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Abstrak-Testosteron adalah hormon yang berperan penting dalam perkembangan seksual dan fungsi reproduksi. Masalah Infertilitas,
penurunan libido dan disfungsi ereksi berkaitan erat dengan turunnya kadar testosteron dalam darah. Penelitian ini bertujuan untuk
melihat pengaruh dari campuran ekstrak etanol buah pare (Momordica charantia L.) dan biji pinang (Areca catechu L) terhadap kadar
testosteron tikus putih jantan. Penelitian ini menggunakan metode Sexual Behaviour . 30 ekor tikus galur Wistar dibagi menjadi 5
kelompok yang terdiri dari kontrol aquades, kontrol positif (X-Gra®) 45 mg/kg BB, ekstrak etanol buah pare (EEBP) dosis 100 mg/kg
BB, ekstrak etanol pinang (EEP) dosis 50 mg/kg BB dan kelompok campuran EEBP:EEP (1:1). Sampel darah diambil pada hari ke-15
dan dilakukan pemeriksaan kadar testosteron. Data yang diperoleh dianalisa secara statistik dengan Uji ANOVA satu jalur dan
dilanjutkan dengan Uji Tukey’s HSD dengan taraf kepercayaan 95% (p<0,05) menggunakan software SPSS ver.20. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa kadar testosteron pada kelompok EEBP dosis 100 mg/kg BB dan campuran EEBP : EEP (1:1) sebesar 2,31+0,84
ng/ml dan 1,65+0,54 ng/ml, berbeda tidak signifikan jika dibandingkan dengan kelompok kontrol aquades (p<0,05). Kadar testosteron
pada kelompok EEP dosis 50 mg/kg BB sebesar 3,43+0,98 ng/ml menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan kelompok kontrol
aquades (p<0,05). Campuran ekstrak etanol buah pare dosis 100 mg/kg BB dan biji pinang dosis 50 mg/kg BB tidak mampu menaikkan
kadar testosteron, sedangkan ekstrak etanol biji pinang yang diberikan secara tunggal pada dosis 50 mg/kg BB dapat menaikkan kadar
testosteron pada tikus putih jantan. Berdasarkan hasil yang diperoleh pada penelitian ini dapat ditarik kesimpulan bahwa campuran
ekstrak etanol buah pare dosis 100 mg/kg BB dan biji pinang dosis 50 mg/kg BB tidak mampu menaikkan kadar testosteron, sedangkan
ekstrak etanol biji pinang yang diberikan secara tunggal pada dosis 50 mg/kg BB dapat menaikkan kadar testosteron pada tikus putih
jantan.

Kata Kunci: Buah Pare; Biji Pinang; Testosteron; Tikus Putih Jantan; Disfungsi Ereksi

Abstract-Testosterone is a hormone that plays an important role in sexual development and reproductive function. Infertility problems,
decreased libido and erectile dysfunction are closely related to decreased testosterone levels in the blood. This study aims to see the
effect of a mixture of ethanol extracts of bitter melon (Momordica charantia L.) and areca nut (Areca catechu L) on testosterone levels
in male white rats. This study used the Sexual Behavior method. 30 Wistar rats were divided into 5 groups consisting of distilled water
control, positive control (X-Gra®) 45 mg/kg BW, ethanol extract of bitter melon (EEBP) dose of 100 mg/kg BW, ethanol extract of
areca nut (EEP) dose of 50 mg/kg BW and mixed group of EEBP:EEP (1:1), after 15 days, blood samples were taken and testosterone
levels were analyzed. The data obtained were statistically analyzed with one-way ANOVA test and continued with Tukey's HSD test
with 95% confidence level (p<0.05) using SPSS ver.20 software. The results showed that testosterone levels in the EEBP group at a
dose of 100 mg / kg BW and a mixture of EEBP: EEP (1: 1) 0f 2.31 + 0.84 ng/ml and 1.65 + 0.54 ng/ml were not significantly different
when compared to the distilled water control group (p < 0.05). Testosterone levels in the EEP group at a dose of 50 mg/kg BW of 3.43
+ 0.98 ng/ml showed a significant difference with the aquades control group (p<0.05). The mixture of bitter melon ethanol extract at a
dose of 100 mg/kg BW and areca nut seeds at a dose of 50 mg/kg BW was not able to increase testosterone levels, while the ethanol
extract of areca nut seeds given singly at a dose of 50 mg/kg BW could increase testosterone hormone levels in male white rats. Based
on the results obtained in this study, it can be concluded that a mixture of bitter melon ethanol extract at a dose of 100 mg / kg BW and
areca nut seeds at a dose of 50 mg / kg BW is not able to increase testosterone levels, while areca nut ethanol extract given singly at a
dose of 50 mg / kg BW can increase testosterone levels in male white rats.
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1. PENDAHULUAN

Disfungsi ereksi (DE) adalah ketidakmampuan yang terus menerus untuk mencapai dan mempertahankan ereksi dalam
jumlah yang cukup untuk melakukan hubungan seksual yang memuaskan. DE adalah masalah yang umum pada pria di
segala usia dan berdampak signifikan pada kualitas hidup penderita dan pasangan mereka (Barone et al., 2022).
Berdasarkan Global Study of Sexual Attitudes and Behaviors yang melibatkan populasi 29 negara pada 5 benua, prevalensi
disfungsi ereksi pada usia 40-80 tahun adalah 20,6%. Prevalensi disfungsi ereksi di Asia adalah 7-15% pada usia 40-49
tahun dan 39-49% pada usia 60-70 tahun. Studi prevalensi DE di Indonesia pada tahun 2005 adalah sebesar 11%,
sedangkan pada tahun 2019 studi pada 255 pria usia 20-80 tahun menunjukkan prevalensi DE sebesar 35.6 % (22.3%
ringan, 13.7% ringan-sedang, 3.1% sedang, dan 0.8% berat). Prevalensi DE berkisar antara 6,5% pada kelompok berusia
20-29 tahun, hingga setinggi 88% pada responden berusia 60 tahun ke atas. Rentang ini sangat bergantung terhadap faktor
risiko seperti usia, penyakit komorbid hingga masalah interpersonal. Kondisi DE berkaitan dengan peningkatan risiko
kejadian kardiovaskular di kemudian hari. Oleh karena itu, DE dapat menjadi manifestasi awal penyakit kardiovaskular
dan tidak boleh dianggap hanya sebagai masalah kualitas hidup (Birowo et al., 2019). Testosteron adalah hormon
androgen yang berperan penting dalam perkembangan seksual dan fungsi reproduksi pada pria. Berbagai masalah
kesehatan seperti mudah lelah, osteoporosis, sulit berkonsentrasi, infertilitas, penurunan libido dan disfungsi ereksi
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berkaitan erat dengan turunnya kadar testosteron dalam darah. Berbagai faktor dapat mempengaruhi kadar hormon
testosteron, termasuk usia, gaya hidup dan pola makan (Barone et al., 2022). Oleh karena itu pencarian sumber bahan
alami dapat membantu meningkatkan kadar testosteron menjadi sangat relevan.

Beberapa tanaman herbal seperti buah pare dan biji pinang dilaporkan mempunyai beberapa pengaruh pada fungsi
reproduksi, baik pada pria maupun wanita. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa buah pare dapat meningkatkan kadar
testosteron pada tikus jantan. Buah pare menagndung alkaloid, flavonoid, saponin dan tanin (Michaelle et al., 2020;
Svobodova et al., 2017). Secara in vitro, bioaktivitas afrodisiaka buah pare ditunjukkan oleh isolat triterpen 13,13-
epoksioleanan-3-olasetat dari fraksi n-heksana (Adedokun et al., 2022). Pemberian ekstrak etanol buah pare memiliki
aktivitas farmakologi yang dapat meningkatkan dan memulihkan kadar testosteron bebas dan dapat digunakan sebagai
produk alami yang menjanjikan untuk mengurangi sindrom defisiensi testosteron (Lee et al., 2020). Buah pinang juga
diidentifikasi memiliki efek positif terhadap hormon reproduksi. Di Asia Tenggara dan Pasifik Selatan, biji pinang
dikonsumsi dengan cara dikunyah dan biasa digunakan oleh penduduk setempatuntuk mendapatkan efek euphoria dan
meningkatkan libido (Brunetti et al., 2020). Penelitian yang dilakukan oleh Sarapi et.al., (2019) diketahui bahwa setelah
pemberian campuran ekstrak air biji pinang (4reca catechu L.), ginseng (Javanese som) dan purwoceng (Pimpinella
pruatjan) dosis 50 mg/kg BB tikus, secara signifikan dapat meningkatkan kadar Folicle Stimulating Hormone (FSH) dan
Luetenizing Hormone (LH) yang sebanding dengan sildenafil sitrat (Sarapi et al., 2015). Berdasarkan hasil skrining
fitokimia yang dilakukan pada biji pinang diketahui bahwa pinang mengandung senyawa alkaloid, flavonoid san
terpenoid dengan berbagai aktivitas farmakologi (Djohari et al., 2020).

Berdasarkan uraian di atas, maka peneliti tertarik untuk melakukan penelitian tentang pengaruh campuran ekstrak
etanol buah pare (Momordica charantia L.) dan ekstrak etanol biji buah pinang (Areca catechu L.) terhadap kadar hormon
testosteron pada tikus putih galur Wistar. Buah pare dan biji pinang merupakan bahan alam yang berpotensi
mempengaruhi kadar testosteron, namun efektivitas kombinasi kedua ekstrak tersebut belum banyak diteliti.
Permasalahan utama dalam penelitian ini adalah apakah kombinasi ekstrak etanol buah pare dan biji pinang mampu
meningkatkan kadar testosteron secara signifikan pada tikus, serta bagaimana mekanisme kerjanya dalam memodulasi
kadar hormon tersebut. Selain itu, diperlukan penentuan dosis optimal dari kombinasi ekstrak tersebut untuk
menghasilkan efek yang diinginkan, sekaligus mengevaluasi potensinya sebagai terapi pendukung untuk kondisi disfungsi
ereksi terkait defisiensi androgen. Validasi metode ELISA juga menjadi aspek penting untuk memastikan akurasi
pengukuran kadar testosteron setelah pemberian ekstrak herbal pada model hewan coba. Pada penelitian ini, peneliti ingin
mengembangkan kombinasi dua jenis herbal yang akan diuji secara eksperimental. Keterbaharuan penelitian ini terletak
pada kombinasi ekstrak buah pare dan biji pinang untuk mengatasi disfungsi ereksi melalui pendekatan kadar testosteron,
penelitian sebelumnya hanya menguji efek dari masing-masing ekstrak (buah pare atau biji pinang) pada kadar testosteron,
tetapi belum ada penelitian yang secara spesifik menguji efek kombinasi ekstrak buah pare dan biji pinang pada dosis dan
konsentrasi tertentu. Penelitian ini dapat menambah wawasan dalam literatur ilmiah tentang pemanfaatan bahan alami
dalam regulasi hormon, terutama testosteron. Dengan menyajikan bukti yang lebih meyakinkan mengenai potensi manfaat
dari buah pare dan biji pinang, penelitian ini diharapkan berpotensi memberikan sumbangan terhadap pengembangan
terapi alternatif yang lebih efisien dan didukung oleh bukti ilmiah. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
kombinasi ekstrak etanol buah pare (Momordica charantia L.) dan ekstrak etanol biji pinang (Areca catechu L.) terhadap
kadar hormon testosteron tikus jantan galur Wistar.

2. METODE PENELITIAN
2.1 Alat dan Bahan
2.1.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah ELISA Reader (ASYS Expert Plus Standalone®), rotary evaporator
(Heidolph®), timbangan analitik (OHAUS®), timbangan hewan, blood tube EDTA K3 (GD®), mixer VM-300
(Gemmy®), micropipet (SOCOREX®) dan tabung Eppendorf.

2.1.2 Bahan

Sampel yang digunakan adalah buah pare (Momordica charantia L.) dan biji pinang (4reca catechu L.). Buah pare berasal
dari Sragen, Jawa Tengah dan buah pinang dari Bantul, Yogyakarta, ELISA Kit testosteron (Calbiotech®), etanol 70%,
aquades, estradiol valerat (Bayer®), X-Gra®(Pfizer), pakan standar (AD-II). Hewan uji yang digunakan adalah tikus
jantan galur Wistar yang diperoleh dari Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu Universitas Gadjah Mada, tiap
kelompok percobaan sebanyak 6 ekor yang terdiri dari 3 ekor tikus jantan dan 3 ekor tikus betina dengan jumlah kelompok
perlakuan sebanyak 5 kelompok, sehingga jumlah keseluruhan hewan uji pada penelitian ini sebanyak 30 ekor tikus
(Rattus norvegicus L.).

2.2 Prosedur Penelitian
2.2.1 Pembuatan ekstrak buah pare dan biji buah pinang

Pembuatan ekstrak etanol buah pare dan biji buah pinang dilakukan dengan metode maserasi. Sebanyak 700 gram
serbuk simplisia kering buah pare dan 500 gram serbuk simplisia kering buah pare direndam dengan pelarut etanol 70%
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di dalam maserator. Ekstrak etanol yang diperoleh kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator dengan
pengaturan suhu 400C dan dilanjutkan dengan bantuan waterbath hingga didapatkan ekstrak kental. Setelah itu, ekstrak
kental dihitung persentase rendemennya terhadap simplisia yang diekstraksi.

2.2.2 Pengelompokan hewan uji

Pada penelitian sebelumnya, dosis ekstrak biji pinang ditetapkan pada 100 mg/kg BB tikus yang dapat berefek sebagai
afrodisiaka (Anthikat et.al., 2013) dan dosis ekstrak buah pare adalah 50 mg/kg BB (Parisa et.al, 2019). Pada penelitian
ini terdapat lima kelompok uji: kelompok I menggunakan Na CMC 0,5% b/v sebagai kontrol negatif, kelompok II
menggunakan X-gra® dosis 45 mg/kg BB tikus sebagai kontrol positif, kelompok III menggunakan ekstrak etanol buah
pare (EEBP) dosis 100 mg/kg BB, kelompok IV menggunakan ekstrak etanol pinang (EEP) dosis 50 mg/kg BB, dan
kelompok V menggunakan campuran ekstrak etanol buah pare dosis 100 mg/kg BB dan ekstrak etanol biji pinang dosis
50 mg/kg BB dalam perbandingan 1:1.

2.3 Kerangka Penelitian

Berikut Gambar 1 merupakan kerangka dari penelitian yang dilakukan.

30 ekor tikus dengan berat badan 200-300
gram

[ Diaklimatisasi selama 1 minggu ]

Tikus diambil secara acak dan dibagi menjadi
5 kelompok perlakuan

Tikus diambil secara acak dan dibagi menjadi
5 kelompok perlakuan

Kontrol negatif | Kontrol positif EEBP 100 EEP 50 mg/kg EEBP:EEP
(Na CMC (X-Gra 45 mg/kg BB BB (1:1)
0,5%b/v) mg/kg BB)

dengan ELISA menggunakan Kit Testosteron

-
Darah dicuplik dan serum darah dianalisa }

.

[ Analisa Data ]

Gambar 1. Kerangka Penelitian

Sebanyak 30 ekor tikus putih diaklimatisasi selama 1 minggu dan dikelompokkan secara acak. Pada penelitian ini,
tikus betina yang digunakan diberikan estradiol valerat (Progynova®) dalam dosis 0,25 mg/kg tikus secara oral, 48 jam
sebelum uji afrodisiaka dilakukan (Rusdi et.al., 2018). Setelah pemberian ekstrak etanol buah pare dan biji pinang selama
15 hari berturut-turut sesuai dosis, dilakukan pengambilan darah melalui vena orbitalis. Darah ditampung dalam tabung
Eppendorf yang telah diisi dengan antikoagulan ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA). Darah kemudian disentrifus
dengan kecepatan 5000 rotation per minute (rpm) selama 5 menit. Cairan plasma dipisahkan dengan menggunakan spuit
1 ml dan dimasukkan dalam tabung Eppendorf baru dan disimpan di lemari pendingin dengan suhu minus (-) 20° C,
kemudian dilakukan pemeriksaan konsentrasi testosteron dengan metode enzim-linked immunosorbent assay (ELISA)
(Akmal et al., 2015). Untuk penetapan kadar hormon testosteron (ELISA), masing-masing well dimasukkan 50 pl larutan
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standar, sampel dan kontrol yang dicampur dengan 100 pl reagen konjugat testosteron. Selanjutnya, larutan diinkubasi
selama 60 menit pada suhu ruangan. Dikocok dengan cepat untuk dikeluarkan isi well, well dibilas sebanyak 3 kali dengan
menambahkan larutan pencuci sebanyak 300 pl pada setiap well. Pada masing-masing well dimasukkan sebanyak 100 pl
larutan substrate solution dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruangan. Reaksi enzimatik dihentikan dengan
menambahkan 50 pl stop solution ke masing-masing well. Nilai absorbansi dibaca pada ELISA reader setelah 15 menit
dengan absorbansi pada panjang gelombang 450 nm (ELISA Kit Testosteron Calbiotech®). Cara kerja skematis dari
penelitian ini ditampilkan pada gambar 1.

2.3.1 Analisis Data

Data hasil penghitungan konsentrasi testosteron dianalisis dengan menggunakan Software SPSS 20.0. Dari data yang
diperoleh dilakukan uji pendahuluan yang terdiri dari Uji Saphiro Wilk untuk mengetahui normalitas data dan Uji Levene
untuk homogenitas data, dilanjutkan dengan Uji parametrik One Way ANOVA dan uji Tukey’s HSD dengan tingkat
kepercayaan 95% (p<0,05).

2.3.2 Ethical Clearance

Untuk kelayakan etik, penelitian ini telah mendapatkan persetujuan dari Komisi Etik Penelitian (KEP) Universitas Ahmad
Dahlan Nomor : 012010053/2020.

2.4 Hipotesis Penelitian

Hipotesis dari penelitian ini adalah kombinasi ekstrak etanol buah pare (Momordica charantia) dan biji pinang (Areca
catechu) dapat meningkatkan kadar testosteron pada tikus secara signifikan melalui mekanisme sinergistik kandungan
bioaktifnya. Pare diduga berperan sebagai antioksidan dan modulator endokrin, sedangkan biji pinang mungkin
merangsang sekresi hormon reproduksi melalui senyawa alkaloidnya. Kombinasi kedua ekstrak ini diperkirakan memiliki
dosis optimal tertentu yang mampu memaksimalkan peningkatan kadar testosteron, yang berpotensi menjadi terapi
pendukung untuk disfungsi ereksi terkait defisiensi androgen. Metode ELISA diharapkan dapat mengkonfirmasi
peningkatan kadar testosteron ini secara akurat setelah pemberian ekstrak.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengukuran kadar hormon testosteron serum tikus pada berbagai kelompok perlakuan dapat dilihat pada Tabel 1
dan Gambar 2.

Tabel 1. Kadar hormon testosteron (ng/ml) pada berbagai kelompok perlakuan

Kelompok Kadar testosteron (ng/ml) = SE
Kontrol 2,37+0,45%
X-Gra® 4,59+0,21°
EEBP 100 mg/kg BB 2,31+0,842
EEP 50 mg/kg BB 3,43+0,98°
EEBP:EEP (1:1) 2,12+0,542

*4signifikan dengan kelompok kontrol
bsignifikan dengan kelompok X-Gra

Dari hasil penelitian yang tertera pada Tabel 1 dan Gambar 2, didapatkan kadar testosteron terendah terdapat pada
kelompok campuran ekstrak etanol buah pare dosis 100 mg/kg BB dan ekstrak etanol biji pinang dosis 50 mg/kg BB (1:1)
sebesar 2,12+0,54 ng/ml, diikuti oleh kelompok ektrak etanol buah pare dosis 100 mg/kg BB sebesar 2,31+0,84 ng/ml.
Hasil ini berbeda tidak signifikan dengan kelompok kontrol yang mempunyai kadar testosteron sebesar 2,37+0,45 ng/ml.
Pada kelompok ekstrak etanol biji pinang dosis 50 mg/kg BB didapatkan kadar testosteron sebesar 3,43+0,98 ng/ml,
dimana hasil ini berbeda signifikan dengan kelompok kontrol negatif (Na CMC 0,5% b/v) dan kelompok X-Gra® sebagai
kontrol positif. Kadar testosteron tertinggi ditunjukkan oleh kelompok X-Gra® sebesar 4,59+0,21 ng/ml. Notasi yang
sama antar kelompok menunjukkan hasil uji statistik yang sama atau terdapat perbedaan yang signifikan, sedangkan notasi
yang berbeda menunjukkan hasil uji statistik yang berbeda signifikan (p<0,05).

6

nn

Kadar testosteron (ng/ml)

EEBP 100 | EEP 50 m | EEBP:EEP

mg/kg BB| g/kg BB (1;1)
|mseries1| 237 4.59 231 | 3.43 212 |
Kelompok Perlakuan

Gambar 2. Kadar hormon testosteron (ng/ml) pada berbagai kelompok perlakuan
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Berdasarkan hasil Uji Saphiro-Wilk dan Uji Levene dari masing-masing parameter menunjukkan bahwa data
terdistribusi normal dan homogen (sig>0.05), kemudian dilanjutkan dengan uji statistik parametrik One Way ANOVA.
Hasil uji ANOVA menunjukkan hasil signifikan 0,31 (sig<0,05), setelah itu dilanjutkan dengan Uji Tukey’s HSD. Dari
hasil Uji Tukey’s HSD didapatkan bahwa antara kelompok kontrol (aquades) dengan kelompok EEBP dosis 100 mg/kg
BB tikus dan kelompok campuran EEBP:EEP (1:1) terdapat perbedaan yang tidak signifikan artinya bahwa ekstrak etanol
buah pare dan campuran ekstrak etanol buah pare dosis 100 mg dan biji pinang dosis 50 mg/kg BB tidak dapat menaikkan
kadar hormon testosteron. Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Tumkiratiwong et.al pada
tahun 2014 yang menunjukkan bahwa ekstrak kering simplisia biji pare (Momordica charantia L.) dosis 400 dan 800
mg/kg BB yang diberikan selama 42 hari berturut-turut dapat menyebabkan terjadinya infertilitas pada tikus jantan galur
Wistar. Kesuburan dikaitkan dengan efek toksik langsung pada tubulus seminiferus, epididimis, pengurangan mani dan
kadar testosteron plasma yang secara signifikan berdampak pada motilitas sperma, morfologi normal spermatozoa dan
keutuhan membran akrosom (Tumkiratiwong et al., 2014).

Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol buah pare berdampak pada morfologi, motilitas,
viabilitas, dan jumlah spermatozoa pada epididimis. Dosis ekstrak etanol buah pare 100 mg/100 g BB memiliki efek
paling nyata. Selain itu, diketahui bahwa peningkatan dosis sebanding dengan penurunan jumlah dan motilitas
spermatozoa (Hendry & Fahmi, 2023). Pemberian ekstrak etanol buah pare dapat menurunkan jumlah, motilitas dan
viabilitas spermatozoa pada tikus jantan galur Wistar. Senyawa-senyawa yang terkandung pada ekstrak buah pare
berpengaruh terhadap keseimbangan hormonal, khususnya yang bertanggung jawab dalam menstimulasi proses
spermatogenesis  yaitu testosteron, estrogen, Luteinizing Hormone (LH), Follicle Stimulating Hormone (FSH) dan
Growth Hormone (GH) (Belanita, 2023). Senyawa flavonoid yang terkandung dalam buah pare akan memberikan umpan
balik negatif terhadap poros hipotalamus hipofisis testis, sehingga akan menurunkan sekresi Luteinizing hormone (LH)
maupun Follicle Stimulating Hormone (FSH). Penurunan LH dapat menekan pembentukan testosteron secara langsung
pada sel Leydig, sechingga terjadi gangguan keseimbangan hormonal (Setiawan & Subagja, 2023). Kandungan kimia buah
pare yang bermanfaat untuk pengobatan termasuk saponin, flavonoid, polifenol, alkaloid, triterpenoid, momordisin,
glikosida cucurbitacin, charantin, asam butirat, asam palmitat, asam stearat dan asam linoleat, ekstrak etanol buah pare
meningkatkan libido tikus, dan dosis terbaik adalah 0,28 g/200 g BB (Santoso & Zen, 2023)

Pada kelompok campuran ekstrak etanol buah pare dosis 100 mg/kg BB dan ekstrak etanol biji pinang dosis 50
mg/kg BB (1:1) dan kelompok ektrak etanol buah pare dosis 100 mg/kg BB terjadi penurunan kadar testosteron pada
tikus. Hasil ini didukung oleh hasil penelitian yang dilakukan oleh Soliman et.al pada tahun 2020 yang mempelajari efek
Momordica charantia (MC) dengan memperkirakan kadar insulin, glukosa, hemoglobin terglikosilasi (HbAlc),
testosteron (TST), hormon perangsang folikel (FSH), dan hormon luteinizing (LH) dalam darah pada tikus diabetes yang
diberi ekstrak MC dengan dosis 250 dan 500 mg / kg BB. Karakteristik sperma epididimis, histopatologi testis, dan
penilaian lesi juga diteliti. Ekspresi mRNA testis dari penanda terkait apoptosis seperti limfoma sel B antiapoptosis-2
(Bcl-2) dan protein X terkait proapoptosis Bcl-2 (Bax) dievaluasi dengan real time PCR. Selanjutnya, ekspresi protein
caspase-3 dievaluasi dengan imunohistokimia. Pemberian MC menghasilkan penurunan yang signifikan dalam glukosa
darah dan HbAlc dan peningkatan kadar serum insulin, testosteron dan gonadotropin pada tikus diabetes. MC secara
efektif menghambat apoptosis testis melalui regulasi Bcl-2 dan penurunan regulasi Bax dan caspase-3 (Soliman et al.,
2020).

Hasil Uji Tukey’s HSD antara kelompok kontrol (aquades) dengan kelompok X-Gra® dan EEP dosis 50 mg/kg
BB menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05). Hal ini berarti bahwa kelompok X-Gra® dan EEP dosis 50 mg/kg
BB dapat meningkatkan kadar hormon testosteron pada tikus putih jantan galur Wistar yang diberikan selama 15 hari
berturut-turut. Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol biji pinang dosis 50 mg/kg BB dapat menaikkan kadar
testosteron pada tikus, namun berbeda signifikan dengan kelompok X-Gra® yang dapat menaikkan kadar testosteron
lebih tinggi dibandingkan ekstrak etanol biji pinang dosis 50 mg/kg BB tikus. Hasil penelitian ini sejalan dengan
penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa pemberian ekstrak etanol biji pinang (Areca catechu L.) secara oral
dengan dosis 150 mg/kg BB menunjukkan peningkatan aktivitas seksual yang signifikan pada tikus jantan. Ekstrak etanol
biji pinang menunjukkan peningkatan jumlah sperma yang signifikan dibandingkan kelompok kontrol. Aktivitas seksual
tikus jantan terus meningkat tanpa menunjukkan efek samping yang nyata yang menandakan bahwa ekstrak etanol biji
pinang memiliki potensi afrodisiak (Medicina et al., 2019). Buah pinang mengandung berbagai alkaloid aktif yaitu
arecolin arekolidin, arekain, guvakolin, guvasin dan isoguvasin, tanin terkondensasi, tannin terhidrolisis, flavan, senyawa
fenolik, asam galat, getah, lignin, minyak menguap dan tidak menguap dan kandungan 39,8% polifenol (Soliman et al.,
2020). Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa biji pinang merupakan salah satu tumbuhan yang dimanfaatkan berbagai
etnis di Indonesia sebagai afrodisiak (Santoso et.al, 2023). Pemberian campuran ekstrak etanol biji pinang dosis 50 mg/
kg BB dan ekstrak etanol buah pare 100 mg/kg BB dengan perbandingan 1:1 dapat meningkatkan kadar plasma dari
endothelial Nitric Oxyde Synthase (eNOS) pada tikus jantan dan berpotensi sebagai afrodisiaka (Sofia & Saiful Bachri,
2023). Pemberian oral ekstrak Areca.catechu L. dan Pedalium murex L. dengan dosis 150 mg / kg berat badan
menunjukkan peningkatan yang signifikan aktivitas seksual pada tikus jantan. Kelompok pinang menunjukkan signifikan
peningkatan jumlah sperma dibandingkan dengan kelompok kontrol. Ada peningkatan aktivitas seksual tikus jantan
normal yang berkelanjutan tanpa menunjukkan efek samping yang nyata yang menandakan bahwa A. catechu memiliki
potensi afrodisiak. Areca catechu merangsang produksi testosterone, mengaktifkan kanal kalsium (tipe-L), meningkatkan
aktivitas dari 17-hidroksisteroid dehidrogenase dan meningkatkan ekspresi dari steroidogenik (Ansari et al., 2021).
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Peneliti lain mempelajari efek Momordica charantia (MC) dengan memperkirakan kadar insulin, glukosa,
hemoglobin terglikosilasi (HbAlc), testosteron (TST), hormon perangsang folikel (FSH), dan hormon luteinizing (LH)
dalam darah pada tikus diabetes yang diberi ekstrak MC dengan dosis 250 dan 500 mg / kg BB. Karakteristik sperma
epididimis, histopatologi testis, dan penilaian lesi juga diteliti. Ekspresi mRNA testis dari penanda terkait apoptosis seperti
limfoma sel B antiapoptosis-2 (Bcl-2) dan protein X terkait proapoptosis Bcl-2 (Bax) dievaluasi dengan real time PCR.
Selanjutnya, ekspresi protein caspase-3 dievaluasi dengan imunohistokimia. Pemberian MC menghasilkan penurunan
yang signifikan dalam glukosa darah dan HbA 1¢ dan peningkatan kadar serum insulin, testosteron dan gonadotropin pada
tikus diabetes. MC secara efektif menghambat apoptosis testis melalui regulasi Bel-2 dan penurunan regulasi Bax dan
caspase-3 (Soliman et al., 2020). Testosteron merupakan hormon steroid yang memainkan peran penting dalam mengatur
proses fisiologis dan meningkatkan sintesis protein dalam tubuh. Hal ini penting untuk menjaga kekuatan dan massa otot,
menjaga kepadatan dan kekuatan tulang, meningkatkan metabolisme, dan meningkatkan kinerja fisik secara keseluruhan
(Ide, 2023). Penyimpangan dalam kadar testosteron telah secara konsisten dikaitkan dengan berbagai kondisi patologis,
seperti sindrom ovarium polikistik, tumor sel steroid ovarium dan hiperplasia korteks adrenal. Testosteron berfungsi
sebagai biomarker yang mencerminkan kemampuan atletik dan metabolisme anabolik atlet, karena potensinya untuk
meningkatkan kinerja, testosteron telah dilarang sebagai zat terlarang dalam kompetisi olahraga. Oleh karena itu, deteksi
testosteron sangat penting untuk tujuan diagnostik dalam klinis, serta untuk memantau kinerja atlet dan memastikan
integritas kompetisi olahraga (Wang et al., 2024).

Salah satu metodologi yang digunakan untuk mendeteksi hormon adalah metode Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) yang merupakan metode imunologi berbasis reaksi antigen-antibodi yang banyak digunakan untuk deteksi
dan kuantifikasi molekul biologis, termasuk hormon testosteron dalam serum atau plasma. Prinsip dasar dari ELISA untuk
penentuan testosteron adalah pengikatan spesifik antara antigen (testosteron) dengan antibodi yang dilabeli dengan enzim,
diikuti dengan deteksi berbasis reaksi enzimatik yang menghasilkan perubahan warna yang dapat diukur secara
spektrofotometrik (Zhao et al., 2025). Penggunaan metode ELISA untuk testosteron biasanya mengadopsi format
kompetitif. Pada tahap awal, mikroplat dengan permukaan polistirena dilapisi dengan antibodi spesifik terhadap
testosteron. Sampel yang mengandung testosteron bebas kemudian ditambahkan ke dalam sumur, bersamaan dengan
testosteron berlabel enzim sebagai kompetitor. Kedua bentuk testosteron, baik yang ada dalam sampel maupun yang
terkonjugasi dengan enzim, akan bersaing untuk berikatan dengan situs aktif antibodi yang terbatas jumlahnya. Semakin
tinggi konsentrasi testosteron dalam sampel, semakin sedikit testosteron berlabel enzim yang dapat berikatan. Setelah
tahap inkubasi untuk memungkinkan ikatan antigen-antibodi terjadi secara optimal, sumur dicuci untuk menghilangkan
komponen yang tidak berikatan, kemudian ditambahkan substrat spesifik untuk enzim, seperti 3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB). Enzim yang terikat pada antibodi akan mengkatalisis perubahan substrat menjadi produk
berwarna. Intensitas warna yang dihasilkan berbanding terbalik dengan konsentrasi testosteron dalam sampel karena
prinsip kompetisi: semakin banyak testosteron dalam sampel, semakin sedikit enzim yang berikatan dan semakin rendah
sinyal warna yang terbentuk. Hasil absorbansi kemudian dibaca menggunakan spektrofotometer mikroplat pada panjang
gelombang tertentu, biasanya sekitar 450 nm, dan kadar testosteron dihitung berdasarkan kurva standar yang dibuat dari
serangkaian konsentrasi testosteron diketahui. Penggunaan ELISA untuk penentuan testosteron menawarkan sensitivitas
dan spesifisitas yang tinggi, sekaligus memungkinkan analisis dalam throughput yang besar dan biaya yang relatif lebih
rendah dibandingkan metode lain seperti LC-MS/MS. Namun, akurasi ELISA sangat bergantung pada kualitas antibodi
yang digunakan, kondisi reaksi, serta validasi kurva standar. Selain itu, pengaruh faktor interferensi seperti komponen
serum lain atau reaktivitas silang dengan hormon steroid serupa perlu diperhitungkan untuk menghindari hasil positif
palsu(Verma et al., 2022)

4. KESIMPULAN

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol biji pinang (Areca catechu L.) yang diberikan sendiri pada dosis
50 mg/kg berat badan mampu meningkatkan kadar hormon testosteron secara signifikan pada tikus jantan. Ini menjadi
temuan penting karena memperkuat bukti bahwa biji pinang punya potensi sebagai bahan alami untuk membantu
mengatasi masalah yang berkaitan dengan hormon testosteron, seperti disfungsi ereksi. Sebaliknya, campuran antara
ekstrak buah pare (Momordica charantia L.) dan biji pinang dalam rasio 1:1 ternyata tidak memberikan efek yang
diharapkan. Bahkan, kadar testosteron justru cenderung lebih rendah dibandingkan pemberian biji pinang saja. Ini
menunjukkan bahwa gabungan dua tanaman ini tidak saling mendukung dalam meningkatkan kadar hormon tersebut.
Salah satu keterbatasan dari penelitian ini adalah belum dicobanya variasi dosis yang lebih luas, serta belum ditelitinya
lebih dalam bagaimana sebenarnya mekanisme kerja dari masing-masing ekstrak. Penelitian ini berhasil menjawab
pertanyaan utama bahwa kombinasi pare dan pinang tidak efektif meningkatkan testosteron, sementara ekstrak pinang
sendiri justru menjanjikan. Temuan ini bisa menjadi langkah awal untuk mengembangkan obat herbal yang lebih aman
dan berbasis bukti untuk membantu pria yang mengalami gangguan hormonal.
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