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Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek ekstrak Black garlic terhadap kualitas
spermatozoa tikus setelah dipapar asap rokok. Asap rokok mengandung nikotin dan senyawa
berbahaya lain yang menjadi sumber eksogen radikal bebas dalam tubuh. Radikal bebas atau
sering disebut Reactive Oxygen Species (ROS) dengan kadar tinggi menyebabkan stress
oksidatif yang bisa menyebabkan kerusakan pada sperma. ROS yang tinggi akibat paparan
asap rokok juga berpengaruh terhadap regulasi endokrin yang berakibat pada terganggunya
proses spermatogenesis. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan rancangan
acak lengkap yang dilaksanakan selama 30 hari. Subyek penelitian ini adalah 25 ekor tikus
jantan galur wistar yang dibagi dalam lima kelompok. Kelompok pertama adalah kontrol
negatif, kedua adalah kontrol positif (K+) yang hanya dipapar asap rokok, sedangkan tiga
kelompok lainnya adalah KP1, KP2, dan KP3 yang merupakan kelompok perlakuan yang
dipapar asap rokok dan diberi ekstrak Black garlic secara berurutan dengan dosis 250 mg,
500 mg, dan 1000 mg. Analisis data menggunakan uji One Way Anova yang dilanjutkan
dengan uji LSD. Data yang diamati dalam penelitian ini adalah kualitas spermatozoa yang
mencakup konsentrasi, viabilitas, dan motilitas spermatozoa. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa pemberian ekstrak Black garlic dapat mencegah dan menurunkan kerusakan
spermatozoa tikus setelah dipapar asap rokok.

Kata kunci: asap rokok, black garlic, kualitas sperma, radikal bebas

1. PENDAHULUAN

Rokok merupakan tembakau kering yang apabila dibakar akan mengeluarkan asap atau
emisi. Asap tersebut mengandung senyawa kimia berupa karbonil dan partikulat total yang dapat
bersifat karsinogenik (Sara and Hanriko, 2017). Rokok konvensional berupa rokok kretek dibuat
dalam bentuk lintingan seperti tabung silinder yang dalamnya berisi campuran tembakau dengan
bahan tambahan lain. Merokok sudah menjadi perilaku yang menjadi kebiasaan masyarakat.
Populasi remaja Indonesia yang merupakan perokok aktif mencapai 32,20% (Badan Pusat Statistik,
2018). Definisi merokok menurut Menkes RI (2013), yaitu merupakan kegiatan menghisap,
membakar, menghirup produk tembakau atau bentuk lainnya yang dihasilkan dari tanaman
Nicotiana tabacum, Nicotiana rustica, dan spesies lainnya atau sintetisnya yang menghasilkan asap
mengandung nikotin dan tar, dengan atau tanpa bahan tambahan.

Asap rokok dengan bahan baku tembakau mengandung lebih dari 4000 macam konstituen
termasuk nikotin, tar, karbon monoksida, senyawa polisiklik aromatik hidrokarbon, zat radioaktif
dan logam berat Dai et al., (2015). Nikotin dalam asap rokok memberikan dampak buruk pada
beberapa parameter kualitas spermatozoa, mencakup viabilitas, motilitas dan konsentrasi
spermatozoa (Condorelli et al., 2013). Komponen partikel dan gas dari asap rokok yang dihirup
maupun terhirup oleh makhluk hidup berpotensi memicu radikal bebas pada tubuh. Radikal bebas
bersifat reaktif dengan kecenderungan menarik elektron dari molekul lain dan mengubah suatu
molekul menjadi radikal hingga menyebabkan kerusakan sel (Retno Triandhini et al., 2013).
Radikal bebas berlebih dalam tubuh dapat mengakibatkan stress oksidatif. Stress oksidatif adalah
keadaan dimana terjadi peningkatan kerusakan sel yang dipicu oleh radikal bebas yang diturunkan
dari oksigen yang dikenal sebagai Reactive Oxygen Species (ROS). ROS dan metabolitnya dapat
menyebabkan kematian sel dan menyebabkan penurunan parameter semen yang terkait dengan
infertilitas pada organisme jantan. Efek patologis yang disebabkan oleh radikal bebas atau ROS
yang dihasilkan asap rokok pada sperma meliputi terjadinya peroksidasi lipid, penurunan motilitas,
menyebabkan kerusakan DNA dan protein serta apoptosis pada spermatozoa (Agarwal et al.,
2014). Radikal bebas dapat diatasi dengan adanya antioksidan. Bila paparan radikal bebas berlebih,
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maka diperlukan pemberian antioksidan yang berasal dari luar tubuh atau disebut juga antioksidan
eksogen untuk menetralisir radikal bebas.

Black garlic merupakan produk bawang putih yang difermentasi dengan kontrol tinggi pada
suhu 70 C° dan kelembaban relatif 90% dalam jangka waktu sekitar satu bulan. Black garlic
menunjukkan sifat antioksidan yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan bawang putih mentah
biasa. Jumlah kandungan senyawa antioksidan, terutama polifenol dan total flavonoid Black garlic
meningkat secara signifikan selama perlakuan panas (Choi et al., 2014). Selain itu senyawa
antioksidan lain dalam Black garlic adalah S-allyl cystein (SAC) dan tetrahydro-p-carbolines. S-
allyl cystein (SAC) yaitu asam amino yang terbentuk dalam senyawa Black garlic dengan
konsentrasi lima sampai tujuh kali lebih tinggi dibandingkan bawang putih biasa (Bae et al., 2014).
Sehingga dari kandungan yang dimiliki oleh Black garlic menjadikannya suatu bahan alami yang
berpotensi dapat menangkal radikal bebas dari asap rokok. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui pengaruh ekstrak Black garlic terhadap kualitas spermatozoa tikus setelah
dipapar asap rokok.

2. METODOLOGI

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari - April 2021 di Laboratorium Biologi
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Negeri Semarang. Penelitian ini
merupakan penelitian eksperimental. Subyek pada penelitian ini adalah 25 ekor tikus putih (Rattus
norvegicus) galur wistar berkelamin jantan, umur 2-3 bulan, berat badan 180-200 gram dan dalam
kondisi sehat.

Pembuatan ekstrak Black garlic menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%.
Sebanyak 440 gr Black garlic yang telah dikeringkan diblender sampai halus kemudian dilarutkan
dalam 2,2 L etanol 96%. Proses perendaman Black garlic dilakukan selama 5 hari. Selama proses
perendaman, larutan diaduk sekali setiap hari. Setelah selesai perendaman dilakukan penyaringan
untuk mendapatkan maserat. Hasil maserat dipekatkan hingga membentuk endapan Black garlic
yang pekat dan kental seperti bentuk Karamel. Karamel Black garlic ini dilarutkan dalam 600 ml
aquades hingga diperoleh ekstrak Black garlic 100% kemudian didapatkan dosis ekstrak masing-
masing yaitu 250 mg/KgBB, 500 mg/KgBB, dan 1000 mg/KgBB.

Semua sampel tikus yang digunakan dibagi secara acak menjadi 5 kelompok. Kelompok
tikus normal (K-) hanya diberi pakan standar, kelompok kontrol positif (K+) hanya dipapar asap
rokok, KP1,KP2 dan KP3 merupakan kelompok perlakuan yang dipapar asap rokok dan diberi
ekstrak Black garlic dengan dosis bertingkat yaitu, 250 mg/KgBB, 500 mg/KgBB, dan 1000
mg/KgBB. Penelitian ini dilaksanakan selama 30 hari. Pemberian paparan asap rokok
menggunakan rokok kretek dengan dosis 2 batang rokok per hari. Pada hari ke 31 dilakukan proses
pembedahan tikus yang dilanjutkan dengan pengambilan dan penilaian kualitas spermatozoa.

Parameter yang digunakan untuk menentukan kualitas spermatozoa dalam penelitian ini
mencakup konsentrasi, viabilitas dan maotilitas spermatozoa. Uji analisis data menggunakan One
Way Anova yang dilanjutkan dengan uji LSD.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil uji kualitas sperma meliputi beberapa parameter mencakup konsentrasi, viabilitas dan
motilitas spermatozoa tersaji dalam Tabel 1.

Tabel 1. Hasil penelitian efek ekstrak Black garlic terhadap 3 parameter kualitas
spermatozoa setelah dipapar asap rokok selama 30 hari

Kelompok  Rerata konsentrasi spermatozoa Rerata viabilitas Rerata motilitas progressif
(juta/mm?) spermatozoa (%) spermatozoa (%)
KO 62,8x10°+7823042,886° 1,8818+0,09517¢ 55,60+4,561°
K- 18x106+6324555,320° 0,4644+0,33259? 30,40+2,6082
KP1 39,2x10°+593295,790° 1,2499+0,15671° 43,20+2,280°
KP2 68x10°+9797958,971° 1,4516+0,17421° 52,80+6,099°
KP3 48,8x10°+6099180,273° 1,3892+0,20663" 46,80+3,633°

Keterangan: angka yang diikuti oleh notasi huruf berbeda menunjukkan perbedaan pada
setiap kelompok perlakuan.
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Spermatozoa memainkan peran yang sangat penting dalam kelanjutan spesies melalui
transmisi gen dan terus menerus diproduksi di testis organisme selama hidup. Spermatogenesis
merupakan serangkaian proses yang memproduksi spermatozoa dengan dikendalikan oleh sekresi
Follicle Stimulating Hormone (FSH), Luteinizing Hormone (LH), dan testosteron oleh rangsangan
hipotalamus-hipofisis pada testis (Tomita et al., 2016). Salah satu faktor yang berpotensi
mengganggu spermatogenesis adalah paparan asap rokok (Schattman et al., 2015).

Asap rokok mengandung beberapa konstituen dengan senyawa utama berupa nikotin. Selain
nikotin, senyawa lain yang juga berbahaya diantaranya tar, karbonmonoksida, senyawa polisiklik
aromatik hidrokarbon, logam berat dan turunan pirolisis lainnya. Senyawa senyawa berbahaya
yang terkandung dalam asap rokok merupakan sumber eksogen radikal bebas (Ramadhan, 2021).
Radikal bebas bersifat reaktif dengan merusak molekul sekitarnya seperti lipid, protein, karbohidrat
dan asam nukleat. Radikal bebas berkaitan erat dengan kerusakan oksidatif yang menyebabkan
kerusakan sel melalui peroksidasi lipid, kerusakan DNA dan protein (Aprioku et al., 2013).

Radikal bebas disebut juga dengan istilah Reactive Oxygen Species (ROS). Setiap kepulan
asap rokok mengandung sekitar 1014 Reactive Oxygen species (ROS), seperti superoksida (O2-),
hidrogen peroksida (H20.), hidroksil (OH) dan peroksil radikal (ROO-) (Rasheed and Al-Rubayee,
2012). Produksi ROS atau radikal bebas dari asap rokok dapat memicu stress oksidatif yang
menyebabkan terjadinya peroksidasi lipid dan penurunan kualitas spermatozoa (Akbari and
Jelodar, 2013). Peroksidasi lipid terjadi ketika ROS dengan konsentrasi tinggi menyerang membran
plasma spermatozoa yang mengandung lipid tingkat tinggi dalam bentuk asam lemak tak jenuh /
Poly Unsaturated Fatty Acids (PUFA). Peroksidasi lipid dapat merusak membran sel spermatozoa,
mengganggu transportasi berbagai ion yang penting untuk proliferasi dan pertumbuhan sel
germinal serta menyebabkan apoptosis berlebihan pada sel spermatozoa (Hoesada et al., 2016).

Hasil uji kualitas spermatozoa
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Gambar 1. Grafik rerata hasil penilaian kualitas spermatozoa

Paparan asap rokok dapat mempengaruhi konsentrasi, viabilitas dan motilitas spermatozoa.
Hasil uji analisis menunjukkan perbedaan signifikan antara kelompok K+ (hanya diberi paparan
asap rokok) dengan kelompok lainnya. Kelompok K+ memiliki kualitas spermatozoa yang paling
rendah dibandingkan dengan kelompok lainnya pada semua parameter yang meliputi konsentrasi,
viabilitas dan motilitas spermatozoa. ROS yang tinggi akibat paparan asap rokok dapat menganggu
regulasi endokrin pada testis sehingga menghambat spermatogenesis. Mekanisme kerja endokrin
yang mencakup sumbu hipotalamus-hipofisis- testis menjadi terganggu akibat pengaruh ROS
dalam asap rokok. Hal ini mengakibatkan terhambatnya pelepasan androgen, Luteinizing Hormone
(LH) dan Follicle-Stimulating Hormone (FSH) (Darbandi et al., 2018). Terhambatnya sekresi FSH
dan LH berdampak pada penurunan hormone testosteron yang berakibat pada terganggunya proses
spermatogenesis sehingga menyebabkan penurunan jumlah spermatozoa (Salahshoor et al., 2016).

Nikotin yang masuk dalam tubuh meningkatkan produksi ROS yang berpengaruh terhadap
viabilitas spermatozoa (La Maestra et al., 2015). Kandungan ROS yang tinggi dapat mengurangi
daya viabilitas dan motilitas spermatozoa melalui pengurangan potensial membran mitokondria dan
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integritas DNA kromatin pada spermatozoa (Mohammadghasemi et al., 2018). Efektivitas -
spermatogenesis tidak hanya dilihat dari jumlah spermatozoa yang diproduksi melainkan juga pada
motilitas dan kemampuan fungsional spermatozoa. Motilitas sangat penting untuk pergerakan
spermatozoa dalam saluran kelamin wanita. Motilitas membutuhkan pelepasan energi besar yang
dapat diperoleh dari hidrolisis ATP. Bagian tengah flagel sperma memiliki banyak mitokondria
untuk mensintesis energi dalam jumlah besar guna motilitas. Penurunan motilitas spermatozoa
dapat disebabkan oleh kerusakan membran mitokondria akibat pengaruh ROS (Condorelli et al.,
2013).

Pada KP1, KP2, KP3, terdapat peningkatan kualitas spermatozoa dibandingkan pada
kelompok K+ karena adanya pemberian ekstrak Black garlic kepada sampel tikus setelah
pemberian paparan asap rokok. Black garlic merupakan umbi bawang putih yang mengalami
proses pemanasan pada suhu 60-70° dalam kelembaban relatif 80-90% selama kurang lebih satu
bulan (Ai and Huong, 2018). Black garlic memiliki aktivitas antioksidan tinggi yang ditentukan
oleh aktivitas menangkal radikal bebas dan kandungan senyawa fenolik (Lu et al., 2017).
Komponen bioaktif Black garlic yaitu meliputi senyawa fenolik, sulfur organic, S-carboline,
alkaloid dan melanoidin. Senyawa fenolik yang didalamnya termasuk flavonoid, S- allylcystein
(SAC), hydroxycinnamic acids, cycloalliin dan tetrahydro- g —carboline yang memiliki aktivitas
pemulungan radikal bebas yang kuat (Zou et al., 2017). Kandungan senyawa fenol dan total
flavonoid dalam Black garlic lebih tinggi dibandingkan pada bawang putih segar (Kim et al.,
2013). Aktivitas pemulungan radikal bebas dari senyawa fenol dipengaruhi oleh jumlah dan posisi
hidrogen fenolik dalam molekul. Semakin tinggi kelompok hidroksil yang dimiliki senyawa fenol,
semakin tinggi aktivitas antioksidan yang dihasilkan (Harmita et al., 2020). Selain itu, Black garlic
dipercaya sebagai sumber antioksidan eksogen yang mampu menangkal radikal bebas dengan
meningkatkan enzim antioksidan tubuh seperti Superoksida dismutase (SOD), GSH-Px, dan
katalase (Kimura et al., 2017).

Flavonoid memiliki kemampuan untuk bertindak sebagai antioksidan. Adanya kandungan
flavonoid dari Black garlic yang dikonsumsi akan membantu meningkatkan enzim antioksidan
tubuh dalam proses menangkal radikal bebas. Flavonoid yang teroksidasi oleh senyawa radikal
menyebabkan senyawa radikal menjadi lebih stabil dan kurang reaktif. Beberapa flavonoid dapat
secara langsung melawan superoksida, sedangkan flavonoid lainnya dapat melawan oksigen reaktif
tinggi yang berupa turunan senyawa radikal yang disebut peroxynitrite. Flavonoid juga dapat
mengatasi stress oksidatif dengan cara menghambat terjadinya peroksidasi lipid (Panche et al.,
2016). Flavonoid bisa secara langsung mendonasikan atom hidrogen kepada radikal bebas, ataupun
melakukan transfer elektron tunggal. Selain itu aksi flavonoid dalam melawan radikal bebas juga
melalui chelating dari transisi elemen logam. Flavonoid memiliki chelating agent untuk mengikat
ion logam pada tubuh manusia supaya logam-logam tersebut tidak dapat dioksidasi dan membentuk
senyawa radikal bebas (Banjarnahor et al., 2014). Sifat antiradikal flavonoid (FIO-H) berkaitan
dengan kemampuannya dalam mentransfer H-atom fenolik kepada senyawa radikal bebas (Amic et
al., 2013).

Kadar serum Malondialdehyde (MDA) dalam darah tikus mengalami penurunan setelah
diberi ekstrak Black garlic. Malondialdehyde (MDA) adalah salah satu produk akhir dari
peroksidasi lipid yang secara tidak langsung mencerminkan tingkat kerusakan sel akibat
peroksidasi. Hal ini berarti menekankan bahwa pemberian ekstrak Black garlic dapat menghambat
terjadinya stress oksidatif dan menekan peningkatan ROS akibat paparan asap rokok (Wang et al.,
2017).

Pemberian ekstrak Black garlic dinilai efektif dalam menangkal radikal bebas asap rokok
sehingga dapat mencegah penurunan kualitas spermatozoa. Dari hasil penelitian ini, dapat
diketahui jika ekstrak Black garlic dosis 250 mg telah mampu mencegah kerusakan pada
spermatozoa. Sedangkan dosis 500 mg/kg BB merupakan dosis paling efektif untuk menurunkan
kerusakan yang terjadi pada spermatozoa akibat paparan asap rokok. Terjadi penurunan hasil pada
dosis 1000 mg/kg BB, dimungkinkan karena kadar antioksidan yang berlebih sehingga
menyebabkan ketidakseimbangan yang kemudian memicu keadaan stress antioksidatif. Asupan
antioksidan berlebih yang melebihi kadar batas yang dibutuhkan oleh tubuh dapat menjadikannya
sebagai pro-oksidan yang berbahaya dan berpotensi merusak sel (Villaneuva and Kross, 2012).
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4. KESIMPULAN

Dari hasil penelitian dan pembahasan dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak Black
garlic dapat mencegah penurunan kualitas spermatozoa tikus setelah dipapar asap rokok. Dosis
paling efektif untuk menurunkan kerusakan yang terjadi pada spermatozoa akibat paparan asap
rokok adalah 500 mg/KgBB.
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