Dey et al., 2019).

H. Motilitas Spermatozoa

Motilitas spermatozoa merupakan kualitas gerak dari spermatozoa
yang mencakup tipe pergerakan dan kecepatan gerak. Penilaian
motilitas spermatozoa umumnya dilakukan melalui uji mikroskopis

untuk mengevaluasi daya gerak spermatozoa (Nahdiyah et al.,
2020).

Motilitas spermatozoa dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor
seperti waktu pemeriksaan setelah ejakulasi, jarak antar ejakulasi,
suhu, komposisi ionik, radiasi elektromagnetik, spesies oksigen
reaktif (ROS), viskositas, pH, tekanan osmotik, aspek imunologi,
serta aspek imunologi. sebagai faktor yang merangsang atau
menghambat motilitas. Salah satu faktor penting yang dapat
mengganggu motilitas spermatozoa adalah kerusakan yang
disebabkan oleh ROS, yang dapat menghambat reaksi akrosomal
dan mempengaruhi integritas ekor spermatozoa, yang keduanya

penting untuk motilitas spermatozoa (Jansen et al., 2014).
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Kadar ROS yang tinggi dapat memiliki dampak yang merugikan
pada motilitas spermatozoa melalui kerusakan membran
mitokondria. ROS memiliki kemampuan untuk merusak membran
mitokondria, yang pada gilirannya dapat menyebabkan gangguan
pada fungsi potensial mitokondria. Hal ini kemudian akan
mengganggu motilitas spermatozoa karena energi yang dibutuhkan
untuk motilitas spermatozoa disuplai dalam bentuk ATP yang
dihasilkan oleh mitokondria pada badan ekor (Kowsar et al., 2021).
ROS dapat menyebabkan kerusakan pada membran mitokondria
dan mengganggu produksi ATP, yang merupakan sumber energi
utama bagi motilitas spermatozoa. Selain itu, peningkatan produksi
ROS juga dapat merusak DNA mitokondria, produksi ATP, dan
ketersediaan energi, yang pada akhirnya dapat mengurangi
motilitas spermatozoa dan kemampuan fertilisasi (Yan et al.,

2017).

I. Viabilitas Spermatozoa

Viabilitas spermatozoa adalah proporsi spermatozoa hidup dalam
semen. Menurut Bria (2021), viabilitas spermatozoa merupakan
kemampuan spermatozoa untuk tetap hidup sejak awal
penyimpanan hingga mati, di mana spermatozoa hidup tidak
menyerap warna pada bagian kepalanya. Penilaian viabilitas
spermatozoa dilakukan dengan menggunakan pewarna eosin-
negrosin, di mana sel mati akan menyerap zat warna. Metode ini
memungkinkan untuk membedakan antara spermatozoa hidup dan
mati. Selain itu, spermatozoa hidup tetapi tidak motil juga dapat
mengindikasikan adanya kelainan struktur pada flagel spermatozoa.
Pengamatan viabilitas dilakukan dengan menghitung persentase
spermatozoa hidup dari jumlah total spermatozoa yang diamati di

bawah mikroskop perbesaran 400x (Zuhdi dan Ducha, 2021).
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J. Morfologi Spermatozoa

Abnormalitas pada spermatozoa, seperti teratozoospermia, dapat
terjadi baik sebagai abnormalitas primer yang terjadi selama
spermatogenesis maupun sebagai abnormalitas sekunder yang
terjadi pada proses pematangan di epididimis. Abnormalitas primer
meliputi berbagai bentuk seperti kepala besar, kepala kecil, kepala
rangkap, ekor rangkap, dan ekor menggulung. Sementara itu,
abnormalitas sekunder dapat berupa masih terdapatnya cytoplasmic
droplet pada spermatozoa. Spermatozoa dianggap fertil jika
memiliki jumlah spermatozoa abnormal di bawah 40%, dan
morfologi normal yang kurang dari 4% disebut teratozoospermia

(Atmoko, 2024).

Gambar 5. Struktur Spermatozoa ; a: kepala, b: bagian
tengah, c. ekor. (Susetyarini, 2018)

2.5 Tumbuhan Kemangi (Ocimum basilicum Linn.)

2.5.1 Klasifikasi Tumbuhan Kemangi
Ocimum basilicum Linn. atau biasa disebut dengan nama kemangi
berdasarkan klasifikasi menurut Verma (2016), adalah sebagai

berikut :

Kingdom : Plantae
Sub-Kingdom : Tracheobionta
Divisio : Spermatophyta
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Sub-Divisi ~ : Angiospermae

Classis : Magnoliopsida

Ordo : Lamiales

Familia : Lamiacae

Genus : Ocimum

Species : Ocimum basilicum Linn.

Ocimum basilicum Linn. dalam bahasa lain biasa disebut sebagai
Inggris “lemon basil”, Indonesia “kemangi”, dan untuk penyebutan
di Indonesia juga beragam seperti : Sunda “serawung”, Ternate
“lufe-lufe”, Jawa Tengah “kelampes”, Tapanuli“bane-bane”,

Makassar “camangi” (Mead, 2014).

Deskripsi Tumbuhan Kemangi

Kemangi (Ocimum basilicum) adalah tumbuhan yang sering
ditemukan di berbagai habitat, termasuk pinggir sawah,
persawahan kering, taman, dan hutan terbuka. Tumbuhan ini dapat
tumbuh di daerah dataran rendah hingga ketinggian 1.100 meter di
atas permukaan laut, dan biasanya tumbuh antara pertengahan
Februari hingga akhir September, dengan masa berbunga sekitar

bulan April (Hadi, 2023).

Gambar 6. Tumbuhan Kemangi (Wijaya, 2022)

Kemangi (Ocimum basilicum) adalah tumbuhan herba yang umum
ditemukan di iklim tropis, dengan tinggi mencapai antara 0,3

hingga 1,5 meter. Tumbuhan ini memiliki sistem perakaran
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tunggang yang kuat, yang mendukung pertumbuhannya di berbagai
jenis tanah. Kemangi termasuk dalam kategori tumbuhan semak
atau herba tegak, dengan tajuk yang membulat dan cabang yang
banyak, serta dikenal karena baunya yang sangat harum (Hadi,
2023). Batang kemangi memiliki karakteristik yang khas; batang
utamanya sering kali tidak jelas, berwarna hijau keunguan saat
muda, dan dapat berubah menjadi kecoklatan saat sudah tua.
Batang ini berkayu, segiempat, dan memiliki alur, yang
memberikan tampilan yang unik pada tumbuhan ini. Selain itu,
batang kemangi juga dapat berbulu, meskipun kadang tidak
(Guntur dkk., 2021).

Daun kemangi, yang dikenal sebagai Ocimum basilicum atau
Ocimum sanctum, memiliki karakteristik morfologi yang khas.
Daun ini tersusun secara berhadapan, dengan bentuk helaian yang
bervariasi dari bulat telur hingga lonjong-elips, dan memiliki ujung
yang bisa runcing atau tumpul. Pangkal daun berbentuk kerucut
membulat, serta permukaan daun yang berbulu halus di kedua sisi.
Tepi daun dapat ditemukan dalam variasi, mulai dari sedikit

bergerigi hingga bergelombang atau rata (Maksumah dkk., 2021).

Bunga tumbuhan kemangi, yang dikenal sebagai Ocimum
basilicum, memiliki karakteristik morfologi yang unik. Bunga ini
bersifat hermafrodit dan tersusun pada tangkai bunga yang tegak
lurus, dengan warna putih dan aroma harum yang ringan. Bunga
kemangi biasanya muncul dalam bentuk majemuk, dengan warna
yang bervariasi antara ungu dan hijau. Mahkota bunga berwarna
putih, di mana benang sari terletak di pangkal mahkota, dan putik
yang bercabang namun tidak simetris (Hadi, 2023). Buah kemangi
berwarna coklat tua dan berbentuk kotak, yang masing-masing
mengandung empat biji. Biji kemangi memiliki ukuran kecil, keras,
dan berwarna hitam, yang merupakan ciri khas dari spesies ini

(Walewangko dkk., 2019). Keberadaan biji yang kecil dan keras ini
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memungkinkan kemangi untuk berkembang biak dengan efisien,
serta memberikan kontribusi pada penyebaran tanaman ini di

berbagai habitat.

Kandungan Tumbuhan Kemangi

Menurut studi yang dilakukan oleh Tandi dkk., (2019), ekstrak
etanol dari daun kemangi memiliki kandungan saponin, tanin, dan
flavonoid. Dalam studi yang dilakukan oleh Ginting (2004),
minyak atsiri, alkaloid, tanin, saponin, flavonoid, dan triterpenoid

adalah senyawa aktif yang terdapat dalam ekstrak daun kemangi.

Daun kemangi (Ocimum basilicum) dan biji selasih ungu (Ocimum
sanctum) memiliki berbagai senyawa kimia yang berpotensi untuk
digunakan dalam berbagai aplikasi, termasuk sebagai larvasida dan
dalam pengobatan tradisional. Minyak atsiri yang dihasilkan dari
daun kemangi mengandung sejumlah senyawa aktif, termasuk
aldehida, alkaloid, asam askorbat, beta-karoten, dan fenol (Guntur
dkk., 2021). Senyawa-senyawa ini tidak hanya memberikan aroma
yang khas tetapi juga memiliki aktivitas biologis yang signifikan,
termasuk sifat antibakteri dan antijamur. Sementara itu, biji selasih
ungu mengandung lemak, asam linoleat, asam oleat, asam palmitat,
dan protein, yang berkontribusi pada nilai gizi dan potensi

terapeutiknya (William, 2022).

Manfaat Tumbuhan Kemangi

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Sholihin (2024),

disebutkan bahwa ekstrak daun kemangi bisa meningkatkan
kualitas spermatozoa pada mencit yang terpapar asap rokok.
Diketahui asap rokok mengandung radikal bebas yang dapat

merusak sel-sel reproduksi. Dalam studi ini, kemangi berperan
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sebagai antioksidan melindungi spermatozoa dari kerusakan oleh

radikal bebas karena mengandung flavonoid dan tanin.

Dalam penelitian yang dilakukan oleh Mahidin dkk., (2018),
ditemukan bahwa pemberian ekstrak etanol daun kemangi dapat
meningkatkan jumlah sel spermatogenik pada mencit yang
diinduksi monosodium glutamat (MSG). Penelitian menunjukkan
bahwa MSG bisa menyebabkan kerusakan oksidatif pada testis,
tetapi kemangi dapat membantu mengurangi dampak buruk itu
sambil meningkatkan jumlah sel spermatogenik. Ini menunjukkan
bahwa kemangi bisa membantu memulihkan dan meningkatkan

gangguan dalam proses spermatogenesis.

Menurut studi yang dilakukan oleh Desi dkk., (2018), yang
meneliti pengaruh ekstrak kemangi terhadap motilitas spermatozoa
pada mencit yang juga diinduksi MSG. Hasilnya menunjukkan
bahwa ekstrak kemangi dapat mencegah penurunan motilitas
spermatozoa, yang merupakan faktor penting dalam kesuburan. Hal
tersebut menunjukkan bahwa kemangi tidak hanya meningkatkan
jumlah sel spermatogenik tetapi juga kualitas spermatozoa itu

sendiri.

Selain itu, kemangi juga diketahui dapat meningkatkan nafsu
makan dan membantu sistem pencernaan. Senyawa bioaktif dalam
kemangi, seperti asam rosmarinat, memiliki sifat anti-inflamasi dan
antioksidan yang dapat menunjang kesehatan pencernaan (Rani,
2024). Studi menunjukkan bahwa ekstrak daun kemangi dapat
membantu mengurangi stres oksidatif yang dapat menyebabkan
gangguan pencernaan, sehingga meningkatkan nafsu makan dan

fungsi pencernaan secara keseluruhan. (Badiana et al., 2021)

Kemangi juga bermanfaat untuk membantu meredakan kesulitan
bernapas. Kandungan yang terdapat dalam daun kemangi dapat

bertindak sebagai antispasmodik, membantu mengendurkan otot-
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otot saluran pernapasan dan mengurangi gejala sesak napas (Rani,
2024). Juga, kemangi berperan dalam kesehatan jantung karena
senyawa antioksidannya dapat mengurangi peradangan dan risiko

penyakit jantung (Kacaniova et al., 2022).

Kemangi dapat berguna untuk meredakan panas tubuh selama
demam. Beberapa studi telah menemukan bahwa kemangi
memiliki sifat antipiretik, yang bisa membantu menurunkan
demam dengan cara meningkatkan produksi keringat serta

mengontrol suhu tubuh (Rani, 2024).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September - November 2024.
Penelitian diawali dengan pembuatan ekstrak daun kemangi (Ocimum
basilicum L.) di Laboratorium Botani Jurusan Biologi, Fakultas Matematika
dan [lmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Kemudian proses
aklimatisasi hewan uji bertempat di Rumah Pemeliharaan Hewan Uji
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan I[lmu Pengetahuan Alam,
Universitas Lampung. Kemudian untuk proses pembedahan dan pengamatan
spermatozoa mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) dilaksanakan di
Laboratorium Zoologi Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan [lmu

Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam kegiatan penelitian ini adalah 25 unit
kandang mencit beserta penutup berbahan dasar kawat 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, hemositometer untuk menghitung

jumlah spermatozoa mencit, mikroskop untuk melakukan pengamatan
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terhadap parameter penelitian, 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, oven untuk mengeringkan daun kemangi,
evaporator yang digunakan untuk mengekstraksi daun kemangi, gelas
ukur yang digunakan untuk mengukur banyaknya etanol yang
dibutuhkan, hot plate, pipet tetes untuk membantu proses pengambilan
cairan, tabung reaksi yang digunakan untuk menampung filtrate 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, gelas objek
dan kaca penutup untuk membantu proses pengamatan, mikroskop
binokuler, 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 kegiatan penelitian ini adalah hewan uji
berupa mencit (Mus musculus (Linnaeus, 1758)) jantan usia 2-3 bulan
dengan berat 30-35 gram yang berasal dari Mice Breeder “Berkah
Mencit Lampung”, 500 gram daun kemangi yang diperoleh dari Pasar
Jatimulyo, Kabupaten Lampung Selatan, etanol (Prime Grade Ethyl
Alcohol), sekam padi yang diperoleh dari Tanaman Hias, Kayu Manis
digunakan untuk alas litter kandang mencit, pakan mencit ( BR 2) untuk
pakan mencit, air mineral (Tripanca) untuk minum mencit, eosin-Y
0,05% untuk membantu proses pengamatan viabilitas spermatozoa,
NaCl 0,9% yang diproduksi oleh PT. Otsuka Indonesia yang digunakan
untuk membantu proses pengamatan jumlah dan motilitas spermatozoa,
kloroform (MSURE) sebagai obat bius mencit, pestisida Diazinon 600
EC yang digunakan sebagai pemicu terbentuknya ROS, dan aquabidest
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(Onemed) sebagai pelarut diazinon dan ekstrak etanol daun kemangi

(Ocimum basilicum Linn.).

3.3.  Prosedur Penelitian
3.3.1. Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan secara eksperimental dengan menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang homogen. Penerapan
perlakuan terhadap hewan uji dilakukan secara acak dengan 5
kelompok perlakuan yang masing-masing terdiri dari 5 ulangan,
sesuai dengan rumus Federer (1991) yang menetapkan bahwa (t-1)
(n-1) harus > 15.

Perlakuan (t-1) (n-1) >15

(5-1)(n-1) >15

4(-1) =15
4n—4 =15
4n >15+4
19
n = =475=5

Satuan percobaan : 5x5 = 25 mencit jantan yang homogen, untuk
mengantisipasi kematian hewan uji, setiap perlakuan diberikan
tambahan 1 ekor mencit cadangan. Sehingga terdapat 30 mencit

jantan yang digunakan sebagai hewan uji.



33

Adapun rancangan penelitian yang digunakan adalah sebagai

berikut:

P1U3 Kou4 P3U2 Kiul P2U4

P3U1 P2U2 Kiu4 P2U3 KouS

K1U3 P1U5 Kou1l P3US5 K1u2

Kou2 P3U3 P2U5 P1U4 P1U1

P2U1 K1U5 P1U2 P3U4 KOu3

Gambar 7. Skema Rancangan Acak

Keterangan

KO : Kontrol Ul : Ulangan 1

K1 : Kontrol Negatif U2 : Ulangan 2

Pl : Perlakuan 1 U3 : Ulangan 3

P2 : Perlakuan 2 U4 : Ulangan 4

P3 : Perlakuan 3 Us : Ulangan 5

Tabel 1. Kelompok Perlakuan dan Pemberian Dosis

No Perlakuan (P) Pemberian Dosis Keterangan

1 Ko Mencit diberi larutan Kelompok
aquabidest 0,3 ml Kontrol

2 K- Mencit diinduksi 0,3 ml Kelompok
larutan diazinon dengan Kontrol
takaran 1,2 mg/30grBB Negatif
selama 5 hari

3 P1 Mencit diinduksi 0,3 ml Kelompok

larutan diazinon dengan

takaran 1,2 mg/30grBB

selama 5 hari, kemudian

diberi ekstrak etanol daun

kemangi dengan dosis 3

mg/30grBB selama 30 hari

Perlakuan 1
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Lanjutan Tabel 1. Kelompok Perlakuan dan Pemberian Dosis

No Perlakuan (P) Pemberian Dosis Keterangan
4 P2 Mencit diinduksi 0,3 ml Kelompok
larutan diazinon dengan Perlakuan 2

takaran 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 Kelompok
larutan diazinon dengan Perlakuan 3
takaran 1,2 mg/30grBB
selama 5 hari, kemudian
diberi ekstrak etanol daun
kemangi dengan dosis 9

mg/30grBB selama 30 hari

Persiapan Hewan Uji

Pada penelitian ini menggunakan mencit jantan sebanyak 30 ekor
yang memiliki berat badan sekitar 30-35 gram dan berumur sekitar
2-3 bulan yang diperoleh dari Mice Breeder “Berkah Mencit
Lampung”. Disiapkan 30 kandang yang telah dibersihkan dan diberi
alas sekam padi beserta penutup kandangnya. Mencit diaklimatisasi
terlebih dahulu di kandang selama 7 hari dengan pemberian pakan
berupa pelet dan 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, metode maserasi digunakan untuk memperoleh

ekstrak etanol dari daun kemangi. Cara kerja maserasi adalah
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ekstraksi senyawa aktif dengan merendam sampel dalam pelarut
selama beberapa hari (Ansel, 1989). Daun kemangi (Ocimum
basilicum Linn.) yang digunakan adalah daun yang dipetik dari
tangkai daun ketiga dan kelima dari bagian pucuk, dipilih daun yang
masih berwarna hijau segar (Evita dkk, 2022). Tujuannya adalah
untuk memperoleh senyawa metabolit sekunder dengan kandungan
yang optimal, karena diketahui bahwa daun muda bagian ujung
pucuk dan daun yang sudah layu serta menguning cenderung
memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder yang rendah. Daun
kemangi yang digunakan pada penelitian ini diidentifikasi
berdasarkan karakteristik morfologinya. Tanaman ini memiliki
batang berbentuk persegi dengan tinggi mencapai 30-60 cm.
Daunnya berbentuk oval dengan tepi bergerigi halus, berwarna hijau
cerah, dan memiliki aroma khas yang kuat. Bunga kemangi tersusun
dalam tandan dengan warna putih atau ungu muda. Identifikasi juga
dilakukan dengan memperhatikan keberadaan trikoma pada
permukaan daun dan batang yang menjadi ciri khas spesies Ocimum
basilicum Linn. Daun kemangi diperoleh dari Pasar Jatimulyo,
Kecamatan Jati Agung, Kabupaten Lampung Selatan, Provinsi

Lampung, Indonesia.

Daun kemangi segar sebanyak 6 kg dicuci menggunakan air
mengalir untuk menghilangkan sisa-sisa debu dan mencegah
kontaminasi. Kemudian, daun kemangi dikeringkan dengan cara
dijemur pada pukul 09.00 WIB sampai 17.00 WIB di bawah sinar
matahari dan ditutupi kain hitam agar menyerap panas secara optimal
dan mencegah kotoran menempel. Daun kemangi yang telah
mengering akan dihaluskan dengan menggunakan blender agar dapat
dijadikan serbuk simplisia. Kemudian, simplisia daun kemangi
direndam dalam etanol 96% selama tiga hari dan diaduk secara
merata untuk proses maserasi. Daun kemangi dicampur dengan

etanol 96% lalu disaring dengan kertas saring untuk mendapatkan
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maserat 1. Ampas direndam kembali dalam etanol 96% selama dua
hari, kemudian disaring untuk mendapatkan maserat 2. Maserat 1
dan 2 diinapkan semalam kemudian dipisahkan dari residunya
dengan alat evaporator pada suhu 50°C, diikuti dengan
mengkonsentrasikan ekstrak menggunakan hot plate sehingga

menghasilkan ekstrak etanol daun kemangi yang kental.

Dalam membuat larutan stok ekstrak daun kemangi untuk 1 minggu
pemakaian maka dilakukan perhitungan, yaitu dengan menghitung
berapa jumlah mencit yang akan diberi ekstrak serta berapa hari
waktu pemberiannya. Terdapat 3 kelompok perlakuan yang akan
diberi ekstrak yaitu P1, P2, dan P3. Dosis tiap perlakuan pun
berbeda-beda sesuai dosis yang sudah ditentukan. Jumlah mencit
yang akan diinduksi yaitu ada 1 kelompok perlakuan yang terdiri

dari 6 mencit dan waktu penginduksian untuk 7 hari.

Tabel 2. Larutan Stok Ekstrak Etanol Daun Kemangi Selama 7 Hari

Kelompok Ekstrak Kental Aquabidest
Perlakuan Kemangi
P1 126 mg 12,6 ml
P2 252 mg 12,6 ml
P3 378 mg 12,6 ml

Maka untuk larutan stok P1 dilakukan perkalian 6 mencit dengan
waktu 7 hari yaitu 42 lalu dikali dengan dosis 3 mg yang
menghasilkan 126 mg ekstrak kemangi (kental) yang akan dipakai.
Pada larutan stok P2 dilakukan perkalian 6 mencit dengan waktu 7
hari yaitu 42 lalu dikali dengan dosis 6 mg yang menghasilkan 252
mg ekstrak kemangi (kental) yang akan dipakai. Serta pada P3
dilakukan perkalian juga yaitu 42 dikali dengan dosis 9 mg yang
menghasilkan 378 mg ekstrak kemangi (kental) yang akan dipakai.

Kemudian ekstrak kental kemangi tersebut dicampur dengan pelarut
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aquabidest dengan persentase 1% dari bobot hewan yaitu sekitar 0,3
ml per mencit dikali dengan 42 yang menghasilkan 12,6 ml
aquabidest (pelarut) persatu kelompok perlakuannya yang akan
dipakai. Lalu kedua bahan tersebut dihomogenkan dalam gelas ukur
setelah itu ditutup dengan plastic wrap dan alumunium foil agar tidak

menguap.
Induksi Larutan Diazinon

Mencit diinduksi larutan diazinon dengan dosis 40 mg/kgBB per hari
secara oral selama 5 hari, yang dimana diazinon dilarutkan dalam
aquabidest untuk mencapai dosis yang diinginkan, karena memiliki
tingkat kelarutan yang tinggi dalam lemak dan rendah dalam air
(Moshiri et al., 2013). Menurut penelitian yang dilakukan oleh
Wulandari dkk. (2007), pemberian dosis diazinon 40 mg/kgBB
kepada tikus selama 5 hari telah terbukti dapat mengakibatkan
kongesti, piknosis, dan nekrosis pada jaringan. Hewan percobaan
yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit jantan berbobot
30 gram sehingga perlu mengonversi dosis diazinon terlebih dahulu.
Persentase pelarut yang dipakai sesuai rute pemberian oral adalah 1%
dari bobot hewan uji (Yoriyuliandra, 2012), dengan takaran diazinon
sebesar 1,2 mg/30grBB per hari secara oral selama 5 hari yang

dicekok menggunakan sonde lambung.

Tabel 3. Larutan Stok Diazinon Selama 5 Hari

No. Bahan Jumlah Yang Dibutuhkan
1 Diazinon 144 mg
2 Aquabidest 36 ml

Untuk membuat larutan stok diazinon maka dilakukan perhitungan,
yaitu dengan menghitung berapa jumlah mencit yang akan diinduksi
diazinon serta berapa hari waktu penginduksiannya. Jumlah mencit
yang akan diinduksi yaitu ada 4 kelompok perlakuan yang terdiri

dari 24 mencit dan waktu penginduksian sekitar 5 hari. Maka
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dilakukan perkalian 24 mencit dengan waktu 5 hari yaitu 120 lalu
dikali dengan takaran 1,2 mg/30grBB mencit yang menghasilkan 144
mg diazinon (bubuk) yang akan dipakai. Kemudian bubuk diazinon
tersebut dicampur dengan pelarut aquabidest dengan persentase 1%
dari bobot hewan yaitu sekitar 0,3 ml per mencit dikali dengan 120
yang menghasilkan 36 ml aquabidest (pelarut) yang akan dipakai.
Lalu kedua bahan tersebut dicampurkan dalam gelas ukur setelah itu

ditutup dengan plastic wrap dan alumunium foil agar tidak menguap.

Penginduksian Ekstrak Etanol Daun Kemangi

Pada penelitian ini, ekstrak etanol daun kemangi diberikan dengan
dosis 100mg/kgBB, 200mg/kgBB, dan 300mg/kgBB per hari secara
oral selama 5 hari, sesuai dengan studi Sholihin dan Ducha (2024)
mengenai pengaruh daun kemangi terhadap spermatozoa mencit
yang terpapar asap rokok. Dalam penelitian ini, mencit jantan
berbobot 30 gram digunakan, sehingga perlu mengkonversi dosis
tersebut untuk memperoleh dosis yang dikehendaki. 1% dari berat
badan hewan uji digunakan sebagai persentase larutan aquabidest
menurut rute oral (Yoriyuliandra, 2012). Jadi jumlah ekstrak etanol
daun kemangi yang diberikan dalam percobaan ini adalah
3mg/30grBB, 6mg/30grBB, dan 9mg/30grBB. Terapi ekstrak daun
kemangi menggunakan sonde lambung dilakukan selama 30 hari
setelah penginduksian larutan diazinon. Pemberian ekstrak daun
kemangi dilakukan karena daun kemangi mengandung senyawa
bioaktif yang dipercaya bermanfaat sebagai antioksidan dan bisa
meningkatkan proses spermatogenesis akibat kerusakan sel dari efek
radikal bebas yang disebabkan oleh induksi larutan diazinon (Anzila

dkk, 2017).

Pemberian Perlakuan

Sebelum perlakuan dimulai, berat badan mencit akan disesuaikan

terlebih dahulu dengan menimbangnya, perlakuan dilakukan pada
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jam 08.00 pagi WIB. Kemudian dilakukan pemberian larutan
diazinon secara oral sekali sehari, selama lima hari berturut-turut
dikarenakan dalam durasi ini sudah cukup untuk menimbulkan
perubahan morfologis yang signifikan pada sel-sel organ tersebut,
pemberian yang lebih lama dapat berisiko meningkatkan akumulasi
metabolit berbahaya ini, yang dapat memperburuk efek toksik (Tegar
dkk, 2019), kemudian pada hari ke-6 dilakukan terapi dengan ekstrak
etanol daun kemangi sekali sehari selama 30 hari. Dalam penelitian
ini, perlakuan dilakukan selama 35 hari disesuaikan dengan siklus
spermatogenik mencit yang berlangsung selama 35 hari (Busman
dkk, 2018). Mencit jantan dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan

dengan setiap kelompok terdiri dari 5 ekor mencit.

Parameter Penelitian

Parameter yang diamati pada penelitian ini diantaranya yaitu jumlah,
viabilitas, motilitas, dan morfologi spermatozoa. Pengamatan
spermatozoa dilakukan di bawah mikroskop cahaya dengan
perbesaran 40 x 10 dengan menghitung jumlah spermatozoa dalam
haemocytometer improved neubauer, melihat spermatozoa yang
tidak terwarnai untuk parameter viabilitas, menghitung spermatozoa
yang tidak bergerak untuk parameter motilitas, dan melihat bentuk

abnormal spermatozoa untuk parameter morfologi.

Pengambilan Data

Mencit dibedah pada hari ke-36 dengan menggunakan kloroform
sebagai bius dalam toples kaca yang tertutup setelah hewan
dipuasakan semalaman. Lalu, pembedahan dilakukan dari pangkal
penis menuju ke tubulus proksimal (sekitar setengahnya), setiap
kelebihan lemak atau jaringan ikat dipisahkan dari organ sampel
(Kanedi et al, 2016). Setelah mencit dibedah, diambil bagian cauda

epididimis dengan cara memotong bagian bawah epididimis lalu
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dipindahkan dan dibersihkan dengan larutan fisiologis, lalu
diletakkan di cawan petri yang telah diisi dengan 1 ml NaCl 0.9%,
kemudian disusun dengan pinset agar cairan spermatozoa bisa
terpisah dari cauda epididimis. Setelah terjadi pemisahan cairan
semen dari epididimis, larutan diaduk hingga homogen. Untuk
membuat larutan stok semen yang akan dipakai untuk 4 parameter
maka siapkan 8 ml NaCl 0,9% yang sudah disiapkan di cawan petri,
lalu ditaruh cauda epididimis dan diurut hingga mengeluarkan cairan
semen pada cawan petri tersebut, lalu dihomogenkan, maka 8 ml

larutan semen siap dipakai.

a. Perhitungan Jumlah Spermatozoa

Jumlah spermatozoa dapat dilihat dengan menggunakan mikroskop
cahaya. Spermatozoa yang telah dihomogenkan dalam 8§ ml NaCl
0,9% kemudian diambil sebanyak 1 ml dan dimasukkan ke dalam
haemocytometer improved neubauer serta ditutup dengan kaca
penutup. Di bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 40x10,
hemositometer diletakkan dan dihitung jumlah spermatozoa pada 5
kotak kamar hitung. Dilakukan perhitungan jumlah spermatozoa

dengan rumus sebagai berikut:

1x10XN 3
Jumlah spermatozoa : 0.1 x4 x /mL

Keterangan:

N = Jumlah spermatozoa yang dihitung pada kotak A, B, C,
D, dan E (Gambar 8) (Elwinda dkk, 2011)
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Gambar 8. Haemocytometer Improved Neubauer (Elwinda, 2011)

b. Viabilitas Spermatozoa

Larutan spermatozoa diambil sebanyak satu tetes (1 ml) dengan
menggunakan pipet tetes dan diletakkan di atas kaca objek.
Sampel kemudian ditetesi dengan satu tetes larutan eosin-Y 0,5%
dan ditutup dengan kaca penutup. Setelah 1-2 menit, sampel
diamati melalui mikroskop dengan perbesaran 40x10. Persentase
jumlah spermatozoa hidup dapat diketahui dengan menghitung
jumlah spermatozoa hidup dari 100 spermatozoa pada 5 lapang
pandang untuk setiap ulangan. Spermatozoa yang hidup tidak
harus bergerak tetapi memiliki kepala tanpa warna, sementara
yang mati akan berwarna merah. Pada parameter viabilitas
disiapkan larutak stok eosin 0,5% terlebih dahulu dengan
menghitung jumlah (ml) eosin yang akan dipakai yaitu 1 ml
/mencit dikalikan dengan jumlah mencit yang akan diamati yaitu
25 ekor, yang menghasilkan 25 ml larutan eosin yang akan

dipakai.

a
%viabilitas = a+b x 100%

Keterangan:

a = jumlah spermatozoa yang tidak terwarnai (100)

b = spermatozoa yang terwarnai (mati) (WHO, 1988).
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c. Motilitas Spermatozoa

Larutan spermatozoa diambil sebanyak satu tetes (1 ml)
menggunakan pipet tetes dan diteteskan pada object glass
kemudian ditutup dengan kaca penutup. Perhitungan motilitas
spermatozoa dilakukan dengan menghitung persentase
spermatozoa yang bergerak di bawah mikroskop Cahaya pada 5
lapang pandang dengan perbesaran 40x10.

Persentase jumlah spermatozoa motil ditentukan dengan
membagi jumlah spermatozoa yang pergerakannya maju ke depan
dengan banyaknya spermatozoa yang diamati (motil dan non
motil) kemudian dikalikan 100%. Menurut WHO (1988) terdapat
empat sampai enam lapang pandang yang harus diperiksa untuk
mendapatkan seratus spermatozoa secara berurutan yang
kemudian diklasifikasi sehingga menghasilkan persentase setiap
kategori motilitas. Persentase motilitas dapat diukur

menggunakan rumus berikut:

a
%motilitas = a+5 x 100%

Keterangan:

a = Spermatozoa yang bergerak

b = Spermatozoa yang tidak bergerak (WHO, 1988).

d. Morfologi Spermatozoa

Morfologi spermatozoa dapat diamati melalui penggunaan
mikroskop, pada parameter morfologi disiapkan larutan giemsa
terlebih dahulu untuk proses perendaman sampel yaitu sekitar 100
ml yang telah dituang pada gelas ukur. Larutan spermatozoa
sebanyak satu tetes (1 ml) ditetskan pada kaca objek menggunakan
pipet tetes, kemudian buat slides tipis dengan menggunakan kaca

object lain agar suspense menyebar, lalu keringkan selama 5 menit
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dan rendam di dalam etanol 70% selama 5 menit. Keringkan
dengan cara di anginkan, setelah itu sediaan oles diwarnai dengan
larutan giemsa selama 30 menit dan dibilas dengan aquades
mengalir, lalu dikeringkan pada suhu ruang. Hitung jumlah
spermatozoa yang abnormal pada 5 lapang pandang menggunakan
mikroskop perbesaran 4010 untuk melihat abnormalitas
spermatozoa yang terjadi pada ekor dan kepala. Menurut WHO
(1988) normalitas spermatozoa dapat dilihat dari persentase sebagai

berikut:
4
% morfologi = a+v x 100%

Keterangan:

a = spermatozoa abnormal (100)

b = spermatozoa normal (WHO, 1988).

Analisis Data

Penelitian in1 menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL), data yang
diperoleh bersifat kuantitatif dan dianalisis secara statistik menggunakan
software SPSS versi 26. Data yang didapat diuji normalitas data
menggunakan uji Shapiro-wilk, kemudian dilanjutkan dengan uji
homogenitas dengan uji Levene. Kemudian data yang sudah homogen di
uji menggunakan ANOVA untuk mengetahui perlakuan yang diberikan
signifikan atau tidak. Perbedaan dinyatakan signifikan apabila p < 0,05.
Setelah itu dilanjutkan dengan uji post hoc selang berganda untuk melihat

perlakuan mana yang paling efektif.
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3.5. Diagram Alir Metode Penelitian
Adapun diagram alir yang digunakan dalam penelitian ini sebagai berikut:
Persiapan kandang, hewan uji, serta alat dan bahan
Mencit usia 2-3 bulan dengan berat badan 30-35 g diaklimatisasi selama
7 hari
v v \ 4 A v
5 ekor 5 ekor 5 ekor 5 ekor 5 ekor
mencit mencit mencit mencit mencit
kontrol kontrol perlakuan perlakuan perlakuan
(KO) negatif (PD (P2) (P3)
Induksi 0,3 ml larutan diazinon dengan takaran 1,2 mg/30
grBB per hari secara oral selama 5 hari
v
v v \ 4 v l
Mencit diberi Mencit diberi Mencit diberi Mencit diberi Mencit diberi
aquabidest, pakan ekstrak daun ekstrak daun ekstrak daun
pakan standar dan kemangi kemangi kemangi
standar, dan minum dengan dosis dengan dosis dengan dosis
minum selama 30 3mg/30gBB 6mg/30gBB 9mg/30gBB
selama 30 hari per hari per hari per hari
hari secara oral secara oral secara oral
selama 30 selama 30 selama 30
hari hari hari
Pembedahan

Pengamatan Jumlah, Viabilitas, Motilitas, dan Morfologi Spermatozoa
Mencit.

v

Analisis Data

Gambar 9. Diagram Alir Penelitian



V. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat ditarik kesimpulan

bahwa :

1. Pemberian ekstrak etanol daun kemangi dapat meningkatkan jumlah
spermatozoa mencit setelah diinduksi dengan diazinon.

2. Pemberian ekstrak etanol daun kemangi dapat meningkatkan viabilitas
spermatozoa mencit setelah diinduksi dengan diazinon.

3. Pemberian ekstrak etanol daun kemangi dapat meningkatkan motilitas
spermatozoa mencit setelah diinduksi dengan diazinon.

4. Pemberian ekstrak etanol daun kemangi dapat meningkatkan jumlah
spermatozoa mencit yang normal secara morfologi setelah diinduksi

dengan diazinon.

5.2 Saran

Penelitian yang telah dilakukan berhasil menunjukkan peningkatan dalam
normalitas morfologi, motilitas, viabilitas, serta jumlah spermatozoa pada
mencit yang mengalami stres oksidatif akibat induksi diazinon. Namun,
penelitian ini memiliki keterbatasan dalam mengukur kadar Malondialdehyde
(MDA) sebagai indikator kenaikan radikal bebas. Oleh karena itu, diperlukan

penelitian lebih lanjut untuk mengeksplorasi aspek tersebut.
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