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ABSTRACT

The increased of free radicals and DNA damage in spermatozoa may effected to male fertility, so we
need antioxidant component to prevent the damage. Habbatussauda (Nigella sativa) is a herbal
indicated to improved spermatogenesis function. This study was aimed to get information about
Habbatussauda suplementation effect on mice testicle function. Thirty six male mice of 4 week aged
were divided into four group, each group consists of nine mice. Group [ was negative control (received
aquadest), group II (received 0.1 ml Habbatussauda oil extract), group III (received 0.2 ml
Habbatussauda oil extract), and group IV (received 0.3 ml mixed of Habbatussauda oil extract and
honey). This treatment during for two month, and the mice were euthanized and necropsied for
collection testis organ as sample. The sample was processed to prepare histology slides with
Hematoxylin-Eosin stain. The parameters observed include to count on and differenciate of the
spermatogenic cells, Sertoli cell, and Leydig cell using software Image J®. Qualitative data were
analyzed with SPSS® software with ANOVA test and followed by Duncan test. The result showed that
Habbatussauda caused increasing of spermatogenic cells, Sertoli cell, and Leydig cell on group II, III,
and IV which were significant (P<0.05) with the negative control group.
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ABSTRAK

Peningkatan radikal bebas dapat menyebabkan kerusakan pada DNA spermatozoa yang dapat
memengaruhi fertilitas pria. Habatussauda (Nigella sativa) merupakan salah satu herbal yang
dipercaya dapat meningkatkan fungsi spermatogenesis melalui pencegahan kerusakan DNA.
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan informasi mengenai efektivitas pemberian Habatussauda
terhadap fungsi organ reproduksi mencit jantan melalui gambaran histologi testis. Sebanyak 36 ekor
mencit jantan berusia 4 minggu dibagi ke dalam 4 kelompok perlakuan, sehingga dalam setiap
kelompok perlakuan terdiri dari 9 ekor mencit. Kelompok I adalah kontrol negatif (diberikan
aquadest), kelompok II (diberikan 0,1 ml ekstrak minyak Habatussauda), kelompok III (diberikan 0,2
ml ekstrak minyak Habatussauda), dan kelompok IV (diberikan 0,3 ml campuran ekstrak minyak
Habatussauda dan madu). Perlakuan diberikan selama 2 bulan, kemudian mencit dieuthanasi dan
dikoleksi organ testisnya. Sampel organ testis dibuat menjadi preparat histologi dan diwarnai
menggunakan pewarnaan Hematoksilin-Eosin. Parameter yang diobservasi adalah jumlah dan
diferensiasi sel-sel spermatogenik, sel Sertoli, dan sel Leydig dengan menggunakan perangkat lunak
Image J®. Selanjutnya data kualitatif dianalisis dengan menggunakan perangkat lunak SPSS® versi 20
dengan menggunakan uji ANOVA dan diikuti oleh uji lanjut Duncan. Hasil menunjukan bahwa
pemberian ekstrak minyak Habatussauda menyebabkan peningkatan jumlah sel-sel spermatogenik,
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sel Sertoli, dan Sel Leydig pada kelompok perlakuan II, III, dan IV secara signifikan (P<0,05) jika

dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif.

kata kunci: habatussauda, spermatogenesis, histologi testis
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara tropis
dengan suhu dan kelembaban yang sesuai
untuk pertumbuhan berbagai makhluk
hidup, termasuk agen penyakit infeksius.
Dalam menangkal berbagai macam penyakit
dibutuhkan daya tahan tubuh yang baik.
Salah satu cara untuk meningkatkan daya
tahan tubuh adalah dengan mengkonsumsi
suplemen. Habatussauda merupakan salah
satu jenis suplemen makanan yang sering
digunakan untuk meningkatkan daya tahan
tubuh. Komponen bioaktif Habatussuda
seperti thymoquinone dan nigellimin
bermanfaat dalam pengobatan kasus COVID-
19 (Rahman, 2020).

Habatussauda merupakan produk
suplemen yang berasal dari ekstrak jintan
hitam (Nigella sativa). Tanaman ini
merupakan herbal berbunga tahunan (Datta
et al, 2012). Spesies tumbuhan semak
rendah ini termasuk dalam family
Racunculaceae (Sultana et al, 2015), di
daerah subtropis tumbuh baik pada suhu
<20°C (Telafih et al, 2007) dan pH tanah 7,0-
7,8) (Tuncturk et al, 2012). Beberapa
penelitian menunjukkan efek jintan hitam
sebagai antioksidan, analgesik, antipiretik,
antihipertensi, bronkhodilator, anti ulkus,
antibakteri, imunomodulator, antijamur,
atau pun antihelmentik (Sultana et al, 2015).
Jintan hitam berpotensi meningkatkan
sistem kekebalan tubuh, antitumor, dan
antidiabetik (Zafar et al, 2016). Jintan hitam
efektif sebagai agen antiperadangan dengan
menghambat keluarnya histamin pada
kejadian asthma (Ikhsan et al,, 2018). Zafar et
al. (2019) melaporkan suplementasi minyak
jintan  hitam mampu  meningkatkan
pengobatan pasien penyakit ginjal kronis
stadium 3 dan 4.

Jintan hitam dalam bentuk komersial
dikenal sebagai Habatussauda yang sering
digunakan sebagai suplemen makanan dan
sering dikombinasikan dengan madu. Madu
mengandung senyawa penofilik yang
berfungsi sebagai antioksidan yang dapat
mencegah terjadinya karsinogenesis dan
mutagenesis (Abdul-Ghani et al, 2008).
Habatussauda dan madu dipercaya dapat
meningkatkan fertilitas pada pria yang
mengkonsumsinya secara rutin. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas
pemberian ekstrak jintan hitam atau
Habatussauda, baik yang diberikan secara
tunggal maupun yang dikombinasikan
dengan madu terhadap fungsi reproduksi
mencit jantan melalui gambaran histologi
organ testis. Hasil penelitian ini dapat
dijadikan sebagai pembuktian secara ilmiah
mengenai pengaruh konsumsi Habatussauda
terhadap fungsi reproduksi pria.

MATERI DAN METODE

Masa Pra Perlakuan

Sebanyak 36 ekor mencit jantan (Mus
musculus) usia 4 minggu dipelihara di dalam
kandang dari kotak plastik yang sudah
dimodifikasi. Digunakan alas kandang dari
kain yang diganti setiap hari untuk menjaga
kebersihan. Masa pra perlakuan yaitu
pemberian beberapa obat-obatan seperti
antihelmintik (Albendazole) 10 mg/Kg BB
banyak 2 kali dosis tunggal yaitu pada
minggu 1 dan minggu ke 3, antibiotik
(Amoxycillin) 1 mg/kg BB diberikan selama
5 hari berturut-turut, dan antijamur
(Flagyl®) 30 mg/kg BB selama 5 hari
berturut-turut setelah konsumsi antibiotik
selesai. Penentuan dosis obat-obatan
berdasarkan Hrapkiewiez dan Mediana
(2007).
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Masa Perlakuan

Mencit kemudian dibagi menjadi 4 kelompok
perlakuan. Perlakuan diberikan secara
peroral dengan bantuan sonde lambung.
Kelompok 1 (diberikan 0,1 ml aquades),
kelompok II (diberikan 0,1 ml ekstrak
minyak Habatussauda), kelompok III
(diberikan 0,2 ml ekstrak minyak
Habatussauda), dan kelompok IV (diberikan
0,3 ml kombinasi ekstrak minyak
Habatussauda dan madu). Perlakuan ini
diberikan setiap hari selama 8 minggu.

Koleksi Sampel, Pembuatan Preparat
Histologi, dan Parameter Pengamatan
Mencit diterminasi dengan cara
dislokasi os occipitalis dan dilakukan
pengoleksian organ testis. Selanjutnya organ
testis diproses menjadi preparat histologi
dengan menggunakan pewarnaan
hematoksilin- eosin (HE). Parameter yang
diamati adalah jumlah dari sel-sel
spermatogenik yang ada di tubulus
seminiferus, jumlah sel Sertoli, dan sel
Leydig pada 10 buah tubulus seminiferus.

Analisis Data

Data kuantitatif yang diperoleh
dianalisis secara menggunakan uji ANOVA
yang dilanjutkan dengan wuji Duncan
menggunakan SPSS® versi 20.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan jumlah
sel-sel  spermatogenik  pada  tubulus
seminiferus didapatkan dengan cara
menghitung jumlah sel spermatogonia,
spermatosit primer, spermatosit sekunder,
dan spermatid (Tabel 1).

Hasil analisis menunjukkan pemberian
ekstrak minyak Habatussauda dapat
meningkatkan jumlah sel-sel spermatogenik,
yaitu: sel spermatogonia, spermatosit
primer, spermatosit sekunder, dan
spermatid pada semua perlakuan (Tabel 1).
Jumlah sel-sel spermatogenik lebih tinggi
(P<0,05) pada kelompok yang diberi ekstrak
minyak Habatussauda (KII, KIII, dan KIV) jika

dibandingkan dengan kelompok kontrol
negatif (KI). Kohladooz et al (2014)
melaporkan hal serupa yaitu suplementasi 5
ml/hari ekstrak minyak Nigella sativa
selama 2 bulan dapat memperbaiki kualitas
semen pada pria yang mengalami infertilitas.
Marbat et al (2013) turut melaporkan
bahwa terjadi  peningkatan  volume,
viabilitas, dan morfologi sperma normal
pada pria yang mengkonsumsi 2 gram/hari
ekstrak Nigella sativa selama 60 hari, selain
itu terjadi pula peningkatan signifikan pada
level FSH, LH, dan teststeron di dalam serum.
Peningkatan jumlah sel-sel spermatogenik,
sel Sertoli, dan sel Leydig pada kelompok
perlakuan II, IIl, dan IV kemungkinan
disebabkan oleh khasiat Habatussauda yang
dapat merangsang kelenjar hipofisis untuk
menghasilkan hormon perangsang folikel
(follicle stimulating hormone/ FSH) dan
hormon lutein (luteinizing hormone/ LH).
FSH akan merangsang sel Sertoli untuk

menghasilkan ABP (androgen binding
protein) yang akan memacu
spermatogonium untuk memulai
spermatogenesis, sedangkan LH akan

merangsang sel Leydig untuk menghasilkan
hormon testosteron (Senger, 2012).

Spermatogenesis merupakan proses
pembentukan sel spermatozoa, yang terjadi
di organ kelamin jantan yaitu testis, tepatnya
di dalam tubulus seminiferus (Agustinus et
al, 2018). Tubulus seminiferus terdiri dari
sejumlah besar sel germinal yang disebut
spermatogonia (jamak). Sel spermatogonia
terletak di dua sampai tiga lapis luar sel-sel
epitel tubulus seminiferus (Agustinus et al,
2018). Spermatogonia  berdiferensiasi
melalui tahap-tahap perkembangan tertentu
untuk membentuk sperma. Spermatogenesis
terdiri dari tiga tahap, yaitu: pertama,
spermatositogenesis (spermatogonia yang
mengalami mitosis berkali-kali yang akan
menjadi spermatosit primer). Kedua, tahap
meiosis (meiosis [ spermatosit primer akan
menjadi spermatosit sekunder, dan meiosis
Il spermatosit sekunder menjadi spermatid).
Ketiga, tahap spermiogenesis (spermatid
menjadi spermatozoa).
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Tabel 1. Rataan jumlah sel-sel spermatogenesis, sel Sertoli dan sel Leydig pada setiap
kelompok perlakuan per satuan lapang pandang 20.000 pm?

. . Perlakuan
Sel yang diamati
KI KII KIII KIV
Spermatogonia 13,5042 62 23,133,944+ 32544540 38,9447 90
Spermatosit primer 1452+3,17= 24,0913, 60 32,37+5,65¢ 36,99+6,50
Spermatosit sekunder 20,64+8,00= 39394563 4507+12,09: £1,35+£14 744
Spermatid 16,10+4,29= 26,27+4,32  4303+£13,07« 52,66x11,424
Sel Sertoli 2,85£0,79= 3,56x0,99: 5,13z1,54« 5,010,95¢
Sel Leydig 2,85x0,70= 4,02+0,99¢ 5,50%1,19¢ 6,27+1,034

superscript berbeda menunjukkan perbedaan nyata [P<0,05) pada baris yang sama antar kelompok
perlakuan; Kl = kontrol negatif; KII = 0,1 ml ekstrak minyak Habatussauda; KIll = 0,2 ml ekstrak minyak

Habatussauda; KIV = 0,3 ml kombinasi ekstrak minyak Habatussauda dan madu.

Ekstrak minyak Habatussauda
mengandung komponen antioksidan yaitu
thymoquinone dan asam lemak tak jenuh
seperti asam linoleat dan oleat (Islam et al,,
2017). Koohladoz et al. (2014) melaporkan
bahwa kandungan thymoquinone di dalam
Habatussauda kemungkinan mampu untuk
menetralisir radikal bebas di dalam semen,
selain itu kandungan asam lemak tak
jenuhnya mampu meningkatkan parameter
evaluasi sperma seperti meningkatkan
motilitas spermatozoa dan menurunkan
jumlah sperma abnormal. Komponen asam
lemak tak jenuh di dalam ektrak minyak
Habatussauda berperan dalam sintesis
hormon testosteron dengan cara
meningkatkan aktivitas enzim 17 beta-
hidroksisteroid dehydrogenase (Bashandy,
2006). Enzim ini berperan penting dalam
sintesa hormon testosteron, sedangkan
testosteron sangat dibutuhkan dalam
spermatogenesis (Mahdavietal, 2014). Ping
et al (2014) melaporkan kandungan
thymoquinone dapat mempengaruhi enzim
fosforilasi oksidatif dan melindungi sel dari
radikal bebas yang dapat memengaruhi
kualitas spermatozoa.

Thymoquinone di dalam Habatussauda
dilaporkan dapat mencegah terjadinya
kerusakan sel akibat stres oksidatif (EI-
Dakhakhny et al. 2002). Salah satu pemacu
terjadinya stres oksidatif adalah keberadaan
radikal bebas. Radikal bebas adalah
sekelompok bahan kimia baik berupa atom
maupun molekul yang memiliki elektron

tidak berpasangan pada lapisan luarnya.
Radikal bebas merupakan suatu kelompok
bahan kimia dengan reaksi jangka pendek
yang memiliki satu atau lebih elektron bebas
(Droge 2002). Kerusakan sel-sel
spermatogenik oleh faktor radikal bebas
dapat dicegah dengan mengkonsumsi
makanan yang mengandung antioksidan.
Kandungan antioksidan dalam
Habatussauda juga berperan penting dalam
melindungi organ sistem reproduksi dari
efek toksik radikal bebas akibat makanan
yang dikonsumsi dan radikal bebas dari
lingkungan (Bashandy 2007).

Kombinasi Habatussauda dan madu
pada kelompok IV memperlihatkan jumlah
sel-sel spermatogenik, sel Sertoli, dan Sel
Leydig tertinggi jika dibandingkan dengan
kelompok lainnya. Hal ini dapat disebabkan
oleh adanya kandungan madu yang dapat
meningkatkan fertilitas dan vitalitas pada
pria dengan mengkonsumsinya secara rutin
(Sirisinghe et al., 2006).

Gambar 1 Histologi organ testis mencit; (A)
kelompok perlakuan 1 (B)
kelompok perlakuan IV
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Hasil analisis menunjukkan terjadi
peningkatan jumlah sel-sel spermatogenik,
sel Sertoli, dan sel Leydig pada gambaran
tubulus seminiferous (Gambar 1). Pada
kedua gambar yaitu 1A dan 1B dapat secara
cepat dilihat perbandingan kerapatan sel-sel
pada sebuah tubulus seminiferus mencit
yang telah diberikan perlakuan yang
berbeda. Hasil ini dimungkinkan oleh
pemberian ekstrak minyak Habatussauda
yang dikombinasikan dengan madu memiliki
efektivitas dalam meningkatkan hormon
tertosteron dalam spermatogenesis.
Mahaneem et al. (2011) melaporkan bahwa
madu bekerja dengan cara mendukung
fungsi sel Leydig dalam menghasilkan
tertosteron, sehingga kombinasinya dengan
Habatussauda memiliki efek potensiasi
dalam menghasilkan testosteron.

Kemungkinan lainnya adalah
kombinasi Habatussauda dan madu memiliki
efektivitas sebagai antioksidan yang akan
menghambat kerusakan sel akibat radikal
bebas. Sirisinghe et al. (2006) melaporkan
bahwa madu memiliki aktivitas antibakteri
dan antiradang, selain itu madu juga
memiliki aktivitas sebagai antioksidan
(Mandal & Mandal, 2011). Adanya kedua
aktivitas tersebut membuat jumlah sel yang
rusak oleh radikal bebas menjadi menurun.
Bashandy (2007) melaporkan bahwa
aktivitas antioksidan di dalam madu
mencegah terjadinya radikal bebas yang
dapat merusak sel-sel spermatogenik, sel
Sertoli, maupun sel Leydig. Lebih dari itu,
suplementasi kombinasi minyak
Habatussauda dan madu pada media
preservasi semen domba dapat
memperpanjang angka recovery pada semen
segar dan pasca thawing (Maidin et al,
2018).

KESIMPULAN

Kesimpulan

Konsumsi ekstrak minyak jintan hitam
atau Habatussauda, baik secara tunggal
maupun dikombinasikan dengan madu
dapat meningkatkan fungsi reproduksi
mencit jantan melalui peningkatan jumlah

sel-sel spermatogenik, sel Leydig dan sel
Sertoli.
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