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ABSTRACT

This study aims to obtain the right centrifugation time for sexing spermatozoa with Bovine Serum Albumin media
against the intact plasma membrane of X-Y spermatozoa in Simmental cattle. This research was carried out from
October to November 2021 at the Laboratory of Animal Reproduction and Health at the Forage Breeding Center for
Animal Feed, Sembawa. This study used a completely randomized design (CRD) with 3 treatments of centrifugation
time (P1: 4 minutes, P2: 8 minutes, and P3: 12 minutes) and 4 replications. The parameters observed were intact
plasma membranes of spermatozoa X and Y. The results showed that the centrifugation time treatment had a
significant effect on the intact plasma membrane of spermatozoa on X and Y spermatozoa (P<0.05). The result of the
right time treatment was centrifugation time of 4 minutes where the value of the upper layer of the intact plasma
membrane X semen sexing was 62.93%, the bottom layer Y was 63.94%.
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ABTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan waktu sentrifugasi yang tepat pada sexing spermatozoa dengan media
Bovine Serum Albumin terhadap membran plasma utuh spermatozoa X-Y pada sapi Simmental. Penelitian ini
dilaksanakan Oktober 2021 sampai dengan November 2021 di Laboratorium Reproduksi dan Kesehatan Ternak Balai
Pembibitan Hijauan Pakan Ternak Sembawa. Penelitian ini menggunakan rancangan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan 3 perlakuan (P1: waktu sentrifugasi 4 menit; P2: waktu sentrifugasi 8 menit; dan P3: waktu sentrifugasi
12 menit) dan 4 ulangan. Parameter yang diamati adalah membran plasma utuh spermatozoa X dan Y. Hasil
menunjukan bahwa perlakuan waktu sentrifugasi berpengaruh nyata terhadap membran plasma utuh spermatozoa pada
spermatozoa X dan Y (P<0,05). Hasil penggunaan waktu yang tepat yaitu pada P1 dengan waktu sentrifugasi 4 menit
dimana nilai lapisan atas membran plasma utuh X semen sexing yaitu sebesar 62,93%, lapisan bawah Y sebesar
63,94%.

Kata Kunci: Bovine Serum Albumin, Sentrifugasi, Membran plasma
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PENDAHULUAN

llmu pengetahuan teknologi di sektor
peternakan yang berkembang memiliki fungsi yang
strategis dalam upaya meningkatkan mutu kualitas
ternak dan populasinya, salah satunya pada aplikasi
Inseminasi Buatan (IB). Penggunaan semen IB dapat
dilakukan dengan melihat produktivitas dan
keunggulan jenis sapi yang akan digunakan, seperti
halnya pada penggunaan semen sapi Simmental.
Aidilof (2015) menyatakan bahwa sapi Simmental
disenangi oleh peternak karena beberapa keunggulan,
seperti pertumbuhan badan yang relatif cepat, fertilitas
tinggi dan mudah beranak. Penggunaan IB pada sapi
Simmental juga dapat ditingkatkan nilainya dalam
menghasilkan bibit unggul berdasarkan jenis kelamin
anakan sesuai tujuan pemeliharaan dengan teknologi
sexing pada spermatozoa. Pemanfaatan teknologi
sexing merupakan salah satu upaya untuk mendukung
penerapan inseminasi buatan.

Metode pemisahan spermatozoa X dan Y telah
banyak dilakukan seperti dalam penggunaan Bovine
Serum Albumin (BSA) sebagai medianya dan
sentrifugasi untuk memisahkan spermatozoa dengan
plasma sperma. Sexing spermatozoa dengan media
BSA pada prinsipnya yaitu merupakan kombinasi
konsentrasi antara fraksi atas dan fraksi bawah, karena
untuk memisahkan spermatozoa kromosom X dan Y
berdasarkan ~ pada  motilitasnya. Kombinasi
konsentrasi BSA dapat digunakan sebagai media,
karena dinilai mampu mempertahankan membran
sperma dari kerusakan akibat proses sexing dan
memperbaiki tingkat abnormalitas pada spermatozoa.
Berdasarkan uraian diatas, maka perlu dilakukan
penelitian untuk mendapatkan lama waktu yang tepat
pada lama waktu sentrifugasi pada sexing
spermatozoa dengan media Bovine Serum Albumin
(BSA) terhadap morfologi spermatozoa dan membran
plasma utuh X-Y pada sapi Simental.

MATERI DAN METODE

Sampel yang digunakan adalah semen sapi
Simmental dengan satu kali penampungan setiap satu
minggu sekali pada hari Rabu waktu pagi hari.

Penelitian ini akan dilaksanakan di Balai
Pembibitan Hijauan Pakan Ternak (BPHPT) Sembawa
Banyuasin Sumatera Selatan dan Laboratorium
Reproduksi dan Kesehatan Ternak BPHPT Sembawa.
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktobersampai
November 2021.

Alat yang digunakan vyaitu kandang jepit,
teaser, vagina buatan (silinder karet tipis, silinder karet
tebal dan corong karet), tabung penambung semen,
water bath, tabung ukur, gelas ukur, erlenmeyer,
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drying dan sterilization oven, spectrophotometer,
tabung reaksi, tabung sentrifugasi, centrifuge,
mikroskop Trinokuler, timbangan eletrik,
mikropipet,pinset, rak tabung, mikro pipet,
mikroskop, object glass, cover glass, kertas tabel,alat
tulis (pulpen, label) dan tisu, straw, automatic straw
filling, printing straw. Bahan yang digunakan yaitu
semen sapi Simmental, Bovine Serum Albumin
(BSA), medium sexing, NaCL 0,9 %, Tris
(Hydroymethyl) aminomethan, asam sitrat, fruktosa,
aquabides, kuning telur, gliserol, penicillin,
streptomycin, vaselin, semen segar, aquabidetilata,
eosin-negrosin, air panas.

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan 3 Perlakuan dan 4 kali
ulangan. Perlakuan ini adalah perbedaan waktu
sentrifugasi sexing yang terdiri atas :

P1: Waktu sentrifugasi 4 menit
P2: Waktu sentrifugasi 8 menit
P3: Waktu sentrifugasi 12 menit

Analisis Penentuan Membran Plasma Utuh
(MPU)

Keutuhan  membran  plasma dievaluasi
menggunakan larutan Hypoosmotic Swelling Test
(HOS). Sebanyak 10 pl semen dimasukkan ke dalam
mikrotub berisi 1000 pl larutan Hypoosmotic Swelling
Test (HOS) (1.351 g fruktosa dan 0.735 g Na-sitrat
dalam 100 mL aquadest, osmoralitas 150 mQOsm),
dihomogenkan. Campuran larutan tersebut di simpan
dalam water bath dengan suhu 37°C.

Spermatozoa yang memiliki membran plasma
utuh akan menunjukkan ekornya melingkar atau
menggelembung, sedangkan jika rusak akan
menunjukkan ekor yang lurus apabila dipaparkan di
dalam larutan hipoosmotik dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 60 menit sebanyak minimum 200
spermatozoa dievaluasi dengan mikroskop dengan
cahaya perbesaran 10x40 (Rizal, 2006). Perhitungan
persentase spermatozoa yang breaksi terhadap larutan
Hypoosmotic Swelling Test (HOS) dilakukan dengan
cara

MPU % =

Total spermatozoa yang bereaksi

X 100%

total spermatozoa yang beraksi+tidak bereaksi

Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan
analisis sidik ragam. Jika ada perbedaan yang nyata
antar rata-rata perlakuan (P<0,05), maka akan
dilakukan uji Duncan’s Multiple Range Test (D MRT)
(Steel and Torrie, 2002).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Membran Plasma Utuh (MPU) X-Y Semen Sexing
Dengan Sentrifugasi

Hasil nilai rataan hasil pengukuran waktu
sentrifugasi 4,8,12 menit pada sexing spermatozoa
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dengan media Bovine Serum Albumin (BSA) pada
Membran Plasma Utuh (MPU) spermatozoa lapisan
atas dan bawah X-Y sapi Simmental menunjukan
adanya penurunan yang dapat terlihat pada Table 1.

Tabel 1. Nilai rataan Membran Plasma Utuh (MPU) lapisan atas dan bawah spermatozoa X-Y sapi Simmental
dengan sentrifugasi

Perlakuan Membran plasma Membran Plasma
utuh lapisan atas Utuh Lapisan Bawah
P1 62,93% + 3,89 63,94°+ 6,78
P2 61,75° + 2,77 60,35° + 2,96
P3 54,49° + 3,05 54,04° £ 1,57

Keterangan: Rata-rata dengan superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukan perbedaan yang nyata
(P < 0,05), P1= waktu sentrifugasi 4 menit, P2= waktu sentrifugasi 8 menit, P3= waktu sentrifugasi 12

menit

Menurunnya MPU tersebut dikarenakan
spermatozoa mengalami  serangkaian perlakuan
seperti penggunaan media BSA dan waktu sentrifugasi
yang digunakan saat proses pemisahan semen sexing.
Proses pemisahan semen sapi Simmental dilakukan
dengan menggunakan konsentrasi BSA 5% dan BSA
10%. Solihati et al. (2020) melaporkan bahwa
penggunaan BSA 5% memiliki nilai pH 7,43, densitas
1,0547 g/ml, dan viskositas sebesar 0,8648 cP,
sedangkan untuk BSA 10% memiliki nilai pH 7,40,
densitas 1,0661 g/ml, viskositas 1,0378 cP.
Karakteristik dari BSA merupakan salah satu alasan
yang digunakan untuk pemisahan semen sexing, nilai
pH BSA yang netral ini membuat spermatozoa dalam
kondisi nyaman melalui dengan kolom albumin, hal
ini dikarenakan sperma tidak melewati perubahan pH
internal. Penurunan yang terjadi disebabkan juga
karena adanya gesekan oleh sentrifugasi yang terjadi
pada spermatozoa dengan tabung maupun media BSA
yang digunakan. Semakin besar gesekan mekanik dan
lama waktunya maka semakin akan semakin besar
juga kerusakan membran plasma dan dapat terjadi
penurunan pada MPU spermatozoa. Hal ini sesuai
dengan pernyataan Mahfud et al. (2019) pada tahap
proses sentrifugasi menyebabkan pergesekan antara
spermatozoa dengan medium dan antara permatozoa
lainnya yang akan menyebabkan kerusakan struktur
membran sel spermatozoa.

Dibandingkan dengan penurunan dari lapisan
atas jika dilihat pada (Tabel 1) pada MPU lapisan
bawah mengalami penurunan yang sedikit lebih besar.
Salah satu penyebab perbedaan tersebut karena
spermatozoa X memiliki ukuran yang lebih besar
dengan pergerakan lambat hanya dapat berpindah
sampai ke medium lapisan atas, sedangkan

spermatozoa Y memiliki ukuran kepala yang lebih
kecil dengan kecepatan yang lebih tinggi daripada
spermatozoa X sehingga lebih mampu bergerak
melalui dan menembus medium pemisah hingga ke
lapisan paling bawah yang konsentrasinya lebih tinggi
dan dapat meningkatkan proses metabolisme dari
spermatozoa.

Afiati (2004) menyatakan bahwa
spermatozoa Y akan bergerak ke bawah sedangkan
spermatozoa X tetap berada pada lapisan atas, karena
spermatozoa pembawa kromosom Y memiliki
motilitas lebih  tinggi dibanding spermatozoa
pembawa kromosom X. Radikal bebas yang bereaksi
dengan oksigen akan menghasilkan Reactive Oxigen
Species (ROS) lalu kondisi ini merusak membran
plasma. Faktor inilah yang diduga menyebabkan
penurunan nilai persentase membran plasma utuh
(MPU) akibat adanya zat toksin yang bersumber dari
spermatozoa yang mati maupun dari proses
sentrifugasi sehingga diduga dapat terjadi peningkatan
Reactive Oxygen Species (ROS) dari sisa hasil
metabolisme spermatozoa karena proses sentrifugasi
yang belum berjalan baik.

Hal ini sejalan dengan pendapat Agarwa et al.
(2014) bahwa peningkatan produksi ROS oleh
spermatozoa setelah dilakukan sentrifugasi diduga
merupakan proses kompleks dan dapat berasal dari
berbagai proses kimiawi yang terjadi pada organel sel
atau yang berasal dari sel. Pengaruh dari menurunnya
persentase MPU spermatozoa setelah pemisahan
dengan sentrifugasi pada waktu yang berbeda dengan
kecepatan 1500 rpm ini diduga oleh terpisahnya
plasma seminalis dari spermatozoa. Hal ini sesuai
dengan hasil penelitian Choudhary et al. (2010) bahwa
pada kalium dan ion natrium yang ada pada

61


http://dx.doi.org/10.33387/cannarium.v20i2.5290

Cannarium (Jurnal llmu-llmu Pertanian)
P-ISSN: 1693-1491 . E-ISSN:2774-5201

DOI: http://dx.doi.org/10.33387/cannarium.v20i2.5290

kandungan plasma seminalis ini berperan penting
untuk menjaga ingertitas membran plasma, sedangkan
pada protein berfungsi untuk melindungi membran
plasma agar fleksibel.

KESIMPULAN

Perlakuan waktu sentrifugasi berpengaruh nyata
terhadap membran plasma utuh spermatozoa baik
pada spermatozoa X dan Y (P<0,05). Dari hasil
penggunaan waktu sentrifugasi, pengunaan waktu
sentrifugasi yang tepat yaitu pada perlakuan P1
dengan waktu sentrifugasi 4 menit dimana nilai
lapisan atas membran plasma utuh X semen sexing
yaitu sebesar 62,93%, lapisan bawah Y sebesar
63,94%.
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