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ABSTRACT

The use of appropriate diluent is intended to ensure the physical and chemical requirements of
spermatozoa so that the quality, particularly capacitation  can be maintained.   This study aimed  to
determine the quality of  Limousin cattle sperm  after sexing with density percoll centrifugation method
using  Andromed diluent and Cauda epididymal Plasma 2 (CEP-2) plus 10% egg yolk.  Observations of
spermatozoa quality including :  motility, viability, percentage of abnormal, concentrations, membrane
integrity and state of capacitation.   The semen used were obtained from Limousin cattle  at the Center for
Artificial Insemination(BBIB)  Singosari Malang, with motility criteria e” 70%.  Data were analysed using
a paired T-test in order to determine differences in the use of thinning treatments  at each layer. The
results showed that both diluent, andromed and CEP-2 diluent plus 10% egg yolk were able to maintain
the quality of spermatozoa either  in the upper and lower layers.

Keywords : andromed, CEP-2 plus 10% egg yolks, spermatozoa, sexing, centrifugation gradient density
percoll

ABSTRAK

Penggunaan pengencer yang tepat dimaksudkan untuk menjamin kebutuhan fisik dan kimia
spermatozoa sehingga kualitas spermatozoa dapat dipertahankan khususnya pada kemampuan
kapasitasi. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kualitas spermatozoa sapi Limousin setelah
seksing dengan metode sentrifugasi densitas percoll menggunakan pengencer Andromed dan Cauda
Epididymal Plasma 2 (CEP-2) ditambah kuning telur 10%. Penelitian dilakukan di Laboratorium
Reproduksi Ternak, Fakultas Peternakan, dan di Laboratorium Jurusan Biologi Fakultas Matematika
dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya Malang, dari bulan Juni sampai dengan Agustus
2012. Pengamatan kualitas spermatozoa meliputi pemeriksaan motilitas, persentase hidup, persentase
abnormal, konsenstrasi, pengamatan terhadap integritas membran serta status kapasitasi. Semen yang
digunakan berasal dari sapi Limousin yang ada di Balai Besar Inseminasi Buatan (BBIB) Singosari
Malang, dengan kriteria motilitas e” 70%. Analisis penelitian menggunakan Uji t berpasangan(paired
t-test)untuk mengetahui perbedaan perlakuan penggunaan pengencer pada setiap lapisan. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pengencer andromed dapat menjaga kualitas spermatozoa pada lapisan atas dan
lapisan bawah sama atau tidak berbeda nyata (P>0,05) dengan pengencer CEP-2 ditambah kuning telur
10%).

Kata-kata kunci  : andromed, CEP-2 ditambah kuning telur 10%, spermatozoa, seksing, sentrifugasi
gradient densitas percoll
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PENDAHULUAN

Teknologi inseminasi buatan (IB)
merupakan teknologi reproduksi yang banyak
dipilih oleh masyarakat sebagai sarana yang
efektif dalam menyebarluaskan bibit unggul,
selain itu teknologi ini dipilih karena biayanya
relatif murah. Efisiensi teknologi IB tersebut
dapat ditingkatkan lagi dengan keberhasilan
dalam menentukan jenis kelamin anak yang
akan dilahirkan.

Jenis kelamin dapat ditentukan melalui
kromosom yang terdapat pada spermatozoa.
Spermatozoa terdiri dari dua jenis, yaitu
spermatozoa pembawa kromosom X dan
spermatozoa pembawa kromosom Y.
Keberhasilan spermatozoa X membuahi sel telur
akan menghasilkan anak dengan kelamin
betina (XX) dan sebaliknya spermatozoa Y akan
menghasilkan anak jantan (XY). Kedua jenis
spermatozoa ini mempunyai sifat yang berbeda
dalam ukuran dan bentuk antara lain bobot,
densitas, motilitas, muatan, dan kandungan
biokimia pada permukaannya (Garner dan
Hafez, 2008).  Berdasarkan perbedaan-perbedaan
tersebut sangatlah mungkin untuk memisahkan
antara spermatozoa X dan Y.

Teknologi pemisahan spermatozoa X dan Y
berdasarkan perbedaan sifat-sifat tersebut telah
banyak dilakukan. Salah satu teknologi
pemisahan yang dapat diaplikasikan, dengan
biaya murah dan terjangkau adalah metode
Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll (SGDP).
Susilawati (2000), telah melakukan sentrifugasi
gradien densitas percoll menghasilkan
spermatozoa X pada lapisan bawah sebanyak
89%.  Sentrifugasi menggunakan 10 gradien
dengan kecepatan  2250 rpm selama lima menit
mempunyai kemampuan pemisahan yang tinggi
yaitu sebesar 83,1%.  Namun, Susilawati (2000)
juga menambahkan bahwa metode pemisahan
ini masih belum optimum karena memiliki
kelemahan yaitu selain terjadi peningkatan ion
kalsium dalam spermatozoa juga dapat
menyebabkan kerusakan struktur membran
pada bagian kepala maupun bagian ekor
spermatozoa. Hal senada dikemukakan oleh
Tucker dan Jansen (2002) bahwa separasi
spermatozoa dengan SGDP dapat menyebabkan
kerusakan spermatozoa. Salah satu upaya yang
mungkin dilakukan untuk mempertahankan
kualitas spermatozoa selama proses sentrifugasi
adalah dengan penggunaan pengencer.
Penggunaan pengencer dimaksudkan untuk
menjamin kebutuhan fisik dan kimia

spermatozoa sehingga kualitas spermatozoa
dapat dipertahankan khususnya pada
kemampuan kapasitasi (Partodihardjo, 1992).

Penelitian ini mencoba membandingkan
dua pengencer yang mempunyai kualitas terbaik
dalam mempertahankan kualitas spermatozoa.
Pengencer yang digunakan adalah pengencer
andromed®  dan cauda epididymal plasma-2 +
kuning telur 10%. Pengencer andromed
(Minitube Jerman) adalah salah satu pengencer
semen komersial yang tidak mengandung
kuning telur. Pengencer semen komersial ini
selain tidak terkontaminasi mikroorganisme
yang berasal dari kuning telur juga mudah
digunakan karena telah tersedia dalam paket
siap pakai. Di sisi lain penggunaan kuning telur
telah terbukti mampu memberikan perlin-
dungan terhadap spermatozoa. Kuning telur
mengandung lipoprotein dan lesitin yang
melindungi integritas sel spermatozoa selama
penyimpanan, selain itu glukosa dalam kuning
telur menguntungkan spermatozoa karena
adanya daya viskositas (Said et al., 2005).
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh dua pengencer terhadap kualitas
spermatozoa sapi limousin hasil seksing dengan
metode sentrifugasi gradient densitas percoll.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan selama bulan
Juni-Agustus 2012. Penelitian dilakukan di
Laboratorium Reproduksi Ternak, Fapet dan di
Laboratorium Jurusan Biologi FMIPA,
Unibraw, Malang.

Sampel semen segar yang digunakan
berasal dari sapi limousin yang dipelihara di
Balai Besar Inseminasi Buatan (BBIB),
Singosari. Semen yang digunakan memiliki
kriteria motilitas massa ≥ 2+, motilitas individu
≥ 70%. Penampungan semen dilakukan dua kali
seminggu untuk diberi perlakuan sesuai yang
ditentukan.

Pembuatan pengencer andromed®  adalah
sebagai berikut : andromed® dimasukkan dalam
gelas ukur 50 mL. Ditambahkan aquabidest
dengan perbandingan antara andromed®  dan
aquabidest = 1:4, kemudian dihomogenkan.
Dimasukkan dalam penangas air dengan suhu
38ºC. Pengencer siap untuk digunakan sebagai
pengencer semen (Susilawati, 2011).

Komposisi andromed® sendiri terdiri dari
Tris hydroxy-aminomethane sebagai  buffer,
gula sebagai sumber energi, gliserol sebagai
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Kualitas Semen Segar
Hasil evaluasi semen segar meliputi

pemeriksaan secara makroskopis dan
mikroskopis menunjukkan bahwa semen yang
diperoleh berada pada kisaran normal dan layak
untuk diencerkan. Hasil rataan penampungan
semen yang diperoleh pada penelitian ini
disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil pemeriksaan semen sapi
limousin yang digunakan dalam
penelitian

Pemeriksaan Rataan (X±SD)

Volume (mL) 5,00 ± 1,15
Warna Putih kekuningan
pH 7,00 ± 0,00
Motilitas Massa (%) ++
Motilitas individu (%) 70,00 ± 0,00
Viabilitas (%) 92,12 ± 1,42
Abnormalitas 5,54 ± 3,59
Konsentrasi (106/mL) 1437,50 ± 450,31
Integritas membran (%) 88,59 ± 3,74
Belum kapasitasi (%) 87,55 ± 3,79
Kapasitasi (%) 9,37 ± 2,86
Reaksi akrosom (%) 3,08 ± 1,01

Berdasarkan Tabel 1 hasil pemeriksaan
makroskopis semen segar menunjukkan pH 7,00
± 0,00 dan warna putih kekuningan, hasil ini
sesuai dengan pendapat Garner dan Hafez
(2008), bahwa rataan pH semen yang normal
antara 6,4 -7,8.

Hasil pemeriksaan mikrosokopis menun-
jukkan gerakan massa ++, motilitas individu
70±0,00% dengan konsentrasi 1437,50±450,31
juta spermatozoa/mL, persentase motilitas dan
konsentrasi semen segar yang digunakan sudah
memenuhi persyaratan untuk proses lebih
lanjut, karena syarat semen segar untuk dapat
diproses lebih lanjut adalah memiliki motilitas
≥ 70% (Standar Operasional Pelayanan BIB
Sidomulyo Ungaran, 2011). Persentase motilitas
semen pada penelitian ini tergolong tinggi, hal
ini dimaksudkan agar spermatozoa yang
digunakan lebih mampu bertahan selama proses
seksing. Semen yang mempunyai persentase
motilitas di atas 70% lebih tahan hidup
dibanding bila lebih rendah dari 70% (Susilawati
et al., 1996).

krioprotektan dan antibiotik untuk mencegah
pertumbuhan bakteri.  Andromed® sebagai
pengencer, mengandung lesitin yang berasal
dari ekstrak kacang kedelai. Hasil penelitian
Aku (2005) didapatkan bahwa di samping lesitin,
andromed®  juga mengandung protein,
karbohidrat, mineral (natrium, kalsium,
kalium, magnesium, klorida, fosfor, dan
mangan), asam sitrat, gliserol, lemak, lesitin,
dan glyceryl phosphoryl choline (GPC).
(Susilawati, 2011).

Pengencer semen yang digunakan adalah
CEP-2 yang telah dikembangkan oleh
Verberckmoes et al., (2004). Komposisi kimia
pengencer CEP-2 adalah : 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/L, KH2PO4 20 mmol/L, fruktosa 55 mmol/
L, sorbitol 1 g/L, BSA 2 g/L, tris 133,7 mmol/L,
gentamicin 0,05 g/L, asam sitrat 42 mmol/l.
Bahan-bahan diperoleh dari SIGMA dan dibuat
aliquot. Osmolaritas pengencer sebesar 320
mOsm, dengan pH sedikit asam yaitu 6,6.
Setelah pengencer CEP-2 siap, selanjutnya
ditambahkan bahan tambahan sebagai
pelindung membran spermatozoa yaitu kuning
telur dengan konsentrasi 10%

Uji kualitas semen setelah sentrifugasi
meliputi pemeriksaan motilitas individu,
persentase hidup, persentase abnormal,
konsenstrasi, pengamatan terhadap integritas
membran serta status kapasitasi. Pada
pemeriksaan mikroskopis (motilitas individu,
persentase hidup, persentase abnormal dan
konsenstrasi), pemeriksaan dilakukan seperti
halnya pada semen segar.

Integritas atau keutuhan membran sel
spermatozoa diuji menggunakan hypoosmotic
swelling (HOS)-test. Perubahan yang khas, pada
spermatozoa yang membrannya normal yaitu
adanya pembengkakan atau ekornya melingkar
pada bagian ujungnya. Spermatozoa yang
membrannya tidak normal ditunjukkan dengan
ekor lurus, sedangkan status kapasitasi
spermatozoa dan reaksi akrosom ditentukan
dengan metode larutan pewarna chlortetra-
cycline (CTC) (Susilawati, 2011).

Data yang diperoleh dan berbentuk
persentase ditransformasi, kemudian dianalisis
menggunakan uji-t berpasangan untuk
mengetahui perbedaan perlakuan penggunaan
pengencer pada setiap lapisan (Sastrosupadi,
2000).
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Rataan konsentrasi spermatozoa segar yang
diperoleh adalah  1437,50±450,31 (106/mL).
Hasil ini masih dalam kisaran konsentrasi
spermatozoa sapi yang normal yaitu 800-
2000.106/mL (Rauge, 2003). Persentase viabilitas
dan abnormalitas spermatozoa semen segar pada
penelitian ini berturut-turut 92,12±1,42% dan
5,54±3,59%. Pada penelitian ini jumlah
persentase spermatozoa abnormal adalah
5,54±3,59. Sapi pejantan dengan persentase
spermatozoa abnormal lebih dari 20%
menunjukkan adanya infertilitas (Hafez dan
Hafez, 2000).

Hasil pengamatan terhadap integritas
membran semen menunjukkan nilai sebesar
88,59±3,74%. Tingginya persentase spermatozoa
yang memiliki integritas membran baik dalam
penelitian ini berkaitan dengan tingginya nilai
motilitas massa (++) dan motilitas individu
(70%), hal ini sesuai pendapat Saili et al., (2000)
bahwa jika motilitas individu spermatozoa tinggi
dan motilitas massa mempunyai nilai ++ atau
+++ maka nilai integritas spermatozoa akan
tinggi pula.

Kondisi fisiologi spermatozoa belum
kapasitasi, kapasitasi, dan reaksi akrosom pada
semen berturut-turut sebesar 87,55±3,79%;
9,37±2,86% dan 3,08±1,01%.  Keadaan  tersebut

menunjukkan bahwa sebagian besar sperma-
tozoa sapi belum mengalami kapasitasi setelah
ejakulasi.

Persentase Uji Kualitas Spermatozoa
Sesudah Seksing

Rataan persentase motilitas, viabilitas,
abnormalitas, konsentrasi, total spermatozoa
motil, integritas membran dan status kapasitasi
(belum kapasitasi, kapasitasi dan reaksi akrosom
spermatozoa) hasil seksing menggunakan
pengencer andromed®  dan CEP-2 ditambah
kuning telur 10%, pada lapisan atas dan lapisan
bawah disajikan pada Tabel 2.

Persentase Motilitas Spermatozoa
Hasil analisis statistika dengan uji-t

berpasangan pada motilitas spermatozoa
sesudah seksing antara lapisan atas dan lapisan
bawah pada pengencer andromed®  dan CEP-2
ditambah kuning telur 10% menunjukkan hasil
yang tidak berbeda nyata (P>0,05), begitu pula
pada lapisan atas andromed®  dan lapisan atas
CEP-2 ditambah kuning telur 10% serta antara
lapisan bawah andromed®  dan lapisan bawah
CEP-2 ditambah kuning telur 10%, hasil
analisis statistika menunjukkan tidak berbeda
nyata (P>0,05). Pengencer andromed®  dapat

Tabel 2. Rataan persentase motilitas spermatozoa sapi limousin sesudah seksing

Perlakuan
Lapisan

Andromed® CEP-2 ditambah
kuning telur 10%

Motilitas (%) Atas 60,50±4,38 57,00±6,75
Bawah 58,00±4,83 55,00±5,77

Viabilitas (%) Atas 91,15±2,79 89,39±4,21
Bawah 90,08±4,27 88,16±4,39

Abnormalitas (%) Atas 10,00±4,86 10,73±4,05
Bawah 10,48±2,72 10,33±3,22

Konsentrasi (Juta/mL) Atas   750,00±220,91   727,00±224,85
Bawah  585,50±233,98   616,50±232,33

Total Motil (Juta/mL) Atas 227,45±69,70a 210,45±75,13ab

Bawah 170,03±68,47b     170,01±64,09b

Integritas Membran (%) Atas 83,83±5,20 86,90±1,01
Bawah 83,03±4,65 83,18±1,73

Belum Kapasitasi (%) Atas 81,93±4,75 81,85±4,45
Bawah 85,69±2,79 84,13±5,87

Kapasitasi (%) Atas 13,37±1,75 14,32±5,87
Bawah   9,11±1,69 11,22±4,67

Reaksi Akrosom (%) Atas 4,70±3,01 3,83±2,05
Bawah 5,20±1,11 4,65±1,37

Keterangan : superskrip huruf yang berbeda pada baris dan kolom yang sama menunjukkan  perbedaan
yang nyata (P>0,05)
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menjaga motilitas spermatozoa pada lapisan
atas dan lapisan bawah sama seperti pengencer
CEP-2 ditambah kuning telur 10% dengan
derajat kepercayaan (P>0,05).

Pengencer andromed®  sama baiknya
dengan pengencer CEP-2 ditambah kuning telur
10% dalam menjaga motilitas spermatozoa hasil
seksing (Tabel 1) keadaan ini karena pengencer
andromed®  mengandung gliserol, yaitu zat yang
dapat berdifusi ke dalam spermatozoa dan dapat
diproses sehingga menghasilkan energi. Dalam
keadaan aerob, gliserol berfungsi sebagai
fruktosa, lebih sedikit asam laktat yang
terbentuk dan spermatozoa menunjukkan
aktivitas yang optimum (Aires et al., 2003).
Fruktosa dan asam sitrat yang terkandung
dalam pengencer andromed®  dan CEP-2
ditambah kuning telur 10% berperan sebagai
sumber energi (Simmet, 2005; Verberckmoes et
al., 2004), sehingga spermatozoa memiliki energi
yang cukup untuk bergerak dan tetap
menormalkan kondisi fisiologinya dalam
menembus medium albumin.

Viabilitas Spermatozoa
Pada Tabel 2, ditunjukan bahwa pengencer

andromed®  dan CEP-2 ditambah kuning telur
10% dapat menjaga viabilitas spermatozoa pada
lapisan atas tidak berbeda atau sama (P>0,05)
seperti lapisan bawah setelah seksing. Hal ini
disebabkan karena pengencer andromed®  dan
CEP-2 ditambah kuning telur 10% memiliki
substrat nutrisi atau energi bagi spermatozoa
yaitu sitrat dan fruktosa. Adanya substrat
energi ini dimaksudkan untuk menggantikan
peran glukosa yang merupakan salah satu
senyawa yang terdapat pada plasma semen.
Glukosa merupakan salah satu senyawa yang
terdapat dalam plasma semen yang berfungsi
sebagai sumber energi bagi spermatozoa (Sexton
dan Fewlass, 1978).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pengencer andromed®  dan CEP-2 ditambah
kuning telur 10% mampu mengurangi
penurunan viabilitas spermatozoa seksing.
Keadaan ini diduga karena pengencer
andromed®  dan CEP-2 ditambah kuning telur
10% mampu menyediakan lingkungan yang
baik bagi spermatozoa dan melindungi
membran, sehingga permeabilitas membran
tetap normal. Pratiwi et al., (2006) melaporkan
bahwa seksing menggunakan tris aminomethan
kuning telur memperlihatkan hasil viabilitas
spermatozoa pada lapisan atas 85,0±4,6% dan
lapisan bawah 84,7±8,2%. Keadaan ini
menunjukkan bahwa pengencer andromed®  dan

CEP-2 ditambah kuning telur 10% dapat
menjaga viabilitas spermatozoa hasil seksing
lebih tinggi daripada tris aminomethan kuning
telur.

Abnormalitas Spermatozoa
Hasil analisis uji-t berpasangan

memperlihatkan bahwa antar masing-masing
perlakuan, abnormalitas spermatozoa tidak
berbeda (P>0,05) baik pada lapisan atas maupun
lapisan bawah. Hal ini disebabkan karena
pengencer andromed® maupun CEP-2 ditambah
kuning telur 10% mengandung lesitin.  Lesitin
mempunyai mekanisme kerja mempertahankan
kualitas spermatozoa yaitu dengan berikatan
dengan membran plasma (menyelimuti
membran plasma) (White, 1993). Andromed®

mengandung lesitin dari kacang kedelai (Aires
et al., 2003), sedangkan CEP-2 mengandung
substansi protektif berupa lesitin dan lipoprotein
dari penambahan kuning telur (Aku et al., 2007).
Lesitin dan lipoprotein di dalam kuning telur
memiliki molekul-molekul besar yang tidak
dapat menembus membran spermatozoa dan
berfungsi melindungi dan mempertahankan
integritas lipoprotein penyusun membran
spermatozoa (Susilawati, 2002).

Rataan abnormalitas spermatozoa setelah
seksing menggunakan pengencer andromed®

dan CEP-2 ditambah kuning telur 10% berada
pada kisaran normal karena tidak lebih dari 20%
(Toelihere,1993). Jika jumlah spermatozoa
abnormal tinggi maka akan menurunkan
fertilitasnya (Hafez dan Hafez, 2000).
Abnormalitas spermatozoa setelah seksing
diduga terjadi karena proses sentrifugasi.
Sentrifugasi saat pencucian dilakukan selama
lima menit dengan kecepatan 1500 rpm.
Sentrifugasi mengakibatkan gesekan antar
spermatozoa dengan medium maupun
spermatozoa dengan dinding tabung. Hal
tersebut menyebabkan persentase abnormalitas
dan kerusakan membran spermatozoa
meningkat (Sujoko et al., 2009)

Abnormalitas spermatozoa hasil penelitian
ini (Tabel 2) tidak jauh berbeda dengan yang
dilaporkan Pamungkas et al., (2005), bahwa
seksing menggunakan pengencer tris amino-
methan kuning telur memperlihatkan abnorma-
litas spermatozoa pada lapisan atas 8,81% dan
bawah 8,48%. Hal ini menunjukkan bahwa
pengencer andromed®  dan CEP-2 ditambah
kuning telur 10% dapat menjaga abnormalitas
spermatozoa hasil seksing sama seperti
pengencer tris aminomethan kuning telur.
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Konsentrasi Spermatozoa
Hasil analisis uji-t berpasangan

memperlihatkan bahwa antar perlakuan
konsentrasi spermatozoa tidak berbeda (P>0,05)
baik pada lapisan atas maupun lapisan bawah.
Hal ini kemungkinan karena perbedaan
morfologi atau bentuk serta ukuran kepala
antara spermatozoa X dan Y. Seksing
menggunakan pengencer andromed®  dapat
menjaga konsentrasi spermatozoa pada lapisan
atas sama seperti lapisan bawah, begitu pula
pada pengencer CEP-2 ditambah kuning telur
10% dapat menjaga konsentrasi spermatozoa
pada lapisan atas sama seperti pada lapisan
bawah. Hal ini diduga karena fruktosa yang
terkandung dalam pengencer andromed®  dan
CEP-2 ditambah kuning telur 10% berperan
sebagai sumber energi bagi spermatozoa
(Simmet, 2005; Verberckmoes et al., 2004). Oleh
karena itu spermatozoa memiliki energi yang
cukup untuk bergerak dan untuk menormalkan
kondisi fisiologinya dalam menembus gradien
percoll. Adanya kandungan lesitin dalam
pengencer andromed® dan kuning telur yang
ditambahkan dalam pengencer CEP-2 yang
berperan melindungi membran spermatozoa,
sehingga permeabilitas dan integritas membran
spermatozoa terjaga tetap normal. Kuning telur
mengandung karbohidrat, mineral dan vitamin,
sehingga spermatozoa mendapat sumber energi
dalam jumlah yang cukup untuk memper-
tahankan motilitasnya yang akhirnya dapat
menembus gradien percoll. (Belitz et al., 2009;
Susilawati et al., 2002).

Total Spermatozoa Motil
Hasil analisis uji-t berpasangan

memperlihatkan bahwa perlakuan total
spermatozoa motil sesudah seksing pada
pengencer andromed® antar lapisan atas dan
lapisan bawah memberikan perbedaan (P<0,05),
sedangkan pada pengencer CEP-2 ditambah
kuning telur 10% tidak berbeda (P>0,05).
Keadaan ini sesuai dengan tingginya
konsentrasi spermatozoa pada kedua lapisan.
Konsentrasi spermatozoa pada setiap lapisan
merupakan faktor yang berpengaruh terhadap
jumlah total spermatozoa, karena konsentrasi
akan berpengaruh secara langsung terhadap
perhitungan total spermatozoa motil (Udrayana,
2009). Pengencer andromed® dan CEP-2
ditambah kuning telur 10% dapat menjaga
motilitas spermatozoa yang lebih besar dari
Standar Nasional Indonesia (SNI), yaitu

motilitas 40% sehingga pengencer andromed®

dan CEP-2 ditambah kuning telur 10% dapat
mempertahankan total spermatozoa motil dalam
jumlah banyak.

Spermatozoa yang Memiliki Integritas
Membran Baik

Hasil analisis uji-t berpasangan
memperlihatkan bahwa antara masing-masing
perlakuan memberikan perbedaan yang tidak
nyata (P>0,05) terhadap integritas membran
normal spermatozoa sesudah seksing baik pada
lapisan atas maupun lapisan bawah, hal ini
diduga karena spermatozoa yang memiliki
motilitas tinggi yang menandakan bahwa
spermatozoa tersebut memiliki integritas
membran dan metabolisme yang baik.

Kemampuan andromed® dan CEP-2
ditambah kuning telur 10% dalam melindungi
membran spermatozoa diduga karena adanya
lesitin. Lesitin berperan melindungi membran
spermatozoa selama proses seksing, sehingga
integritas membran tetap baik. Menurut
Sariozkan et al., (2010) komponen yang
berpengaruh pada lesitin kedelai adalah low
density lipoprotein (LDL) yang mirip dengan
kuning telur yang berperan melindungi dan
mempertahankan integritas selubung
lipoprotein spermatozoa (Susilawati, 2002).

Ducha et al., (2012) melaporkan bahwa
penambahan kuning telur pada pengencer CEP-
2 dapat melindungi spermatozoa terhadap
reactive oxygen spesies (ROS) sehingga
spermatozoa yang memiliki integritas membran
baik dapat dijaga tetap tinggi dan melindungi
keutuhan ultrastruktur spermatozoa. Adanya
makromolekul dalam kuning telur berupa lipid
dan protein menjadi target oksidasi oleh ROS,
sehingga ROS tidak mengoksidasi membran
spermatozoa. Oleh karena itu, penggunaan
CEP-2 ditambah kuning telur dapat melindungi
spermatozoa terhadap ROS yang ditunjukkan
dengan kadar malondialdehid (MDA) dan
superoksida dismutase (SOD) yang tinggi.

Hammadeh et al., (2001), menyatakan
bahwa kuning telur dapat berperan sebagai
krioprotektan dan melindungi akrosom
spermatozoa dari kerusakan.  Berdasarkan hal
tersebut diduga bahwa dengan adanya kuning
telur sebagai pengencer, menyebabkan
spermatozoa memiliki krioprotektan ekstrasel
dan lebih dapat melindungi integritas membran
spermatozoa.
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Persentase Spermatozoa
Belum Kapasitasi

Hasil analisis uji-t berpasangan
memperlihatkan bahwa antar perlakuan
terhadap spermatozoa belum kapasitasi sesudah
seksing tidak berbeda (P>0,05) baik pada lapisan
atas maupun lapisan bawah. Pengencer
andromed® dan CEP-2 ditambah kuning telur
10% dapat menjaga spermatozoa belum
kapasitasi setelah seksing pada lapisan atas dan
lapisan bawah ditunjukkan dengan tingginya
persentase spermatozoa belum kapasitasi (Tabel
2).  Spermatozoa belum kapasitasi menandakan
bahwa spermatozoa tersebut memiliki membran
yang masih utuh dan normal, artinya tidak
mengalami perubahan distribusi dan komposisi
lipid dan fosfolipid penyusun membran plasma.
Spermatozoa belum kapasitasi memiliki
membran yang stabil, tidak terjadi hiperpo-
larisasi membran dan perubahan aliran ion
(Felix et al., 2004).

Pengencer andromed® mampu melindungi
membran spermatozoa diduga karena adanya
kandungan lesitin nabati yang berperan
mempertahankan dan melindungi integritas
membran spermatozoa (Hammadeh et al., 2001).
Selain itu terjadinya kapasitasi membutuhkan
lingkungan yang bersifat basa dan pH
intraseluler tinggi (Felix et al., 2004), sedangkan
pH pada pengencer CEP-2 bersifat sedikit asam
yaitu 6,6. Kuning telur yang ditambahkan
dalam CEP-2, berperan sebagai makromolekul
yang mengandung substansi protektif berupa
lesitin dan lipoprotein yang berfungsi
mempertahankan dan melindungi membran
spermatozoa ketika proses seksing (Susilawati,
2002). Kuning telur juga berperan membantu
mencegah kapasitasi dini spermatozoa (Delgado
et al., 2009).

Persentase Kapasitasi Spermatozoa
Pada Tabel 2, ditunjukan bahwa seksing

menggunakan pengencer andromed® dan CEP-
2 ditambah kuning telur 10% dapat menjaga
kapasitasi spermatozoa pada lapisan atas sama
seperti lapisan bawah.

Terjadinya kapasitasi spermatozoa hasil
seksing disebabkan karena adanya proses
sentrifugasi saat pencucian. Sentrifugasi saat
pencucian dilakukan dengan kecepatan 1500
rpm selama lima menit (Susilawati, 2003). Hasil
penelitian Safitri (2011) menunjukkan,
sentrifugasi dengan kecepatan 1800 rpm selama
lima menit menyebabkan kapasitasi
spermatozoa kambing sebesar 41,67+5,16%.

Proses sentrifugasi menyebabkan hilangnya
decapacitation factors (DF) dari membran
spermatozoa.  Faktor dekapasitasi yang
terkandung dalam plasma semen, berperan
melindungi stabilitas membran spermatozoa dan
mengatur aktivitas Ca2+-ATPase yang terdapat
pada membran kepala spermatozoa. Faktor
dekapasitasi mengaktifkan Ca2+-ATPase untuk
mengatur Ca2+ intraseluler agar tetap rendah
sehingga proses kapasitasi dan reaksi akrosom
tidak berlangsung (Fraser, 1998). Hilangnya
faktor dekapasitasi akibat sentrifugasi
menyebabkan spermatozoa mengalami
kapasitasi dan reaksi akrosom (Safitri, 2011).

Rendahnya persentase kapasitasi sper-
matozoa hasil penelitian ini menandakan bahwa
pengencer andromed®  dan CEP-2 ditambah
kuning telur 10% mampu melindungi membran
spermatozoa selama proses seksing.
Kemampuan pengencer andromed® melindungi
membran spermatozoa diduga karena adanya
lesitin nabati yang mampu mempertahankan
dan melindungi integritas selubung lipoprotein
spermatozoa (Hammadeh et al ., 2001).
Mekanisme kerja lesitin dalam mempertahan-
kan kualitas spermatozoa yaitu, lesitin pada
pengencer berikatan dengan membran plasma
(menyelimuti membran plasma) sehingga
mampu mempertahankan kestabilan membran
(White, 1993). Bovine serum albumin (BSA)
yang terkandung dalam pengencer CEP-2
berperan mencegah masuknya Ca2+ yang
berlebihan ke sitosol dan melindungi membran
spermatozoa sehingga meminimalisir
spermatozoa yang kapasitasi dan reaksi akrosom
dini. Senyawa BSA merupakan makromolekul
yang berperan mengikat Ca2+, mencegah
masuknya Ca2+ yang berlebihan ke sitosol,
memungkinkan membran lebih efektif dalam
mengatur pergerakan Ca2+ melewati membran
dan menghambat akumulasi Ca2+ intraseluler
ketingkat yang toksik bagi spermatozoa,
sehingga viabilitas, motilitas dan spermatozoa
belum kapasitasi dapat dipertahankan tetap
tinggi. Penggunaan CEP-2 dengan suplementasi
kuning telur dapat melindungi spermatozoa
terhadap ROS, sehingga dapat mempertahankan
spermatozoa belum kapasitasi, meminimalisir
kapasitasi, dan reaksi akrosom spermatozoa
(Ducha et al., 2012).

Persentase Reaksi Akrosom Spermatozoa
Pada Tabel 2, disajikan bahwa tidak terjadi

peningkatan reaksi akrosom pada spermatozoa
sesudah seksing, hal ini diperkirakan gaya
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sentrifugal tidak berpengaruh terhadap proses
fisiologi spermatozoa khususnya pada membran
plasma spermatozoa sehingga proses kapasitasi
dan reaksi akrosom tidak berjalan cepat, dan
adanya pengencer kuning telur pada waktu
dilakukan seksing berfungsi sebagai
krioprotektan (Yanagimahi, 1989).

Hasil analisis statistika pada reaksi
akrosom spermatozoa X (lapisan bawah) dan
spermatozoa Y (lapisan atas) sesudah seksing
menunjukkan tidak berbeda nyata (P>0,05).
Seksing menggunakan pengencer andromed®

dan CEP-2 ditambah kuning telur 10% dapat
menjaga spermatozoa dari terjadinya reaksi
akrosom pada lapisan atas sama seperti lapisan
bawah.

Terjadinya reaksi akrosom spermatozoa
hasil seksing karena adanya proses sentrifugasi
yang menyebabkan perubahan fungsi membran
akibat berkurangnya membran plasma utuh
(Afiati, 2004). Safitri (2011) melaporkan bahwa
sentrifugasi terhadap spermatozoa kambing
dengan kecepatan 1800 rpm selama lima menit
menyebabkan terjadinya rekasi akrosom
sebesar 28,50±3,21%. Menurunnya fungsi
membran sebagai kontrol terhadap sistem
transpor, karena sentrifugasi menyebabkan
peningkatan permeabilitas membran terhadap
ion Ca2+ sehingga konsentrasi ion Ca2+

intraseluler meningkat. Konsentrasi ion Ca2+

intraseluler yang tinggi diperlukan untuk
meningkatkan fosforilasi protein tirosin untuk
memodulasi gerakan flagellum spermatozoa
(Asmarinah, 2010; Nas dan Rajesh, 2004) dan
penggabungan antara membran plasma dengan
membran luar akrosom, sehingga terjadi reaksi
akrosom.

Rendahnya persentase reaksi akrosom
spermatozoa hasil seksing menggunakan
pengencer andromed® dan CEP-2 ditambah
kuning telur 10%  menandakan bahwa sebagian
besar spermatozoa belum mengalami reaksi
akrosom yang berarti spermatozoa masih
memiliki tudung akrosom atau membran
akrosom masih utuh. Keadaan ini menandakan
bahwa pengencer andromed® dan CEP-2
ditambah kuning telur 10% mampu melindungi
membran spermatozoa. Sianturi et al., (2004)
yang melakukan seksing dengan albumin putih
telur dan menggunakan tris sitrat bufer
ditambah 20% kuning telur melaporkan bahwa
hasil spermatozoa yang memiliki tudung
akrosom utuh pada lapisan atas 77,9+4,2% dan
lapisan bawah 79,0+3,9%. Hal ini menunjukkan
bahwa pengencer andromed® dan CEP-2

ditambah kuning telur 10% dapat melindungi
tudung akrosom spermatozoa sama seperti
pengencer sitrat buffer ditambah 20% kuning
telur.

Pengencer andromed® mampu melindungi
membran akrosom spermatozoa hasil seksing
diduga karena adanya kandungan lesitin kedelai
yang mampu melindungi membran spermatozoa
(Hammadeh et al., 2001). Pengencer CEP-2
ditambah kuning telur 10% mampu melindungi
tudung akrosom spermatozoa, karena adanya
kuning telur yang mengandung lesitin dan
lipoprotein yang memiliki molekul-molekul
besar yang tidak dapat menembus membran
spermatozoa dan berfungsi untuk melindungi
dan mempertahankan integritas selubung
lipoprotein penyusun membran spermatozoa
(Susilawati, 2002). Albumin yang terkandung
dalam BSA yang terdapat pada pengencer CEP-
2, memiliki kemampuan dalam mengikat Ca2+

pada membran plasma. Oleh karena itu,
memungkinkan membran untuk lebih efektif
dalam mengatur pergerakan Ca2+ melewati
membran dan menghambat akumulasi Ca2+

intraseluler ke tingkat yang toksik bagi
spermatozoa. Akumulasi Ca2+ yang berlebihan
perlu dikurangi karena peningkatan Ca2+

intraseluler dua kali lipat dibandingkan kondisi
normal menyebabkan terjadinya penurunan
motilitas, yaitu penurunan kecepatan dan gerak
progresif spermatozoa (Eddy, 2006). Pengencer
yang ditambahkan BSA dapat melindungi
membran akrosom dan integritas membran
spermatozoa (Uysal dan Bucak, 2007).
Yamashiro et al., (2006) melaporkan bahwa
pengencer yang ditambahkan BSA dapat
menjaga motilitas dan keutuhan membran
akrosom spermatozoa setelah dibekukan.

Sentrifugasi gradien densitas percoll juga
memengaruhi proses fisiologi spermatozoa yang
dipisahkan, karena mengakibatkan gesekan
mekanis antar spermatozoa dengan medium
percoll.  Hal tersebut akan memacu proses
kapasitasi yang berlanjut dengan adanya fusi
antar membran luar akrosom dan ditandai
dengan peningkatan konsentrasi ion Ca2+ pada
daerah equator membran kepala spermatozoa,
dan keadaan ini disebut reaksi akrosom.
Tingginya densitas, kecepatan, dan lama
sentrifugasi berpengaruh terhadap efektivitas
pemisahan. Kombinasi yang tepat antar faktor
tersebut akan menghasilkan efektivitas
pemisahan yang tinggi dengan spermatozoa
yang tetap dapat bertahan hidup (Susilawati,
2000).
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SIMPULAN

Seksing dengan metode sentrifugasi gradien
densitas percoll menggunakan pengencer CEP-
2 ditambah kuning telur 10% dan andromed®

dapat menjaga kualitas spermatozoa tetap baik,
serta menjaga spermatozoa agar tidak
mengalami kapasitasi dini setelah proses
seksing. Pengencer semen CEP-2 ditambah
kuning telur 10% memiliki kemampuan yang
sama dengan pengencer komersial andromed®

dalam mempertahankan kualitas spermatozoa
sapi.  Pengencer CEP-2 ditambah kuning telur
10% dapat menjaga kualitas spermatozoa pada
lapisan atas dan lapisan bawah sebaik
pengencer andromed®.

SARAN

Pengencer CEP-2 ditambah kuning telur
10% dapat digunakan sebagai  pengencer semen
pada metode sentrifugasi gradient densitas
percoll dan perlu dilakukan analisis lebih lanjut
tentang penggunaan pengencer CEP-2 ditambah
kuning telur 10% pada proses pembekuan hasil
seksing.
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