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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengencer terbaik dalam melindungi membran
spermatozoa setelah seksing dengan sentrifugasi gradien densitas percoll menggunakan pengencer
andromed dan Caudal Epididymal Plasma-2 (CEP-2) ditambah kuning telur 10%. Penelitian ini
menggunakan semen segar sapi limousin yang di peroleh dari Balai Besar Inseminasi Buatan Singosari-
Malang. Semen sapi yang memenuhi syarat diencerkan dengan pengencer andromed dan CEP-2 + kuning
telur 10% kemudian diseksing dengan metode sentrifugasi gradient densitas percoll. Pengamatan membran
spermatozoa meliputi integritas membran menggunakan hypoosmotic swelling test (HOST), kapasitasi
spermatozoa dan reaksi akrosom menggunakan pewarnaan flouresens Chlortetracycline. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pengencer andromed dan CEP-2 ditambah kuning telur 10% dapat mengurangi
penurunan integritas membran sedangkan spermatozoa yang mengalami kapasitasi dan reaksi akrosom
tetap rendah. Pengencer CEP-2 ditambah kuning telur 10% lebih baik dibandingkan dengan pengencer
andromed.

Kata-kata kunci : andromed, CEP-2, membran spermatozoa, seksing

ABSTRACT

The aim of this study was to observe the best extender in protecting the membrane of bovine spermatozoa
following sexing by percoll density gradient centrifugation. Freshly collected semen were obtained from
Balai Besar Inseminasi Buatan Singosari-Malang. The semen were diluted in andromed and Caudal
Epididymal Plasma-2 (CEP-2) added with 10% egg yolk extenders.The sperm membrane integrity was
observed using Hypo-osmotic Swelling Test (HOST). Sperm capacitation and acrososome reaction were
assessed using Chlortetracycline Fluorescence Assay.The results showed that andromed and CEP-2 added
with 10% egg yolk were able to retain the sperm membrane integrity, whereas sperm capacitation and
acrosome reaction were kept low. Caudal Epididymal Plasma-2 (CEP-2) added with 10% egg yolk seemed
to give better protection towards the sperm membrane intact in comparison to andromed extender.
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PENDAHULUAN

Inseminasi Buatan (IB) merupakan salah
satu bioteknologi reproduksi yang telah diterima
masyarakat dan berkembang pesat saat ini
dalam meningkatkan produksi ternak serta
meningkatkan mutu genetik ternak. Teknologi
ini akan lebih berdaya guna, apabila anak atau

pedet yang dihasilkan berjenis kelamin sesuai
dengan yang dikehendaki yaitu dengan
menggunakan semen hasil seksing (pemisahan)
kromosom X atau Y sebelum dilakukan program
inseminasi buatan. Hal ini sangat mendukung
program breeding dalam pemilihan bibit unggul
serta menunjang efisiensi pada peternakan
(Sujoko et al., 2009).
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Metode sexing yang telah dilakukan dengan
sentrifugasi gradien densitas percoll pada
spermatozoa sapi berdasarkan hasil penelitian
Susilawati et al., (1999), memperoleh proporsi
spermatozoa X sebanyak 87% pada lapisan
bawah dan spermatozoa Y sebanyak 87% pada
lapisan atas, hal ini tidak jauh berbeda dengan
penelitian Ihsan (2008) seksing dengan
sentrifugasi densitas percoll pada spermatozoa
sapi Frisien Holstein (FH) dapat memisahkan
spermatozoa Y sebanyak 87, 1% pada lapisan
atas dan spermatozoa X sebanyak 89,7% pada
lapisan bawah.

Proses pemisahan spermatozoa dengan
sentrifugasi serta adanya pencucian
menyebabkan adanya gesekan mekanis yang
dapat mengakibatkan kerusakan membran.
Kerusakan membran memengaruhi integritas
membran spermatozoa yang menyebabkan
perubahan sistem regulasi ion pada membran
spermatozoa. Keadaan ini menyebabkan
transport ion kalsium ke dalam dan ke luar sel
tidak berjalan normal sehingga konsentrasi ion
kalsium intraseluler meningkat dan akan
terjadi kapasitasi dan reaksi akrosom pada
spermatozoa (Rahman, 2007).

Upaya yang dapat dilakukan untuk
mempertahankan kualitas semen agar tetap
baik dan untuk mencegah kerusakan membran
spermatozoa setelah sentrifugasi adalah
diperlukan pengencer. Bahan pengencer yang
ditambahkan dalam semen bertujuan untuk
menyediakan nutrisi, bersifat sebagai buffer
untuk mempertahankan pH, tekanan osmotik
dan keseimbangan elektrolit dalam melindungi
spermatozoa (Rothe, 2003). Andromed
merupakan salah satu pengencer komersial
untuk semen beku dan semen cair. Andromed
mengandug lesitin nabati berasal dari kacang
kedelai berperan dalam melindungi membran
spermatozoa agar tidak terjadi kerusakan
selama proses pembekuan dan seksing (Aires et
al., 2003). Pengencer cauda epydidimis plasma
(CEP-2) merupakan pengencer baru untuk
semen segar sapi yang sedang dikembangkan
berdasarkan kondisi kauda epididimis yang
terbukti terbukti dapat memperpanjang masa
penyimpanan spermatozoa sapi pada suhu 5ºC
selama enam hari dan baik dalam
mempertahankan motilitas serta integritas
membran spermatozoa (Verberckmoes et al,
2004; Ducha, 2012). Penambahan kuning telur
10% pada pengencer CEP-2 yang mengandung
nutrisi, fosfolopid dan lipoprotein serta adanyan
kandungan lesitin  mampu melindungi dan

mempertahankan integritas membrane serta
mencegah kapasitasi dini spermatozoa
(Susilawati, 2002, Delgado et al, 2009; Ducha,
2012).

Penggunaan pengencer andromed saat ini
sudah sering digunakan dalam penelitian
mengenai spermatozoa, harga pengencer
andromed relatif mahal dan merupakan produk
impor sehingga perlu mencari pengencer
alternatif yang lebih baik dari andromed dengan
bahan yang mudah diperoleh dari bahan lokal,
dengan harga yang murah serta dapat
mempertahankan kualitas spermatozoa tetap
baik. Berdasarkan uraian di atas maka
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
kualitas dan membran spermatozoa sapi setelah
proses seksing menggunakan sentrifugasi
gradien densitas percoll menggunakan
pengencer andromed dan CEP-2 ditambah
kuning telur 10% .

METODE PENELITIAN

Sampel Semen

Dalam  penelitian  ini  digunakan  semen
sapi yang dikoleksi dari pejantan sapi Limousin
berumur  sekitar  empat  tahun yang diperoleh
dari Balai Besar Inseminasi Buatan (BBIB)
Singosari-Malang. Semen yang digunakan
memiliki kriteria motilitas massa e” 2+,
motilitas individu e” 70%. Frekuensi
penampungan semen dua kali satu minggu.

Pengamatan Semen
Sebelum dilakukan proses pemisahan

spermatozoa terlebih dahulu dilakukan
pemeriksaan kualitas semen segar yang
meliputi warna, pH, konsentrasi spermatozoa,
motilitas massa, motilitas individu, viabilitas,
abnormalitas, dan integritas membran.
Pengamatan dilakukan di Laboratorium
Reproduksi Ternak, Fakultas Peternakan,
Universitas Brawijaya Malang. Pengamatan
spermatozoa yang belum kapasitasi, kapasitasi
dan reaksi akrosom dilakukan di Laboratorium
Biologi Seluler dan Molekuler, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam, Unibraw.

Pengencer
Pengencer andromed (SIGMA), dibuat

dengan cara melarutkan andromed  ke dalam
aquabidest dengan perbandingan 1:4. Pengencer
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CEP-2 ditambah kuning telur 10%
dikembangkan oleh Verberckmoes at al., (2004)
dibuat dengan cara melarutkan bahan-bahan:
NaCl 15 mmol/L, KCl 7 mmol/L, CaCl2(H2O)2 3
mmol/L, MgCl2(H2O)6 4 mmol/L, NaHCO3 11,9
mmol/L, NaH2PO4 8 mmol/Ll, KH2PO4 20 mmol/
L, Fruktosa 55 mmol/L, Sorbitol 1 g/L, BSA 2
g/L, Tris 133,7 mmol/L, gentamicin-S 0,05 g/L,
lalu ditambahkan kuning telur 10% dan, asam
sitrat 42 mmol/L. Osmolaritas pengencer
sebesar 320 mOsm, dengan penyesuaian pH 6,6.

Pemisahan Spermatozoa
Gradien densitas yang digunakan dalam

pemisahan spermatozoa (seksing) adalah 10
gradien yaitu  (20%, 25%, 30% , 35%, 40%, 40%,
50%, 55%, 60%, 65%). Adapun tahapan dalam
pemisahan spermatozoa dengan metode
sentrifugasi gradien densitas percoll yaitu: a).
mempersiapkan gradien densitas percoll (20-
65%) kemudian disusun mulai dari densitas
tertinggi sampai terendah (dari 65%-20%), tiap
gradien berisi 0,5 mL;   b). Semen yang telah
diencerkan dengan pengencer andomed atau
dengan pengencer CEP-2 ditambah kuning telur
10% dengan perbandingan 1:1 diambil 1 mL dan
dimasukkan kedalam tabung yang berisi
gradien konsentrasi percoll kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 2250 rpm
selama 7 menit;   c). Hasil sentrifugasi diambil
sebanyak 1 mL pada lapisan bawah dan lapisan
atas kemudian dipindahkan ke tabung pencuci
yang sudah berisi 3 mL pengencer Andomed
atau CEP-2 dan disentrifugasi dengan kecepatan
1500 rpm selama lima menit;   d). Supernatan
dibuang dan disisakan 2 mL yang banyak
mengandung spermatozoa (Susilawati, 2002).

Pemerikasaan Membran Spermatozoa
Integritas Membran. Integritas atau

keutuhan membran sel spermatozoa diuji
menggunakan hypoosmotic swelling test
Sejumlah 100 µL semen dimasukkan ke dalam
1 mL larutan hipoosmotik (0,31 g natrium sitrat
dan 0,565 g fruktosa dilarutkan dalam 50 mL
aquades), kemudian diinkubasi pada suhu 37oC
selama 30 menit, selanjutnya dibuat tetesan pada
object glass dan ditutup dengan cover glass
sebelum dilakukan pengamatan dengan
mikroskop cahaya perbesaran 400×.
Spermatozoa dengan membran normal
(integritas membran baik) ditandai dengan
ekornya melingkar pada bagian ujung,
sedangkan spermatozoa dengan membran tidak
normal ditandai dengan ekor lurus (Fonseca et
al., 2005; Susilawati, 2011).

Pengamatan Spermatozoa yang
Mengalami Kapasitasi dan Reaksi
Akrosom

Pengamatan spermatozoa yang belum
mengalami kapasitasi, kapasitasi dan reaksi
akrosom dilakukan menggunakan pewarnaan
chlortetracycline (CTC, Sigma, USA). Semen
sebanyak 100 mL ditambahkan 100 mL
pewarna CTC kemudian ditambahkan 8 mL
CTC fixative dan divortex selama satu menit,
larutan tersebut diambil sebanyak 10 mL dan
ditempatkan pada objek glass, kemudian
ditambahkan 10 mL DABCO dan dicampur
dengan hati-hati lalu ditutup dengan cover glass,
selanjutnya ditutup dengan tissue yang tebal
dan ditekan secara hati-hati, selanjutnya tepi
cover glass ditutup dengan kutek. Pengamatan
dilakukan dengan Mikroskop Epi-fluoresence
menggunakan filter UV-2A dengan perbesaran
400×. Pengamatan spermatozoa belum
terkapasitasi ditandai dengan seluruh kepala
berwarna terang. Spermatozoa terkapasitasi
ditandai dengan setengah bagian atas kepala
berwarna terang. Spermatozoa yang sudah
mengalami reaski akrosom ditandai adanya
bentukan cincin berwarna terang melingkar
pada bagian tengah kepala (Singh et al., 2001).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kualitas Semen Segar
Hasil pemerikasaan semen segar secara

makroskopis menunjukan warna putih
kekuningan dengan derajat keasaman / pH 7
(Tabel 1). Garner  dan  Hafez  (2008)
menyatakan kisaran rataan pH semen sapi
yaitu antara  6,4-7,8 dengan warna normal
yaitu putih kekuningan hal ini disebabkan

Tabel 1. Rataan kualitas semen segar

Parameter Rataan ± SD

pH   7,00±0,00
Warna Putih kekuningan
Motilitas massa   ++
Motilitas individu (%) 70,00±0,00
Viabilitas (%) 95,12±1,42
Abnormalitas (%)   5,28±3,46
Konsentrasi (10v /ml) 1432,50±450,80
Integritas membran (%) 88,59±3,74
Kapasitasi (%)   9,37±2,86
Reaksi akrosom (%)   3,08±1,01
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karena adanya riboflavin dalam semen
(Susilawati, 2002).

Hasil pemeriksaan mikroskopis semen
segar sapi Limousin pada Tabel 1 menunjukkan
motilitas massa dan motilitas individu adalah
++ dan 70 ± 0,00%. Persentase motilitas semen
segar sapi Limousin dalam penelitian ini
tergolong baik, menurut Cambell et al., (2003),
menyatakan bahwa spermatozoa dengan
motilitas sangat baik berkisar antara 70-80%.
Penelitian Ihsan (2008) memperlihatkan hasil
motilitas massa dan motilitas individu semen
segar sapi Frisien Holstein (FH) sebesar ++ dan
72,00±2,51 hal ini tidak berbeda jauh dari hasil
penelitian Rahmah (2007) memperlihatkan hasil
motilitas massa dan motilitas individu semen
segar sebesar ++ dan 71,75%. Viabilitas
spermatozoa semen segar yang digunakan dalam
penelitian ini adalah 92,12±1,42 %. Hasil
penelitian ini tidak jauh berbeda dengan
Pamungkas et al., (2005) menunjukkan hasil
persentase viabilitas spermatozoa semen segar
91,37±1,18%. Abnormalitas spermatozoa semen
segar hasil dari pengamatan dalam penelitian
ini sebesar 5,28±3,46 % hal ini menunjukkan
bahwa semen segar yang digunakan masih baik.
Campbell et al., (2003) menyatakan bahwa
spermatozoa yang baik apabila memiliki
abnormalitas spermatozoa kurang dari 20-25%.
Konsentrasi spermatozoa semen segar dalam
penelitian ini  adalah 1432,50±450,80 juta
spermatozoa/mL masih tergolong normal.
Garner dan Hafez (2008) menyatakan
konsentrasi semen sapi berkisar 1000-2000 juta/
ml dan konsentrasi spermatozoa pada sapi
jantan dewasa berkisar antara 800-1.200 juta/
ml (Cambell et al., 2003).

Pemeriksaan kondisi fisiologi semen segar
pada Tabel 1, menunjukkan spermatozoa yang
memiliki integritas membran baik pada
penelitian ini sebesar 88,87±3,11%. Berdasarkan
hasil penelitian sebelumnya pada sapi Frisien

Holsten (FH) menunjukkan bahwa integritas
membran spermatozoa semen segar sebesar
79,80±4,81% (Ihsan, 2008). Integritas membran
yang baik pada pengamatan ini tergolong tinggi,
hal ini didukung dengan tingginya persentase
viabilitas semen segar sebesar 92,12±1,42 %,
motilitas massa (++) dan motilitas individu 70%.
Hasil pengamatan spermatozoa semen segar
menunjukkan spermatozoa belum kapasitasi
sebesar 85,94±4,45%, kapasitasi sebesar
10,54±3,30% dan reaksi akrosom sebesar dan
3,52 ±1,20 %. Hasil penelitian ini juga tidak jauh
berbeda dengan hasil penelitian (Rahmawati,
2011) spermatozoa semen segar pada sapi bali
spermatozoa belum kapasitasi 77,51%,
kapasitasi 15,77%, dan reaksi akrosom sebesar
6,92%.

Persentase Integritas Membran
Spermatozoa

Persentase spermatozoa yang memiliki
integritas membran baik setelah seksing dengan
sentrifugasi menunjukkan menggunakan
pengencer CEP-2 ditambah kuning telur 10%
pada lapisan atas atau lapisan bawah lebih
tinggi dibandingkan dengan pengancer
andromed pada lapisan atas atau lapisan bawah
(Tabel 2). Pada setiap pengencer dengan
andromed dan CEP-2 + KT 10% pada lapisan
atas memiliki integritas membran baik lebih
tinggi dibandingkan dengan lapisan bawah.
Seksing spermatozoa menggunakan pengencer
CEP-2 + KT 10 % lebih baik dibandingkan
dengan pengencer andromed dalam menjaga
integritas membran spermatozoa.

Persentase spermatozoa yang memiliki
integritas membran baik berdasarkan uji-T
berpasangan menunjukkan spermatozoa yang
memiliki integritas baik setelah seksing pada
lapisan atas menggunakan pengencer andromed
tidak berbeda (P>0.05) dengan pengencer CEP-
2 ditambah kuning telur 10%.  Spermatozoa

Tabel 2. Rataan persentase membran spermatozoa setelah seksing menggunakan    pengencer
andromed dan CEP-2 ditambah kuning telur 10%

              Andromed                          CEP-2 ditambah kuning telur 10%
Parameter

Lap. atas Lap. Bawah Lap. Atas Lap. bawah

Integritas membran (%) 85,15±5,10 82,91±7,16 85,41±4,52 83,14±1,30
Kapasitasi (%) 18,62±5,56 17,06±2,66 16,84±4,32 16,95±3,81
Reaksi akrosom (%)   7,74±1,42   7,08±1,95   6,84±0,84   6,31±0,75

Keterangan: CEP-2: cauda epididymal plasma-2
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yang memiliki intergritas baik pada lapisan
bawah menggunakan pengencer andromed
tidak berbeda (P>0,05) dengan pengencer CEP-
2 ditambah kuning telur 10%. Spermatozoa yang
memiliki integritas baik hasil seksing
menggunakan pengencer andromed pada lapisan
atas menunjukkan hasil tidak berbeda (P>0,05)
dengan lapisan bawah. Spermatozoa yang
memiliki integritas baik hasil seksing dengan
pengencer CEP-2 ditambah kunig telur 10%
pada lapisan atas menunjukkan hasil tidak
berbeda (P>0.05) dengan lapisan bawah.

Integritas membran spermatozoa yang
masih baik menunjukkan bahwa fosfilipid dapat
bertahan dan menjaga dengan baik terhadap
benturan antara tabung dan medium saat
seksing dengan sentrifugasi densitas percoll.
Yulnawati (2008) menyatakan fosfolipid
berfungsi untuk memelihara integritas
membran dan membentuk permukaan yang
dinamis antar sel sebagai perlindungan terhadap
kondisi lingkungan. Proses seksing dengan
sentrifugasi dapat menyebabkan lepas sebagian
fosfolopid membran spermatozoa akibat dari
pengaruh mekanik yaitu adanya gaya
sentrifugal. Lepasnya sebagian fosfolipid
membran dapat menyebabkan integritas
membran terganggu sehingga berpengaruh pada
viabilitas membran. Viabilitas dapat
mempengaruhi motilitas dan integritas
membran spermatozoa sehingga diduga
spermatozoa yang motil tidak semua memiliki
integritas membran yang baik (Djauhari, 2012).

Pengencer CEP-2 ditambah kuning telur
10% mampu melindungi integritas membran
lebih baik dibandingkan dengan pengencer
andromed meskipun secara statistika tidak
signifikan. Pengencer andromed dan CEP-2
dalam penilitian ini terlihat dapat melidungi
integritas membran dengan baik, hal ini
ditunjukkan bahwa adanya integritas membran
yang tinggi pada lapisan atas maupun bawah.
Lipoprotein dan lesitin yang terdapat pada
andromed dan kuning telur yang ditambahkan
pada CEP-2 dapat berperan dalam
mempertahankan serta melindungi integritas
selubung spermatozoa serta dapat melindungi
spermatozoa terhadap serangan reactive oxygen
species (ROS) (Ducha, 2012). Menurut Sariozkan
et al., (2010) komponen yang berpengaruh pada
lesitin kedelai adalah low density lipiprotein
(LDL) yang mirip dengan kuning telur, yang
dapat melindungi integritas fosfolipid penyusun
membran. Komponen utama kuning telur
adalah LDL, hight density lipoptotein (HDL),

dan lesitin (phospholipid) (Belitz et al, 2009)
yang berfungsi melindungi dan
mempertahankan integritas selubung
lipoprotein spermatozoa (Susilawati, 2002).
Senyawa LDL yang terdapat pada kuning telur
dapat berinteraksi atau berikatan dengan protein
bovine seminal plasma (BSP), sehingga dapat
mengurangi pemindahan kolesterol maupun
fosfolipid dari membran spermatozoa dan
menyebabkan membran spermatozoa tetap
stabil (Amirat et al., 2007).

Proses pemisahan dan pencucian dengan
sentrifugasi dapat menyebabkan penurunan
persentase integritas membran pada lapisan
atas maupun lapisan bawah. Proses sentrifugasi
juga dapat menyebabkan terlepasnya seminal
plasma spermatozoa atau berkurangnya seminal
plasma yang menyebabkan berkurangnya
perlindungan terhadap membran sehingga
membran spermatozoa menjadi tidak stabil dan
akan mengakibatkan motilitasnya rendah.
Terpisahnya seminal plasma dapat
meningkatkan pembentukan senyawa ROS
yang merupakan sekelompok senyawa oksigen
yang bersifat reaktif dan dapat merusak berbagai
komponen sel yang ada di sekitarnya.
Peningkatan ROS ini disebabkan karena
antioksidan yang tersedia dalam spermatozoa
tidak mampu  mengubah oksigen reaktif
menjadi senyawa yang netral (O2). Kadar ROS
yang tinggi dalam sel dapat mengoksidasi lipid.
Lipid membran plasma spermatozoa memiliki
fosfolipid dengan kadar yang tinggi sehingga
menyebabkan spermatozoa sangat rentan
terhadap ROS dan dapat menyebabkan
penurunan integritas membran spermatozoa,
sehingga pada akhirnya menyebabkan
penurunan kualitas spermatozoa (Sanocka  et
al., 2004).

Persentase Spermatozoa yang Mengalami
Kapasitasi Setelah  Seksing

Persentase spermatozoa yang mengalami
kapasitasi setelah seksing dengan sentrifugasi
menunjukkan bahwa menggunakan pengencer
andromed pada lapisan atas atau lapisan bawah
lebih tinggi dibandingkan dengan pengancer
CEP-2 ditambah kuning telur 10% pada lapisan
atas atau lapisan bawah (Tabel 2).
Menggunakan pengencer andromed membuat
spermatozoa yang kapasitasi pada lapisan atas
lebih tinggi dibandingkan lapisan bawah,
sedangkan dengan pengencer CEP-2 ditambah
kuning telur 10% pada lapisan atas dan lapisan
bawah spermatozoa yang kapasitasi memiliki
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persentase sama. Seksing menggunakan
pengencer CEP-2 + KT 10% lebih baik
dibandingkan dengan pengencer andromed
dalam menjaga spermatozoa yang kapasitasi
dengan persentase sedikit.

Persentase spermatozoa yang mengalami
kapasitasi berdasarkan uji-T, bahwa
spermatozoa yang kapasitasi sesudah seksing
pada lapisan atas menggunakan pengencer
andromed tidak berbeda (P>0,05) dengan
pengencer CEP-2 ditambah kuning telur 10%.
Spermatozoa yang mengalami kapasitasi pada
lapisan bawah menggunakan pengencer
andromed tidak berbeda (P>0,05) dengan
pengencer CEP-2 ditambah kuning telur 10%.
Spermatozoa yang kapasitasi hasil seksing
menggunakan pengencer andromed pada lapisan
atas menunjukkan hasil tidak berbeda (P>0.05)
dengan lapisan bawah. Begitu pula spermatozoa
yang kapasitasi hasil seksing dengan pengencer
CEP-2 ditambah kuning telur 10% pada lapisan
atas menunjukkan hasil tidak berbeda (P>0,05)
dengan lapisan bawah.

Pemisahan spermatozoa dengan metode
setrifugasi dan adanya proses pencucian dapat
menyebabkan  spermatozoa mengalami
kapasitasi karena adanya gesekan atau
benturan antar spermatozoa dan juga gesekan
antar partikel percoll dan dinding tabung
dengan kepala spermatozoa sehingga terjadinya
perubahan sistem regulasi ion kalsium pada
membran spermatozoa. Perubahan tersebut
menyebabkan transpor ion kalsium dan terjadi
peningkatan kalsium dalam sel (Susilawati,
2005). Proses pencucian dengan sentrifugasi
dapat menyebkan terpisahnya seminal plasma
pada spermatozoa, karena seminal plasma
berfungsi sebagai sumber energi, tempat hidup
yang melidungi spermatozoa.  Terpisahnya
seminal plasma membuat membran
spermatozoa menjadi tidak stabil serta
menyebabkan integritas membran menurun
sehingga memengaruhi motilitas dan  terjadi
kapasitasi  spermatozoa (Safitri, 2011).

Dari hasil penelitian ini menunjukkan
persentase spermatozoa yang mengalami
kapasitasi rendah, hal ini menandakan
integritas serta permeabilitas membran masih
stabil. Dari hasil penelitian sebelumnya Ducha
(2012) menyatakan bahwa penggunaan
pengencer CEP-2 dengan panambahan kuning
telur 20% dapat melindungi spermatozoa
terhadap ROS, melindungi integritas membrane,
dan mempertahankan spermatozoa yang
mengalami kapasitasi. Pengencer andromed

lebih baik dari pada pengencer CEP-2 ditambah
kuning telur 10% karena dapat memperkecil
atau mempertahankan spermatozoa dari proses
kapasitasi. Kandungan lesitin yang terdapat
pada andromed dan kuning telur yang
ditambahkan pada CEP-2 dapat berperan dalam
mempertahankan serta melindungi integritas
selubung spermatozoa (Hammadeh et al., 2001).
Kandungan bovine serum albumin (BSA) pada
CEP-2 berperan mencegah masuknya Ca2+ yang
berlebihan ke sitosol dan melindungi membran
spermatozoa, sehingga meminimalisir
spermatozoa yang mengalami kapasitasi dan
reaksi akrosom dini. Senyawa BSA merupakan
makromolekul yang berperan mengikat Ca2+,
mencegah masuknya Ca2+ yang berlebihan ke
sitosol, memungkinkan membran untuk lebih
efektif dalam mengatur pergerakan kalsium
melewati membran dan menghambat akumulasi
Ca2+ intraseluler ke tingkat yang toksik bagi
spermatozoa, sehingga viabilitas, motilitas, dan
spermatozoa yang belum terkapasitasi dapat
dipertahankan tetap tinggi (Alvarenga et al.,
2004).

Persentase Spermatozoa yang Mengalami
Reaksi Akrosom Setelah  Seksing

Pada lapisan atas spermatozoa yang
mengalami reaksi akrosom setelah seksing
menggunakan pengencer andromed sebesar
7,74±1,42 %, sedangkan pada lapisan bawah
sebesar 7,08±1,95 % (Tabel 2). Pada lapisan atas
spermatozoa yang mengalami reaksi akrosom
setelah seksing menggunakan pengencer CEP-
2 ditambah kuning telur 10% sebesar 6,84±0,84
%, sedangkan pada lapisan bawah sebesar
6,31±0,75 % (Tabel 2). Reaksi akrosom
spermatozoa setelah seksing menggunakan
pengencer andomed dan CEP-2 ditambah
kuning telur 10% secara statistika tidak
terdapat perbedaan dengan derajat kepercayaan
(P>0.05).

Proses sentrifugasi menyebabkan
kesetabilan membran berkurang maka dapat
mempermudah perubahan regulasi ion di
antaranya Ca2+ karena berkurangnya
kolesterol komposisi lipid dan fosfolipid
penyusun membran plasma Waltes (2007).
Masuknya Ca2+ pada daerah equator
membran kepala spermatozoa secara berlebihan
ke dalam spermatozoa merupakan faktor
pemicu kapasitasi dan hiperaktivitas motilitas,
peningkatan fosforilasi  protein tirosin dan
reaksi akrosom spermatozoa (Huang et al.,
2009).
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Pengencer CEP-2 ditambah kuning telur
10% lebih baik dalam menjaga spermatozoa yang
mengalami reaksi akrosom dibandingkan
dengan pengencer andromed meskipun secara
statistika tidak terdapat perbedaan. Rendahnya
persentase spermatozoa setelah seksing yang
mengalami reaksi akrosom menandakan
pengencer andromed dan CEP-2 ditambah
kuning telur 10% dapat melindungi membran
akrosom dan dapat meminimalisir reaksi
akrosom. Kandungan lesitin yang terdapat
dalam pengencer andromed dan kuning telur
pada pengencer CEP-2 dapat berikatan dengan
membran plasma sehingga dapat
mempertahankan dan melindungi integritas
selubung lipoprotein spermatozoa (Hammadeh
et al., 2001). Komponen yang berpengaruh pada
lesitin kedelai adalah low density lipiprotein
yang mirip dengan kuning telur, yang mampu
melindungi integritas fosfolipid membran
spermatozoa. Sariozkan et al., (2010). Alvarenga
et al., (2004) menyatakan bahwa adanya
kandungan BSA dapat melindungi integritas
membran dan dapat mengurangi radikal bebas
serta dapat meminimalisir peningkatan Ca2+

yang masuk pada membran spermatozoa.
Senyawa BSA dapat mencegah masuknya Ca2+

yang berlebihan ke sitosol dan melindingi
membran spermatozoa, sehingga mencegah
spermatozoa yang kapasitasi dan reaksi akrosom
dini.

SIMPULAN

Metode pemisahan spermatozoa dengan
metode sentrifugasi gradient densitas percoll
menggunakan pengencer CEP-2 + kuning telur
10% lebih baik dibandingkan dengan pengencer
andromed. Hal ini ditandai dengan spermatozoa
yang belum kapasitasi dipertahankan tetap
tinggi, sedangkan spermatozoa yang mengalami
kapasitasi dan reaksi akrosom tetap rendah.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
tentang penggunaan pengencer CEP-2 ditambah
kuning telur 10% dalam proses pembekuan
serta kempuan fertilisasi dari  spermatozoa hasil
sexing dengan sentrifugasi gradient densitas
percoll.
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