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ABSTRAK

Moh. Nukman, 2018. Pengaruh Pemberian Jus Buah Tomat (Lycopersicon
esculentum Mill.) Terhadap Jumlah Sel Spermatogenik dan Histologis Tubulus
Seminiferus Mencit (Mus musculus L) yang Dipapar Asap Rokok. Skripsi. Jurusan
Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik
Ibrahim, Malang. Pembimbing Biologi: Kholifah Holil, M.Si dan Pembimbing Agama:
Umaiyatus Syarifah, M.A

Kata Kunci: Buah Tomat (Lycopersicon esculentum Mill.), Mencit (Mus musculus L.),
Sel Spermatogenik, Tubulus Seminiferus, dan Asap Rokok.

Infertilitas selalu menjadi hal yang ditakuti bagi setiap manusia. Hal ini karena
angka infertilitas selalu meningkat drastis setiap tahunnya. Salah satu penyebab terbesar
infertilitas pada pria adalah rokok. Terdapat 3 komponen toksik utama dalam asap rokok
yaitu nikotin, tar, dan karbonmonoksida. Buah tomat memiliki beberapa kandungan
antioksidan untuk melawan radikal bebas asap rokok. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian jus tomat terhadap jumlah sel spermatogenik dan
histologis tubulus seminiferus mencit yang dipapar asap rokok.

Jenis penelitian ini adalah eksperimental dengan RAL menggunakan 5 kelompok
perlakuan {K-, K+, P1 (0,8 gr/ekor/hari), P2 (1,6 gr/ekor/hari), P3 (2,4 gr/ekor/hari)} dan
5 ulangan pada setiap perlakuan. Sampel penelitian adalah mencit jantan Balb/C berumur
8-12 minggu dengan bb 20-30 gram. Pemaparan rokok dilakukan pada pukul 08.00 WIB
di smoking chamber dengan spuit, sedangkan pemberian jus tomat dilakukan dengan
sonde lambung pada pukul 12.00 selama 35 hari. Mencit dibedah dan diambil organ
testisnya lalu dibuat preparat histologis. Data dianalisis menggunakan uji statistik One
Way ANAVA tunggal, dan dilanjutkan dengan uji lanjut BNT signifikan 5%.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dosis yang efektif untuk meningkatkan
jumlah sel spermatogonium adalah P2, untuk sel spermatosit dan spermatid adalah P1.
Dosis yang paling efektif untuk meningkatkan jumlah ketiga macam sel spermatogenik
yaitu P3. Pada pengamatan tingkat kerusakan tubulus seminiferus mencit, K+ mengalami
kerusakan berat, P1 dan P2 mengalami kerusakan sedang, sedangkan P3 dan K-
dikategorikan normal. Dari hasil ini, dapat disimpulkan bahwa ada pengaruh pemberian
jus tomat terhadap jumlah sel spermatogenik dan histologis tubulus seminiferus mencit
yang dipapar asap rokok.
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ABSTRACT

Moh. Nukman, 2018. The Effect of Tomato Fruit Juice (Lycopersicon Esculentum
Mill.) On the Number of Spermatogenic Cells and Seminiferous Tubules Histology
of Mice (Mus Musculus L) which Exposed by Cigarette Smoke. Thesis. Department
of Biology, Faculty of Science and Technology, State Islamic University (UIN) of
Maulana Malik lbrahim, Malang. Biology Mentor: Kholifah Holil, M.Si and Religious
Mentor: Umaiyatus Syarifah, M.A

Keywords: Tomato Fruit (Lycopersicon Esculentum Mill.), Mice (Mus musculus L.),
Spermatogenic Cells, Seminiferous Tubules, and Cigarette Smoke.

Infertility has always been a feared thing for every human being. This is
because the infertility rate always increases drastically every year. One of the biggest
causes of infertility in men is cigarettes. There are 3 main toxic components in cigarette
smoke that are nicotine, tar, and carbon monoxide. Tomato fruit has some antioxidant
content to fight free radicals of cigarette smoke. This research was conducted to know the
effect of tomato juice on the number of spermatogenic cells and seminiferous tubules
histology of mice which exposed by cigarette smoke.

This research was experimental with RAL using 5 treatment groups (K-, K+,
P1 (0.8 gr/mice/day), P2 (1.6 gr/mice/day), P3 (2.4 gr/mice/day)} and 5 replications on
each treatment. The research sample was male mice Balb/C aged 8-12 weeks with bb 20-
30 gram. Cigarette exposured at 08.00 AM in smoking chamber with a spuit, while
tomato juice was administered with sonde gastric at 12:00 for 35 days. Mice dissected
and taken testicular organ then made histological blood smear. Data were analyzed using
One Way single ANAVA statistical test, and continued with BNT test 5% significant.

The results showed that the effective dose to increase spermatogonia cell
number is P2, for spermatocyte and spermatid cells are P1. The best dose to increase the
number of spermatogenic cells is P3. Based on observation of damage level of
seminiferous tubules, K+ was severely damaged, P1 and P2 were medium damaged,
while P3 and K- were categorized as normal. From these results, it can be concluded that
there is an effect of tomato juice on the number of spermatogenic cells and histological of
seminiferous tubules of mice exposed by cigarette smoke.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Infertilitas atau kemandulan selalu menjadi hal yang ditakuti bagi setiap
manusia. Hal ini karena angka infertilitas sendiri mengalami peningkatan yang
drastis setiap tahunnya. Menurut perkiraan World of Health Organization (WHO)
akan terjadi penambahan 2 juta pasangan infertil pertahun di masa yang akan
datang (WHO, 2010). Menurut Departemen Kesehatan RI (2006), di Indonesia
sendiri infertilitas terjadi lebih dari 20% pada populasi penduduknya dengan
persentase 40% pada pria, 40% pada wanita dan 20% pada keduanya. Hal ini
yang menyebabkan pasangan suami istri tidak mendapat keturunan. Normalnya,
diperkirakan 85-90% pasangan yang sehat akan mendapat pembuahan dalam 1
tahun (DepKes, 2006). Mengacu pada angka kejadian tersebut, maka infertilitas
perlu mendapat penanganan yang memadai demi keberlanjutan hidup manusia.

Allah  SWT sebenarnya sudah menjelaskan agar manusia dapat
memperbanyak keturunan. Hal ini terkait anjuran memperbanyak keturunan
selama masih sesuai dengan syariat Islam. Firman Allah SWT dalam al-Quran

surah al-bagarah (2):187 yaitu:
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'Dihalalkan bagi kamu pada malam hari bulan puasa bercampur dengan isteri-
isteri kamu; mereka adalah pakaian bagimu, dan kamupun adalah pakaian bagi
mereka. Allah mengetahui bahwasanya kamu tidak dapat menahan nafsumu,
karena itu Allah mengampuni kamu dan memberi maaf kepadamu. Maka
sekarang campurilah mereka dan ikutilah apa yang telah ditetapkan Allah
untukmu, dan makan minumlah hingga terang bagimu benang putih dari benang
hitam, yaitu fajar. Kemudian sempurnakanlah puasa itu sampai (datang) malam,
(tetapi) janganlah kamu campuri mereka itu, sedang kamu beri'tikaf dalam
mesjid. ltulah larangan Allah, maka janganlah kamu mendekatinya. Demikianlah
Allah menerangkan ayat-ayat-Nya kepada manusia, supaya mereka bertakwa”.

Menurut tafsir 1bnu Aqil (Abdullah, 2003) Lafadz A Al 1Ay
mengandung makna seseorang dianjurkan untuk mencari apa-apa yang telah
ditetapkan dan diperbolehkan oleh Allah SWT seperti mencampuri istri dan
mendapatkan anak. Potongan ayat ini tentu mengandung suatu anjuran karena fi il
yang dipakai (1545) adalah fi’il amr atau kata kerja yang digunakan dalam suatu
kalimat perintah maupun anjuran. Ayat tersebut tidak mengandung suatu dasar
hukum wajib dalam syariat Islam. Jadi fi’il amr tersebut mengandung makna
anjuran bukan perintah. Anjuran tersebut adalah anjuran untuk memperbanyak
keturunan.

Dari ayat al-Quran tersebut, mengandung hikmah berupa anjuran untuk
memperbanyak keturunan karena manusia merupakan khalifah fil-ardh
(pemimpin di muka bumi). Ada beberapa cara untuk memperbanyak keturunan,
salah satunya adalah dengan menurunkan angka infertilitas. Meskipun diketahui

banyak faktor-faktor yang dapat menyebabkan naiknya angka infertilitas, namun

setidaknya ada sebagian faktor yang dapat ditangani secara khusus.



Ahli andrologi menjelaskan bahwa faktor internal infertilitas pria 25%
disebabkan oleh varikokel, 10% oleh infeksi, 5% oleh faktor imunologis dan 20%
lainnya termasuk kedalam kelainan endokrin, trauma, dan sistemik (Dohle, 2004).
Selain itu, faktor eksternal seperti gaya hidup yang tidak sehat juga menjadi
penyebab seorang pria menjadi infertil. Puscheck (2011) menyatakan bahwa
beberapa faktor eksternal seperti kebiasaan merokok, mengkonsumsi alkohol,
stres, diet yang buruk, olahraga berat, mengalami kelebihan berat badan, kurang
gizi, dan penyakit seksual menular.

Berdasarkan beberapa faktor di atas, salah satu penyebab terbesar
infertilitas pada pria di Indonesia adalah rokok. Jumlah konsumsi rokok mencapai
215 milyar batang pertahun dengan jumlah perokok aktif mencapai 60%
penduduknya, 59% diantaranya pria dan 37% wanita (Riset Kesehatan Dasar,
2007). Asap rokok yang dihirup oleh perokok aktif mengandung komponen gas
dan partikel. Komponen gas terdiri dari nitrogen dan senyawa hidrokarbon,
sedangkan komponen partikel beberapa diantaranya terdiri dari tar, nikotin,
benzopiren, fenol dan cadmium. Namun terdapat 3 komponen toksik utama yang
terdapat dalam asap rokok dan diduga kuat sebagai penyebab infertil yaitu (1)
nikotin, suatu bahan adiktif yang dapat membuat seseorang ketagihan, (2) tar,
bahan yang bersifat karsinogenik, dan (3) karbonmonoksida, bahan gas beracun
(Karim, 2011).

Banyak penelitian dan informasi tentang bahaya rokok baik terhadap
kesehatan diri sendiri maupun orang lain. Rasulullah SAW sendiri telah bersabda

dalam hadits yang diriwayatkan oleh imam Malik dalam al-Muwaththa’:
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“Sesungguhnya Rasulullah SAW bersabda: tidak boleh melakukan perbuatan
yang mencelakakan (mudharat) bagi diri sendiri maupun orang lain (11/571, no.
e Lafadz J>><= ¥ dari hadits di atas bermakna tidak boleh menimbulkan
madharat (bahaya) bagi diri sendiri tanpa alasan yang dibenarkan dalam syariat
Islam. Para ahli figih meng-giyas-kan semua perkara-perkara yang berbahaya
dengan kaidah ini, terutama masalah-masalah kontemporer yang tidak ada pada
zaman Rasulullah SAW. Salah satunya adalah konsumsi rokok karena bahaya
radikal bebasnya.

Aitken dan Roman (2008) menyatakan bahwa paparan radikal bebas
rokok secara terus-menerus akan menyebabkan terjadinya stres oksidatif.
Akibatnya, pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS) meningkat dan level
antioksidan endogen testis menurun. Hal ini dapat mengganggu siklus
pembentukan sperma (spermatogenesis) serta kelainan pada histologis tubulus
seminiferus.

Nugraheni (2003) menjelaskan mekanisme kerja radikal bebas pada asap
rokok yaitu menghambat kerja GnRH dengan cara meniru neurotransmitter
asetilkolin kemudian mengikat reseptor-reseptor nikotin sehingga mengalami
stres oksidatif. Akibatnya, proses umpan balik antara hipotalamus dan hipofisis
anterior terganggu. Gangguan ini dapat menghambat pembentukan hormon FSH
dan LH, kemudian pembentukan hormon testosteron juga terhambat (Guyton,
1991). Akibatnya, proses spermatogenesis menjadi terganggu dan produksi

jumlah sel spermatogenikpun akan menurun dan histologis tubulus seminiferus

mengalami kerusakan.



Menurunnya jumlah sel spermatogenik dan rusaknya histologis tubulus
seminiferus seorang perokok akan berdampak pada infertilitas. Hal ini
dikarenakan pada seorang perokok jumlah sel sperma yang normal lebih sedikit
daripada jumlah sperma yang abnormal. Selain itu, rusaknya anatomi dan
fisiologi tubulus seminiferus selaku tempat terjadinya spermatogenesis akan
berdampak buruk pada proses spermatogenesis, sehingga kecil persentasenya
untuk mendapatkan sel sperma yang normal.

Perlawanan utama terhadap radikal bebas asap rokok ini dapat dilakukan
dengan pemberian antioksidan. Antioksidan atau peredam radikal bebas adalah
senyawa yang dapat melindungi sistem biologis terhadap efek yang merusak
dari suatu proses atau reaksi yang dapat menyebabkan oksidasi berlebih
(Krinsky, 1996). Antioksidan juga merupakan senyawa yang dapat menghambat
oksigen reaktif dan radikal bebas dalam tubuh. Senyawa antioksidan ini akan
menyerahkan satu atau lebih elektronnya sehingga radikal bebas menjadi bentuk
molekul yang stabil. Secara alami tubuh mempunyai antioksidan sebagai
inhibitor yang bekerja menghambat oksidasi dengan cara bereaksi dengan radikal
bebas reaktif membentuk radikal bebas yang relatif stabil. Akan tetapi, bila
terjadi paparan radikal bebas yang terlalu banyak, antioksidan alami tersebut
tidak mampu untuk mengatasinya (Simanjuntak, 2008).

Terdapat beberapa spesies tanaman di alam yang dapat dijadikan sebagai
antioksidan, salah satunya adalah buah tomat (Lycopersicon esculentum Mill.)
yang memiliki beberapa kandungan antioksidan untuk melawan radikal bebas

pada asap rokok. Tomat adalah tumbuhan dari keluarga Solanaceae. Atessahin



(2006) menyatakan bahwa tomat diketahui sebagai salah satu sumber terbaik
likopen serta memiliki komponen antioksidan lain yang efisien dalam
menghancurkan radikal bebas asap rokok. Siagian (2010) juga menambahkan
bahwa selain likopen, vitamin C dan vitamin E yang juga bekerja sebagai
antioksidan dalam tubuh.

Mekanisme aksi likopen sebagai antioksidan yaitu sebagai antioksidan
sekunder yang menunda, memperlambat serta mencegah proses stres oksidasi
(Prayoga, 2015). Ketika elektron radikal bebas stabil maka radikal bebas tidak
dapat mengikat reseptor nikotinik sehingga stres oksidasi dapat dicegah.
Akibatnya, mekanisme umpan balik hipotalamus dan hipofisis anterior dapat
berjalan dengan baik dan produksi hormon-hormon reproduksi seperti FSH, LH,
dan testosteron bisa normal kembali (Hruska, 2000).

Sebuah penelitian yang dilakukan Wulandari (2009) menyimpulkan
bahwa jus tomat dapat mengurangi kerusakan kualitas spermatozoa pada testis
tikus setelah dipapar nikotin dari asap rokok. Akan tetapi, dalam penelitian ini
hanya sebatas menguji kualitas spermatozoa. Oleh karena itu, terdapat beberapa
perbedaan dalam penelitian kali ini untuk melengkapi penelitian sebelumnya.
Diantaranya vyaitu; (1) peneliti menggunakan jus murni buah tomat tanpa
pengenceran, (2) peneliti menggunakan 2 parameter yaitu kuantitas dari jumlah
sel spermatogenik dan tingkat kerusakan pada histologis tubulus seminiferus.

Dasar perlakuan pada penelitian ini yaitu ada 5 kelompok, yaitu K-, K+, dan
3 kelompok perlakuan lainnya diberi paparan asap rokok dan jus buah tomat

dengan dosis 0,8 gr/ekor/hari (P1), 1,6 gr/ekor/hari (P2), dan 2,4 gr/ekor/hari



(P3). Dosis jus tomat 1,6 gr/ekor/hari setara dengan 5,5 mg/hari pada manusia
sudah dapat mengurangi stres oksidatif meskipun belum cukup optimal (Handaru
et al, 2010). Dosis lainnya diambil rentang setengah di bawah dan di atas dari
dosis tersebut (0,8 gr/ekor/hari dan 2,4 gr/ekor/hari). Penentuan lama waktu
pemaparan asap rokok diambil dari keseluruhan siklus spermatogenesis pada
mencit (4 siklus) yaitu selama 35 hari. Total paparan yaitu sebanyak 1 batang
rokok kretek per hari dan durasinya selama 130 detik (konversi dari perokok pasif

kategori sedang pada manusia)

1.2 Rumusan Masalah

Adapun rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Apakah ada pengaruh pemberian jus buah tomat (Lycopersicon
esculentum Mill.) terhadap jumlah sel spermatogenik mencit (Mus
musculus L.) yang dipapar asap rokok?

2. Apakah ada pengaruh pemberian jus buah tomat (Lycopersicum
esculentum Mill.) terhadap histologis tubulus seminiferus mencit (Mus

musculus L.) yang dipapar asap rokok?

1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian jus buah tomat
(Lycopersicon esculentum Mill.) terhadap jumlah sel spermatogenik

mencit (Mus musculus L.) yang dipapar asap rokok.



2. Untuk mengetahui pengaruh pemberian jus buah tomat
(Lycopersicum esculentum Mill.) terhadap histologis tubulus
seminiferus mencit (Mus musculus L.) yang dipapar asap rokok.

1.4 Hipotesis

Adapun hipotesis penelitian ini adalah sebagai berikut:

Ada pengaruh pemberian jus buah tomat (Lycopersicon esculentum
Mill.) terhadap jumlah sel spermatogenik mencit (Mus musculus L)
yang dipapar asap rokok.

Ada pengaruh pemberian jus buah tomat (Lycopersicum esculentum
Mill.) terhadap histologis tubulus seminiferus mencit (Mus musculus

L.) yang dipapar asap rokok.

1.5 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memperolenh manfaat sebagai

berikut:

1.

Manfaat Teoritis: Menambah khasanah keilmuwan tentang manfaat
tomat (Lycopersicon esculentum Mill.) dalam menangkap radikal
bebas dan pengaruhnya terhadap jumlah sel spermatogenik serta
histologis tubulus seminiferus.

Manfaat Praktis: Pemanfaatan tomat (Lycopersicon esculentum
Mill.) dapat dijadikan untuk menurunkan bahaya radikal bebas asap

rokok dan pengaruhnya terhadap kesehatan manusia.



1.6 Batasan Masalah

Penelitian ini memiliki batasan masalah sebagai berikut:

1.  Buah tomat yang digunakan adalah yang banyak digunakan di
Indonesia, yaitu spesies Lycopersicon esculentum Mill.

2. Asap rokok berasal dari pembakaran rokok kretek dengan kandungan
nikotin 2.0 mg dan tar 36,07 mg, tanpa variasi rokok.

3. Mencit yang digunakan adalah mencit jantan tipe Balb/C yang

berumur sekitar 8-12 minggu, dengan berat badan 20-30 gram.
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KAJIAN PUSTAKA
2.1 Rokok

2.1.1 Definisi Rokok

Rokok adalah silinder dari kertas berukuran panjang antara 70 hingga
120 mm, diameter sekitar 10 mm yang berisi daun-daun tembakau yang telah
dicacah, dan bentuk dari rokok bervariasi tergantung negara. Kandungan utama
dalam rokok yaitu nikotin. Nikotin terdapat dalam asap rokok dan juga dalam
tembakau yang tidak dibakar, dimana asap rokok yang dihisap mengandung
kurang lebih 4000 jenis bahan kimia dan 200 diantaranya bersifat racun (Zahar G

dan Bambang S, 2011).

2.1.2 Klasifikasi Rokok

Rokok dapat dibedakan menurut proses pembuatannya, bahan
pembungkusnya, penggunaan filter pada rokok, serta bahan baku dan isi dari
rokok tersebut. Berdasarkan penggunaan filter, rokok hanya dibagi menjadi rokok
dengan filter dan rokok tanpa filter. Filter adalah gabus yang diletakkan pada
pangkal dari rokok yang dimaksudkan untuk mengurangi inhalasi bahan-bahan
Kimia berbahaya yang terbakar pada saat merokok (Susanna D et al, 2003).

Klasifikasi berdasarkan bahan baku rokok, membedakan rokok menjadi
rokok putih dan rokok kretek. Rokok putih menggunakan bahan baku tembakau
yang diberi saus sebagai penambah rasa dan pemberi aroma. Sedangkan rokok
kretek menggunakan tembakau rajangan yang dicampur dengan cengkeh. Selain

bahan baku, jumlah nikotin, tar dan komponen anorganik pada rokok juga

10
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berbeda. Rokok kretek memiliki kandungan nikotin, tar dan komponen anorganik
yang lebih besar dibandingkan rokok putih (Susanna D et al, 2003).

Pemilihan rokok kretek untuk diteliti termasuk mengenai asapnya juga
dilandasi alasan yang subjektif. Alasan subjektif itu, antara lain kretek
merupakan produk khas Indonesia, warisan leluhur, dan hampir seluruh
komponen kretek tersedia melimpah di dalam negeri. Selain itu, dibalik
bisnis kretek juga bergantung nafkah hidup jutaan rakyat Indonesia. Terdapat
perputaran uang yang sangat besar bernilai triliunan rupiah, sehingga bisnis rokok
kretek ini signifikan menopang kekuatan ekonomi negara (Zahar G dan Bambang

S, 2011).

Gambar 2.1 Rokok Kretek Sebagai Warisan Budaya (okezone.com, 2015).
2.1.3 Status dan Klasifikasi Perokok
Berdasarkan status dari seorang yang terpapar asap rokok, terdapat 2

status perokok yaitu perokok pasif dan perokok aktif:

1) Perokok pasif adalah seseorang yang tidak merokok (passive smoker) yang
terpapar asap rokok. Asap rokok lebih berbahaya terhadap perokok pasif
daripada perokok aktif. Asap rokok yang dihembuskan oleh perokok aktif

dan kemudian terhirup oleh perokok pasif 5 kali lebih banyak mengandung
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karbonmonoksida serta 4 kali lebih banyak mengandung tar dan nikotin

(Sapphire, 2009).

2) Perokok aktif adalah seseorang yang merokok dan terpapar asap rokok

langsung. Perokok aktif kebanyakan tidak bisa hidup tanpa rokok. Hal itu

disebabkan kerena kecanduan (Bustan, 2007).

Terdapat banyak sumber mengenai klasifikasi perokok berdasarkan jumlah

rokok yang dikonsumsi tiap hari. Klasifikasi perokok akan diringkas dalam tabel

berikut (Hata et al, 2012):

Tabel 2.1 Klasifikasi perokok menurut beberapa ilmuan

Kategori Klasifikasi menurut beberapa ilmuan
Perokok
Indeks Sitepoe Smet Mu’tadin
Brinkman
Perokok | 0-199 poin | 1-10 1-4 batang | Sekitar 10 batang per
Ringan batang per | per hari hari, selang waktu 60
hari menit setelah bangun
tidur
Perokok | 200-599 11-24 5-14 11-21 batang rokok per
Sedang | poin batang per | batang per | hari, selang waktu 31-
hari hari 60 menit setelah bangun
tidur
Perokok | lebihdari | Lebih dari | Lebih dari | 21-30 batang rokok per
Berat 600 poin 24 batang | 15 batang | hari, selang waktu 6-30
per hari per hari menit setelah bangun
tidur
Perokok | - - - Lebih dari 31 batang
Sangat rokok per hari, selang
Berat waktu lima menit
setelah bangun tidur
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2.1.4 Kandungan Asap Rokok

Asap rokok meliputi asap utama (main stream) yang keluar dari pangkal
batang rokok yang dihisap oleh perokok aktif dan asap sampingan (side stream)
yang berasal dari pembakaran pada ujung rokok dan dikeluarkan ke lingkungan
sekitar. Asap rokok mengandung lebih dari 4000 bahan kimia, partikel yang
dihasilkan berukuran nanometer sampai mikrometer. Partikel ini terbentuk dari
senyawa aromatik yang mempunyai gugus radikal bebas sehingga mudah
bereaksi dengan sel tubuh (Lolivianda, 2013).

Asap rokok baik asap utama (main stream) maupun asap sampingan (side
stream) mengandung komponen gas dan partikel. Komponen gas terdiri dari
nitrogen dan senyawa hidrokarbon, sedangkan komponen partikel beberapa
diantaranya terdiri dari tar, nikotin, benzopiren, fenol dan cadmium. Namun
terdapat 3 komponen toksik utama yang terdapat dalam asap rokok yaitu nikotin,
tar, dan karbonmonoksida (Karim, 2011).

Nikotin merupakan senyawa yang mudah diserap ke dalam sistem
pembuluh darah melalui paru-paru dan selanjutnya disirkulasikan ke otak.
Nikotin dapat menghambat kerja sel Leydig yang menyebabkan penurunan kadar
hormon testosteron. Tar merupakan getah tembakau yang berwarna coklat berisi
berbagai jenis hidrokarbon aromatik polisiklik, amin aromatik dan N-nitrosamine.
Tar diketahui sebagai bahan Kkarsinogenik yang menyebabkan kerusakan
kromosom pada saat perkembangan spermatosit menjadi spermatid.

Karbonmonoksida merupakan gas racun yang tidak berwarna dan tidak berbau.
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Karbonmonoksida dapat menyebabkan berkurangnya pengiriman dan
pemanfaatan oksigen pada jaringan tubuh (Batubara et al, 2013).

Menurut  Anita (2004), asap rokok kretek terutama asap rokok
sampingan dapat mempengaruhi proses spermatogenesis, kualitas semen dan
perubahan kadar hormon testosteron. Pengaruh tersebut dapat terjadi melalui 2
mekanisme, yaitu (1) secara langsung, komponen radikal bebas dalam asap rokok
kretek terutama nikotin dapat menyebabkan peroksidasi lipid di testis yang
mengakibatkan terhambatnya sintesis hormon testosteron, (2) secara tidak
langsung, nikotin dalam asap rokok dapat mempengaruhi sistem saraf pusat
melalui mekanisme umpan balik antara hipotalamus-hipofisis anterior, sehingga
sintesis hormon testosteron testis terganggu. Akibatnya, proses spermatogenesis

juga mengalami gangguan.

2.2 Radikal Bebas

Radikal bebas adalah suatu atom yang memiliki satu atau lebih
elektron yang tidak berpasangan pada orbital paling luar, sehingga sangat reaktif
dan mampu bereaksi dengan protein, lipid, karbohidrat, atau DNA, sehingga
reaksi antara radikal bebas dan molekul itu berujung pada timbulnya suatu
penyakit (Seidenberg et al., 1986). Elektron pada radikal bebas tidak
semuanya berpasangan karena elektronnya sebagian ada yang ganjil. Suatu
radikal tidak bermuatan positif atau negatif, keadaan radikal ini sangat reaktif
karena adanya elektron yang tidak berpasangan. Suatu radikal bebas dijumpai

sebagai zat yang sangat reaktif dan berenergi tinggi (Fessenden et al, 1997).
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Elektron tidak berpasangan menyebabkan instabilitas dan bersifat reaktif.
Hilang atau bertambahnya satu elektron pada molekul lain, akan menyebabkan
radikal bebas baru dan terjadi perubahan dramatis fisik dan kimiawi (Trilling JS
dan Jaber R., 1996). Gambaran mengenai elektron yang stabil dan tidak stabil

dapat dilihat pada gambar 2.2.

Gambar 2.2 Elektron (a) Stabil (b) Tidak Stabil (Hellen W dan Lynn E, 2000)

Radikal bebas merupakan produk sampingan dari pembentukan energi
selama proses metabolisme tubuh. Oksidasi lemak, karbohidrat, dan protein
menghasilkan ATP (Adenosine triphospate) juga diperoleh anion superoksida
dan hidroksil radikal yang biasa kita kenal sebagai radikal bebas. Selain
dihasilkan oleh proses metabolisme dalam tubuh, radikal bebas juga dapat
terbentuk melalui aktivitas kendaraan bermotor, merokok, dan sinar ultraviolet
juga mampu merubah elektron dalam atom menjadi bersifat radikal (Wardhana
et al, 2012).

Radikal bebas memiliki kecenderungan untuk menstabilkan muatannya
dengan cara mengionisasi elektron senyawa lain dan membentuk senyawa
radikal bebas baru sehingga terbentuk reaksi berantai pembentukan radikal

bebas. Jika elektron suatu senyawa berikatan dengan radikal bebas secara ikatan
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kovalen, maka akan berbahaya karena elektron digunakan bersama-sama pada
elektron valensi (Rizgiyah, 2014).

Radikal bebas dapat merusak beberapa komponen penting dalam tubuh
antara lain: (1) membran sel, terutama komponen penyusun membran berupa
asam lemak tak jenuh (PUFA) yang merusak bagian dari fosfolipid dan
mungkin juga protein bagian dalam, (2) kerusakan protein, (3) kerusakan DNA,
dan (4) peroksida lipida (Hodgson E dan Levi P E, 2000).

Radikal bebas rokok dengan cepat memasuki sirkulasi vena pulmonal dan
mencapai otak dalam waktu 10-20 detik serta mudah berdifusi ke jaringan otak.
Nikotin bersifat kolinergik dan mengikat reseptor asetilkolin nikotin (NAChRs).
Pengikatan inilah yang menjadi penyebab adanya stress oksidatif dan
menggunggu proses kerja hormonal (Picciotto, M. R, et al., 1998).

Umumnya radikal bebas diperlukan bagi kelangsungan beberapa proses
fisiologis dalam tubuh, terutama untuk transportasi elektron. Radikal bebas dalam
kadar normal dibutuhkan untuk perkembangan sel. Oleh sebab itu radikal bebas
juga berperan dalam sistem imun dalam tubuh manusia. Apabila terjadi
ketidakseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan yang disebut stress
oxidative maka akan mengganggu kerja sistem imun. Sistem imun yang melemah
dapat ditemukan pada perokok baik aktif maupun pasif, hal ini disebabkan
pembakaran asap rokok yang menghasilkan radikal bebas berkali-kali lipat
dibandingkan dengan radikal bebas pada metabolisme tubuh pada keadaan
normal. Secara alami dalam tubuh manusia telah memiliki mekanisme pertahanan

terhadap radikal bebas, yaitu antioksidan endogen intrasel yang terdiri atas enzim-
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enzim yang disintesis oleh tubuh seperti Superoksida dismutase (SOD), katalase
dan glutation peroksidase (Venkataraman et al, 2004)

Nugraheni (2003) menjelaskan mekanisme kerja radikal bebas pada asap
rokok secara tidak langsung yaitu menghambat kerja GnRH dengan cara meniru
neurotransmitter asetilkolin lalu mengikat reseptor-reseptor nikotin yang banyak
terdapat di beberapa jaringan seperti testis, kelenjar adrenal, hati dan prostat
sehingga mengalami stres oksidatif. Akibatnya, proses umpan balik antara
hipotalamus dan hipofisis anterior terganggu. Gangguan ini dapat menghambat
pembentukan hormon FSH dan LH, kemudian pembentukan hormon testosteron
juga terhambat. Guyton dan Arthur (2007) menambahkan bahwa terhambatnya
hormon testosteron dapat mengganggu proses spermatogenesis karena hormon

inilah yang menginduksi terjadinya spermatogenesis di tubulus seminiferus.

2.3 ROS (Reactive Oxygen Species) dan Stres Oksidatif

ROS adalah molekul oksigen yang sangat reaktif dan termasuk dalam
kelompok radikal bebas yang mengandung molekul oksigen. Sedangkan stress
oksidatif merupakan ketidakseimbangan antara produksi ROS dengan
antioksidan. ROS sangat mudah menyebabkan kerusakan pada spermatozoa
karena membran selnya mengandung sejumlah besar asam lemak tidak jenuh
(Poly Unsaturated Fatty Acids), sehingga mudah teroksidasi (peroksidasi lipid)
dan sitoplasmanya hanya mengandung sedikit enzim antioksidan yang dapat
menetralisir ROS. Proses peroksidasi lemak akan mengakibatkan berkurangnya

aktivitas dan jumlah sel sperma yang abnormal (Jedrzejowska RW et al, 2013).
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Istilah peroksidasi lipid umumnya merupakan suatu proses terjadinya
degradasi lipid secara oksidatif. Peroksidasi lipid merupakan proses dimana
radikal bebas mengikat elektron-elektron lipid pada membran sel yang berakibat
langsung pada kerusakan sel. Ada pun zat yang terlibat dalam proses peroksidasi
lipid antara lain Poly Unsaturatted Fatty Acid (PUFA), fosfolipid, glikolipid,
kolesterol ester dan kolesterol. Asam lemak tak jenuh (PUFA) merupakan bahan
yang paling sering terlibat dalam mekanisme oksidasi karena mengandung
banyak ikatan ganda diantara molekulnya (Niki et al, 2005).

Sel yang teroksidasi di testis merupakan sumber ROS bagi organ testis itu
sendiri, sehingga menyebabkan peningkatan stres oksidatif. Jika stress oksidatif
berlebih, maka komunikasi antar sel di testis seperti sel Sertoli, sel Leydig, dan
sel spermatogenik lainnya dapat mengalami kerusakan. Hal inilah yang secara
langsung mengganggu proses pembentukan sperma di tubulus seminiferus,
sehingga persentase jumlah sel spermatogenik yang dihasilkan menurun (Suciati,
2014).

Keadaan stres oksidatif dapat menimbulkan kerusakan oksidatif mulai dari
tingkat sel, jaringan sampai ke organ tubuh. Beberapa penyakit yang sudah diteliti
dan diduga kuat berkaitan dengan aktifitas radikal bebas mencakup lebih dari 50
jenis penyakit, salah satu diantaranya adalah infertilitas (Hodgson E dan Levi P E,
2000).

Kerusakan oksidatif dapat terjadi pada banyak kelas molekul, termasuk
lipid, protein, asam nukleat, dan gula. Ini berarti bahwa sel, nukleus, dan

membran mitokondria, struktural dan protein sitoplasma, karbohidrat kompleks,



19

RNA, dan DNA adalah semua berpotensi terjadi stres oksidatif. Dalam jaringan
seperti testis dengan tingkat metabolisme dan replikasi sel yang tinggi, stres
oksidatif dapat dengan mudah terjadi (Pryor et al, 2006).

Stress oksidatif merupakan kondisi dimana terjadi peningkatan ROS yang
akan menyebabkan kerusakan sel, jaringan atau organ (Moller et all., 1996; Sharma
dan Agarwal, 1996; Saleh et all., 2003). Pada kondisi stres oksidatif, radikal bebas
akan menyebabkan terjadinya peroksidasi lipid membran sel dan merusak organisasi
membran sel. Membran sel ini sangat penting bagi fungsi reseptor dan fungsi enzim,
sehingga terjadinya peroksidasi lipid membran sel oleh radikal bebas dapat
mengakibatkan hilangnya fungsi seluler secara total (Evans, 2000; Singh, 1992).
Stress oksidatif menyebabkan infertilitas melalui efek negatifnya ke spermatozoa
seperti peningkatan hilangnya motilitas, peningkatan kerusakan membran, penurunan

morfologi, viabilitas, dan kemampuan spermatozoa (Twig et all., 1998).

2.4 Antioksidan

2.4.1Pengertian Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa yang bisa menghilangkan, membersihkan
dan menahan pembentukan efek spesies oksigen reaktif (Reactive Oxygen
Species/ ROS) (Wardhana et al, 2012). Antioksidan merupakan senyawa yang
mampu menghambat proses autooksidasi pada semua bahan yang mengandung
lipid. Puspita (2005) menyatakan bahwa antioksidan menghambat pembentukan
radikal bebas dengan bertindak sebagai donor H terhadap radikal bebas

sehingga radikal bebas berubah menjadi bentuk yang lebih stabil.
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2.4.2 Klasifikasi Antioksidan
Berdasarkan sumbernya, antioksidan dikelompokkan menjadi 2 vyaitu
(Rock et al, 1996):

a. Antioksidan endogen merupakan antioksidan secara alami berada dalam
sel manusia diantaranya adalah superokside dismutase (SOD), katalase
(CAT), dan gluthathion peroksidase (GPx).

b. Antioksidan eksogen adalah antioksidan yang berasal dari luar tubuh,
berasal dari makanan sehari-hari seperti vitamin-vitamin (vitamin C,
vitamin E, B—karoten), dan senyawa fitokimia (karotenoid, isoflavon,
saponin, polifenol). Antioksidan eksogen sendiri dibagi dalam 2
kelompok, yaitu: (1) antioksidan alami, antioksidan yang diperoleh dari
hasil bahan alami. (2) antioksidan sintetik, antioksidan yang diperoleh
dari hasil sintesis kimia.

Berdasarkan mekanisme kerjanya dalam menekan radikal bebas,
antioksidan digolongkan menjadi 3 kelompok, yaitu (Winarsi, 2007):

a. Antioksidan primer, meliputi enzim superoksida dismutase (SOD),
katalase, dan glutation peroksidase (GSH-Px). Antioksidan primer
disebut juga antioksidan enzimatis. Suatu senyawa dikatakan sebagai
antioksidan primer, apabila dapat mendonorkan atom hidrogen secara
cepat kepada senyawa radikal, kemudian senyawa radikal yang terbentuk
segera berubah menjadi senyawa yang lebih stabil. Belliville (1996)

menyebutkan bahwa antioksidan primer bekerja dengan mengubah
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radikal bebas yang telah terbentuk menjadi molekul yang kurang reaktif.
Antioksidan kelompok ini disebut juga chain-breaking-antioxidant.

b. Antioksidan sekunder atau disebut juga antioksidan nonenzimatis.
Antioksidan ini juga disebut sistem pertahanan preventif. Dalam
sistem pertahanan ini, terbentuknya senyawa oksigen reaktif dihambat
dengan cara penangkapan oksigen dan mengubah hidroperoksida
menjadi spesies non radikal. Antioksidan non-enzimatis dapat berupa
nonnutrisi dan komponen nutrisi dari sayuran dan buah-buahan, termasuk
senyawa metabolit sekunder. Kerja sistem antioksidan ini yaitu dengan
memotong reaksi oksidasi berantai dari radikal bebas. Akibatnya,
radikal bebas tidak akan bereaksi dengan komponen seluler.

c. Antioksidan tersier, kelompok antioksidan tersier meliputi sistem enzim
DNA-repair dan metionin sulfoksida reduktase. Enzim-enzim ini
berfungsi dalam perbaikan biomolekuler yang rusak akibat reaktivitas

radikal bebas.

2.5 Mencit (Mus musculus L)

2.5.1 Deskripsi Mencit (Mus musculus L)

Mencit (Mus musculus L) merupakan salah satu hewan percobaan yang
sering digunakan di laboratorium yang biasa disebut dengan tikus putih. Mencit
memiliki ciri-ciri: mata berwarna merah, kulit berpigmen, berat badan bervariasi,
tetapi umumnya pada umur 4 minggu berat badan mencapai 18-20 gram

(Mangkoewidjojo, 1988). Gambar mencit disajikan pada gambar 2.3 berikut:



Gambar 2.3 Gambar mencit (Mus musculus L.) (Mangkoewidjojo, 1988)

2.5.2 Klasifikasi Mencit (Mus musculus L)

Klasifikasi mencit adalah sebagai berikut (Boolootion, 1991):
Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mammalia
Ordo : Rodentia
Famili : Muridae
Genus : Mus

Spesies : Mus musculus L.

2.5.3 Sistem Reproduksi Mencit (Mus musculus L.) Jantan

22

Organ reproduksi jantan terdiri atas organ reproduksi primer, kelompok

kelenjar kelamin pelengkap, dan organ kopulasi. Organ reproduksi primer mencit

jantan disebut gonad atau testis yaitu kelenjar benih yang merupakan bagian alat

reproduksi utama pada hewan jantan. Kelenjar kelamin pelengkap terdiri atas

kelenjar vesikularis, kelenjar prostat, dan kelenjar cowper, serta saluran-saluran

reproduksi yang terdiri dari epididimis, dan vas deferen. Organ kopulasi mencit

jantan vyaitu penis yang merupakan alat kelamin luar, berfungsi untuk
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menyalurkan sperma pada organ reproduksi betina (Marimbi, 2010). Sistem

organ reproduksi mencit jantan disajikan dalam gambar 2.4 berikut ini:

CAY
g
¢ N

Gambar 2.4 Sistem organ reproduksi mencit jantan (Heffner, 2006)

Yatim (1994) mengemukakan bahwa saluran reproduksi jantan terdiri dari
duktus efferens, epididimis, vas deverens, duktus ejakulatoris dan uretra. Terdapat
2 macam sel epitel yang melapisi ductuli efferens yaitu sel epitel yang bersilia
dan bermikrofili. Epididimis merupakan tempat pematangan dan penyimpan
spermatozoa. Saluran vas deferens merupakan lanjutan langsung dari
epididimis. Saluran vas deferens berlumen dan berdinding lebih tebal dari
saluran sebelumnya, lapisan terdalam disebut lapisan mukosa yang membentuk
lipatan longitudinal.

Menurut Marimbi (2010) duktus ejakulatoris memiliki otot-otot yang kuat
dan berperan selama ejakulasi. Saluran ini bermuara pada uretra. Uretra
tersusun atas sekelompok sel epitel transisional, jaringan ikat longgar,
pembuluh darah dan dibungkus lapisan otot lurik yang tebal. Pada alat
kelamin bagian luar yaitu penis yang berfungsi untuk menyalurkan semen ke

dalam tubuh betina setelah melalui proses yang telah di jelaskan di atas. Penis
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terdiri atas 3 batang silinder jaringan yang erektil (dapat berereksi), terdiri dari
2 batang korpus kavernosa sebelah atas, 1 batang korpus spongiosum di bawabh.
Korpus spongiosum menyelaputi uretra. Batang yang erektil itu terdiri dari
ruangan-ruangan banyak yang kusut dan terhubung antar sesamanya. Jika penis
berereksi, darah memenuhi batang silinder jaringan tadi sehingga keras dan

tegang (Yatim, 1994).

2.6 Testis dan Tubulus Seminiferus

Testis merupakan organ reproduksi primer pada hewan jantan.
Testis berbentuk bulat lonjong, sepasang kiri dan kanan dan berada dalam
kantong (scrotum) (Yatim, 1994). Ada sekitar 250 ruang dalam satu testis,
ruang itu berbentuk piramida dengan puncaknya pada mediastinum. Sekat
tidak tertutup sempurna sehingga ada hubungan antara lobuli bersebelahan.
Setiap lobuli mengandung lilitan tubuli semeniferi (tunggal: tubulus
seminiferus). Spermatozoa serta hormon inhibin, ABP (androgen binding
protein) dan estrogen dihasilkan dalam tubulus. Antara tubuli dalam setiap
septa diisi oleh jaringan interstial. Jaringan ini mengandung sel Leydig,
penghasil hormon androgen (testosteron) (Yatim, 1994).

Testis normal mempunyai 2 fungsi yang penting (1) memproduksi
spermatozoa hidup dan subur (2) memproduksi hormon androgen, atau hormon
kelamin jantan, testosteron. Testis tergantung pada chorda spermaticus
dengan bagian anterior testis lebih ke bawah atau dengan posisi ventral.
Testis ini diselubungi oleh selapis tenunan pengikat yang tipis dan elastis

disebut tunica albugenia. Bila diraba terasa kukuh dan kuat. Segmen-segmen
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testis mengandung banyak tubuli seminiferus yang berkelok-kelok, jaringan
longgar dan sel-sel interstial yang berserakan (Salisbury, 1987).

Tubulus seminiferus dibatasi oleh epitel berlapis kompleks bergaris
tengah sekitar 150-250 pm dan panjang 30-70 cm. Tubulus kontortus
membentuk jala dimana setiap tubulus berujung buntu atau bercabang. Pada
ujung apikal tiap-tiap tubulus, lumen menyempit dan epitel yang membatasi
dengan segera berubah menjadi lapisan selapis kubus yang mempunyai
satu flagela. Segmen yang pendek ini dikenal sebagai tubulus rektus atau
tubulus lurus, menghubungkan tubulus seminiferus dengan saluran-saluran
anastomosis yang dibatasi oleh epitel labirin, rete testis. Tubulus
seminiferus terdiri atas unsur-unsur berikut (1) jaringan fibrosa (2) lamina
basalis (3) epitel germinativum atau seminiferus kompleks. Epitel terdiri atas
2 jenis sel: sel Sertoli dan sel yang merupakan turunan spermatogenik. Sel
turunan spermatogenik tersusun dalam 4-8 lapisan yang menempati ruang
antara membrana basalis dan lumen tubulus. Sel ini membelah beberapa kali
dan akhirnya berdiferensiasi menghasilkan spermatozoa (Junquiera, 1980).

Sel-sel Sertoli adalah sel-sel piramidial panjang yang saling bertautan
dengan sel-sel spermatogenik. Sel-sel ini mempunyai 3 fungsi utama (1)
penyokong, pelindung dan mengatur nutrisi spermatozoa yang sedang
berkembang karena sel spermatogenik dipisahkan dari suplai darah oleh
selubung sel Sertoli. Sel-sel spermatogenik ini tergantung pada sel-sel Sertoli
(2) fagositosis, selama spermatogenesis sitoplasma spermatid yang

berlebihan dibuang sebagai badan residu. Fragmen sitoplasma ini difagosit,
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dihancurkan dan selanjutnya diresorpsi oleh lisosom sel Sertoli (3) sekresi,
sel-sel ini terus mengekskresi ke dalam tubulus seminiferus suatu cairan
yvang mengalir ke arah duktus genitalis dan digunakan untuk transport
sperma. Sekresi protein pengikat androgen oleh sel-sel Sertoli di bawah
pengawasan FSH dan testosteron, berperan untuk mengkonsentrasikan
testoteron dalam tubulus seminiferus yang akan digunakan dalam
spermatogenesis (Junquiera, 1980).

Selain sel epitel tubulus dan sel Sertoli, ada pula sel-sel spermatogenik
yaitu sel spermatogonium, spermatosit primer, spermatosit sekunder, spermatid,
dan spermatozoa. Ciri utama sel spermatogonium yaitu berukuran relatif besar,
berbentuk bulat, sitoplasma sel pucat, inti sel rapat dan besar dengan kromatin
ireguler, gelap dan terletak di dekat membran basal epitel tubulus. Sel spermatosit
primer sangat khas karena sel ini merupakan sel yang paling besar dibandingkan
dengan sel spermatogenik lainnya, dan memiliki inti yang lebih sedikit jika
dibandingkan dengan sel spermatogonia. Spermatosit sekunder memiliki bentuk
yang menyerupai spermatosit primer, hanya saja ukurannya lebih kecil dan
letaknya lebih mendekati lumen. Sel spermatid berada disekitar lumen yaitu pada
lapisan setelah spermatosit primer, berukuran paling kecil, berbentuk bulat,
memiliki sitoplasma yang sedikit dan kromatin pada inti selnya padat (Yatim,
1994).

Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi perubahan anatomi dan fisiologis

testis ada 2 macam, yaitu faktor endogen dan eksogen (Gupta, 2005):
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a. Faktor endogen: (1) hormon, kerja sistem hormon reproduksi (FSH, LH,
dan testosteron) yang optimal membuat anatomi dan fisiologis testis normal,
(2) psikologis, seseorang vang mengalami gangguan kejiwaan
memungkinkan untuk mengalami gangguan di testis meskipun tidak secara
langsung, (3) genetik, kelainan pada anatomi testis dapat diturunkan secara
genetik dari orang tua, (4) umur, semakin mendekati andropause maka
fungsi kerja testis semakin menurun , dan (5) radikal bebas, efek dari
paparan radikal bebas secara langsung dapat merusak anatomi dan fisiologis
testis.

b. Faktor eksogen: bahan kimia, suhu, radiasi, nutrisi, trauma, dan polusi.
Faktor eksogen tidak secara langsung mempengaruhi anatomi dan fisiologis
testis dan dampaknya juga sangat lama. Akan tetapi pemaparan yang terus-
menerus juga dapat mengakibatkan kondisi anatomi dan fisiologis testis

menjadi abnormal.

Testis H&E -~ — - S
——— e NS

cavity of the tunica vaginalis

Gambar 2.5 anatomi (a) testis (b) tubulus seminiferus mencit (Hafez, 1980).

2.7 Spermatogenesis

Spermatogenesis adalah proses pembentukan sel spermatogonium

menjadi spermatozoa. Spermatogenesis terjadi pada semua tubulus seminiferus
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selama kehidupan seks aktif sebagai akibat perangsangan hormon gonadotropin,
adenohipofisis dan terus berlangsung selama hidup (Yatim, 1994).
Spermatogenesis pada mencit berlangsung selama 4 siklus dan 1 siklus
membutuhkan waktu kurang lebih 207+6 jam atau 8,63+0,25 hari, sehingga
keseluruhan proses spermatogenesis membutuhkan waktu kurang lebih 35 hari
(Rugh, 1968).

Proses pembentukan sel ini menandakan bahwa manusia diciptakan oleh
Allah SWT dengan terencana dan bukan terjadi secara kebetulan. Firman Allah

SWT dalam al Qur’an surah al Mu’minun (23) 12-13:
OT) oSS i 3 adlsd &las & (V) cnb 5 alll e p20yT Gils g

“Dan sesungguhnya Kami telah menciptakan manusia dari suatu saripati
(berasal) dari tanah. Kemudian Kami jadikan saripati itu air mani (yang

disimpan) dalam tempat yang kokoh (rahim)”’.

Ayat ini menjelaskan tentang tahapan-tahapan penciptaan manusia.
Tahapan yang pertama dijelaskan pada lafadh “Zdll;“, menurut al-Qurthubi (2006)
dalam tafsirnya kata tersebut bermakna “sari pati tanah”. Ayat berikutnya diawali
dengan kata e* yang berarti “kemudian” dan menunjukkan adanya tahapan yang
terjadi di dalamnya. Ayat di atas mengisyaratkan bahwa dari pembentukan
sperma yang diawali dari sari pati tanah membutuhkan beberapa tahapan.
Tahapan inilah yang dikenal dalam ilmu biologi sebagai proses spermatogenesis.

Tahapan spermatogenesis pada mencit disajikan pada gambar 2.6 sebagai

berikut:
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Gambar 2.6 Tahapan spermatogenesis pada mencit (Campbell, 2004)

Spermatogenesis merupakan proses perkembangan sel-sel spermatogenik
yang terdiri dari 3 tahap yaitu tahap spermatositogenesis atau proliferasi, tahap
meiosis dan spermiogenesis. Spermatositogenesis merupakan proliferasi sel induk
spermatogonia yang membelah secara mitosis menghasilkan spermatosit primer.
Spermatosit primer mengalami pembelahan meiosis | menjadi spermatosit
sekunder. Pembelahan meiosis | terdiri dari profase, metafase, anafse dan
telofase. Profase dari spermatosit primer dibedakan menjadi leptoten, zigoten,
pakiten, diploten dan diakinesis. Spermatosit pakiten merupakan sel yang mudah
diamati karena memiliki kromatid tebal, memendek, dan ukuran relatif besar
dibandingkan sel spermatogenik yang lainnya. Pada pembelahan meiosis 1l
spermatosit sekunder menjadi spermatid. Spermatid mengalami perubahan
morfologi dari bentuk bulat menjadi bentuk oval dan berekor yaitu spermatozoa

melalui proses spermiogenesis (Johnson and Everitt, 1990).
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2.8 Hormon Yang Berpengaruh Pada Hewan Jantan

Umpan balik hipotalamus dan hipofisis anterior dalam sistem reproduksi
jantan merupakan mekanisme dimana hipotalamus mensekresikan hormon
GnRH. Hormon ini merangsang kelenjar hipofisis anterior untuk mensekresi
FSH dan LH. Kedua hormon ini memegang peran utama mengatur fungsi
seksual jantan. FSH mengawali proses proliferasi spermatogenesis, LH yang
disekresi oleh kelenjar hipofisis anterior akan merangsang sel interstial
untuk mensekresi testosteron yang diperlukan untuk pematangan akhir
spermatozoa di testis. Gangguan pada proses sekresi dan pengangkutan LH,
FSH, dan testosteron dapat mengganggu spermatogenesis (Prajogo, 2007).

Organ testis memproduksi sejumlah hormon jantan yang semuanya
disebut androgen. Salah satu yang paling poten dari androgen adalah
testosteron. Fungsi testosteron adalah merangsang pendewasaan spermatozoa
yang terbentuk dalam tubuli seminiferus, merangsang pertumbuhan kelenjar-
kelenjar asesoris (prostata, vesikularis dan bulbouthrealis) dan merangsang
pertumbuhan sifat jantan. LH merangsang sel Leydig untuk memproduksi
androgen. Sebagai reaksi lanjutan meningkatnya kadar testosteron dalam
tubuh, terjadilah proses pendewasaan spermatozoa dalam tubuli seminiferus
dan kegiatan metabolisme dalam kelenjar-kelenjar kelamin (Partodihardjo,

1992).
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2.9 Tomat (Lycopersicon esculantum Mill.)

2.9.1 Taksonomi dan Varietas Buah Tomat (Lycopersicon esculantum Mill.)
Secara lengkap para ilmuwan mengklasifikasikan tanaman tomat dengan
sistematik sebagai berikut (Tjitrosoepomo, 1993):
Divisi: Spermatophyta
Subdivisi : Angiospermae
Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Solanales
Famili : Solanaceae
Genus : Lycopersicon
Spesies : Lycopersicon esculentum Mill.
Buah tomat memiliki beberapa varietas. Buah tomat menurut bentuknya,
dapat digolongkan menjadi: (1) Tomat Cherry (Lycopersicon esculentum Mill.,
var. Cerasiforme (Dun) Alef), bentuknya seperti kelengkeng; (2) Tomat Tegak
(Lycopersicon esculentum Mill, var.validim Bailey); (3) Tomat Kentang atau
Tomat Daun Lebar (Lycopersicon esculentum Mill., var.grandifolium Bailey); (4)
Tomat Apel atau Pir (Lycopersicon esculentum Mill., var.pyriforme Alef); (5)
Tomat Biasa (Lycopersicon esculentum Mill., var.commune) (Pratiwi, 2009).
2.9.2 Morfologi dan Anatomi Buah Tomat (Lycopersicon esculantum Mill.)
Tanaman tomat merupakan tanaman setahun (annual) atau tahunan
(parennial) yang berumur pendek dan perawakannya perdu. Tinggi tanaman
mencapai 2-3 m atau lebih, memiliki batang bulat dan membengkak pada buku-

buku, bagian yang masih muda berambut biasa dan ada yang berkelenjar.
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Tanaman ini dapat tumbuh tegak atau merambat pada tali, namun harus dibantu
dengan beberapa ikatan. Jika dibiarkan merambat maka akan cukup rimbun
menutupi tanah karena bercabang banyak. Daunnya berbentuk bulat telur
memanjang dan meruncing, lemas, tepi daun bergerigi dan menyirip kasar, dan
permukaan daun berbulu. Berakar tunggang, namun relatif tidak dalam
(Rukmana, 1994). Kuntum bunganya terdiri dari 5 helai daun kelopak dan 5
mahkota berwarna kuning. Buahnya berbentuk bulat, bulat lonjong, bulat pipih,
atau oval. Buah yang masih muda berwarna hijau muda sampai hijau tua, buah
yang sudah tua berwarna merah cerah atau gelap, merah kekuning-kuningan, atau
merah kehitaman. Daging buahnya lembut, lunak, dan banyak mengandung biji.
Buah tomat memiliki rasa manis, asam, dan sedikit dingin (Pratiwi, 2009).

Bentuk bakal buahnya ada yang bulat panjang, berbentuk bola atau jorong
melintang. Buahnya buni, berdaging, berbiji banyak, agak berbulu. Bentuk
buahnya ada yang bulat, lonjong, bulat pipih, ada pula yang beralur sedang
hingga dalam. Apabila masih muda, buahnya cukup keras dan akan lunak jika
sudah masak (Rismunandar, 1995).

Buah tomat terdiri dari beberapa bagian yaitu perikarp, plasenta, funikulus,
dan biji. Anatomi buah tomat dapat dilihat pada Gambar 2.7. Perikarp meliputi
eksokarp, mesokarp, dan endokarp. Eksokarp adalah lapisan terluar dari buah dan
sering mengandung zat warna buah terdiri dari dinding pericarp dan kulit buah.
Perikarp meliputi dinding luar dan dinding radial (septa) yang memisahkan
rongga lokula. Mesokarp adalah lapisan yang paling dalam berupa selaput terdiri

dari parenkim dengan ikatan pembuluh (jaringan tertutup) dan lapisan bersel
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tunggal yaitu lokula. Endokarp adalah lapisan paling dalam terdiri dari biji,

plasenta, dan columella (Rancic et al, 2010).
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Gambar 2.7 (a) morfologi tanaman tomat (b) anatomi tomat (Rismunandar, 1995).

2.9.3 Komposisi dan Nilai Gizi Tomat (Lycopersicon esculantum Mill.)
Terdapat banyak tanaman yang memiliki kandungan gizi yang khasiat bagi
tubuh. Sebenarnya Allah SWT sudah menjelaskan bahwa setiap tanaman yang
memiliki kandungan berbeda-beda beserta manfaatnya, termasuk salah satunya
adalah buah tomat. Hal ini difirmankan Allah SWT dalam al-Quran potongan

surah Al-An’am (6): 99 yaitu:

2

vZ h: A R ¢ AL o O b A TITTY I AT Ny
L}%éﬁ%i@bﬁb;wﬁubf\ibf\.?;u%w\ddf\gg:ﬂ\ﬁj

(RS
“Dan Dia-lah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami keluarkan dari

tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan dari tanaman
yang menghijau itu butir yang banyak”.

Menurut tafsir al-Mishbah (Shihab, 2002) ayat di atas mengandung makna
bahwa setiap tanaman memiliki kandungan yang berbeda-beda. Semua

kandungan tersebut, tidak ada satupun yang Allah SWT ciptakan sia-sia,
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termasuk salah satunya adalah buah tomat (Lycopersicon esculentum Mill.) yang
memiliki kandungan gizi kompleks untuk melawan radikal bebas pada asap
rokok. Kandungan gizi pada buah tomat dapat dilihat pada table berikut (tabel
2.2):

Tabel 2.2. Kandungan gizi buah tomat matang tiap 180 gram bahan

Nutrien Jumlah Kebutuhan | Kepadatan
per hari nutrisi
(%)

Likopen 67 mg 63,2 3,3
Vitamin C 34,38 mg 57,3 27,3
Vitamin A 1121,40 1U 22,4 10,7
Vitamin K 14,22 mcg 18,8 8,5

molybdenum 9,00 mcg 12,0 5,7
Kalium 399,6 mg 11,4 54
Mangan 0,19 mg 9,5 4,5

Serat 198¢g 7,9 3,8

Kromium 9,00 mcg 7,5 3,6
Vitamin B1 0,11 mg 7,3 3,5
Vitamin B6 0,14 mg 7,0 )8

Folat 27,00 mcg 6,8 3,2

Tembaga 0,13 mg 6,5 3,1
Vitamin B3 1,13 mg 5,6 2,7
Vitamin B2 0,09 mg 5,3 2,5
Magnesium 19,80 mg 5,0 2,4

Besi 0,81 mg 4.5 2,1

Vitamin B5 0,44 mg 4,4 2,1

Phosphor 43,20 mg 4,3 2.
Vitamin E 0,68 mg 34 1,6
Tryptophan 0,01¢ 3,1 1,5

Protein 1,53 ¢ 3,1 1,5

(Sumber: Whfoods.org, 2007).

Kandungan antioksidan yang menonjol dari tomat adalah likopen dan
vitamin C serta beberapa antioksidan lain yang jumlahnya relatif kecil yaitu
vitamin E, flavonoid dan asam fenolat (Grolier P et al, 1997). Berdasarkan
fungsinya, karotenoid dan vitamin C dapat digolongkan sebagai antioksidan

sekunder yang berperan dalam menangkap radikal bebas serta mencegah
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terjadinya reaksi berantai sehingga tidak terjadi kerusakan yang lebih besar
(Kumalaningsih S. 2007).
2.8.3.1 Likopen

Likopen adalah pigmen yang memberi warna merah pada tomat (Siagian
A. 2010). Likopen terdiri dari hidrokarbon polien dengan rantai asiklik terbuka
tak jenuh, mempunyai 13 ikatan rangkap, dimana 11 diantaranya ikatan
rangkap konjugasi yang tersusun linier (Rao AV dan Agarwal S, 2000). Likopen
memiliki karakteristik fisik dengan rumus molekul CsoHss, berat molekul 536,88,
warna merah terang, bentuk kristal seperti jarum dan panjang kecoklatan, tidak
larut dalam air, larut dalam benzene, n-heksan, metilen klorida dan pelarut
organik lain, titik leleh 172°C-175°C, dan titik didih terdekomposisi. Sedangkan
karakteristik kimianya antara lain akan mengendap dengan kehadiran ion Ca2+
dalam larutannya, bereaksi dengan oksigen bebas (C4oHss + n On—(n+1) R-C-0),
dan teroksidasi oleh zat-zat oksidator membentuk molekul yang lebih kecil
dengan bentuk R-C=0 (Lockwood (2007). Gambar struktur likopen secara

singkat dapat dilihat pada gambar 2.8.

Gambar 2.8 Struktur likopen (Helmenstine, 2007)

Likopen mempunyai aktivitas antioksidan 2 kali lebih kuat dibandingkan
beta karoten dan 10 kali lipat lebih kuat dibandingkan vitamin E. Reaksi likopen
sebagai antioksidan di dalam tubuh lebih baik daripada vitamin A, C, E, maupun

mineral lainnya. Antioksidan likopen berupa karotenoid utama yang terdapat
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dalam tomat. Likopen disebut sebagai salah satu antioksidan paling kuat di dunia
(Winarsi H, 2007).

Likopen diketahui merupakan scavenger vang efisien untuk oksigen
tunggal. Selama menangkap oksigen tunggal, energi dipindahkan dari oksigen
tunggal ke molekul likopen, mengubahnya ke dalam keadaan dengan peningkatan
energi 3 kali lipat. Karena itu, likopen memungkinkan untuk digunakan sebagai
perlindungan terhadap oksidasi lipid, protein, dan DNA (Matos HR et al, 2000).
Likopen paling banyak kandungannya pada beberapa jaringan antara lain paru-
paru, kelenjar adrenal, hati, prostat, dan testis, (Nugroho, 2007).

Likopen tidak seperti korotenoid lain yang akan hilang atau berkurang
apabila pengalami proses pengolahan. Likopen justru akan semakin kaya pada
bahan makanan tersebut setelah diolah. Tsang (2005) menyatakan bahwa hal ini
disebabkan karena likopen terikat dengan struktur sel tomat dan proses
pengolahan dapat melepaskan likopen dari struktur sel tersebut. Sunarmani dan
Kun Tanti (2008) juga menambahkan bahwa tomat yang diproses menjadi jus
memiliki kandungan likopen yang tinggi dibandingkan dalam bentuk segar.

Likopen tomat memiliki manfaat sebagai senyawa anti-infertil dengan
meningkatkan jumlah, motilitas, dan morfologi spermatozoa pada pria akibat
rokok. Kandungan yang terdapat dalam tomat seperti likopen dapat digunakan
sebagai antioksidan kuat untuk melawan radikal bebas yang merupakan salah satu
penyebab infertilitas pada pria (Prayoga, 2015). Penelitian Mangiagalli MG
(2012) menyimpulkan bahwa seseorang yang mengkonsumsi makanan yang kaya

likopen 2 kali dalam sehari selama 3 bulan berturut-turut akan meningkatkan
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jumlah spermatozoa orang tersebut sekitar 67%, struktur sperma akan mengalami
perbaikan sebanyak 63% dan motilitasnya meningkat sebesar 73%.

Mekanisme aksi likopen pada tomat sebagai antioksidan yang melawan
radikal bebas asap rokok yaitu sebagai antioksidan sekunder yang memotong
reaksi oksidasi berantai dari radikal bebas atau dengan cara menangkapnya
dan mengubahnya menjadi non-radikal (Prayoga, 2015). Jika elektron radikal
bebas stabil, maka radikal bebas tidak dapat mengikat reseptor nikotinik sehingga
stres oksidasi dapat dicegah. Akibatnya, mekanisme umpan balik hipotalamus dan
hipofisis anterior dapat berjalan dengan baik dan produksi hormon-hormon
reproduksi seperti FSH, LH, dan testosteron bisa normal kembali (Hruska, 2000).

Likopen yang banyak didistribusikan ke beberapa jaringan seperti di testis
dapat juga secara langsung menunda, memperlambat serta mencegah proses
peroksidasi lipid dengan cara memecah ikatan nikotin dengan asam lemak tidak
jenuh (Poly Unsaturated Fatty Acids) yang ada di jaringan testis khususnya di
tubulus seminiferus (Nugroho, 2007).
2.8.3.2 Vitamin C (Asam Askorbat)

Vitamin C adalah substansi yang larut dalam air. Vitamin C juga
menjadi antioksidan dalam cairan ekstraseluler, dan mempunyai aktivitas
intraseluler yang baik (Tuminah, 1999). Kumalaningsih (2007) mengemukakan
bahwa vitamin C merupakan antioksidan yang berperanan penting dalam
membantu menjaga kesehatan sel. Sumber vitamin C yang penting berada

dalam makanan terutama berasal dari buah-buahan dan sayur-sayuran.
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Vitamin C ini memiliki formula CsHsOs dengan berat molekul (BM)
Sebesar 176.13. Purwantaka (2005) menyatakan bahwa vitamin C mampu
menangkap radikal bebas hidroksil. Hal ini dikarenakan vitamin C memiliki
gugus pendonor elektron berupa gugus enadiol. Struktur kimia vitamin C dalam

bentuk asam askorbat disajikan pada gambar 2.9 berikut ini (Winarti, 2010):

TH
0}
_-CH

O
HOH,C

HO OH
Ascorbic Acid

Gambar 2.9 Struktur molekul Vitamin C (Winarti, 2010)

Peran vitamin C sebagai senyawa antioksidan non-enzimatis adalah
dengan cara mendonorkan elektron (oksidasi) terhadap radikal oksigen seperti
superoksida, radikal hidroksil, radikal peroksil, radikal sulfur, dan radikal
nitrogen oksigen yang dapat menghambat proses metabolisme tubuh (Astuti,
2009). Muhammad (2009) mengemukakan bahwa vitamin C disebut sebagai
antioksidan dengan mendonorkan elektronnya, sehingga dapat mencegah
terbentuknya senyawa lain dari proses oksidasi dengan melepaskan satu rantai
karbon. Meskipun telah memberikan elektronnya pada radikal bebas, vitamin C
akan teroksidasi menjadi semidehydroascorbut acid atau radical ascorbic yang
relatif stabil.

Vitamin C berfungsi sebagai antioksidan, dan juga memiliki fungsi lain
yaitu menjaga dan memacu kesehatan pembuluh-pembuluh kapiler, membantu

penyerapan zat besi, dapat menghambat produksi natrosamin yang merupakan
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salah satu zat pemicu kanker. Vitamin C juga diperlukan untuk melindungi
molekul-molekul dalam tubuh seperti protein, peroksidasi lipid, karbohidrat dan
asam nukleat (Fauzi, 2008).

2.8.3.3 Vitamin A (p-karoten)

Vitamin A (B-karoten) merupakan salah satu dari 600 komponen
karotenoid yang berfungsi sebagai antioksidan yang kuat untuk oksigen reaktif
sehingga mampu mengikat radikal bebas (Winarsi, 2007). Muchtadi (2008)
menambahkan bahwa B-karoten juga mampu menangkap oksigen reaktif dan
radikal peroksil yang kemudian menetralkannya. Tilong (2011) juga
menambahkan bahwa B-karoten sebagai antioksidan yang larut dalam lemak yang
dapat menjaga kerusakan oksidasi dinding sel. Struktur kimia dari B-karoten

disajikan pada gambar 2.10 berikut ini (Winarti, 2010):

CH? .
CH' H'C cH’
ZAVAVAY / / VAV
H'C CH’ CH’ CH'
H'C

Gambar 2.10 Struktur kimia B-karoten (Winarti, 2010)

B-karoten bereaksi dengan senyawa radikal peroksil dalam 2 tahap yaitu
dengan cara membentuk radikal karoten peroksil dan kemudian membentuk
karoten peroksida. Senyawa [-karoten mampu berperan untuk menghentikan
reaksi berantai dari radikal bebas (Muhammad, 2009). B-karoten berperan
penting dalam pencegahan penyakit degeneratif, yaitu dengan cara
mempertahankan fungsinya sebagai antioksidan (Kumalaningsih, 2007).

Senyawa [-karoten mampu berperan untuk menghentikan reaksi berantai dari
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radikal bebas. B-karoten dapat menangkap O. karena adanya 9 ikatan rangkap
pada rantai karbonnya. Energi untuk reaksi ini dibebaskan dalam bentuk panas
sedemikian rupa sehingga sistem regenerasi tidak diperlukan (Winarti, 2010).
Asupan betakaroten yang cukup dapat mencegah berbagai macam
penyakit seperti, kanker, sistem reproduksi, katarak, dan sebagainya (Winarsi,
2007). Penelitian epidemologi menunjukkan bahwa asupan p-karoten yang
tinggi dari sayur dan buah-buahan dapat menyebabkan beberapa penyakit yang
ganas seperti kanker prostat (Muchtadi, 2008).
2.8.3.4 Vitamin E (Tocoferol)

Vitamin E (Tocoferol) adalah substansi yang larut dalam lemak. Vitamin E
merupakan antioksidan utama dalam semua membran seluler, dan melindungi
asam lemak tak jenuh terhadap peristiwa oksidasi (Tuminah, 1999). Vitamin E
secara alami memiliki 8 isomer yang dikelompokkan dalam 4 tocoferol (3, a, vy,
1) dan 4 tocoterienol (B, ¢, v, }) homolog. Struktur Kimia vitamin E disajikan

pada gambar 2.11 berikut ini (Winarsi, 2007):

CHs

CH3

A CHs
CHs
CHs

Alpha-tocopherol (E)

Gambar 2.11 Struktur kimia vitamin E (Winarsi, 2007)

Tocoferol, terutama a-tocoferol, telah diketahui sebagai antioksidan yang
mampu mempertahankan integritas membran eritrosit dan lipoprotein plasma.
Sebagai antioksidan, vitamin E berfungsi sebagai donor ion hidrogen yang

mampu mengubah radikal peroksil (hasil peroksidasi lipid) menjadi radikal
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tocoferol yang kurang reaktif, sehingga tidak merusak rantai asam lemak (winarti,
2010). Muhammad (2009) menambahkan bahwa radikal vitamin E dapat
mengalami regenerasi oleh adanya glutation atau asam askorbat dengan cara
tocoferol memindahkan atom hidrogen yang memiliki elektron tunggal
sehingga dapat menyingkirkan radikal bebas peroksil lebih cepat
dibandingkan dengan reaksi radikal protein membran. Radikal tocoferol yang
tidak reaktif akan dieliminasi oleh asam askorbat.

Vitamin E berkolaborasi dengan oksigen menghancurkan radikal bebas.
Secara umum, manfaat dari vitamin E antara lain mencegah penyakit hati,
mengurangi kelelahan, membantu memperlambat penuaan karena oksidasi,
mensuplai oksigen ke darah, menguatkan dinding pembuluh kapiler darah dan
juga membantu mencegah sterilitas (Iswara, 2010). Vitamin ini berfungsi sebagai

pelindung terhadap peroksidasi lemak di dalam membran (Muchtadi, 2008).



BAB IlI
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimental dengan rancangan acak lengkap
(RAL) yang menggunakan 5 kelompok perlakuan yang masing-masing kelompok
terdiri dari 5 ulangan yang ditentukan secara acak. Pada masing-masing
kelompok diberikan cadangan sebanyak 2 ekor. Adapun perlakuan yang
digunakan yaitu:

a. Kelompok K-: kelompok kontrol negatif, sebanyak 5 ekor mencit tanpa
diberi jus tomat dan tanpa dipapar asap rokok.

b. Kelompok K+: kelompok kontrol positif, sebanyak 5 ekor mencit tanpa
diberi jus tomat dan dipapar asap rokok.

c. Kelompok P1: kelompok perlakuan, sebanyak 5 ekor mencit diberi jus
tomat dengan dosis 0,8 gr/ekor/hari dan dipapar asap rokok.

d. Kelompok P2: kelompok perlakuan, sebanyak 5 ekor mencit diberi jus
tomat dengan dosis 1,6 gr/ekor/hari dan dipapar asap rokok.

e. Kelompok P3: kelompok perlakuan, sebanyak 5 ekor mencit diberi jus

tomat dengan dosis 2,4 gr/ekor/hari dan dipapar asap rokok.

3.2 Variabel Penelitian

a. Variabel bebas : dosis jus tomat 0,8 gr/ekor/hari, 1,6 gr/ekor/hari, dan 2,4

gr/ekor/hari.
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b. Variabel terikat: jumlah sel spermatogenik mencit dan tingkat kerusakan
tubulus seminiferus mencit.
c. Variabel kontrol: usia mencit, pakan mencit, kandang mencit, lama

pemaparan, dan jumlah rokok.

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan September - November 2017 di
Laboratorium Fisiologi Hewan dan Laboratorium Hewan Coba Jurusan Biologi
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang serta Laboratorium Fisiologi Manusia Fakultas Kedokteran Universitas

Muhammadiyah Malang.

3.4 Populasi Sampel Penelitian, dan Penentuan Dosis

Populasi penelitian ini adalah mencit strain Balb/C jantan karena lebih
sensitif terhadap rangsang, lebih mudah diinfeksi serta mudah dalam
pemeliharaannya. Mencit diperoleh dari Laboratorium Hewan Coba Jurusan
Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang. Total sampel penelitian terdiri dari 35 ekor mencit umur 8-12
minggu dengan berat badan kisaran 20-30 gram.

Dosis jus tomat 1,6 gr/ekor/hari setara dengan 5,5 mg/hari pada manusia
sudah dapat mengurangi stres oksidatif meskipun belum cukup optimal (Handaru
et al, 2010). Dosis lainnya diambil rentang setengah di bawah dan di atas dari

dosis tersebut (0,8 gr/ekor/hari dan 2,4 gr/ekor/hari).
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3.5 Alat dan Bahan
3.5.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: jas
laboratorium, masker, sarung tangan, neraca analitik, blender, pengaduk,
beaker glass, kertas saring, pipet ukur, gelas ukur, spuit yang dimodifikasi,
tabung reaksi, kandang hewan coba, tempat makan dan minum mencit,
smoking chamber, papan bedah, seperangkat alat bedah, korek api, sonde

lambung, kaca preparat, mikrotom, freezer, dan mikroskop komputer.

3.5.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: buah
tomat spesies Lycopersicon esculentum Mill, pakan pellet al dan minum
mencit, sekam, rokok kretek, paraffin, NaCl fisiologis 0,9%, kloroform,
alkohol 70%, xylol, cutter, aquades, HE (Hematoxilen Eosin), tissue dan

testis mencit.

3.6 Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian yang dilakukan meliputi 3 tahap, yaitu:
a. Tahap persiapan: tahap ini meliputi persiapan hewan coba
(aklimatisasi), pembuatan jus buah tomat (Lycopersicon esculentum
Mill.), serta penentuan dan pembuatan dosis perlakuan.
b. Tahap pelaksanaan: tahap ini meliputi pengelompokan dan perlakuan

hewan coba.
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c. Tahap pengambilan data: tahap ini meliputi pembuatan preparat
histologis testis, pengamatan, dan pengambilan data jumlah sel
spermatogenik (spermatogonium, spermatosit dan spermatid) serta

tingkat kerusakan tubulus seminiferus.

3.6.1 Tahap Persiapan
3.6.1.1 Persiapan Hewan Coba

Sebelum penelitian dilakukan, hal-hal yang perlu dipersiapkan adalah
tempat pemeliharaan hewan coba yang meliputi kandang, sekam kayu, tempat
pakan dan minum mencit. Selanjutnya, mencit diaklimatisasi selama 7 hari dan
diberi pakan serta minum yang berlebih (Lutfiani D, 2010).
3.6.1.2 Pembuatan Jus Buah Tomat (Lycopersicon esculentum Mill.)

Buah tomat terlebih dahulu dipilih yang sudah matang dan berwarna
merah. Pembuatan jus tomat tidak dibuat stok, tetapi dilakukan setiap hari
sebelum perlakuan dengan diblender kurang lebih 2,5 menit, diambil filtratnya
dengan disaring dan dibuang residunya (Gunawan, 2006). Sunarmani dan Kun
Tanti (2008) menyatakan bahwa tomat yang diproses menjadi jus memiliki

kandungan antioksidan yang tinggi dibandingkan dalam bentuk segar.

3.6.2 Tahap Pelaksanaan
3.6.2.1 Perlakuan Pemaparan Asap Rokok

Sebelum pemaparan, mencit dipindahkan ke dalam smoking chamber
berukuran 30 x 15 x 15 dengan ventilasi udara terbatas. Rokok kretek lalu dibakar
dan dihisap secara berkala dengan spuit yang telah dimodifikasi. Pemaparan asap

rokok pada mencit dilakukan pada pukul 08.00 WIB selama 35 hari. Penentuan
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lama waktu pemaparan asap rokok diambil dari keseluruhan siklus
spermatogenesis pada mencit (4 siklus) yaitu selama 35 hari. Total paparan yaitu
satu batang rokok per hari dan durasi setiap paparan selama 130 detik dengan
jeda waktu 10 detik {konversi menurut Mu’tadin dalam Hata et al (2012) dari
perokok pasif kategori sedang pada manusia yaitu 11-21 batang rokok per hari,
selang waktu 31-60 menit setelah bangun tidur}
3.6.2.2 Perlakuan Pemberian jus tomat (Lycopersicon esculentum Mill.)
Pemberian jus buah tomat sesuai dosis pada masing-masing kelompok
dilakukan dengan cara oral menggunakan sonde lambung. Pemberiannya
dilakukan sekitar pukul 12.00 selama 35 hari. Mencit dipuasakan sehari sebelum
pembedahan. Selanjutnya mencit dibius dengan kloroform dan didislokasi
lehernya, kemudian dilakukan pembedahan dan diambil bagian organ testisnya.
Sampel testis yang telah diambil kemudian dibuat preparat dan dilakukan

pengamatan dan pengambilan data.

3.6.3 Tahap Pengambilan Data
3.6.3.1 Pembuatan Preparat Tubulus Seminiferus Mencit

Pada akhir perlakuan mencit dibius dengan kloroform, kemudian
dilakukan pembedahan dan diambil sampel testisnya. Sampel testis kemudian
dibuat preparat histologis. Adapun langkah-langkah pembuatan preparat testis
adalah mencit dibedah terlebih dahulu untuk pengambilan testis dan selanjutnya
ditimbang. Dari setiap sampel dibuat preparat irisan dengan metode paraffin
dengan larutan fiksatif Bouin. Kemudian dipilih irisan yang paling baik, diwarnai

dengan HE (Hematoxylin eosin) (Suntoro, 1980).
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3.6.3.2 Pengamatan dan Pengambilan Data

Pengamatan preparat testis dilakukan di bawah mikroskop cahaya dengan
perbesaran 400X. Pada data jumlah sel spermatogenik dilakukan dengan cara
menghitung jumlah sel spermatogenik yang meliputi spermatogonium,
spermatosit dan spermatid. Perhitungan jumlah sel dilakukan pada 5 lapangan
pandang secara acak dari kiri ke kanan. Berikut kriteria masing-masing sel
spermatogenik menurut Yatim (1994):

a. Sel spermatogonium, berukuran relatif besar, berbentuk bulat, sitoplasma
sel pucat, inti sel besar dengan kromatin tidak teratur, inti yang sangat
rapat, dan terletak di dekat membran basal epitel tubulus.

b. Sel spermatosit primer, sangat khas karena sel ini merupakan sel yang
paling besar dibandingkan dengan sel spermatogenik lainnya, dan memiliki
inti yang lebih sedikit jika dibandingkan dengan sel spermatogonium. Sel
spermatosit sekunder menyerupai spermatosit primer akan tetapi ukurannya
lebih kecil dan lebih mendekati lumen.

c. Sel spermatid pada tubulus seminiferus berada disekitar lumen yaitu pada
lapisan setelah spermatosit primer, berukuran paling kecil, berbentuk bulat,

memiliki sitoplasma yang sedikit dan kromatin pada inti selnya padat.
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Lumen of seminiferous tubule

Spermatozoa (n)

(sperm cells)

Spermatid (n)

Secondary spermatocyte (n)
Primary spermatocyte (2n)
Spermatogonium (2n)

(stem cell)

Basement membrane

Interstitial endocrinocyte
(Leydig cell)

Gambar 3.1 Sel spermatogenik di tubulus seminiferus (Hafez, 1980).

Pada pengamatan tingkat kerusakan tubulus seminiferus, data dibuat secara
kualitatif yang diperoleh dari satu lapangan pandang secara acak. Kriteria tingkat
kerusakan tubulus seminiferus dapat dilihat pada tabel 3.1:

Tabel 3.1 Tingkat kerusakan tubulus seminiferus berdasarkan kualitas

Kategori Deskripsi

Normal | Susunan sel spermatogenik teratur dengan kerapatan 85%-100%,
sel Sertoli dan Leydig rapat, lumen tampak terisi penuh oleh
spermatozoa, epitel tubulus normal.

Ringan | Susunan sel spermatogenik teratur tapi sedikit longgar dengan
kerapatan 70%-85%, lumen terisi oleh >10 spermatozoa, epitel
tubulus normal.

Sedang | Susunan sel spermatogenik longgar dengan kerapatan 50%-70%,
lumen terisi oleh < 10 spermatozoa, epitel tubulus sedikit rusak.

Berat Susunan sel spermatogenik sangat longgar bahkan kosong dengan
kerapatan <50%, sel Sertoli dan Leydig sangat sedikit bahkan tidak
ada, lumen tidak terisi sel spermatozoa, epitel tubulus rusak.

Sumber: Sukmaningsih (2009)
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3.7 Teknik Analisis Data

Data yang diperolen dari hasil pemeriksaan dianalisis dengan
menggunakan uji statistik One Way ANAVA tunggal karena hanya
menggunakan satu faktorial. Bila terdapat perbedaan sangat nyata dilanjutkan
dengan uji lanjut menggunakan BNT dengan signifikan 5% untuk melihat
perbedaan sangat nyata antara kelompok kontrol dengan kelompok masing-

masing perlakuan.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemberian jus buah tomat (Lycopersicon esculentum Mill.) dapat
meningkatkan aktivitas antioksidan sehingga dapat menekan stres oksidatif pada
mencit (Mus musculus L.) yang dipapar asap rokok. Organ testis sangat mudah
mengalami stres oksidatif karena pada membran sel spermatogeniknya
mengandung sejumlah besar asam lemak tidak jenuh (Poly Unsaturated Fatty
Acids) sehingga mudah teroksidasi. Hal ini dapat mengakibatkan penurunan
jumlah sel spermatogenik dan kerusakan tubulus seminiferus. Hasil dan
pembahasan penelitian ini disajikan berdasarkan dua parameter penelitian, yaitu
pengaruh pemberian jus buah tomat terhadap jumlah sel spermatogenik dan

histologi tubulus seminiferus mencit yang dipapar asap rokok.

4.1 Jumlah Sel Spermatogenik Mencit

Hasil penelitian pemberian jus buah tomat (Lycopersicon esculentum
Mill.) terhadap jumlah sel spermatogenik mencit (Mus musculus L.) yang dipapar
asap rokok meliputi sel spermatogonium, spermatosit dan spermatid. Hasil
yang diperoleh selanjutnya disajikan pada lampiran 1. Berdasarkan hasil
ANAVA satu arah jumlah sel spermatogenik untuk semua perlakuan yang
terdapat pada lampiran 2, sel spermatogonium diperoleh Fhitung 22,71 > Franel (10)
4,43, sel spermatosit diperoleh Fnitung 31,906 > Fuaber (19%) 4,43, dan untuk sel

spermatid diperoleh Fhitung 9,788 > Franel 1%) 4,43. Hal ini menunjukkan bahwa
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ada pengaruh pemberian jus buah tomat terhadap jumlah dari ketiga sel
spermatogenik mencit yang dipapar asap rokok.

Selanjutnya, untuk mengetahui pengaruh dari setiap perlakuan yang
diberikan maka perlu dilakukan uji BNT taraf signifikan 5%. Berikut rangkuman
hasil rerata dan notasi pengaruh pemberian jus buah tomat terhadap jumlah sel

spermatogenik mencit yang dipapar asap rokok:

Tabel 4.1 Rerata dan notasi pengaruh pemberian jus buah tomat terhadap
jumlah sel spermatogenik mencit yang dipapar asap rokok

Perlakuan Rerata dan notasi BNT 5% pada jumlah sel
spermatogenik
Spermatogonium | Spermatosit Spermatid
K+ 80,6 a 93 a 89,4 a
P1 89,2 ab 128 a 114 a
P2 113 b 148,4 b 153 b
P3 148,4 c 152 ¢ 182 ¢
K- 172,6 ¢ 192 d 215d
Nilai BNT 24.45 23.93 27.70

Berdasarkan hasil uji BNT 5% (tabel 4.1) sel spermatogonium,
menunjukkan bahwa pada perlakuan K+ berbeda nyata dengan perlakuan P2,
P3, dan K- tapi tidak berbeda nyata dengan P1. Perlakuan Pl berbeda nyata
dengan perlakuan P3 dan K- tapi tidak berbeda nyata dengan K+ dan P2.
Sedangkan P2 berbeda nyata dengan perlakuan K+, P3 dan K- tapi tidak berbeda
nyata dengan P1. P3 dan K- tidak berbeda nyata akan tetapi keduanya berbeda
nyata dengan K+, P1, dan P2.

Pada pengamatan sel spermatogonium, nilai reratanya lebih sedikit
jumlahnya dibanding dengan rerata pada jumlah sel spermatosit maupun

spermatid. Hal ini ada kaitannya dengan sel epitel germinal yang merupakan
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cikal bakal pembentukan spermatogonium sebelum akhirnya menjadi spermatosit,
spermatid, kemudian spermatozoa. Menurut Soehadi dan Arsyad. (1982) nikotin
mempunyai pengaruh teratogenik sehingoa dapat diasumsikan nikotin punya
pengaruh terhadap sel epitel germinal di dalam tubulus seminiferus testis,
sehingga sel epitel germinal yang dihasilkan terganggu perkembangannya.

Dosis yang efektif untuk meningkatkan jumlah sel spermatogonium lebih
tinggi kadarnya dibanding sel spermatogenik lainnya yaitu 1,6 gr/ekor/hari. Efek
sitotoksik dari radikal bebas rokok yang mengganggu kerja umpan balik
hipotalamus dan hipofisis anterior sehingga menghambat pembentukan
hormon FSH dan LH. Partodihardjo (1992) menyatakan bahwa terhambatnya
FSH akan mengganggu proses mitosis dan proliferasi. FSH sangat diperlukan
dalam proses proliferasi jumlah sel spermatogonium. Bila pengangkutan
glukosa terhambat, maka sintesis protein juga akan terhambat yang pada
akhirnya mengakibatkan perkembangan jumlah sel spermatogonium terganggu.

Pemberian jus buah tomat (Lycopersicon esculentum Mill.) dengan
berbagai variasi dosis terbukti memiliki pengaruh dalam meningkatkan jumlah
sel spermatogonium mencit yang terpapar asap rokok tersebut. Dosis yang
paling efektif untuk meningkatkan jumlah sel spermatogonium adalah
perlakuan P3. Akan tetapi perlakuan P3 tidak melebihi K- dalam
meningkatkan jumlah sel spermatogonium.

Sementara itu, hasil uji BNT 5% (tabel 4.1) pada sel spermatosit,
menunjukkan bahwa pada perlakuan K+ dan P1 tidak berbeda nyata, akan

tetapi keduanya berbeda nyata dengan perlakuan P2, P3 dan K-. Sedangkan P2
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berbeda nyata dengan semua kelompok perlakuan (K+, P1 P3 dan K-). P3 juga
berbeda nyata dengan semua kelompok perlakuan (K+, P1 P2 dan K-).
Perlakuan K- juga menunjukkan hasil yang berbeda nyata dengan semua
kelompok perlakuan (K-, P1 P2 dan P3).

Pada pengamatan sel spermatosit, rerata tertinggi yaitu pada perlakuan
K- (192 sel), sedangkan rerata terendah yaitu pada K- (192 sel). Selisih
keduanya sangat jauh bahkan dua kali lipatnya. Hal ini dibebabkan oleh efek
sitotoksik dari radikal bebas rokok yang mengganggu kerja umpan balik
hipotalamus dan hipofisis anterior sehingga kemudian menghambat
pembentukan hormon FSH dan testosteron.

Bartlett (1989) dalam Sukmaningsih (2009) menyatakan bahwa FSH
menstimulasi terjadinya spermatogenesis dan testosteron dalam konsentrasi
intratestikuler yang tinggi akan menjaga proses ini. Testosteron diperlukan untuk
memulai proses meiosis sel spermatosit. Penurunan jumlah spermatosit ini
didukung juga oleh pernyataan Johnson dan Everitt (1990) bahwa spermatosit
sangat sensitif terhadap pengaruh luar dan cenderung mengalami kerusakan
setelah profase meiosis pertama khususnya pada tahap pakiten, yaitu pada saat
terjadinya pindah silang antara kromosom yang homolog. Bila spermatosit
mengalami kerusakan, maka akan mengalami degenerasi dan difagositosis oleh
sel Sertoli sehingga jumlahnya menjadi berkurang.

Pemberian jus buah tomat (Lycopersicon esculentum Mill.) dengan
berbagai variasi dosis terbukti memiliki pengaruh dalam meningkatkan jumlah

sel spermatosit mencit. Dosis yang efektif untuk meningkatkan jumlah sel
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spermatosit adalah P1 (0,8 gr/ekor/hari). Sedangkan dosis yang paling
efektif untuk meningkatkan jumlah sel spermatosit adalah perlakuan P3 (2,4
gr/ekor/hari). Akan tetapi perlakuan P3 tidak melebihi K- dalam
meningkatkan jumlah sel spermatosit.

Sedangkan hasil uji BNT 5% (tabel 4.1) sel spermatid, menunjukkan
bahwa pada perlakuan K+ dan P1 tidak berbeda nyata, akan tetapi keduanya
berbeda nyata dengan perlakuan P2, P3 dan K-. Sedangkan P2 berbeda nyata
dengan semua kelompok perlakuan (K+, P1 P3 dan K-). P3 juga berbeda nyata
dengan semua kelompok perlakuan (K+, P1 P2 dan K-). Perlakuan K- juga
menunjukkan hasil yang berbeda nyata dengan semua kelompok perlakuan (K-
, P1 P2 dan P3). Adapun rerata tertinggi yaitu pada perlakuan K- dengan rerata
215, sedangkan rerata terendah yaitu pada perlakuan K+ dengan nilai 89,4.
Dosis yang efektif untuk meningkatkan jumlah sel spermatid adalah P1 (0,8
gr/ekor/hari). Sedangkan dosis yang paling efektif untuk meningkatkan
jumlah sel spermatid adalah perlakuan P3 (2,4 gr/ekor/hari).

Salah satu penyebab menurunnya jumlah spermatid pada perlakuan K+
yaitu jumlah spermatosit yang juga menurun karena spermatosit yang mengalami
meiosis kedua akan menjadi spermatid. Selain itu, menurunnya sekresi testosteron
karena perlakuan asap rokok menyebabkan terganggunya spermiogenesis. Pada
penelitian Mc Lachlan et al. (1996) hormon testosteron dan FSH menyebabkan
spermatid terikat pada sel Sertoli. Holdcraft (2004) menyatakan bahwa hormon
testosteron akan menjaga semua tahap perkembangan spermatid. Penurunan

hormon ini mengakibatkan terlepasnya spermatid dari sel Sertoli ke lumen
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tubulus. Hal ini mengakibatkan gagalnya tahap spermiogenesis. Sel Sertoli
mempunyai peranan penting dalam spermiogenesis tetapi asap rokok bersifat
toksik terhadap fungsi sel Sertoli (Guven et al. 1999).

Satriyasa (2005) menyatakan bahwa penurunan FSH akan menyebabkan
perubahan struktur sitoskeletal sel Sertoli sehingga mengurangi kemampuan
dalam mengikat spermatid. Sedangkan penurunan LH yang berdampak pada
penurunan testosteron akan menyebabkan penurunan daya adhesi antara sel
spermatid dengan sel Sertoli yang menyebabkan sel spermatid ke dalam lumen
tubulus seminiferus. FSH juga turut membantu pematangan spermatid
menjadi spermatozoa selama proses spermatogenesis. Penurunan FSH dan
testosteron tersebut akan menyebabkan sel spermatid degenerasi.

Pemberian jus buah tomat (Lycopersicon esculentum Mill.) dengan
berbagai variasi dosis terbukti memiliki pengaruh dalam meningkatkan jumlah
sel spermatid. Dosis yang efektif untuk meningkatkan jumlah sel spermatid
adalah P1 (0,8 gr/ekor/hari). Sedangkan dosis yang paling efektif untuk
meningkatkan jumlah sel spermatid adalah perlakuan P3 (2,4 gr/ekor/hari).
Akan tetapi perlakuan P3 tidak melebihi K- dalam meningkatkan jumlah sel
spermatid.

Pada perlakuan P3 untuk semua perlakuan, dosis tomat mampu
mengimbangi efek radikal bebas yang dapat menyebabkan peroksidasi lipid pada
membran sel spermatogenik di testis. Padahal, paparan rokok yang diberikan

sama dengan perlakuan kontrol lainnya. Hal ini mengindikasikan pada dosis 2,4
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gr/ekor/hari dapat meningkatkan aktivitas oksidan yang lebih tinggi sehingga
stres oksidatif pada jaringan testis mencit dapat dihambat secara maksimal.

Berdasarkan penelitian ini, ditemukan bahwa dosis yang paling tepat untuk
meningkatkan jumlah ketiga sel spermatogenik bagi perokok vyaitu 2,4
gr/ekor/hari (P3). Semakin tinggi dosis jus buah tomat yang diberikan, maka
senyawa antioksidan yang terkandung dalam jus buah tomat juga semakin
tinggi. Senyawa tersebut dalam hal ini mampu menangkal radikal bebas
asap rokok yang mempengaruhi kerja hormon reproduksi sehingga
meningkatkan jumlah produksi sel spermatogenik.

Komponen toksik rokok terutama nikotin diserap melalui paru-paru dan
kecepatan absorbsinya hampir sama dengan masuknya nikotin secara intravena.
Komponen tersebut masuk ke dalam otak dengan cepat dalam waktu kurang lebih
10 detik. Dapat melewati barrier di otak dan diedarkan keseluruh otak, kemudian
menurun secara cepat, beredar keseluruh bahagian tubuh dalam waktu 15-20
menit pada waktu penghisapan terakhir (Arabia, 2004).

Radikal bebas rokok dengan mudah masuk ke alveoli dan dialirkan ke paru-
paru yang mengakibatkan oksigen dalam darah berkurang karena masuknya
komponen toksik ke aliran darah. Kelebihan radikal bebas membuat kadar MDA
di hati meningkat sehingga hati tidak mampu bekerja maksimal untuk
menetralkan racun dari asap rokok. Selanjutnya radikal bebas menyebar ke
seluruh tubuh melalui aliran darah termasuk ke testis melalui membran basalis

dan menginduksi terjadinya reaksi berantai karena adanya PUFA (Koeman, 1987)
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Membran sel spermatogenik kaya akan sumber poly unsaturated fatty acid
(PUFA) mudah dirusak oleh bahan-bahan pengoksidasi. Hal ini sangat merusak
karena merupakan suatu proses berkelanjutan. Komponen terpenting membran sel
adalah fosfolipid, glikolipid, dan kolesterol. Dua komponen pertama mengandung
asam lemak tak jenuh seperti asam linoleat, linolenat dan arakidonat sangat rawan
terhadap serangan-serangan radikal terutama radikal hidroksil. Akibat dari
serangan radikal tersebut dapat mengakibatkan kerusakan parah membran sel
sehingga menjadi sumber ROS yang membahayakan bagi kehidupan sel lainnya
(Dotan Y, 2004).

Tomat memiliki kandungan Vitamin E (a-tocopherol) sebagai antioksidan
lipofilik yang sangat penting untuk melindungi dan memelihara sperma mamalia.
Selain itu, unsur ini sangat berkontribusi terhadap aktivitas sel Sertoli dan
spermatosit. Begitu pula vitamin C (asam askorbat) berperan penting dalam
proses spermatogenesis. Kekurangan vitamin C atau E menyebabkan induksi stres
oksidatif di testis dan secara tidak langsung dapat mengganggu spermatogenesis
serta produksi hormon reproduksi, sehingga jumlah sel spermatogenik berkurang

(Johnson, 1979).

4.2 Kualitas Tubulus Seminiferus Testis Mencit

Pengamatan pada preparat histologi testis mencit dilakukan menggunakan
mikroskop komputer dengan perbesaran 400 kali (10 X 40). Hasilnya
menunjukkan adanya peningkatan kualitas tubulus seminiferus pada semua

dosis jus buah tomat yang diberikan setelah paparan asap rokok. Peningkatan
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ini terjadi seiring meningkatnya dosis ekstrak jus buah tomat yang diberikan
pada mencit. Struktur histologis tubulus seminiferus pada setiap perlakuan

dapat dilihat pada gambar 4.1 berikut:

Gambar 4.1 Struktur histologis tubulus seminiferus testis mencit (40x10). a. K+, b.
P1, c. P2, d. P3, dan e. K-. Keterangan: 1. Spermatogonium 2. Spermatosit 3. Spermatid 4.
Spermatozoa 5. Lumen 6. Membran tubulus 7. Sel Leydig 8. Sel Sertoli

"OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

LIBRARY

CENTR



59

Menurut  Nurliani  (2005) sel spermatogenik penyusun tubulus
seminiferus tersusun lengkap dengan sel-sel yang berasosiasi secara
berurutan ke arah lumen menurut tingkat perkembangannya seperti
spermatogonium, 1-2 spermatosit, spermatid dan lumen yang berisi
spermatozoa. Selain itu, juga terdapat sel Leydig (penghasil testosteron) di
jaringan interstial serta sel Sertoli di dalam tubulus seminiferus yang berfungsi
sebagai penyokong nutrisi, fagositosis, dan sekresi.

Berdasarkan preparat tubulus seminiferus mencit (gambar 4.4), dapat
ditentukan tingkat kerusakannya dengan menggunakan kriteria kualitas
tubulus seminiferus menurut Sukmaningsih (2009) (lihat tabel 3.1). Dari data
yang diperoleh, perlakuan K+ tubulus seminiferus mencit dikategorikan
mengalami kerusakan berat. Hal ini dikarenakan pada preparat tampak sel
spermatogeniknya sangat longgar dengan tingkat kerapatan 30%, epitel tubulus
juga mengalami kerusakan, bagian lumen tubulus tidak terisi oleh spermatozoa.
Sedangkan pada perlakuan P1 (0,8 gr/ekor/hari), tubulus seminiferus
dikategorikan mengalami kerusakan sedang. Hal ini dikarenakan pada preparat
tampak sel spermatogeniknya sedikit longgar dengan tingkat kerapatan 60%,
lumen hanya terisi oleh 4 spermatozoa (<10 sel). Begitu pula pada perlakuan P2
(1,6 gr/ekor/hari) tubulus seminiferus dikategorikan mengalami kerusakan sedang
karena sel spermatogeniknya tampak lebih sedikit longgar dengan tingkat
kerapatan 70%, dan hanya 8 spermatozoa yang terbentuk (<10 sel).

Pada perlakuan P3 (2,4 gr/ekor/hari), tubulus seminiferus dikategorikan

normal. Hal ini dikarenakan sel spermatogenik yang rapat dengan tingkat
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kerapatan 85%, epitel tubulus juga tampak normal, lumen tubulus juga terisi oleh
>10 spermatozoa. Pada perlakuan K- tubulus seminiferus juga dikategorikan
normal dikarenakan tampak sel spermatogenik dengan kerapatan 100%, tersusun
teratur dan terisi penuh, epitel tubulus juga tampak normal dan tidak mengalami
kerusakan, lumen tubulus juga terisi oleh >10 spermatozoa.

Radikal bebas rokok dengan cepat memasuki sirkulasi vena pulmonal dan
mencapai otak dalam waktu 10-20 detik serta mudah berdifusi ke jaringan otak.
Nikotin bersifat kolinergik dan mengikat reseptor asetilkolin nikotin (NAChRs)
yang banyak terdapat di beberapa jaringan seperti testis, kelenjar adrenal, hati dan
prostat. Pengikatan inilah yang menjadi penyebab adanya stress oksidatif dan
menggunggu proses kerja hormonal (Picciotto, M. R, et al., 1998).

Sel-sel di testis rentan terhadap kerusakan oksidatif oleh radikal bebas
karena membran plasma mereka mengandung kelimpahan asam lemak tidak
jenuh. Peroksidasi lipid pada membran seluler pada akhirnya dapat menyebabkan
disfungsi dan kerusakan struktural sel. Oleh karena itu, kelainan yang diamati
pada struktur testis yang ditemukan dalam penelitian ini dapat dikaitkan dengan
peroksidasi asam lemak tak jenuh ganda dalam membran plasma selnya (Alvarez,
J.G dan Storey, B.T, 2005).

Sel yang teroksidasi di testis merupakan sumber ROS bagi organ testis itu
sendiri, sehingga menyebabkan peningkatan stres oksidatif. Jika stress oksidatif
berlebih, maka sel Sertoli, sel Leydig, dan sel spermatogenik lainnya dapat
mengalami kerusakan. Hal inilah yang secara langsung merusak struktur anatomi

tubulus seminiferus.
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Berdasarkan pengamatan kualitas tubulus seminiferus, dapat disimpulkan
bahwa jus buah tomat (Lycopersicon esculentum Mill.) dapat memperbaiki
kerusakan tubulus seminiferus yang terpapar asap rokok. Dosis yang paling
efektif untuk memperbaiki kualitas tubulus seminiferus bagi perokok adalah
P3 yaitu 2,4 gr/ekor/hari. Hal ini dikarenakan kandungan senyawa-senyawa
antioksidan yang terkandung di dalam buah tomat lebih banyak. Beberapa
senyawa antioksidan yang menonjol dalam buah tomat adalah likopen dan
vitamin C serta beberapa antioksidan lain yang jumlahnya relatif kecil seperti
vitamin A, vitamin E, flavonoid, dan asam fenolat.

Mekanisme aksi likopen sebagai antioksidan yaitu memotong reaksi
oksidasi berantai dari radikal bebas rokok atau dengan cara menangkapnya
dan mengubahnya menjadi non-radikal (Prayoga, 2015). Likopen yang
banyak didistribusikan ke beberapa jaringan seperti di testis juga dapat secara
langsung menunda, memperlambat serta mencegah proses peroksidasi lipid
dengan cara memecah reaksi berantai yang ada di jaringan testis (Nugroho, 2007).

Peran vitamin C sebagai antioksidan adalah dengan cara mendonorkan
elektron (oksidasi) terhadap radikal oksigen dari asap rokok yang dapat
menghambat proses metabolisme tubuh (Astuti, 2009). Muhammad (2009)
mengemukakan bahwa vitamin C dapat mendonorkan elektronnya sehingga
dapat mencegah terbentuknya senyawa lain dari proses oksidasi dengan
melepaskan satu rantai karbon.

Vitamin A (B-karoten) mampu menangkap oksigen reaktif dan radikal

peroksil dari nikotin dan beberapa komponen toksik rokok lainnya yang
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kemudian menetralkannya (Muchtadi, 2008). Tilong (2011) juga menambahkan
bahwa B-karoten sebagai antioksidan yang larut dalam lemak yang dapat menjaga
kerusakan oksidasi dinding sel. Sedangkan vitamin E merupakan antioksidan
utama dalam semua membran seluler, dan melindungi asam lemak tak jenuh
terhadap peristiwa oksidasi di testis (Tuminah, 1999).

Jika elektron radikal bebas rokok stabil dan tidak reaktif terhadap
kompenen sel, maka radikal bebas tersebut tidak dapat mengikat reseptor
nikotinik sehingga stres oksidasi dapat dicegah. Akibatnya, mekanisme umpan
balik hipotalamus dan hipofisis anterior dapat berjalan dengan baik dan
pembentukan hormon-hormon reproduksi seperti FSH, LH, dan testosteron bisa
normal kembali (Hruska, 2000). Normalnya kerja hormon tersebut membuat
proses spermatogenesis berjalan dengan baik sehingga tidak mengurangi jumlah
sel spermatogenik yang seharusnya dihasilkan. Selain itu, normalnya Kkerja
hormon dapat mengatasi struktur tubulus seminiferus yang mengalami kerusakan
akibat radikal bebas asap rokok.

Sel spermatogenik dan tubulus seminiferus yang normal dapat dijadikan
salah satu parameter seseorang tidak rentan terhadap infertilitas. Hal ini
menunjukkan bahwa jus buah tomat dapat digunakan sebagai alternatif
yang aman untuk kesuburan. Kesuburan sendiri merupakan hal yang sangat
didambakan oleh setiap manusia. Apalagi sebagai umat Islam,

memperbanyak keturunan merupakan anjuran dari Rasulullah SAW.

Setiap manusia sudah dijamin rezekinya oleh Allah SWT. Takut

miskin karena banyaknya anak yang mesti ditanggung dan dinafkahi
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merupakan faktor yang dilarang syariat. Allah melarang hamba-Nya
membunuh anak-anak karena takut miskin, seperti yang dilakukan oleh
orang-orang jahiliyah (At-Thawari, 2007), Allah SWT berfirman:

P b e O 408 B S, 205 387 22 Dol e S L Y,
“Dan janganlah kamu membunuh anak-anakmu karena takut kemiskinan.
Kamilah yang akan memberi rezki kepada mereka dan juga kepadamu.

Sesungguhnya membunuh mereka adalah suatu dosa yang besar” (Qs. Al-Isra’
31).

Menurut tafsir Ibnu Agil (Abdullah, 2003) ayat ini menunjukkan
bahwa Allah SWT sangat sayang kepada hambanya melebihi orang tua
mereka. Dia telah melarang umat Islam membunuh anak-anak mereka. Jadi,
setiap anak yang lahir merupakan amanah dari Allah yang harus dijaga dan
dipenuhi segala kebutuhannya baik yang berupa fisik (sandang, pangan,
papan, kesehatan dan pendidikan) dan psikis (kasih sayang dan rasa aman),
sehingga akan tercipta keturunan yang berkualitas untuk membangun generasi

yang berperadaban baik guna membangun masyarakat madani.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari hasil penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Pemberian jus buah tomat (Lycopersicon esculentum Mill.) berpengaruh
terhadap jumlah sel spermatogenik mencit (Mus musculus L.) yang
dipapar asap rokok. Dosis yang paling efektif untuk meningkatkan
jumlah sel spermatogenik yang terpapar asap rokok adalah P3 yaitu 2,4
gr/ekor/hari.

2. Pemberian jus buah tomat (Lycopersicon esculentum Mill.) berpengaruh
terhadap tubulus seminiferus mencit (Mus musculus L.) yang dipapar asap
rokok. Dosis yang paling efektif untuk memperbaiki kualitas tubulus

seminiferus yang terpapar asap rokok adalah P3 yaitu 2,4 gr/ekor/hari.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian dapat dikemukakan beberapa saran yaitu:

1. Perlu dilakuan penelitian sejenis dengan menambahkan dosis dari
dosis yang paling efektif akan tetapi dengan interval yang sama,
sehingga dapat diketahui adanya kemungkinan pengaruh yang lebih
baik diatas dosis 2,4 gr/ekor/hari.

2. Perlu dilakukan penimbangan testis mencit dan pengukuran diameter
tubulus seminiferus agar dapat diketahui kaitannya dengan jumlah sel

spermatogenik dan kualitas tubulus seminiferus.
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Lampiran 1. Data hasil pemberian jus buah tomat terhadap jumlah sel

LAMPIRAN

spermatogenik mencit.

Spermatogonium

Perlakuan Ulangan Total
1 2 3 4 5

K- 163 146 152 187 215 863

K+ 67 92 88 96 60 403

P1 103 71 87 91 9 446

P2 128 113 92 125 107 565

P3 152 166 138 162 124 742

Total 613 588 557 661 600 3019

Spermatosit

Perlakuan Ulangan Total
1 2 B 4 5

K- 182 165 224 180 209 960

K+ 76 62 78 89 85 390

P1 91 T 96 103 98 465

P2 108 152 129 134 117 640

P3 138 188 140 129 165 760

Total 595 644 667 635 674 3215

Spermatid

Perlakuan Ulangan Total
1 2 3 4 5

K- 213 184 251 232 195 1075

K+ 84 91 74 95 103 447

P1 122 104 96 134 114 570

P2 189 162 155 134 |_ ] 765

P3 164 177 209 159 201 910

Total 772 718 785 754 738 3767
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Lampiran 2. Uji Normalitas

Spermatogonium

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Hasil
N 25
Normal Parameters? Mean 1.2076E2
Std. Deviation 3.95140E1
Most Extreme Differences  Absolute 135
Positive 135
Negative -.076
Kolmogorov-Smirnov Z .673
Asymp. Sig. (2-tailed) .756
a. Test distribution is Normal.
Spermatosit
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Hasl
N 25
Normal Parameters? Mean 1.5068E2
Std. Deviation 4.99739E1
Most Extreme Differences  Absolute A11
Positive 11
Negative -.068
Kolmogorov-Smirnov Z .554
Asymp. Sig. (2-tailed) 919
a. Test distribution is Normal.
Spermatid
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Hasil
N 25
Normal Parameters? Mean 1.2860E2
Std. Deviation 4.49787E1
Most Extreme Differences  Absolute A17
Positive 117
Negative -.081
Kolmogorov-Smirnov Z .583
Asymp. Sig. (2-tailed) .886

a. Test distribution is Normal.
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Lampiran 3. Uji Homogenitas

Spermatogonium

Test of Homogeneity of VVariances

Hasil

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.

2.049

20

126

Spermatosit

Test of Homogeneity of VVariances

Hasl

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.

1.425

20

.262

Spermatid

Test of Homogeneity of VVariances

Hasil

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.

2.666

20

.062
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Lampiran 4. Hasil ANAVA pengaruh pemberian jus buah tomat (Lycopersicon
esculentum Mill.) terhadap jumlah sel spermatogenik mencit (Mus

musculus L.) yang dipapar asap rokok

Spermatogonium

Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
Between 30602.160 4| 765P340| 22.271) .00
Groups
Within Groups 6870.400 20 343.520
Total 37472.560 24
Spermatosit
Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
B
elween 41976.000 4| 10494000 31.906 .00
Groups
Within Groups 6578.000 20 328.900
Total 48554.000 24
Spermatid
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
e 51120.240 4| 12780.060| 28.989  .000
Groups
Within Groups 8817.200 20 440.860
Total 59937.440 24




Lampiran 5. Hasil uji lanjut BNT signifikan 5%

Spermatogonium

75

95% Confidence Interval

Mean
Difference (I- Lower
() perlakuan (J) perlakuan J) Std. Error|  Sig. Bound Upper Bound
K- K+ 92.000007| 11.72212 .000 67.5481 116.4519
P1 83.400007| 11.72212 .000 58.9481 107.8519
P2 59.600007| 11.72212 .000 35.1481 84.0519
P3 24.20000| 11.72212 .052 -.2519 48.6519
K+ K- -92.000007| 11.72212 .000] -116.4519 -67.5481
P1 -8.60000| 11.72212 il -33.0519 15.8519
P2 -32.400007| 11.72212 012 -56.8519 -7.9481
P3 -67.800007| 11.72212 .000 -92.2519 -43.3481
P1 K- -83.400007| 11.72212 .000] -107.8519 -58.9481
K+ 8.60000| 11.72212 472 -15.8519 33.0519
P2 -23.80000] 11.72212 .056 -48.2519 .6519
P3 -59.200007| 11.72212 .000 -83.6519 -34.7481
P2 K- -59.600007| 11.72212 .000 -84.0519 -35.1481
K+ 32.400007| 11.72212 012 7.9481 56.8519
P1 23.80000| 11.72212 .056 -.6519 48.2519
P3 -35.400007| 11.72212 .007 -59.8519 -10.9481
P3 K- -24.20000{ 11.72212 .052 -48.6519 2519
K+ 67.80000°( 11.72212 .000 43.3481 92.2519
P1 59.20000°| 11.72212 .000 34.7481 83.6519
P2 35.400007| 11.72212 .007 10.9481 59.8519




Spermatosit

76

95% Confidence Interval

Mean
Difference (I- Lower
(1) perlakuan (J) perlakuan J) Std. Error|  Sig. Bound  |Upper Bound
K- K+ 114.00000°| 11.46996 .000 90.0741 137.9259
P1 99.000007| 11.46996 .000 75.0741 122.9259
P2 64.000007| 11.46996 .000 40.0741 87.9259
P3 40.000007| 11.46996 .002 16.0741 63.9259
K+ K- -114.000007| 11.46996 .000] -137.9259 -90.0741
P1 -15.00000{ 11.46996 .206 -38.9259 8.9259
P2 -50.000007| 11.46996 .000 -73.9259 -26.0741
P3 -74.00000°| 11.46996 .000 -97.9259 -50.0741
P1 K- -99.00000°| 11.46996 .000] -122.9259 -75.0741
K+ 15.00000| 11.46996 .206 -8.9259 38.9259
P2 -35.00000°| 11.46996 .006 -58.9259 -11.0741
P3 -59.00000°| 11.46996 .000 -82.9259 -35.0741
P2 K- -64.000007| 11.46996 .000 -87.9259 -40.0741
K+ 50.00000°| 11.46996 .000 26.0741 73.9259
P1 35.00000°| 11.46996 .006 11.0741 58.9259
P3 -24.000007| 11.46996 .049 -47.9259 -.0741
P3 K- -40.00000°( 11.46996 .002 -63.9259 -16.0741
K+ 74.00000°| 11.46996 .000 50.0741 97.9259
P1 59.000007| 11.46996 .000 35.0741 82.9259
P2 24.000007| 11.46996 .049 0741 47.9259
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Spermatid
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I- Lower
(1) perlakuan (J) perlakuan J) Std. Error|  Sig. Bound  |Upper Bound
K- K+ 125.60000°| 13.27946 .000 97.8995 153.3005
%] 101.00000°| 13.27946 .000 73.2995 128.7005
P2 62.00000°| 13.27946 .000 34.2995 89.7005
P3 33.000007| 13.27946 .022 5.2995 60.7005
K+ K- -125.60000°| 13.27946 .000] -153.3005 -97.8995
P1 -24.60000| 13.27946 .079 -52.3005 3.1005
P2 -63.600007| 13.27946 .000 -91.3005 -35.8995
R8 -92.60000°| 13.27946 .000 -12P2005 -64.8995
P1 K- -101.00000°| 13.27946 .000] -128.7005 -73.2995
K+ 24.60000| 13.27946 .079 -3.1005 52.3005
P2 -39.00000°( 13.27946 .008 -66.7005 -11.2995
P3 -68.00000°| 13.27946 .000 -95.7005 -40.2995
PR K- -62.00000°| 13.27946 .000 -89.7005 -34.2995
K+ 63.60000°| 13.27946 .000 35.8995 91.3005
Sl 39.00000°| 13.27946 .008 11.2995 66.7005
P3 -29.00000°| 13.27946 041 -56.7005 -1.2995
P3 K- -33.00000°| 13.27946 .022 -60.7005 -5.2995
K+ 92.60000°| 13.27946 .000 64.8995 12P2005
P1 68.00000°| 13.27946 .000 40.2995 95.7005
P2 29.000007| 13.27946 041 1.2995 56.7005




Lampiran 6. Pembuatan notasi manual uji BNT signifikan 5%

Spermatogonium

Rerata total +
Rumus nilai | perlakuan | Rerata nilai BNT | Notasi
1. MSE= | 343.52 K+ 80.6 105.05 a
2.t(a,dfe) = | 2.09 P1 89.2 113.65 ab
a= 0.05 P2 113 137.45 b
dfe= 20 P3 148.4 172.85
3.r= 5 K- 172.6 197.05
nilai BNt= | 24.45

Spermatosit

Rerata total +

Rumus nilai | perlakuan | Rerata nilai BNT Notasi
1. MSE= | 328.9 K+ 78 101.93 a
2.t(a,dfe) = | 2.09 P1 93 116.93 a
a= 0.05 P2 128 151.93 b
dfe= 20 P3 152 175.93 C
3.r1= 5 K- 192 215.93 d

nilai BNt= | 23.93

Spermatid
Rerata total +

Rumus Nilai | Perlakuan | Rerata nilai BNT Notasi
1. MSE= 440.86 K+ 89.4 117.10 a
2.t(adfe)= | 2.09 P1 114 141.70 a
a= 0.05 P2 153 180.70 b
dfe= 20 P3 182 209.70 c
3.r= 5 K- 215 242.70 d

nilai BNt= | 27.70
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Lampiran 7. Dokumentasi penelitian

79

Pemberian pakan dan
minum pada mencit

Spuit modifikasi dan
smoking chamber

Pemberian jus tomat
dengan sonde lambung

Pengambilan organ
testis

Pemaparan mencit oleh
asap rokok

Pembuatan jus tomat dan
penentuan dosis

Persiapan pembedahan
mencit

Testis dipisah
berdasarkan kelompok

Proses pembedahan
mencit

Organ testis dibuat
preparat histologi
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