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ABSTRAK 
 

Penelitian ini bertujuan mengetahui efek sentrifugasi semen domba terhadap persentase kapasitasi dan reaksi akrosom spermatozoa. 

Penelitian ini terdiri atas 3 kelompok semen domba yaitu kelompok kontrol (P0) semen tanpa sentrifugasi, P1 semen disentrifugasi selama 5 

menit dengan kecepatan 1800 rpm, dan P2 semen disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 1800 rpm. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa  pada kelompok P2 kapasitasi tidak berbeda nyata dengan kelompok P1, tetapi pada kelompok P0 efek kapasitasi dan reaksi akrosom 

paling rendah. Reaksi akrosom spermatozoa pada kelompok P2 menunjukkan hasil yang paling tinggi. Lama sentrifugasi semen domba ekor 

gemuk dengan kecepatan sentrifugasi 1800 rpm selama 10 menit dapat meningkatkan persentase kapasitasi dan reaksi akrosom spermatozoa.  
____________________________________________________________________________________________________________________ 

Kata kunci: sentrifugasi, semen domba, kapasitasi, reaksi akrosom 

 

ABSTRACT 
 

The purpose of this study was to know the effect of sheep semen centrifugation on capacitation and acrosom reaction spermatozoa 

percentage. The treatments were semen without centrifugation (P0), semen with centrifugation at 1800 rpm for 5 minutes (P1) and semen with 

centrifugation at 1800 rpm for 10 minutes (P2). The result showed that P2 have the highest capacitation but not significantly different from those 
of P1, whereas P0 have the lowest effect. Acrosome reaction of spermatozoa on P2 have the highest result among all treatments. In conclusion, 

time of sheep semen centrifugation of 1800 rpm for 10 minutes decrease the percentage of spermatozoa capacitation and acrosomal reaction. 

____________________________________________________________________________________________________________________ 
Key words: centrifugation, semen of sheep, capatitation, acrosom reaction 

 

 

PENDAHULUAN 

 

Pembuahan secara in vitro adalah salah satu cara 

untuk memproduksi embrio secara buatan di luar tubuh 

dengan cepat dan murah. Dalam fertilisasi in vitro, 

spermatozoa biasanya diambil langsung dari epididimis 

atau dari semen yang ditampung menggunakan vagina 

buatan. Kedua cara ini dapat dilakukan dengan teknik 

sederhana dan biaya yang murah. Pengambilan 

spermatozoa dari epididimis dapat dilakukan dengan 

memanfaatkan limbah rumah potong hewan, sedangkan 

penampungan semen dapat dilakukan dengan vagina 

buatan juga menggunakan teknik sederhana dan 

mudah. Preparasi spermatozoa diperlukan untuk proses 

fertilisasi in vitro yang bertujuan menyeleksi 

spermatozoa dari plasma semen dan bahan-bahan yang 

bersifat racun seperti asam laktat, amoniak, dan 

hidrogen peroksida dengan cara sentrifugasi (Yovich, 

1995).  

Dampak buruk dari pemisahan plasma semen 

dengan teknik sentrifugasi adalah meningkatnya 

pembentukan reactive oxygen species (ROS) oleh 

spermatozoa. Meningkatnya produksi ROS oleh 

spermatozoa setelah pemisahan dengan teknik 

sentrifugasi diduga merupakan proses yang kompleks 

dan dapat berasal dari berbagai proses kimia, yang 

terjadi dalam organel maupun sel atau berasal dari luar 

sel (Agarwal et al., 2003). Berbagai proses biologis 

yang dapat menjadi modulator pembentukan ROS oleh 

spermatozoa diantaranya modulator kerusakan mekanik 

pada membran spermatozoa dan terpisahnya plasma 

seminalis dari spermatozoa (Iwazaki dan Gagnon, 

1992). Plasma seminalis adalah suatu medium untuk 

spermatozoa yang terdiri atas sekresi dari testes, 

epididimis, dan kelenjar asesoris (Manjunant et al., 

1997). Campuran tersebut terdiri atas beberapa faktor 

seperti bahan-bahan organik dan anorganik yang 

penting dalam mekanisme maturasi spermatozoa di 

bawah kontrol hormon dan enzim (Dogan et al., 2009).  

Sentrifugasi merupakan metode yang dapat 

digunakan untuk pencucian spermatozoa pada proses 

kapasitasi in vitro.  Sentrifugasi dapat menimbulkan 

gaya sentrifugal yang menyebabkan semen terpisah 

antara bagian yang padat (pelet) dan bagian yang cair 

(plasma). Semakin besar gaya sentrifugasi yang 

digunakan pada proses pencucian spermatozoa akan 

membantu mempercepat berlangsungnya kapasitasi in 

vitro serta menurunkan integritas membran yang 

selanjutnya menyebabkan penurunan angka resistensi 

dan kelayakan kondisi yang meliputi persentase 

motilitas (pergerakan progresif) dan jumlah 

spermatozoa hidup. Tekanan gaya sentrifugal yang 

paling besar akan berada pada bagian ekor (Sardjito, 

2003). Makin besar kecepatan dan waktu sentrifugasi 

menyebabkan tingginya gesekan spermatozoa. 

Akibatnya, ikatan protein dan lipid membran tidak 
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stabil sehingga mengganggu permeabilitas membran 

spermatozoa. Keadaan tersebut menyebabkan persen-

tase spermatozoa hidup dan normal menurun. Hal 

tersebut dibuktikan jika sentrifugasi dilakukan dengan 

kecepatan tinggi, di atas 400x g selama 15 menit, 

rataan persentase spermatozoa hidup dan normal 

menurun akibat ketidakmampuan spermatozoa 

mempertahankan pengaruh gaya gesek tersebut. 

Perlakuan 400x g selama 15 menit merupakan 

kombinasi kecepatan dan waktu sentrifugasi optimum, 

karena diperoleh kualitas spermatozoa maksimum 

dengan tingkat kematian dan kerusakan spermatozoa 

rendah (Sujoko et al., 2009). 

Keberhasilan fertilisasi in vitro membutuhkan sel 

telur matang dan spermatozoa yang telah mengalami 

kapasitasi. Beberapa penelitian manipulasi in vitro 

dilakukan dengan metode sentrifugasi. Sentrifugasi 

bertujuan memisahkan spermatozoa yang motil dan 

yang tidak motil, serta memisahkan komponen plasma 

semen yang memengaruhi kualitas spermatozoa pada 

waktu fertilisasi. Sentrifugasi menyebabkan deformasi 

matriks ekstraseluler spermatozoa termasuk perubahan 

komposisi lipid membran. Lipid tersebut penting dalam 

mempertahankan fluiditas membran spermatozoa 

(Guzman et al.,  2001), sehingga lalu lintas ion-ion 

terganggu dan motilitas spermatozoa  menurun (Singh 

et al., 1992). Sentrifugasi penting untuk menghasilkan 

sedimen yang mengandung spermatozoa dengan 

motilitas yang tinggi. Selain itu, sentrifugasi 

spermatozoa diberikan penambahan media pencuci 

yang berfungsi menghilangkan faktor dekapasitasi dari 

plasma semen (VanderVoort, 2004). Salah satu media 

pencuci tersebut adalah Brackett dan Oliphant (BO) 

yang mengandung natrium, kalsium, magnesium, 

natrium klorida, glukosa, piruvat sebagai bahan nutrisi 

spermatozoa serta asam amino yang sangat dibutuhkan 

bagi kelangsungan hidup, sedangkan natrium klorida 

dan glukosa sebagai sumber energi (Rimayanti et al., 

1998). Data menunjukkan bahwa spermatozoa domba 

lebih sensitif terhadap stres dari pada spesies lain 

(Muino-Blanco et al., 2008).  

Berdasarkan hal tersebut di atas, timbul inisiatif 

untuk meneliti dan mempelajari pengaruh sentrifugasi 

semen domba terhadap persentase kapasitasi dan reaksi 

akrosom spermatozoa.    

 
MATERI DAN METODE 

 

Penelitian ini terdiri atas dua tahap yaitu pencucian 

spermatozoa dan pemeriksaan kapasitasi dan reaksi 

akrosom spermatozoa. Penelitian dimulai dengan 

menyiapkan medium BO yang suhunya telah 

disesuaikan terlebih dulu. Sebanyak 0,1 ml semen 

domba ekor gemuk masing-masing dimasukkan ke 

dalam tiga buah tabung sentrifus dengan menggunakan 

pipet. Pada masing-masing tabung diberi kode P0, P1, 

dan P2 dengan rincian sebagai berikut: tabung P0 

sebagai kontrol diisi dengan medium BO sebanyak 0,5 

ml, diberi 0,1 ml semen dan tanpa dilakukan 

sentrifugasi; tabung P1 diisi dengan medium BO 

sebanyak 0,5 ml, diberi 0,1 ml semen dan disentrifugasi 

dengan kecepatan 1800 rpm selama 5 menit; dan 

tabung P2 yaitu diisi dengan medium BO sebanyak 0,5 

ml diberi 0,1 ml semen dan disentrifugasi dengan 

kecepatan 1800 rpm selama 10 menit. Setelah tahap 

sentrifugasi selesai, plasma semen yang berada di 

bagian atas tabung dibuang menggunakan pipet secara 

hati-hati.  

 

Pemeriksaan Kapasitasi dan Reaksi Akrosom 
Uji terhadap kapasitasi dan reaksi akrosom 

dilakukan dengan pewarnaan chlor tetracycline (CTC). 

Sebanyak 45 μl larutan pewarna CTC dimasukkan ke 

dalam tabung eppendorf kapasitas 1,5 ml yang 

kemudian ditutup dengan aluminium foil. Selanjutnya 

tabung tersebut digoyang-goyang selama 2-3 detik 

kemudian ditambah dengan 8 μl CTC fiksatif dan 

dilakukan homogenasi selama 10 detik. Lalu diambil 

10 μl larutan tersebut dan ditempatkan pada gelas 

obyek kemudian ditambahkan 10 μl1,4-

diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO) dan dicampurkan 

lalu ditutup dengan gelas penutup. Selanjutnya gelas 

obyek ditutup dengan kertas tisu yang tebal dan ditekan 

secara hati-hati. Tahap selanjutnya adalah tepi gelas 

penutup dilapisi dengan cutex (cat kuku). Kemudian 

preparat tersebut diamati dengan mikroskop fluoresen 

dengan perbesaran 1000x. Gambaran yang tampak 

adalah kepala spermatozoa seluruhnya berfluoresen 

(spermatozoa yang tidak mengalami kapasitasi), kepala 

spermatozoa separuh bagian atas berfluoresen 

(spermatozoa yang mengalami kapasitasi), dan kepala 

spermatozoa tidak berfluoresen dan hanya sebagian 

segmen aquatorial yang berfluoresen (spermatozoa 

yang mengalami reaksi akrosom) (Susilowati, 2007). 

 

Analisis Data  

Data yang diperoleh dianalisis dengan analisis 

varian (Anava) menggunakan uji F dan dilanjutkan 

dengan uji jarak berganda Duncan’s dengan tingkat 

signifikan 5% (Kusriningrum, 2008). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Hasil penelitian pengaruh lama waktu sentrifugasi 

semen domba ekor gemuk terhadap persentase 

kapasitasi dan reaksi akrosom spermatozoa disajikan 

pada Tabel 1. Gambaran mikroskopis spermatozoa 

setelah diwarnai dengan pewarna CTC ditampilkan 

pada Gambar 1. 

 
Tabel 1. Persentase kapasitasi dan reaksi akrosom 

spermatozoa domba setelah perlakuan 

Perlakuan P0 P1 P2 

Kapasitasi (%) 29,83±1,17c 41,67±5,16b 43,33±6,77a 

Reaksi akrosom (%) 27,83±1,47a 28,50±3,20a 29,67±3,83a 
a, b, cSuperskrip yang berbeda dalam satu baris yang sama menunjukkan 

perbedaan yang nyata (P<0,05) dan superskrip yang sama dalam satu 

baris yang sama tidak menunjukkan perbedaan  yang nyata (P>0,05). 
P0= perlakuan tanpa sentrifugasi, P1= perlakuan dengan sentrifugasi 

1800 rpm selama 5 menit, P2= perlakuan dengan sentrifugasi 1800 rpm 

selama 10 menit. 
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Gambar 1. Spermatozoa dengan pewarnaan chlor 

tetracycline (400x). a. Kapasitasi (bagian akrosom berfluorescen), 

b. Reaksi akrosom (bagian segmen equatorial berfluorescen) 
 

Spermatozoa diliputi oleh membran sel yang 

tersusun dari lipid, protein, dan karbohidrat. Lipid 

merupakan komponen membran spermatozoa secara 

keseluruhan, termasuk kemampuan spermatozoa untuk 

kapasitasi serta membuahi sel telur. Kolesterol 

merupakan membran lipid yang mempunyai fungsi 

dalam mempertahankan fluiditas membran. Semakin 

banyak kandungan kolesterol pada membran akan 

membuat membran semakin lentur, sebaliknya semakin 

sedikit kandungan kolesterol pada membran akan 

menyebabkan spermatozoa semakin mudah mengalami 

kerusakan. Kandungan kolesterol pada membran 

akrosom lebih rendah dari pada membran plasma 

bagian ekor (Park dan Graham, 1992). Pada bagian luar 

dari kedua lapisan fosfolipid terdapat karbohidrat yang 

merupakan oligosakarida yang berikatan dengan 

protein dan membran lipid. Karbohidrat pada membran 

spermatozoa selain berfungsi sebagai sumber 

pembentukan adenosin trifosfat (ATP) juga berperan 

penting dalam proses kapasitasi dan reaksi akrosom 

spermatozoa (Herrero et al., 1999). Sentrifugasi dapat 

menyebabkan terjadinya kapasitasi dan reaksi akrosom 

pada spermatozoa, akibat pengurangan rasio kolesterol 

dan fosfolipid pada membran plasma spermatozoa. 

Kolesterol membran selain penting untuk 

mempertahankan fluiditas membran spermatozoa juga 

berperan penting dalam proses kapasitasi dan reaksi 

akrosom spermatozoa. Pengurangan kolesterol selama 

kapasitasi akan memungkinkan gerakan lateral protein-

protein membran integral secara leluasa dan 

permeabilitas yang lebih besar terhadap masuknya ion 

Ca
2+

 ekstraseluler dalam sel untuk memicu terjadinya 

reaksi akrosom (Cross, 2000). 

Berdasarkan analisis data penelitian ini terhadap 

kapasitasi menunjukkan adanya perbedaan yang nyata di 

antara ketiga perlakuan (P<0,05). Setelah dilanjutkan 

dengan uji jarak berganda Duncan’s diketahui bahwa 

perlakuan P2 menunjukkan hasil kapasitasi tertinggi 

meskipun tidak berbeda nyata dengan perlakuan P1. 

Pada perlakuan P2, P1, maupun P0 tidak memberikan 

perbedaan yang nyata (P>0,05) terhadap reaksi akrosom. 

Perlakuan sentrifugasi dengan kecepatan yang sama 

dan lama waktu yang berbeda ternyata memberikan 

perbedaan yang nyata diantara perlakuan terhadap 

kapasitasi spermatozoa. Pada perlakuan P2 didapatkan 

hasil kapasitasi spermatozoa tertinggi, yang disebabkan 

proses sentrifugasi selama 10 menit telah merubah 

integritas membran spermatozoa akibat dari gesekan 

fisik maupun kimia. Pada perlakuan P1 didapatkan 

hasil kapasitasi spermatozoa tertinggi kedua setelah P2, 

yang kemungkinan disebabkan waktu sentrifugasi lima 

menit kurang optimal untuk spermatozoa melakukan 

kapasitasi sehingga tidak semua membran plasma 

spermatozoa terkikis yang menyebabkan kapasitasi 

tidak mencapai nilai yang optimal. Reaksi akrosom 

berurutan dengan rataan tertinggi ditunjukkan pada 

perlakuan sentrifugasi 1800 rpm selama 10 menit. Hal 

ini terjadi karena pada proses sentrifugasi merusak 

membran spermatozoa yang mengakibatkan konsen-

trasi ion Ca
2+

 intraseluler meningkat sehingga memicu 

terjadinya reaksi akrosom. Hasil penelitian ini hampi 

sama dengan penelitian Sardjito (2003) yang 

menyimpulkan semakin besar gaya sentrifugasi yang 

digunakan semakin menurun integritas membran 

spermatozoa yang akan mengakibatkan penurunan 

resistensi dan kelayakan kondisi spermatozoa. Pada 

kelompok P0 menunjukkan bahwa persentase  

kapasitasi dan reaksi akrosom terendah karena selama 

spermatozoa masih berada dalam plasma semen maka 

membran spermatozoa tetap stabil (Hafez, 2000). 

Selanjutnya, faktor dekapasitasi akan mengikat 

permukaan spermatozoa, mengaktifkan kalsium 

intraseluler-ATPase untuk mempertahankan konsen-

trasi kalsium intraseluler agar tetap rendah sehingga 

proses kapasitasi dan reaksi akrosom tidak berlangsung 

dengan baik. Faktor dekapasitasi dapat menghambat 

pengeluaran corona penetrating enzym (CPE) dan 

secara langsung menghambat kapasitasi, reaksi 

akrosom, dan fertilisasi. 

 
KESIMPULAN 

 

Lama sentrifugasi semen domba ekor gemuk 

dengan kecepatan sentrifugasi 1800 rpm selama 10 

menit meningkatkan persentase kapasitasi dan reaksi 

akrosom spermatozoa  
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