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SUMMARY

The Role Reactive Oxygen Species in mechanism of damage memb_rane
integrity of swamp buffalo sperm after separation by percoll gradien
density centrifugation

An Experiment Laboratoric
Casrul

Percoll gradient density centrifugation is ocne of methods for separating
spermatozoa is done based on the difference in density of spermatozoa X and Y.
Besides having ability to separate spermatozoa X and Y, the centrifugation can
also induce produce a damage in plasma membrane integrity, leading to the
decreased viability of spermatozoa after freezing. One mechanism induced of the
damage in plasma membrane integrity after separation with percoll densiy
gradient centrifugation in increased accumulated production oxygen reactive
species by spermmatozoa.

The chijective of this research was to find out an effect of the spermatozoa
separation with percell gradient density centrifugation on the reactive axygen
compound activity and the role in mechanism on the damage in membrane
integrity of water buffalo spermatozoa

Sample for this study fresh semen of the buffalo having good quality
{motility more than 70%; concentration more than €00 milion/ml, abnommality
less than 20% and life percentage more than 80%) were divided intc three
treatment groups: {1} the control group, namely spermatozoa resulting from swim
up without separation with percoll gradient density centrifugation: {2)
spermnaiozoa resulting from separation with percoil gradient density centrifugation
for 5 minutes as treatment 1 (P1} and {3) spermatozoa resulting from separation
with percoll gradient density centrifugation for 10 minutes as treatment 2 (P2).
Addition, analysed of motility spermatozoa is undertaken using BIB Singosar
Malang, inlact plasma membrane integrity using by Hypoosmotic swelling test
{HOS-Test), ultrastructure sparm is observed by using electron scanning. RCS
acculation 15 observed using chemifuminiscence method with lumingl and
peroxidase radish horse enzyme as the probe; MDA jevel of spermatozoa is
observed using thicbarbiturat acid method, while polyunsaturated faity acid of
DHA is observed using gas chromatography (GC) with standard docosahexanoic
acide. The colledted data in this research were analysed with used one way
analysis varians, regression test dan path analysis

The results showed that percentages motdity of sperm decreased
significantly (p=0,000) after percoll gradient density centrifugation. Motility
percantages controle is 77,50 * 1,85% decrease significantly to 75,25 + 2 12%
afier percoll gradient density centrifugation for § minutes (p=0,049) and decrease
significantly to 73.25 t 2.12% afler percoll gradient dansity centrifugation for 10
minutes (p=0.001). The percentage motiliy of spenm after percoll gradient density

Ean
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centrifugation for 10 minutes decrease no significantly compared with after
percall gradient density cantrifugation for 5 minutes (p=0.096},

The percentages intact plasma membrane of spermatozoa decreased
significantly (p=0,000) after percoll gradient density centnfugation. Percentages
intact membrane plasma of spermatozoa control is 79.50 + 3.21% decreased
significanily to 53,25 £ 5,15% after percoll gradient density centrifugation for 5
minutes (p=0,001) and decrease very significantly to 47.50 + 4.84% afler percaoll
gradient density cenirfugation for 10 minutes (p=0.000}. The percentages infact
membrane plasma of spermatozoa after percoll gradient density centrifugation
for 10 minutes lower significantly compared with after percoll gradient density
centrifugatian for 5 minutes {p=0.018).

The ROS accumulation of sperm afier separation with percoll density
gradient centrifugation increased very significantly {p=0.000} compared with the
contral group. ROS accumulation of sperm control is 6,34 + 1,75 CPMMO®
spermatozoa increase significantly to 14.41 + 561 CPM/10? spermatozoa after
percoll gradient density centrifugation for 5 minutes (p=0.037) and increase
significantly to 18,98 £ 11,11 CPM/10® spermatozoa after percoll gradient density
centrifugation for 10 minutes (p=0.002). ROS acculuation of spermt after percoll
gradient dencyty centrifugation for 10 minutes increase no significantly compared
with ROS acculustion of spermt afier percoll gradient dencyty centrifugation for 5
minutes (p=0.221).

The level of MDA after separation with percoll density gradiant
ecentrifugation. increased very significantly {p=0.000) compared with the control
group. Level of MDA spermn control is 20,87 + 10,32 nmolf10® spermatozoa
increase significantly to 32,93 + 11,35 nmoi/10® spermatozoa after percoll gradien
density centrifugation for 5 minutes (p=0.031} and increase of significantly to
37,29 1 9,56 nmol{10°® spermatozoa after percoll gradien density centrifugation for
10 minutes (p=0.0014), Level of MDA sperm after percoll gradien density
cenmtrifugation for 10 minutes highly no significantly compared with after percoll
gradien density centrifugation for 5 minutes (p=0.412),

The level of DHA membrane decreased afler separation with the percoll
density gradient centrifugation decrease significantly (p=0,000) compared with
the control group.  Level of DHA membrane control was 42,61 + 6,76 pgiml/10°®
spermatozoa decrease significantly to 24,57 + 7,09 pg /10® spermatozos afer
parcoll gradien density centrifugation for & minutes (p=0,018) and decrease ic
19,26 + 6,68 ug /10® spermatozoa after percoll gradien density centrifugation for
10 minutes (p=0,000). Level of DHA membrane after percoll gradien density
centrifugation for 10 minutes lower no significantly compared with after percoll
gradien density centrifugation for & minutes {p=0.1386),

The regression result shows that ROS accumulation influenced pasitively on
evel of MDA (r=0,757; p<0,01). influenced negatively on ievel of DHA membrane
degree and intact plasma membrane percentage {r=-0,542; p<0,01 and r=-0,655;
p<0,01). Level of MDA influenced negatively on level of DHA membrane (=
0,527, p<0,01) and intact plasma membrane percentage {—-0671, p<Q,01}.
Level of DHA membran influenced on intact plasma membrane percentage

XL
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(r=0,788, p«<0.01). Meanwhile the path analysis result showed that ROS
accumulation mfluencing level of MDA significantly (p<0,05) with coefficient paih
value {0,67) and influencing level of DHA significantly {p<0 05) with coefficient
path value {-0,54). Level of DHA influencing leve! of MDA no significantly
{p>0,058} with coefficient path value {-0,17) and influencing level of percentage
intact piasma membrane significantly {p<0,05) with coefficient path value {0,601
Level of MDA influencing percentage intect plasma membrane significantly
{p<0,05) with coefficient path wvalue {-0,35). Increased level of MDA and
decreased ievel of DHA influenced directly by increased accumulation of ROS,
So, increase of ROS accumulation caused ihe incerase of level MDA and
decrease level of DHA membrane and which is finally decrease intact plasma
membrane percentage of swamp buffalo specm.

It can be concluded that sperm separation by percoll gradient density
gentrifugation can increasement of ROS accumulated, leve! of MDA, decrease of
DHA membrane and intact plasma membrane pemcentages of swamp buffalo
sperm. The increases of ROS accumulation, level of MDA, decrease of DHA
membrane and intact plasma membrane percentages of swamp buffale sperm
after percoll gradien density cenirifugation for S minutes different no significantly
compared with after percoll gradien density centrifugation for 10 minutes. ROS
accumulation influenced intact plasma membrang percentage by decrease level
of DHA membrane and increase level of MDA. The percentage intact plasma
membrane influenced directly by decrease level of DHA and increase level of
MDA. Decrease level of DHA and increase level of MDA influenced by ROS
accumulation.

i
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motilitas spermatozoa setelah sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5
memt lebih rendah dibandingkan dengan sentrifugasi gradien densitas percoli
selama 10 mentt. Akumulasi ROS mempengaruhi persentase MPU spemnatozoa
secara tidak langsung ferutama melalui peningkatan kadar MDA dan penurunan
kagar DHA membran. Kadar MDA dan kadar DHA berpengaruh secara langsung
terhadap penurunan persentase MPU spermatozoa kerbad lumpur setelah
perakuan pemisahan dengan sentriflgasi gradien densitas percoll,

A
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ABSTRACT

The rale reactive axygen species in mechanism of damage membrane
integrity of swamp buffale sperm after separation hy percolf gradient
density centrifugation

Study Experiment Labaorataric
Dasrul

The objective of this research was to find out the effect of separation of
swarmp buffalo sperm by using percoll gradient density centrifugation on the the
accurmulation of reactive oxygen species (ROS3) and the role in mechanism of
damage of integrity membrane of sperm

The rasearch is a laboratory study using a true experimental design, used
swarmp buffalo of sperm divided into 3 groups e (no centrifugation! control,
percoll density gradient centrifugation for 5 minutes and percali density gradient
centrifugation for 10 minutes). Measurement were conducted on the level of ROS
accumulation, level of malondioldehide (MDA} of docoxahexancic acid (DHA)
and percentage intact plasma membrane The coliedied data in this research
were analysed with analysis varians, regression dan path analysis

These result showed that separaiion of sperm by percoll gradient density
centrfugation could increase of ROS accumulation and the levei of MDA
significantly (p=0.01), while the level of DHA membrane and percentage intact
plasma membrane sperm decrease significantly {(p<0,01). The increase of ROS
accumulation, level of MOA and decrgase of DHA and persentage of intact
plasma membrane were significantly higher on after centrifugation gradient
percoll density for 10 minutes than percoll gradien density centrifugation for 5
minutes.

The path analysis of ROS accumulation, level of MDA and level of DHA
membrane influeced toward the percentage of membrane plasma intact of sperm.
The of percentage intact plasma membran influanced by the level of MDA and
level of DHA membrane significantly (p<0,01). The level of MDA and level of DHA,
membprane was influenced by tevel of ROS accumulation significantly (p<0,01),

It can be concluded that sperm separation of percoll density gradient
centrifugation increase of ROS accumulation, level of MDA, decrease of DHA
membrane and persentages of intact plasma membran. The of ROS
accumulation has effect to the damage of membran plasma integnty by increase
of lipid peroxydation and decrease of DHA membran of sperm.

Key words : spenn of swamp buffalo, percoll gradient density centrifugation,
ROS, MDA, DHA membrang of sperm andintact plasma membrane
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RINGKASAN

Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam Mekanisme Kerusakan integritas
Membran Spermatoroa Kerhau Lumpur hasil Sentrifugasi Gradien
Densitas Percoll

Eksperimental Laboratoris

Dasrul

Sentrifugasi gradien densitas percoll merupakan salah satu metode
pemisahan spermatoroa yang dilakukan dengan cara pemutaran spermatozoa
dalarm medium percoll dengan berbagai tingkat densitas pada kecepatan dan
waktu  terientu.  Selain dapat memisahkan populasi spermatozoa X dan
spermmatozoa Y, sentrifugasi gradien densitas percoll, juge dapat menginduksi
pembentukan ROS olah spermatozoa. Dalam konsentrasi normal ROS berperan
sebagai mediator penting terhadap fungsi spermatozoa termasuk hyperaktivasi,
kapasitasi dan reaksi akrosem sperrmatozoa, namun dalam kKonsentrasi yang
pedebihan dapat meryebabkan perskeidasi lipid dan kerusakan integritas
membran spermatozoa.

Fenelitian int berujuan uniuk menelaskan  pengaruh  pemisahan
spermatozoa dengan sentrifugasi gradien densitas percoll ternadap akumulasi
produksi ROS dan perannya terhadap mekanisme kerusakan integritas membran
spermatozoa kerbau lumpur.

Sampel penelitan im adalah semen segar kerbau umpur yang memiliki
kualitas baik {motilitas diatas 70 %; konsentrasi diatas 800 juta /ml, abnormalitas
kurang dan 20 % dan persentase hidup lebih dan 80 %), yang dibagi dalam tiga
kelompok perakuan yaitu;, 1) kelompok spermatozea tanpa  perakuan
sentnfugasi sebagai kontrol (K}, 2) spermatozea hasil pemisahan dengan
sentrfugasi gradien densitas percoll selama 5 menit (Py) dan 3 ) spermmatozos
hasil pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll selama 10 menit
(P=}. Selanjutnya dilakukan pemeriksaan motilitas spermatozoa dengan metode
yang iasa digunakan pada Balal Inseminasi Buatan (BIB), integritas membran
plasma utuh dengan up Hypoosmotic swefling test (HOS-fest), ultrastruktur
membran spemmatozoa diamati dengan mikroskop elektron scanning, tingkat
akumulasi ROS spermatozoa dilakukan dengan metode chemifuminicence.
menggunakan luming! dan horse radish peroxidase sebagal probe, kadar MDA
dengan metoda thiobarbituric acid (TBA) test dan kadar DHA membran dengan
Gas ChromatografyGC dengan menggunakan DHA standat. Data yang
diperoleh dianahsis dengan menggunakan analisa varan satu arah untuk melihat
perbedaan antar pedakuan, uji regresi dan analisis jalur untuk melihat pengaruh
antar vaniable penelitian.

Hasil penelitian menunjukan bahwa persentase motiitas spermatozoa
kerbau lumpur setelah perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll menurun
secara sangat bermakna (p=0,000} pada kedua kelompok lama waktu
sentrfugasi  dibandingkan  dengan  kontrol. Rerata persentase  mofilitas
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spermatozoa kontrol dan setelah sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5
menit dan 10 menit secara berturui-turut adalah 77,25 + 1,85 %; 75,25 + 2,12%
dan 73,38 + 2.45%. Hasil analisis statistik menggunakan uji |.SD menunjukan
bahwa persentase motilitas spermatozoa kontro! lebih tinggi secara bermakna
{p=0,049} dibandingkan dangan setelah perlakuan sentrifugasi gradien densitas
percoll selama 5 menit dan lebih tinggi secara sangat bermakna (p=0,001)
dibandingkan dengan setelah perlakuan perakuan sentrifugasi gradien densitas
percoll 10 menit. Rerata persentase motilitas spermatozea setelah perakuan
perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll 5 menit lebih tinggi secara tidak
bermakna {p=0,096) dibandingkan dengan setelah perlakuan sentrifugasi gradien
densitas percoll 10 menit .

Rerata persentase MPLU spermatozoa setelah periakian sentrifugasi
gradien densitas percoli menurun  secara  sangat bermakna  (p=0,000)
dibandingkan dengan kontrol. Rerata persentase MPU spermatozoa kerbau
lurmpur kontrol dan setelah perakuan sentrifugasi gradien densidas percoll
selama 5 menit dan 10 menit secara berturut-turut adatah 79,50 + 3 21%; 53,25 +
515% dan 4750 t 4 84% Hasil analisis siatistik menggunakan uji LSD
menunjukan bahwa rerata persentase MPLU spermatozoa kerbau iumpur kontrol
lepih tinggi secara sangat bermaknz {p=0000) dibandingkan dengan setelah
perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll 5 menit maupun dibandingkan
dengan setelah perakuan  sentrifugasi gradien densitas percoll 10 menit,
Sedangkan rerata persentase MPU spemaiozoa setelah perlakuan sentrifugasi
gradien densitas percoll 5 menit febih tinggi secara bermakna {p=0018)
dibandingkan dengan setelah perlakuan sentrifugas gradien densitas percetl 10
menit.

Rerata akumulasi produksi ROS  spermaiozoa  setelah perakuan
sentrifugasi gradien densitas percoll meningkat secara sangat bermakna {p=
0,000) pada kedua kelompok jama wakiu seatrifugasi dibandingkan dengan
kontrol. Rerata akumulasi produksi ROS spenmatozoa kontrol dan setelah
perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll seiama 5 menit dan 10 menit
secara berturut-turut adalah 6,34 + 1,75 CPMM0® spermatozoa: 14,41 + 561
CPM/10? spermatozoa dan 18,98 + 11,11 CPM/10® spermatozoa. Hasil analisis
statistik menggunakan uji LSD menunjukan bahwa rerata skumulasi produksi
ROS spermatozoa  setelah perakuan sentrifugasi gradien densitas percall 10
menit lekih finggi secara sangat bermakna (p=0002) dibandingkan dengan
spermatozoa kontrol, akan tetapi lebih tinggi secara tidak bemakna (p=0,221).
dibandingkan dengan setelah perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll 5
menit. Sedangkan rerata akumulasi produksi ROS spermatozoa  setelah
perlakuan  sentrifugasi gradien densitas percoll 5 menit lebih tinggi secara
bermakna (p=0,037) dibandingkan dengan setelah perlakuan  sentrifugasi
gradien densitas percoll 5 menit

Rerata kadar MDA spematozoa setelah perlakuan pemisahan dengan
sentrifugasi gradien densitas percoll meningkat secara sangat bemmakna
(p=0.014) dibandingkan dengan kontrol Rerata kadar MDA spermatozoa
kelompok kontrel dan setelah perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll
selama 5 menit dan 10 menit secara berturut-turut adalah 20,87 + 10,32 nmolf10®
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spefmatozoa; 32,93 + 11,36 nmolf10® spematozoa dan 37,29 £+ 2,56 nmolf10°
spermatozoa. Hasil analisis statistik menggunakan uji LSC menunjukan bahwa
rerata kadar MDA spermatozoa setelah sentrifugasi gradien densitas percoll
selama 10 menit lebih tinggi secara bermakna {p=0,014) dibandingkan dengan
kontrol, akan tetapi lebih tinggi secara tidak bermakna (p=0,412} dibandingkan
dengan setelah perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit.
Sedangkan rerata kadar MDA spermatozoa setelah perlakuan sentrifugasi
gradien densitas percoll selama 5 menit igbih tinggi secara bermakna {p=0,031)
dibandingkan dengan spermatozoa kontrol.

Rerata kadar DHA spermatozoa setelah periakuan pemisahan dengan
sentrifugasi gradien densitas parcoll menurun secara sangat bermakna (p=0,000)
dibandingkan dengan kontrol. Rerata kadar DHA spermatozea kontrol dan
setelah perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit dan 10
menit secara berurut-turut adalah 4261 + 6,76 pgi10°® spermatozoa; 24,57 +
7.00 ugi10® spermatozoa dan 19,26 + 5,68 pgﬂ‘iﬂa spermatozoa. Hasil analisis
statistik menggunakan uji LSD menunjukan bahwa rerata kadar DHA membran
sparrnatozoa  kontrol lekih tinggi secara bemmakna (p=0,018) dibandingkan
dengan seielah perlakuan sentrifugasi gradien densitas percell selama & menit
dan  lebih tinggi  secara sangat bermakna {p=0,000) dibandingkan dengan
sotalah sentrifugasi gradien densitas percoll selama 10 menit. Sedangkan kadar
DHA membyran spermatozoa setelah sentrifugasi gradien densitas percoll selama
5 menit lebih tinggi secara tidak bermakna (p=0,136) dibandingkan dengan
kelompok sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit.

Hasil analisis regresi menunjukan bahwa akumulasi produksi ROS
berpenganih secara posiiif terhadap kadar MDA {r=0757, p<0,01), sebaliknya
berpengaruh negatif terhadap kadar DHA dan persentase MPU spermatozoa
(r= -0,542; p<0,01 dan r= -0,655; p<0,01}. Kadar MDA berpengaruh negatif
dengan kadar HA spermatozoa (= -0,527; p<0,01) dan persentase MPU (r= - 0,
671; p<0,01). Kadar DHA berpengaruh positif dengan persentase MPU (= 0, 788;
p«0.01). Sedangkan hasil analisis jalur {path anafysis) menunjukan bahwa
akumulasi produksi ROS mempengaruhi kadar MDA secara sangat bermakna
{P=0,01) dengan koefisien jalur {0,67) dan mempengaruhi kadar DHA secara
bermakna {p<0,05) dengan koefisien jalur {-054). Kadar DHA mempengaruhi
kadar MDA secara fidak bermakna (p>0,05) dengan koefisien jalur yang sangat
kecll {-0,17} dan memphgaruhi persentase MPU secara sangat bermakna
{p<0.01} dengan koefisien jalur {060} Kadar MDA mempengaruhi persentase
MPU spermatozoa secara bermakna (p=<0,05) dengan koefisien jalur {-0,35).
Peningkatan kadar MDA dan penurunazn kadar DHA membran spermatozoa
dipengaruhi oleh akumulasi ROS. Jadi bila akumulasi RGOS meningkat maka
kadar MDA, meningkat, kadar DHA membran menurin dan akhimya persentase
MPU menjadi menurun.

Penelitan dapat disimpulkan bahwa pemisahan spermatozea dengan
sentrifugasi gradien densitas percoll dapat meningkatkan akumulasi ROS dan
peroksidasi hpid, menurunkan kadar DHA membran, persentase integritas
membran plasma utuh {MPU) dan motilitas spermatezea kerbau lumpur.  Tingkat
akurmnulasi ROS, peroksidasi lipid, penurunan kadar DHA, persentase MPU dan
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PILIE
BAE 1 FESFUSTATAAN
FEIVEE  TAl ALRLANIGA _}
PENDAHULUAN SUNABAYA

1.1, Latar Belakang Masalah

Kerbau Ilumpur (swamp buffalo) atau kerbau sawah merupakan
salah satu jenis ternak ruminansia lokal yang memiliki nilai ekonomi tinggi.
Selain karena keunggulannya sebagal temak kena dan sumber protein
hewani, kerbay lumpur juga berperan penting dalam adat istiadat dan
kepercayaan berbagal suku di Indonesia khususnya suku minang d
Sumatra Barat dan suku Torgja di Sulawasi Tengah, Namun demikian
pooulasi ternak kerbau umpur di Indonesia cenderung menurun dari
tahun ketahun. Berdasarkan laporan Direktorat Jendral Peternakan tahun
2002, populasi ternak kerbau Jumpur di indenesia pada tahun 2000
perjumiah 2 812,400 ekor, jumlah im jauh menurun dibandingkan dari
pada tahun 1995 yaitu 3.104.000 ekor. Mengingat pentingnya peran
temak kerbau lumpur dalam kehidupan masyarakai, sehingga periu
dilestarkan kemurmniannya dan ditingkatkan produktivitasnya.

Salah satu upaya peningkatan produktivitas termak kerbau lumpur
yang efektif dan efisien adalah melalui penerapan bigteknologi reproduksi
Inseminasi Buatan (IB). Penerapan bioteknologi reproduksi 1B akan lebih
berdayaguna bila anak yang dilahirkan dapat ditentukan jenis kelaminnya
sesuai dengan tujuan petermakan, misalnya pada petemakan susu lehih
mengharapkan anak betina, sedangkan untuk peternakan potong lebih

mengharapkan anak jantan, Bar segi ekonomi, preseleksi jenis kKelamin

Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ...

Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

[

anak lebih mengurtungkan, selain dapat menekan biaya pemeliharaan,
juga dapat menunjang program breeding dalam pemiliban bitit unggul.
Untuk mencapai tujuan tersebut dapat dilakukan melalui inseminasi
dengan spermatozoa yang sudah dipisahkan kromosom seksnya. Pada
mammalia. spermatozoa yang berkromasom X bila membuahi sel telur
akan menghasilkkan anak betina, sedangkan spermatozoa yang
berkromosom Y bila membuahi sel telur akan menghasilkan anak jantan
{Hafez, 2000}

Sentrifugasi gradien densitas percoll merupakan salah saty metode
pemisahan spermatozoa berkromosom X dan sparmatczoa berkromosom
Y yang dilakukan dengan cara pemutaran spermatozoa dalam tabung
yang berist medium percell dalam berbagal tingkat densitas pada
kecapatan dan waktu tertentu. Pemisahan spermatozoa dengan
sentrfugasi gradien densitas percoll diskentinous didasarkan  atas
perbedaan densitas  kedua macam spermatczoa. Spermatozoa
berkromosom X mempunyal densitas yang lebih tinggi dibandingkan
spermatozoa berkromosem Y bila disentnfugasi dengan gradien densitas
percoll cendrung lebih cepat turun kelapisan bawah. Telah terbukti bahwa
setelah sentrifugasi graden densitas percoll, populasi  spemnatozos
berkromosom X yang diperoleh pada lapisan bawah lebih linggi secara
termakna dibandingkan dengan popuiasi spermatozoa berkromeosem Y
Sebaliknya populast spermatozaa berkromosom Y yang diperoleh pada
lapisan atas lebik tinggi secara bermakna dibandingkan dengan populasi

spormatozoa berkromosom X (Kaneko ef 8/, 1983, Safei, 1990; Susilawati

Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

dkk., 1996; Watkina ef af.. 1996; Mirajuddin, 1997; Mahaputra dkk., 1998,
Hossifien et al . 1999 dan Kobayashy et ai, 2003).

Haszil penelbtian Susilawati dkk. {1986) menunjukan bahwa
pemisahan spermatozoa sapi Frissian Holstein {FH) dengan sentrifugasi
gradien densitas perceoll diskontinous 10 tingkat (densitas 1,027 — 1,070
ofmly pada kecepatan 2250 mm selama 5 menit, diperoleh pada lapisan
bawah populasi spermatozoa berkromosom X sebanyak 83,1 % dan
spermatozoa berkromosom Y sebanyak 169 %. Setelah inseminasi pada
induk betina, didapatkan anak yang [ahir berienis kelamin betina sebanyak
82,5 % {33140} dan berienis kelamin jantan sebanyak 18 3% (7/40), Hasil
yang hampir sama juga dilaporkan Dasrui dkk. {1999) pada spematozoa
kerbau lumpur yang dipisahkan dengan sentnfugasi gradien densitas
percoll 5 tingkat (1,030 — 1,070 g/ml) pada kecepatan 2250 rpm {BS0 x 3)
selama 10 menit, dipercleh pada lapisan bawah populasi spermatozos
berkromosom X sebanyak 8333 £ 378 % dan populasi spermatozoa
berkromosom Y sebanyak 16,67 + 4,12 %, setelah fertilisasi in vitro (FIV)
didapatkan 72,56 + 6,37 % embno berjenis kelamin betina dan 27,43 +
363 % embno berenis kelamin jantan. Namun demikian spermatozoa
hasil pemsahan dengan sentrifugasi  gradien  densitas percoll
memperihatkan adanya penurunan daya fertilitas dan kurang tahan pada
proses pembekuan. Hasil pemeriksaan hypoosmotic swefling fest (HOS-
Test) yang diamati dengan mikroskop cahaya terlihat adanya kerusakan

imMegritas membran spermatozoa
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Kerusakan integritas membran spermatozoa akibat pemisaban
dengan sentrifugasi gradien densitas percoll sudah peman dilaporkan
sebelumnya, Brandeis =2nd Manuel (1993) menemukan adanya
penurunan yang bermakna persentase membran plasma  utuh
spermatozoa manusia setelah pemisahan dengan sentrifugas gradien
densitas percoll diskontinuos pada kecepatan 2000 mm sejama 20 menit.
Susilawati (2000) menemukan adanya kerusakan strukiur dan fungsi
membran spermatozea sapi Bali setelash pemisahan dengan sentrifugas
gradien densitas percoll diskontineus 10 tingkal pada kecepatan 2250 rpm
selama 5 menit. Akan tetani bagaimeana mekanisme kerusakan integritas
membran spermatozoa setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien
densitas percoll sampai saat ini belum sepenuhnya terungkap, sehingga
menjadi kendzala dalam pencegahannya.

Teon tentang mekarsme kemusakan integritas membran
spermatozoa akibat pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas
percoll bersifat multifactor dan beberapa disntaranya belum diketahui
Gesekan mekanik membran spermatozoa dengan partikel percoll dan
dinding tabung sera terpisahnya spermatozoa dengan plasma seminalis
selama sentrifugasi dilaporkan dapat menyebabkan kerusakan integritas
membran spermatozoa setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien
densitas percoll (Brandeis and Manuel 1993, Check ef al, 1899 dan
Susilawati, 2000), Disamping itu meningkatnya akumuiasi produksi
senyawa oksigen reaktif (reachive oxvgen species /ROS) oleh

spermatosoa belakangan juga telah dihubungkan dengan menurunnya
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integritas membran spermatozoa manusia setelah sentrifugasi gradien
densitas percoll {lwazaki and Gagnon, 1892;,.0ing et al,, 1989, dan Ollero
at af, 2001). Namun sejaunh mana peran ROS dalam mekanisme
kerusakan integriias membran spermatozoa setelah pemisahan dengan
sentrifugasi gradien densitas percoll belum dikeiahu dengan jelas.

ROS merupakan sekelompok senyawa oksigen yang bersifat reakiif
dan dapat merusak berbaga komponen sel yang ada disekitarnya dengan
cara menarik atau memben satu elekiron dan/ke molekul tersebut
{Halliwell and Gutteridge, 1833). ROS terbukli dapat menyebabkan
disfungsi sel meialui perubahan fungsi protein struktur {enzim, reseptor,
antivody, pembentukan matrik  dan sitoskeleton), rantai DNA
(decxynbonuclelc acid) dan membran sel, sehingga integritas sel menjadi
terganggu {Hughes et af., 1848 Donnelly ef af., 18989 Sikkas at af., 2000,
Suryohudoya, 2000 dan Agarwal et af., 2003).

ROS vang terlibat dalam berbagai proses biolegis sel termasuk
spermatozoa sebagian besar justru berasal dari proses metabolisme alami
yang melibatkan oksigen, yaitu suatu senyawa yang diperlukan oleh
semua organisme aerobik untuk menghasikan adengsine friphosphale
(ATP). melalui proses fosforilasi oksidatf {oxidalive phosphorylation /
OXPHOS) di mitokondria, Dalam keadaan normal sekitar 85 - 90 %
oksigen diperiukan untuk menghasilkan ATP dan 3 - 5 % dar oksigen
tersebut, direduksi secara univalen menjad ROS di mitckandna (Halliwell
and Guttendge, 1999). ROS dalam konsentrasi rendah berperan penting

sebagal meadiator pada fungsi spermatozoa normal dan ieribat dalam
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hiperakitvas), kapasitasi, reaksi akrosom dan fusi spermatozoa dengan sel
telur {Griveau et al, 1995 Zini et af, 1995 dan de Lamirande ef al,
1997), namuan kenaikan produks ROS di atas leve! normal dapat
menyebabkan peroksidasi pid (Alvarez et al, 18987), inaktivasi enzim-
enzim glikolitik dan kerusakan pada membran akrosom {Alvarez and
Storey, 1989) serta pemutusan rantat DNA spermatozoa yang selanjuinya
menyebabkan hilangnya motilitas spermatozoa (Fraga ef al, 1991, Altken.
1995, Donnelly et ai., 1899; Sikka et af, 2001, Guzman ef al, 2001 dan
Suadjarwa, 2001% Hal i teradi dalam suatu keadaan yang disebut stress
oksidatif, di mana produksi ROS sangat meningkat melebini kemampuan
antioksidan untuk menetralisirnya, Dalam keadaan akiivitas fisik dan
iraumna fisik yvang berat pada sel, produksi ROS dapat menjadi sangat
meningkat, karena ambilan cksigen dan kegiatan metabolisme makin
meningkat {Hallwel and Guiteridge, 1999). Aktivitas metabolisme dan
produksi ROS pada spermatozea manusia yang mengalami trauma fisik
yang berat akibat pembilasan secara berulang-ulang dengan sentrifugas
dapat meningkat beberapa kall diatas spermatozoa basal (Aitken ef afl,
1992 Shakamiz et af. 1995 dan Agarwal ef al, 2003}

Lipid merepakan komponen membran yang sangat penting dalam
menjaga stabiditas membran dan kelangsungan hidup spermatozoa secara
keseluruhan termasuk kapasitasi, reaksi akrosem dan fusi spermatozoa
dengan sei telur. Sebpagian besar lipid membran spermatozoa mammalia
mengandung asam lemak poh tak jenuh {(poly unsafurated fafty acd

(PUFA) dalam konscntrasi yang hnaggi {Alvarez and Storey, 1995]. Asam
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iemak poli tak jenuh terikat membran selain penting untuk meragulasi
fluiditas membran, juga merupakan substrat utama dan peroksidasi lipid
{Aitken af al, 1995; Kelso et af, 1997, Dorota and Kurpizs, 2004). Telah
terbukti pahwa bila asam lemak poli tak jenuh bereaksi dengan radikal
hidroksil {salah saty benjuk ROS), maka akan terjadi reaksi berantai yang
dikenal sebagai peroksidasi lipid. Akibat akhir dan reaksi berantai inj
adalah terputusnya rantai asam-asam lemak menjadi berbagai senyawa
aldehid seperti molondisfdefide (MDA), 9-hidroksi nonenal, bermacam-
macam hidrokarbon dan etana yang dapat merusak membran se! {Halliwe!
and Gutteridge, 1999 dan Suryohudoyo, 2000). Rusaknya membran sel
akan meningkatkan permeabilitas membran sel sehingga bahan-bahan
yang semestinya tidak bcleh mealewat membran sel dapat secara bebas
keluar-masuk sel dan akhirmmya integmas sel spermaiczoa terganggu.
Bukti-bukti teriadinya kerusakan integritas membran spermatczoa yang
berhubungan dengan aktivitas ROS yang terbentuk secara in vitro telan
banyak dilaporkan oleh beberapa peneliti (Aivarez and Storey, 1995 de
lamirande et af, 1997, Agarwall et al, 2003; Dorota and Kurpizs, 2004 )
Pemisahan spermatozca dengan sentrifugasi gradien densitas
percell selain dapat menyebabkan kerusakan integritas membran, juga
dilaporkan dapat menginduksi pembentukan ROS dan perubahan profil
hpid membran spemmatozoa. Ditemukan adanya peningkatan akumulas
produksi ROS spermatozoa manusia yang bermakna setelan  pemisahan
dengan sentrifugasi sentrifugasi gradien densitas percoll (lwazaki and

(Gagnon, 1992; Agarwal et al., 1994; Shakarmiz ef &, 1895 dan Ding e sf.,
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1899) Sedangkan Guzman et al. (2001) menemukan penurunan yang
sangat bermakna kandungan fosfolipid, kolesterol dan DHA membran
spermatozoa manusia setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien
densitas percoll. Besamya tingkat akumula produksi ROS dan  penurunan
profil lipid membran spermatozoa setelah pemisahan dengan sentrifugas
gradien densitas percoll sangat tergantung pads lama dan kecepatan
sentrifugasl serta jenis spermaiczoa yang digunakan. Gleh karena ity
kajian tentang penetapan lama sentrifugasi gradien densitas percoll yang
memperimbangkan tingkat kerusakan integrtas membran spermatozoa
pada individu tertentt merupakan swvatu hal yang penting. Lama
sentrifugasi harus ditetapkan secara tepat pada setiap  individu
bherdasarkan prnnsip dasar pemiszhan, agar tujuan pressleksi jenis
kelamin anak dengan sentrifugasi gradien densitas percoll dapat tercapai
tanpa menyebabkan penurunan kualitas fungsional spermatozoa.

Kajan tentang penetapan lama sentnfugast gradien densitas
percoll, khususnya sebagai metode preseleksi jenis kelamin anak selama
ini masih banyak berorientasi pada indikator biologik yang berkaitan
dengan kenerja fisik saja sepert peningkatan rasio jenis kelamin anak
yang dilahirkan, kemampuan motilitas, viabilitas, integritas membran dan
fertilitas spermatozoa (Safei, 1990, Watskin et af., 1996 dan Susilawati,
2000). Agar keberhasilan preseleksi jenis kelamin dengan sentrifugasi
gradien densitas percoll mendapat proporsi yang sama dengan tingkat
fertiitas spermatozoa. hendaknya indikator-indikator biologik  lainnya

sudah perlu diperimbangkan misalnya indikator-indikator yang dapat
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menunjukan tingkat kerusakan integritas membpran spermatozoa yang
berkaitan dengan aklivitas ROS dan perubahan profil lipild membran
spermatozea, khususnya pada spermatozoa  kerbau  lumpur  vang

informasi itmiahnya masih sangat terbatas.

1. 2. Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian pemikiran yang tefah dikermukakan pada latar
belakang masaiah, maka dapat dirumuskan permasalahan penelitian
sebagai benkut;

1. Apakah pemisahan spermatozoa dengan sentrifugasi gradien
densitas percoll berpengaruh terhadap tingkat akumulasi produksi
ROS, peroksidasi lipid, penurunan profil lipid membran dzn
kerusakan integritas membran spermatozoa kerbaul lumnpur ?

2. Apakah ada perbedaan tingkat akumulasi produksi ROS,
percksidasi hpid, penurunan profil lipid membran dan kerusakan
integritas  membran  spermatozoa  kerbau  lumpur  setelah
pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5
menit dengan sanirifugasi gradien densitas percoll selama 10
menit ?

3. Apakah peningkatan akumulasi produksi ROS, peroksidasi hipid
dan penurunan profl lipd membran terhadap tingkat kerusakan
integntas membran spermatozoa kerbau lumpur setelah perakuan

pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll ?
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4, Bagaimanakah jalur mekanisme peran akumulasi preduksi ROS,
peroksidasi lipid dan penurunan profil lipid membran dengan
tingkat kerusakan integritas membran spermatozoa kerbau lumpur
setelah perlakuan pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas

percoll ?

1. 3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Limum

Untuk mengungkapkan pengaruh pemisahan  spermatozoa
sentrifugasi gradien densitas percoll terhadap akumulasi produksi ROS
dan perannya dalam mekanisme kerusakan integritas membran

spermatozea kerbau lumpur.

1. 3. 2. Tujuan Khusus

1. Uniuk menjelaskan pengaruh pemisahan spermatozoa dengan
sentrifugasi gradien densitas percoll terhadap tingkat akumulasi
produksi ROS, peroksidasi lipid, penurunan profil lipid membran
dan kerusakan integritas membran spermatozoa kerbau lumpur

2. Untuk menguji ada tidaknya perbedaan tingkat akumulasi
produksi ROS, peroksidasi lipid dan prafil asam lemak membran
dan kerusakan integritas membran spermatozoa kerbau {umpur
setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll
selama & menit dengan seninfugas) gradien densitas percoll

selama 10 menit

Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

3. Untuk menelaskan pengaruh peningkatan akumulasi produksi
ROS, peroksidasi lipid dan penurunan profif lipid membran
ferhadap tingkat kerusakan integritas membran spermatozoa
kerbau lumpur setefah pemisahan dengan sentrifugasi gradien
densitas percoll.

4. Untuk menerangkan jalur mekanisme peran akumulasi produksi
ROS. tingkat peroksidasi lipid dan penurunan profil lipid membran
dengan fingkat kerusakan integritas membran spermatozoz
kerbau lumpur setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien

densitas percoll.

1. 4. Manfaat Penelitian

1. 4. 1. Manfaat Teoritis
Hasil penelitian diharapkan dapat menghasilkan beberapa informasi

ilmiah, khususnya ,

1. Rumusan konsep tentang mekanisme kerusakan integntas membran
spermatozoa khususnya kerbau lumpur akibat pemisahan dengan
sentrifugasi gradien percoll melalui peningkatan akumulasi produksi
senyawa oksigen reaktif (ROS)

2. Rumusan konsep tentang mekanisme peningkatan  akumulasi
produksi ROS ocleh spermatozoa akibat pemisahan  dengan

sentnfugasi gradien densitas percol
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1. 4. 2. Manfaat Praktis

Bila dapat mengungkapkan mekanisme kerusakan integritas

membran spermatozoa setelah pamisahan dengan sentrifugasi gradien

percoll akibat peningkatan akumulasi dan aktivitas ROS maka,

1.

Diharapkan dapat dikembangkan penglitian lebih lanjut dalam rangka
mengantisipasi akibat buruk yang dapat terjadi pada pemanfaatan
sentrifugasi gradien densitas percoll pada pre seleksi jenis kelamin
metalui penambabian antioksidan,

Diharapkan dapat memberi petunjuk yang bermafaat untuk
menetapkan lama waktu sentrifugasi yang tepat dalam pelaksanaan
permisahan spermatozea  dengan sentrifugasi gradien densitas
percoll.

Diharapkan dapat memberi sumbangan terhadap pengembangan
IPTEK khususnya bioteknologt reproduksi preseleksi jenis kelamin
anak dan pemanfaastannya dalam meningkatkan populasi temak
melalui 1B pada ternak kerbau lumpur khususnya dan hewan lain

pada umumnya.

mILIE
FERFUNTAEAAN

\

FEIYERSITAS AMMLANOOA |

SURABAYA
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2. 1. Tinjauan Umum Reproduksi Ketbau lumpur

Ternak kerbau {Bubalus bubalis) diklasifikasikan dalam kingdom
animals, klas mammalia, subklas ungulata, ordo artfodactyla, sub ardo
ruminansia, farmli bowvidae, genus bubalus dan spesies bubalis. Menurut
domestikasirnya, ternak kerbau dibagi meniadi dua tipe yaitu kerbau
sungal {river buffalo) dan kerbau lumpur (swamg buffalo). Kedua tipe
berbeda dalam komformasi  tubuh, kebiasaan berkubang, jumlah
kromosam dan pemanfaatannya. Kerbau sungal (river buffafo) dikenal
dengan kerbau murrah merupakan jemis kerbau yang senang berenang
atau perendam di air sungal. Kerbau murrah selain digunakan sebagai
tenaga kerja dan penghasil daging, juga sebagal penghasil susu yang
berkadar lemak dzan [aktosa tnggl. Sedangkan kerbau lumpur (swamp
huffafe) dikenal dengan nama kerbau kubangan atau kerbau sawah,
merupakan kerbau lokal dengan bobot badan yang sangat beraneka
ragam dan senang berkubang dilumpur. Kerbau lumpur mempunyai cir
bentuk tubuh yang agak bundar dengan rangka tubuh yang pendek,
tanduk lebar, meiengkuny dan sedikit bervanasi serta temperamen tidak
tenang. Kerbau lempur umumnya tidak tahan panas, oleh sebab itu
efisiensi kerjanya menurun pada saat teriknya sinar matahari serta kurang
cepat dalam pekerjaan tetapi tahan terhadap kera yang berat. Kerbau

lumpur selain digunakan sebagal tenaga kera dan penghasil daging,

Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

14

kadang-kadang juga Perperan dalam adat istiadat dan kepercayaan
berbagai suku bangsa (Batossama, 1985).

Kerbau lumpur jantan di Indorgsia mencapal dewasa kelamin pada
umur 24 — 230 bulan atau rata-rata 26,7 bulan dengan berat badan berkisar
antara 300 — 400 kg, meskipun pada umur sebelumnya ia sudah mulai
mencoba menaiki kerbau betina, tetapi perkawinan yang berhasi terjadi
setelah kerbau jantan mencapal umur 3,7 tahun atau lebih [Toelihere,
1985). Pada saat kawin, waktu antara pendekatan pejantan terhadap
hewan betina sampal terjadinya ejakuiasi berkisar antara 1,5 sampsai 4
menit dengan ratzan 2,3 memi. Kerbau iumpur jantan sehat mampu
mengawini betina dengan angka kebuntingan vang tetap tinggi sampai
berumur 10 tahun atau lebih. Namun mulai aga penurunan kemampuan
mengawini setelah kerbau berumur lebih dan 12 tahun. Kerbau lumpur
jantan yang sehat sanggup mengawini betina 100 ekor betina dalam

setahun atau tiga ekor dalam seminggu (Toeliners, 1985).

4. 2. Karakteristik Semen Kerbau lumpur

Semen merupakan suatu suspensi selluler sernigelatin yang
mengandung gamet jantan {spermatozoa) dan sekres) yang berasal dari
kelenjar pelengkap organ repreduksi jantan. Bagian cair dan suspensi ini
yang terbentuk paga saal ejakulasi disebut plasma seminalis (Hafez,
2000).

Semen kerbau lumpur yang sehat berwama putih  kekuning-

kuningan atau putib susu dengan konsistensi encer sampai kental. Wama
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dan konsistensi ini tergantung pada Konsentrasi spermatozca yang
dikandungnya. Semen yang mempunyai konsentrasi spermatozoa tinggl
mempunyai konsistensi kental dengan wama putih kekuning-kuningan,
sedangkan semen yang mempunyai konsentrasi spermatozoa rendah
berkonsistensi encer dengan warna agak pucat {Situmorang, 1985).

Volume semen kerbau lumpur dewasa satu kali ejakulasi umumnya
lebih rendah dibandingkan dengan sapi. Rata-rata volume gjakulat kerbau
lumpur di Indonesia berkisar antara 1,5 — 3,0 ml (Toelihere, 1985), 1,0 ~
3.5 ml (Amin, 1998} dan 1,5 - 3,7 mi (Sumarmo, 1598) Volume semen
kerbau lumpur ini bervariast menurut individu dan tidak ada perbedaan
antara dua penampungan berturut-turat,  tetapi dari empat  kali
perampungan berturut-turit, volume semen mulai menurin pada sjakulat
ketiga dan ke empat (Anzar ef af, 1997).

Gerakan massa spermatozoa mervpakan cerminan darn motilitas
dan gerakan individw spermatozoa. Berdasarkan penilaian gerakan
massa, kualtas semen dikelompokan sebagai berkut (2} sangat baik
{+++), terlihat gelembang-gelombang besar, banyak, gelap, febal dan
aktif; (&) haik (++)}, bila terlihat gelombang-gelombang kecil, tipis, jarang
dan gerakan lamban; (¢} cukup (+) jika tidak terlihat gelombang,
melainkan hanya gerakan-gerakan individu dan (d) jelek {0, bila hanya
sedikit atau tidak ada gerakan-gerakan indivigual. Gerakan massa
spermatozoa kerbav lumpuar 9 Indonesia berkisar antara 1 {+) sampai 3

{+++) (Amin, 1998},
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Konsentrasi spermatozoa pada kerbau lumpur redatif lebih rendah
daripada sapi. Konsentrasi spermatozoa  kerbau lumpur di Indonesia
berkisar antara 200 — 1000 juta / ml dengan rata-rata 600 juta/m|
(Toelinere, 1985). Sedangkan pada kerbau belang konsentrasi
spemmatozoa berkisar antara 600 - 1000 jutafml dengan rata-rata 800
juta/ml (Batossama, 1985).

Motilitas spermatozoa kerbau lumpur dalam semen segar yang
baru ditampung relatif lebih rendah daripada spermatozoa kerbau murrah,
tetap jumilah spermatozoa motii relatf sama. Menurut Toelihere (1985)
persentase motilitas spermatozoa kerbau lumpur di Indonesia  berkisar
antara 70 - 80 % atau rata-rata ¥500 + 3,16%, dengan persentase hidup
spermatozea berkisar antara 48 - 80% atau rata-rata 6667 % dan
persentase abnormalitas antara 10 % sampan 20 % atau rata-rata 12 %.

Dergjat keasaman (pH) semen kerbau lumpur relatif agak asam
yaitu berkisar antara 6.4 sampai 7.6 atau rata-rata 6 8 (Toelihere, 1985).
Derajad keasaman sangat menentukan status kehidupan spermatozoa di
dalam semen. Semakin rendah atau semakin tinggi pH semen dari pH

normal akan membuat spermatozoa iebih cepat mati.

2.2.1. Plasma seminalis Kerbau Lumpur

Plasma seminalis merupakan cairan yang disekresikan terutama
oleh kelenier vesikulans dan kelenjer aksesons lainnya. Plasma seminalis
berfungsi sebagal medium transporl spermatozoa dan lingkungan saluran

reproduksi jantan ke traktus reproduksi betina selama ejakulasi, sebagai
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medium aktivasi bagi spermatozoa non motil dan menyediakan
penyangga serta kaya akan makanan yang penting untuk hidup
spermatozsa setelah deposisi ke traktus reprodukst betina  Plasma
seminaks sabagian besar terdiri dar air {sekitar 75 %), merupakan cairan
netral dengan tekanan isotonik serta beris substansi organic dan
anarganik sebagai cadangan makanan dan perhndungan spermatozoa.
Cairan isotonik plasma seminalis terutama dipertahankan aleh substansi
orgarik {fruktosa, sarbitol, nositel, asam  sitrat.  ghserilfastorilkoling
fosfolipid, prostaglandin dan protein}.  Kumar et af {1991} menyatakan
bahwa sifat-sifat biokimia plasma seminalis semen kerbau lurmpur berbeda
dengan plasma seminahs semen sapi. Plasma seminalis semen kerbau
lumpur mengandung  eletrolit-eletrolit seperti natnum, klonda, fosfaor,
bikarbanat, kaisiom dan fosfor larut dalam asam yang lebih tinggi
dibandingkan dengan plasma seminalis semen sapi, sébaliknya
kandungan asam sitrat, asam askorbat, fruktosa, magnesium, nitrogen,
kolesteral dan indekprotolisis ielih rendah. Kandungan protein plasma
seminalis semen kerbau lumpur nyata iebih rendah dipandingkan dengan
plazma seminalis semen sapi, akan tetapi kandungan nitrogen non protein
semen  kerbau lumpur 2 kali lebib tinggi dibandingkan dengan sapi.
Perbandingan bahan organik dan anorganik dalam plasma seminalis

semen kerbau lumpur dengan sapi tertera paca tabel 1.
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Tabel 1;: Perbandingan bahan organikdan anorganik semen kerbau
lumpur dengan sapl Frissian Holstain

No Komposisi Kerbau lumpur ' Sapi FH
—— TN -mg/100 ml—--
i | Kionda T 373,00 748,00
iz | Kalum 60,10 48,30
3 Katsium 39,30 25,60
&4 Matrium 150,20 217 37
5 i Asam sitrat 489,00 720,00
| 5] Asam askorbat 10,70 j 14,25
7 Protein 314,40 694 60
8 Frukicsa 782,49 952,71
e} Kolesterol 48,98 63,52
10 { Total Fosfor 103,00 47,00

[

Sumber: Kurnar &f al. (1291}

2.2 2. Spermatozoa Kerbau Lumpur

Spermatozoa merupekan sel eukariot yang Kompak dan sangat
khas, serta tidak mengalami perftumbuhan iagi. Spermatozoa berasal dan
pembelahan genosit menjadi  spermatogenium, spermatosit  primer,
spermatosit sekunder, berkembang menjadi spermatid | selanjutnya
menjadi spermatozoa melalui proses yang disebut spermnatogeness.
Secara essensial struktur morfolegis spermatozoa mammalia relatif sama,
tetapi berntuk dan ukurannya berbeda-beda antar spesies. Panjang
keseluruhan spermatozoa kerbay lumpur berkisar antara 70 - 72 um yang
terdin dari kepala, leher dan ekor yang keseluruhannya diselaputi oleh

rmembran plasma (Gambar 1),
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Gambar 1. A Struktur morologi Spermatozoa Mammalia secara

utuh

Gambar 1. B, Pemotongan sagital kepala spermatozoa mammalia
dengan berbagai bagian anatomisnya

(Sumber : Hafez, 1993)
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2.2.2.1. Kepala

Secara morfologis kepaia spermatozea kerbau lumpur relatif agak
kecil dan spermatozeoa sapl. Teelihere {1885) melaporkan kepala
spermatozoa kerbau lumpur pada umumnya berbentuk pipih dan lenjong
dengan ujung depannya lebih lebar, karena diameternya lebih  besar
darpada bagian kepala sebetah belakang. Fanjang kepala spermalozoa
kerbau lumpur berkisar antara 7 40 - 945 ym, dengan |ehar antara 4,82 -
508 pm dan tebal antara 1,5 = 2.0 ym. Kepala spermatozoa sebagian
besar terisi padat dengan materi inti, kromatin yang terdirl atas DNA yang
berfungsi sebagal pembawa informasi genetik termasuk penentuan jenis
kelamin embrio. Hardjopranjota {1983) melaparkan Bagian anterior kepala
spermatozea kerbau lumpur dibungkus oieh tiga lapisan pembungkus
yaitu membran plasma merupakan lapisan  paling luar, akrosom
merupakan lapisan kedua dan selaput inti merupakan lapisan yang
paling dalam. Membran plasma berfungsi untuk merjaga integritas sel
dan berperan penting untuk pengenalan dan pengikatan zona peliusida
dengan oufer acrosemal membran pada saat eksositosis dan reaks
akrosom. Akrosom  merupakan selubung yang berbentuk topi yang
menutupi dua per tiga bagian anterior kepala dan mengandung beberapa
enzim proteoiitik separti proakrosin, hyaforonidase, protease dan corona
penetrating enzyme [LPE) yang penting dalam proses pembuahan.
Bahan kandungan akrosom adalah setengah padat yang dikelilingi clen

dua lapis membran akrosom luar dan membran akrosom dalam yang
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secara molekdler susunannya berbeda. Membran askrosom bagian juar
bersatu dengan membran plasma pada saat reaks akrosam, sedangkan
membran akresom bagan dalam menghilang. Selubung paling dalam dari
kepala bagian anterior adalah selaput inti berfungsi menyelaputi inti atau
DNA. Sedangkar kepala bagan posterior dibungkus aleh dua lapis
pembungkus vaitu membran plasma disebelah luar dan selaput inti

sebelah dalam yang disehut selubung inti posterior (posf nuclear cap).

22.22 Leher

Leher merupakan bagian sempit yang menghubungkan kepala
dengan ekor spermatcezoa. Hardjopranjota {1883) melaporkan panjang
leher spermmatozoa kethau lumpur berkisar antara 4 - 7 ym. Bagian ini
ditandai oleh adanya kapitulum merupskan suatu struktur berserat padat
yang berbertuk kubah dan kolum yang bersegmen. Kepala dan ekor
spermatozoa dinubungkan aleh serangkaian serabut zksial atau filamen
berprotein diantara kapitulum dan plat basal yang terletak dipemukaan
kaudal nukleus. Pada spermatozoa kerbau lumpur hubungan bagian
kepala dengan ekor kelihatan agak renggang dan kurang erat
dibandingkan dengan spermatozoa sapi, sehingga spermatozea kerbau
lumpur lebih mudah rusak bila dibekukan {Singh et al,. 1995; Goyal &f af,

1997 dan Rasu! et al, 2001)
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2.2.2.3. Ekor

Ekor merupakan bagian terpanjang dan spematozoa, berfungsi
untuk produksi energi, pergerakan dan pengendzalian arah spermatozoa
pada saat fertilisasi. Toelihere (1985) menyatakan rata-rata panjang ekor
spermatozoa  kerbau lumpur adalah 60,56 + 5,82 pm yang terbagi dari
middle piece (ekor bagian tengah), principle piece (ekor bagian utama},
dan end piece (ekor bagian ujung). Masing-masing daerah memiiki
anatomi  yang berbeda sesuai dengan fungsinya masing-masing.
Kesemua bagian ekor spermatozoa ini mengandung axonema yang terdiri
dari sembilan pasang mikrotubulus tersusun secara radial mengelilingi dua
filamen. Aksonem ini merupakan alat penggerak dari ekor spermatozoa
(Hafez, 1993).

Middie piece atau bagian tengah merupakan bagian eker yang
paling dekat dengan kepala dengan panjangnya berkisar 5 - 7 pm
dengan diameter 0.5 —~ 1.0 ym, merentang dar ujung distal bagian
cannecting piece ke annulus. Ciri utama dari bagian tengah adalah
adanva selaput mitokondria (mifochondrial sheath) yang terdirt dan
teberapa mitokondna, teretak dar ujung ke ujung dan tersusun secara
heliks di sekitar aksonema. Hardjepranjoto (1983) melaporkan bahwa
mitochondnal shealh pada spermatozoa kerbau lumpur, terlihat kurang
teratur dgibanding dengan spesies mamalia lainnya, Thatham (2000}
menyatakan struktur :nternal mitokondria spermatozoa sama dengan

yang terlihat pada jenis sel lainnya, akan tetapi membran bagian luarnya
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memiliki  stabilitas yang tinggi. Hal ini dibukbkan cleh resistensi
mitokondria terhadap perubahan-perubahan  osmotik.  Mitokondria
berfungsi untuk menghasilkan energi dalam bentuk ATP yang dibuiuhkan
bagi kehidupan sel, melalui proses fosfortlasi oksidatif karbohidrat, protein
dan lemak yang disandi oleh sub unit-sub unit yang terdapal pada
membran  mitokondria {Curry and Watson, 19885). Membran luar
mitokondna mengandung NADH-sitokrom reduktase, moncamin oksidase,
asil- koA  sintetase bergantung ATP dan enzim yang penting untuk
metabolisme fosfolipid. Ruang inter membran berisi fosfotransferass,
adenilat-kinase, nukleosida fosfokinase dan keratin kinase, membran
dalam berisi rangkaian sitokrom, dehidrogenase untuk NADH, enzim
fosforilase yang penting untuk memetabolisme asam lemak, Bagian
middle piece juga mengandung sentriol proksimal dengan pusat kinetk
untuk mengawal koordinasi kontraksi selaput fibnl vang menghasilkan
gerak {Hafez, 2000).

Principal Piece (bagian utama), merupakan segmen flagel
terpanjang sekitar 45 - 50 pm yang merentang dari anulus ke ujung
proksimal bagian terminal (fenminal piece). Bagian utama ini dicinikan oleh
adanya fibrous sheath, vyaitu struktur sitoskeletal yang mengelilingi
aksonemna dan outer dense fibres. Fibrous sheath tersebut terdin dan dua
kolom longitudinal penferal. yang terletak di bidang pasangan mikrotubula
tengah, yang dihubungkan bersama mengeliingi bundaran ekor dengan

sejumlah mbs yang tersusun dani filamen-fitamen yang terbungkus erat.
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Hardjopranjoto (1983} menyatakan, bagian i mengandung aksonema
dan 20 serabut aksial yang terdiri dari susunan 9 pasang serabut aksial
yang kasar sebelah luar yang tersusun Ssecara radial, 9 serabut aksial
yang lebih kecit sebelah dalam mengelilingi dua filamen tengah sehingga
membentuk pola "9+8+2" Kplom-kolom longitudinal bertumpuk  dan
hersatu dengan dua outer dense fibres pendek, dan melekat pada
doublet mikretubula pokoknya, Fungsi fibrous sheath sama dengan outer
denss fibres yaitu sebagai "korset” elastis mengontrol gerakan flagel.
End piece merupakan bagian ujung dari ekor spermatozoa dengan
panjang sekitar 5 um. Unsur-unsur mikrotubuia aksonema berakhir di
daerah ini. Meskipun bagian ini tidak mempunyai fibril, tetapi end piece,
mengandung enzim dan bahan lipid yang berfungst mengkoordinir
kontraksi dan serabut aksial untuk memberi gerak maju kepada

spermatazoa (Hardjopranjoto, 1985 dan Hafez, 2000},

2.2.3. Membran Spermatozoa Kerbau Lumpur

Spermatozoa dan kepala sampai ekor diselaputi oleh membran sel,
dengan struktur yang sangat kompleks dalam susunan mosaik yang
teratur dan memiliki peran biclogik spesifik pada permukaannya. Damel
et al. (1990) melaporkan hampir semua membran mengandung enzim dan
sistem  transport yang membantu  mempertabankan  kesetimbangan
intraselluler. Disamping itu mémbran juga mengandung gugus-gugus
permukaan yang bermuatan listik untuk mempertahankan perbedaan

potensial hstrik sepanjang struktur mambran. Bagian lvar membran
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banyak mengandung sisi pengenal spesfik untuk mengenali syarat
maolekuler tertentu yang memungkinkan komunikasi antar sel {(Yeagle,
1994).

Berbeda dengan banyak tipe sel lainnya, permukaan membran
spermatozoa mempunyal pelaritas yang tinggl dengan strukiur daerah
yang secara geografs jelas pembaglannya. Curry artd Watson {1993}
melaporkan bahwa permukaan membran spermatozca memiliki lima
daesrah membran utama, yang masing-masing berhubungan erat dengan
kompartemen s&! pokok dan terlibat dengan asfek-asfek fungsi sel yang
berbeda. Bagian kepala memiliki tiga daerah utama yaitu membran
akrosom, daerah ekuatorial dan daerah bagian belakang akrosom (past
gerosomal region). Membran akrosomn kepala berfungsi untuk kapasitasi,
reaksi skrosom dan penembusan ovum pada proses fertibsasi. Membran
daerah ekuatorial dan bagian belakang akrosom berfungsi unluk
mengadakan kontak pertama dan menjadi satu dengan oolema ovum
pada proses ferilisasi. Sedangkan bagian ekor memiliki daerah yang
berbeda di bagian tengah dan bagian utama. Membran pada bagian
tengah ekor berfungsi untuk mendapatkan substrat untuk  energi
spermatozoa dan menghantarkan gelombang gerak, serta membran
bagian utama berfungs untuk pergerakan spermatozea.

Secara umum struktur membran spermatozoa tersusun dar 43 %
lipid, 48 % protein, 9 % karbohidrat dan zat-zat lain yang bergabung

bersama secara non kovaten. dan sangat sensitif terhadap faktor-fakior
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ekstrinsik seperti subu, kekuatan ionik dan polantas pelarut (Park and
(Graham, 1952}, Lipid merupakan komponen membran spermatozoa, yang
berperan penting dalam menjaga Sstabilitas dan kelangsungan hidup
spermatozoa secara keseluruhan, termasuk kemampuan spermatczoa
untuk mengkapasitasi serta membuahi sel telur. Dilaporkan oleh beberapa
peneiiti terdahulu Tipid membran spermatozoa tersusun dari fosfolipid,
kolesterol, tnasilgliserc! dan asam lemgk bebas (Kelso ef all, 1997, Dorota

and Kurpisz, 2004},

2.2.3.1. Fosfolipid

Fosfolipid merupakan komponen utama lipid membran
spermaiczoa, yang membentuk membran lapis ganda kepala fosfolipid
hidrofilik dan fosfolipid hidropobik yang sangat penting kaitannya dengan
prosas fertilisasi dan  mempertahankan ketidaksizbilannya selama
pembekuan adalah {osfolipid dan kolesterol. Kepala fosfolipid hidrofilik
membentuk pemmukaan membran bagian luar sedangkan kepala
hidropobik membentuk permukaan membran bagian dalam (Damel et ai.,
1990). Diantara lapisan kepzla fosfolipid hidrofilik dan kepala fosfolipid
hidropabik terdapat protein globular dan fibrous dengan distribusi yang
bervariasi. Protein-protein ini bersifat dinamis dan dapat bergerak bebas di
antara kedua lapisan fosfolipid. Protein-protein pada membran ini ada
yang terietak secara veriikal sehingga sebagian masuk dan menembus ke
dalam dua lapisan fosfolipid (Wpid bBifayer) serta bernteraksi dengan

bagian hidropilik dari lipid membran yang disebut protein  integral,
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sedangkan protein-protein  yang terletak dipermukaan bagan luar
membran sebagal pemegang dua lapisan fosfolipid disebut protein fedifer.
Frotein-protein ini berfungsi sebagai  reseptor terhadap rangsangan
eksternal dan sinyal {misalnya cahaya, aroma, hormon, obat-obatan,
faktor penumbuh dan transporter), sebagai enzim dan antigen yang
teribat dalam pengenalan kepala spermatozoa (misalnya adesi
zonapelusida—spermmatozoa,  induksi  reaksi akrosom dan fusi
spermatozoa-sel telur), Pada bagian luar dari kedua lapisan fosfolipid
terdapat  karbohidrat yang sebagian besar berbentuk  glikokaliks,
merupakan oligosakanda yang benkatan dengan protein dan membran
lipid,. Karbohidrat membran spermatozoa selain berfungs! sebagai sumber
untuk pembentukan AT, juga berperan penting dalam membantu proses

kapasitast dan reaks) akrosom spermmatozoa (Herrero et af,, 1999).

Whtrw o sk el vyt L r gt JEEEIE L ]
AT L Lano
ks | O

Gambar 2. 2. Struktur molekuler fosfolipid lapis ganda dari membran sek
Sumber ; Voet and 1997

Alvarez and Storey (1983) melaporkan bahwa sebagian besar

fosfolipid membran spermatozoa mammalia, mengandung asam lemak
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poli tak jenuh (poli unsaturated fatty acide} dalam kansentras) yang sangat
tingg. Asam-asam lemak poli tak jenuh im penting untuk mempertahankan
fluditas (sifat kecairan) mempran plasma  yang dibutubkan untuk
memelihara  fungsi-fungsi biokimia dan  biologis  penting, termasuk
pemeliharaan  berbagai  aktivitas enzim  terikat  membran  dan
penyempurmaan penstiwa fusi membran yang terkait dengan reaksi
akrosom dan penyatuan spermatozoa dengan sel telur {Dorota and
Kurpisz, 2004}, Docosahexancic acide (DHA) merupakan asam [emak pali
tak jenuh terpenling pada membran spermatozoa. mewakili 30 % total
asam lemak dan 73 % asam lemzak poli tak jenuh tenkat fosfolipid, yang
sebagian besarnya terdapat pada fraksi fosfatidil etanolamin dan fraksi
fosfatidil kolin (Kelso ef af, 1987). Khusus pada spermatozoa kerbau
karndungan DHA pada membran spermatozoa berkisar antara 80 — 70 %
dan total asam lemak membran spermatozoa (Anand and Jain, 1976).
CHA selain penting datam meregutasi fluiditas membran yang dibutuhkan
untuk memelihara berbagai aktivitas enzim dan penyvempumaan peristiwa
fusi membran dengan sel telur, juga merupakan substrat utama dari
peroksidasi lipid. Hampir 90% dari tingkat peroksidasi lipid pada membran
spermatozoa dipengaruhi oleh tingginya konsentrasi DHA terikat fosfolipid
(Alvarez and Storey. 1984), Cksidasi DHA terikat fesfolipid juga ditunjukan
sebagai faktor ytama yang menentukan lama hidup spermatozoa moti! o
witro (Alvarez and Storey, 1984), merosotnya akrasom dan aksidasi DNA

spermatozoa (Fraga et af, 1996}

Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



Disertasi

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

2.2,3.2. Kolesterol

Kolesterol merupakan komponen lipid membran yang mempunyai
satu gugus hidroksd dan satu ikatan rangkap pada cincin steroid dengan
delapan rantai atom Karbon (Meyes &f af, 1893). Kolesterol sangat vital
bagi spermatozoa dalam mempertahankan fluiditas (sifat  Xecairan)
membran. Semakin banyak kandungan kolesterol pada merbran akan
membuat membran semakin bersifat cair, sebaliknya semakin sedikit
kandungan kolesterol pada membran akan menyebabkan spermatozea
semakin mudan mengalam kerusakan {(Parks and Graham, 1992, Kelso
et af., 1987; Dorota and kurpiz, 2004). Terbukti ada korelasi yang kuat
antara kandungan kolesterol membran dengan tingkat keutuhan membran
spermatozoa (Park and Graham, 1992; Sinha et af, 1993; Singh &t al,
199% dan Cross, 1996).

Spermatozoa mammaka yang bary  digjakulasikan umumnya
mermiliki kandungan Xolesterol dalam konsentrasi tinggi, yang terdistribusi
paga membran akrosom dan membran plasma flagella. Kandungan
kolesterol pada membran akrosom lebsh rendan dar pada membran
plasma bagan ekor spermatozea (Park and Graham, 1982} Rasio
kolesterol dan fosfolipid (C/PL) membran spermatoroa berbeda-beda
antar spesies. Pada spermatozoa kerbau rasio kalesteral dan fosfolipid
membran berkisar sekitar 0,25 - 0,34 {Anand and Jain, 1976}, lebih rendah
dari spermatozoa manusia 0,83 (Mack et al, 1885), spermatozoa biri-biri

0,43 (Parks and Hammerstedt, 1985), spermatozoa kuda sekitar 0,36

Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ...

Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

30

(Farks et al, 1992) maupun spematozoa sapi 0,40 (Kelso et &/, 1937).
Hal initah yamg menyebabkan spermatozoa kerbau lumpur lebih mudah
mengalami kerusakan bila dibekukan {Shinha et af., 1996},

kolestero! membran  selain  penting  dalam  mempertahankan
fiuiditas membran spermatozoa juga dilaporkan berperan penting dalam
proses kapasitasi dan reaksi akrosam  spermatozoa. Cross (1898)
melaporkan selama proses kapasitasi terjadi pengurangan rasio kolestero!
dengar fosfolipid pada membran plasma spermatozoa. Pengurangan
kolestarol selama proses kapasitasi in penting untuk membentuk  bidang
(patches} bebas-kolesterol dan bidang-bidang int menjadi tempat fusi
pada wakiu reaksi akrosom. Qisamping itu, pengurangan kolesterol ini
juga akan memungkinkan gerakan iateral protein-protein membran integral
secara |eluasa dan permeabilitas yang letnh besar terhadap masuknya ton
Ca® ekstraselluler dalam sel untuk memicu terjadinya reaksi akrosom

(Visconti and Koft, 1995 dan Cross, 2000).

2. 3. Pemisahan Spermatozoa X dan Y

Sejslan dengan manfaat teknologi inseminasi buatan {IB) pada
temak tentang penghematan biava dan tenaga pemeliharaan pejantan,
praktis pengaturan perkembangbiakan dengan maksud untuk menentukan
lenis kelamin anak sesuai tujuan petemakan akan lebih menguntungkan.
Maksud tersebut dapat dicapai dengan jalan memisahkan sparmatozoa
berkromosom seks X dengan spermatozoa berkromosom seks Y. lalu

menginseminasikannya ke dalam saluran reproduksi induk betina {Sukra
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dkk., 1992}, Dalam bidang peternakan seleksi jenis kelamin anak sangat
menguntungkan untuk dikembangkan karena selain dapat mengurangi
biaya pemeliharaan juga dapat menghasilkan pedet jantan atau betina
superior sebagai induk menghasilkan daging atau susu (Hafez, 1993).

Semua sel dalam tubuh adalah sel somatik, kecuali sel-sel kelamin
yaitu spermatozoa dan ovum, Sel kelamin yang masih muda mempunyai
susunan kromosom yang sama dengan sel somatik misalnye pada
manusia adalah 46, kemudian mengalami reduksi menjadi separuhnya
pada wakil proses spermatogenesis atau cogenesis. Dengan demikian
pada spermatozoa hanya terdapat 23 kromosom yang terdin dan 22
autosom dan satu kromosom seks X dan Y {Hafez, 1953).

Pada mammalia, kromosom seks yang dikandung spermatozoa
bertanggung iawab terhadap penentuan jenis kelamin anak yang
dilahirkan, Spermatozoa yang berkromosom Y (spermatozoa Y} berhasil
membuahi s2l telur, maka akan dilahirkan anak berjenis kelamin jantan
(XY). Hal ini tefjadi karena spermatozoa Y mengandung gen Teshs
Determining Faclor (TDF} yang mengarahkan pertumbuhan gonad
primordial untuk membentuk testis. Selanjutnya, testis {sel-sel seroli)
akan mengsekresikan hormaon Andi Mullerian Duct Factor (AMDF) yang
dapat meregresi pertumbuhan saluran Muller, sehingga saluran reproduksi
betina (oviduk, uterus, serviks dan vagina) tidak akan terbentuk
(Koopman, 1995} Selain itu, testis (sel leydig) juga mensekresikan

hormeon testesteron yang menyebabkan maskulinisasi pada fetus dan
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membantu  dalam proses  pembentukan  penis  dan skrotum  serta
merangsang perturmnbihan saluran Wollf untuk membentuk epididins, vas
deferens dan kelenjer vesikulans.  Sebaliknya jika spemaiozoa
nerkromosom X {spemmatozoa X) berhasil membuahi sel telur, rmaka akan
dilahirkan apak berjems kelamin betina dengan komposisi kromosom
gecara normal yaitu XX, Ketidak hadiran gen TOF akan menyebabkan
goenad primeordial berubah menjadi evarium. Selanjutnya, ovarium (sel-sel
granulose dan sel theca) akan mensekresikan hormon estrogen yang
akan merangsang pertumbuhan saluran Muller untuk membentuk saluran
reproduksi betina {Gilbert, 1988).

Pengamatan yang lebih serius perbedaan antara spermatoroa X
dan spermatozoa Y terutama pada manusia pettama-tama dilaporkan oleh
Morgan pada tahun 1919 (Hafez, 1993). Spermatozoa Y memiliki kepala
yang lebih kecil dan nngan dibandingkan dengan spermatoczoa X Shettles
dalam Safei (1990} melaporkan spermatozoa Y memiliki  ukuran
kromosom 2,35 kali yang lebih kecil dipandingkan dengan spermatozos X.
Kandungan DHNA pada spermatozoz Y adaiah 275 % lebih sedikit
dibandingkan dengan spermatozoa X. Tingginya kandungan kromatin dan
DNA pada kepala spermatozoa X membuat ukuran dan berat kepala
spermatozoa X lebih tinggl dibandingkan spermatozoa Y. Hendriksen
ef al (1983) melaporkan permmukaan membran  spermatozca Y
mengandung antigen H-Y, sehingga bila dikompetisikan dengan antibodi

berlabel flourescen pada akan tedihat adanya pancaran warna hirg,
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sedangkan spermatozea berkromosom X fidak memperliihatkan pancaran
warna. Hafez {2000) melaporkan bahwa spermatozoa Y bergerak kearsh
katoda, sedangkan spermatozea X bergerak kearah anoda.

Berdasarkan perbedaan karakteristik kedus tipe spermatozoa X
dan spermatozoa Y, telah dikembangkan berbagai metode pemisahan
spermatozoa diantaranya adalah (1} albumin filtrasi dan kolom sephadeks
(Ericson dan Glass, 1987). sentrifugasi gradien densitas percoll (Kaneko
e al 1983, Safei, 1980; Susilawati dkk., 18356, Watkins ef al., 1895
Mirajuddin, 1997 Hessifien ef s/, 1999 dan Kcbayashi ef al., 2003), Flow
Cvltometry {Johnson e! af, 1996), Swim up (Mahaputra dkk., 1999),
kombinasi swim uUg dan aside migration (Mahaputra dkk, 1999 dan

Yuliani, 2000).

2. 4, Pemisahan Spermatozoa dengan Sentrifugasi Gradien Densitas
Percoll.

Menurut Pharmaceutica Fine Chemical L.t seperti yang di kutip oleh
Downson ef al. (1996), percoll merupakan medium yang terdin dari partikel
koloid silika berdiameter antara 12 sampai 22 nm yang diselaput] dengan
polyvinyipyrofidine {PVP); mempunyai viskositas rendah yaitu 10 + 5
sertipois. Viskositas percoll lebih rendah dalam larutan garam dan pada
dalam airr maupun dalam 025 M sukrosa, sehingga pembentukan
gradiennya lebih cepat, Percoll mempunyai pH 8,30 + 0,30, tetapi
mempunyai kapasitas buffer yang rendah, sehingga dengan mudah dapat

disesuaikan menjadi pH 550 sampai 10 tanpa merubah sifat-sifatnya;
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Percoll mempunyai densitas 1,13 + 0005 gfml dan dapat membentuk
gradien densitas dari 1,0 gfml sampai dengan 1,3 g/ml.

Percoll pada awalnya digunakan untuk memisahkan sel-sel darah
seperti fraksi-fraksi limfosit, monosit, eritrosit dan timosit, partikel sulieluler
seperti membran plasma, lyscsom, peroksisom dan mitokondria, selzin itu
juga dapat digunakan untuk memisahkan bakteri, virus dan spermatozoa
(Mc Clure et al, 1889). Dalam bidang reproduksi percoll selain digunakan
untuk memisahkan spermatoroa motil dengan immotil, bakteri, virus dan
entrosit daam upaya meningkatkan keberhasilan pembuahan in vitro
(Sakkas et al.,, 2000 dan Ollero &f af, 2000), medium percoll juga dapat
digunakan untuk memisahkan spermatoroa X dengan spermatozoa Y
untuk tujuan preseleksi jenis kelamin anak sesuai harapan {Kaneko ef af.,
1983 Safei, 1980; Susilawzati dkk., 1996, Hossifien et al, 1999 dan
Kobavashi, 2003).

Pemisahan spermatozoa dengan sentrifugasi gradien densitas
percoll didasarkan atas perbedszan densitas spermatozoa sebagai indikasi
dari perbedaan massa dan ukuran spermatoroa X dengan spermatozoa
Y. Spermatozoa X mempunyal densitas yang lebih besar danpada
spermatozoa Y, sehingga bila disentrifugasi dengan gradien densitas
percoll lebih cepat turun  kelapisan bawah {densitas yang lebih tinggi)
dipandingkan dengan spermatozoa Y (Hafez, 19583)

Kaneko ef al (1583) melaporkan pemisahan spemmatozoa X dan

spermatczea Y manusia dengan menggunakan sentnfugasi gradien
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densitas percoll dengan B tngkat densitas [1.06 — 1,11g/mi) pada
kecepatan 2000 rpm selama 20 menit didapatkan populasi spermatozea Y
sebesar 72,1 % pada densitas 1,06 gfml dan terus menurun dengan
meningkatnya densitas percoll, akhimya pada sedimen (densitas 1,11
gfmll didapatkan 174 %, Demikian juga  Susilawali dkk. (1996}
melaporkan bahwa pemisahan spermatozoa dengan sentnfugasi gradien
percoll diskantinus 10 tingkat densitas (1,027 — 1070 g/mi) masing-
masing 0.5 ml pada kecepatan 2250 rpm selama 5 menit cukup efektif
pada spermatozoa sapi FH, didapatkan pada lapisan bawah diperoleh
popuiast spermatozoa X sebanyak £3.1% 6.37% dan spermatozoa Y
sebanyak 16,9 + 4,86 %. Setelah dilakukan inseminasi pada induk betina
dipgroleh anak berenis kelamin betina sebanyak 8§25 % (33/40) dan
benenis kelamin jantan 183 % {7/40) Hasil yang hampir sama juga
dilzaporkan oleh Hossifien ef af (1999 yang melakukan pemisahan
spermatozea sapl potong dengan menggunakan sentrifugasi gradien
densitas percoll 12 tingkat pada kecepatan 2000 rpm selama 20 menit,
setelah fertihsas it vilro dengan suspensi spermatozoa lapisan bawah
diperoleh embrio berjenis kelamin betina sebanyak 78,67 % dan embrio
bernjenis kelamin jantan sebanyak 11,33 %. Demikian juga hasil penelitian
yang dilaporkan Dasrul dkk. (2000) pada spermatozoa Kerbau lumpur
yang dipisahkan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll 5 tingkat
densitas (1,030 — 1.070 g/m!) masing-masing 1 ml pada kecepatan 2250

rem selama 10 menit didapatkan pada lapisan  bawah  populasi

Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

cpermatozoa X sebanyak V4.65 £ 523 % dan spermatozoa Y sebanyak
25,37 £ 6,38 %. Setelah fertilisasi in vitro (FIV), diperolen embna berenis
kelamin  behna sebanyak 67,68 t 523 % dan embric benenis kelamin
jantan sebanyak 3532 t 432 % Namun demikian beberapa peneliti
melaporkarn bahwa permisaban dengan sentnfugasi gradien densitas
percoll dapat mengmduksi kerusakan integrtas membran spermatozoa
yang dikuti dengan penurunan kualitas fungsional seperti perubahan pola
kapasitasi dan reaksi akrosom spermatozos serta penurunan daya tahan
hidup spermatozoa (Brandeis and Manuwel 1993 Suzuki ef al,. 1998 dan

Sustlawat, 20003,

2.4.1. Pengaruh Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll terhadap
integritas membran spetmatczoa

Kerusakan integritas membran spermatozoa setelah perlakuan
pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll juga telah banyak
dilaporkan oleh peneliti sebelumnya, Brandeiz and Manuel {1933)
menemukan adanya penurunan persentase membran plasma uluh dan
tudung akrosom utuh spermatozoa manusia yang hermakna setelah
perlakuan pemisahan spermatozoa dengan sentrifugast gradien densitas
percell diskontineus pada kecepatan 2000 rpm selama 20 menit.
Sedangkan Susilawati (2000] menemukan adanya kerusakan struktur
membran sparmatozoa yang dilkutt dengan penurunan matilitas dan daya
tahan hidup spermatozoa setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien

densitas percoll 10 tngkat pada kecspatan 2250 mpm selama 5 menit.
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Perubahan  struktur membran  spermatozea sapi setelah  perlakuan
permisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll terihat pada

Gambar 2.3,

Gambar 2 3 Gambaran perdbabzn oltrastruklor membran spermatozos
setelsh  sentrifugasi gradien densilas percall (B) yang diamati
dengan mikroskop &lekiron scarning pembesaran 10.000 X

Semertara ity Tanphaichirt ef af (1985) menemukan adanya
penurunan kandungan fosfolipid membran spermatozoa kelinci secara
wermakna setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percotl
2 tingkat pada kecepatan 2000 rpm selama 20 menit. Penurunar
kandungan DHA dan kolesterol membran spermatozoa manusia setelah
sentrifugasi gradien densitas percoll diskontineus juga dilaporkan oleh
Guzman et af {2001)

Pemisahan spermatozoa dengan senhifugas gradien densitas
percoll juga dilaporkan dapat menginduksi kapasitasi dan reaks: akrosom

spermatozoa. Grant et af  (1995) membuktikan ada peningkatan
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spermaiozoa manusia yang mengalam kapasitasi dan reaksi akrosom
spermatozoa sangat bermakna setelah pemisahan spermatozoa dengan
sentrifugasi gradien densitas percoll. Susilawati dkk. {1998} menemukan
adanya peningkatan persentase kapasitasi dan reaksi akrosom
spermatozoa sapi FH yang sangat bermakna setelah pemisahan dengan
sentrifugasi gradien densitas percall 10 tingkat pada kecepatan 2250 rpm
selama &5 ment. Meningkatnya kapasitasi dan  reaksi  akrosom
spermatozoa setetah pemisaban dengan sentnfugasi gradien densias
parcoll, diakibatkan oleh terbuangnya zat-zat dekapasitasi seperti
kolesterol dan fosfolipid dan membran plasma spermatozea serta
meningkatnya influks on Ca®" dalam sel, sebagaimanz terdinat dengan
adanya pendaran wama kuning pada bagian kepala spermatozoa setelah

pewamaan chiorfetracyching (CTC) assay (Susilawati, 2000).

2.4.2. Pengaruh Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll terhadap
Pembentukan Senyawa Oksigen Reaktif {ROS)

Peningkatan pembentukan ROS oleh spematozoa  setelah
pemisahan spematozoa dengan sentnfugasi gradien densitas percoll
ielah banyak dilaporkan oleh beberapa peneliti terdahull. wazaki and
Gagnon {1992 menemukan adanya peningkatan akumulasi produksi
ROS spermatozoa manusia 4 - 5 kah di atas kadar spermatozos basal,
setelah pemisahan dengan sentrifugasi sentrifugasi gradien densitas
percoll diskontinuos selama 20 menit pada kecepatan 2000 rpm. Ding

gt af. (18339} menemukan adanya peningkatan konsentirasi nitrit oksida
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{NQ:) secara bermakna pada suspensi spermatozoa manusia setelah
pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll diskontoneus.
Demikian juga Agarwal ef al., (2003} menemukan peningkatan akumulasi
produksi ROS ¢leh spermatozoa manusia yang  bermakna ketika
spermatozoa disentrifugasi beberapa kali puiaran. Tingkat akumulasi
produksi ROS cleh spermatozoa setelah pemisanan dengan sentrifugas
gradien densitas percoll dipengarubi aleh lama dan kecepatan sentrifugasi
yang digunakan, Makin lama waktu dan kecepatan sentnfugasi yang
digunakan makin tinggi akumulasi produksi ROS oleh spemmatozoa.
Lamanya sentnfugasi mempunyal peran yang lebih penting daripada
kecepatan sentnfugasi dalam menginduksi pembeniukan ROS oleh
spermatozoa (Agarwal et al. 19894 dan Shakamiz et af. 1995).
Meningkatnya pembentukan ROS olgh spermatozoa  setelah
pemisaban  dengan sentrifugasi  gradien  densitas  percoll  diduga
merupakan proses yang kompleks dan dapat berazal dari berbagai jenis
reaksi kimiawi, orgarnel maupun sel bahkan dapat berasal dari luar set.
Aitken and Clackson {1990) menyatakan bahwa ada berbagai proses
biclogis yang dapat menjadi modulator pembentukan ROS  oleh
spermaterca dantaranya adanya kerusakan mekanik pada membran
spermatozoa dan terpisahnya plasma seminalis dari spermatozoa. Adanya
gesekan mekanik antara membran spermatozoa dengan partikel percoll
atau dinding tabung selama proses sentnfugasi menyebahbkan deformasi

matnks  ekstraselluler dan  perubaban  konduktivitas  membran
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spermatozoa. Keadaan im menyebabkan kanal kalsium yang senstif
terhadap woltase terbuka karena sebab yang tidak spesifik. Terbukanya
pintu masuk ion in menyebabkan pemasukan ion Ca® ke dalam sel
secara abnormal, sehingga mengakibatkan konsentrasinya dalam sel
menjadi meningkat Pemingkatan konsentrasi ion Ca® intraseluler akan
menyebabkan peningkatan ikatannya dengan kalmodulin, membentuk
Ca‘"-kalmodulin dependent protein kinase yang berperan penting untuk
mengaktitkan enzim-enzim fosfolipase Az enzim-anzim NADPH oksidase
dan enzim protease. Enzim-enzim fosfolipase A; berperan penting untuk
memecah fosfolipid menjadi asam lemak arakidonat Aktivitas enzim ini
sangat bergantung kepada kadar Cz®' dan karena itu akan menjadi
abnormal bila teriadi peningkatan Ca® yang bebas daiam sel (Halliwell
and Gutteridge, 1999). Di samping itu peningkatan Ca®" intraselluler juga
akan menghasilkan asam lemak yang bebas dan nitrit okside (NO®), vang
dapat menimbulkan kematian secara langsung pada sel. NO¥ juga dapat
membentuk ONOO™ yang mempunyai efek sitoloksik yang potensial
(Orrenius, 1893). Pada beberapa sel tertentu seperti spermatozoa
peningkatan Ca®  kalmodulin  dependent protein kinase akan
mengaktifkan enzim-enzim NADPH aksidase untuk menghasilkan radikal
supercksida anion dan enzim protease seperti cafpain yang penting unfuk
merubah xanthin dehidrogenase menjadi xanthin oksidase (Halliwell and
Gutteridge, 1998). Xanthin oksidase dengan bantuan oksigen akan

mefubah xanthin dan hipoxanthin membentuk radikal superoksida anion
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(0,7, Dalam keadaan normal radikal superokside amion melalu reaksi
dismutase berubah menjadi senyawa hidrogen peroksida (H:Cz),
kermudian Hz0 akan dinetralisit oleh enzim katalase atau glutation
peroksidase menjadi H;O. Akan tetapi bila kadar enzim antioksidan yang
terdapat pada spermatozoa rendah dan tidak mampu menetralir senyawa
radikal superokside anion maka akan melalui reaksi Haber Waiss atau
dengan bantuan Fe® dan Cu dalam reaksi Fenton berubah menjadi
senyawa radikal hidroksil (Suryohudoyo, 2000).

Meningkainya akumulasi produksi ROS  spermatozoa  setelah
sentrifugasi gradien densitas percoll juga dapat diakibatkan oleh terpisah
atau hilangnya plasma seminalis dari spermatozoa. Hasil peneltian
lwazaki dan Gagnon (1882} membuktikan bahwa pembuangan plasma
seminalis dari spermatozoa melalui pembilasan berulang dengan
sentrifugasi dapat meningkatkan pembentukan ROS cleh spermatczoa
manusia 20 — 50 kali dari konsentrast ROS spermatozea basal (deri 8
mvis10® meniadi 406 mv!sf10%sp). Akan tetapi penambahan kembali
plasma seminalis pada pellet spermatozoa akan menurunkan konsentras
ROS spermatozoa sebanyak 70 - BO % (dari 406 mVis/10® menjadi B

myis10%sp).

2. 5. Radikal Bebas dan Senyawa Oksigen Reaktif
Radikal bebas dan senyawa oksigen reaktif {reactive oxygen
speciesiROS)  akhir-akhir  ini menarik  banyak perhatian  dibidang

kedokteran khususnya dslam bidang kesehatan reproduksi. Radikal bebas
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dan ROS dianggap menjadi penyebab atau mendasar perbagal kejadian
infertilitas seperti kerusakan integntas membran, penurunan motilitas dan
daya fertilitas spermatozoa (de Lamirande et ai, 1997, Ollero et af , 2001,

Agarwal ef al, 2003 dan Aitken ef &/, 2004},

2.5.1. Radikal Bebas

Dalam kepustakaan kedokteran radikal bebas sering dibaurkan
dengan oksidan, karena memiliki sifat-sifat yang sama dalam merusak sel.
Meskipun memiliki sifat-sifat yang sama, tetapi dipandang dari iimu kimia
radikal bebas dan oksidan berbeda. Radikal bebas adalah atom atau
molekul yang memiliki satu atau lebih elekiron yang tidak berpasangan
pada orbita luamya {(unpaired efectron), sehingga untuk mencapai
keadaan stabil elektron yang tidak berpasangan akan selalu mencari
pasangannys dengan cara menarik {mengoksidast] alekiron atau
berpindah ke {mereduksi) senyawa lain yang berdekatan, sedangkan
oksidan merupakan senyawa yang menerima elektron atau senyawa yang
menark elektron (efectron aceeptor) (Widjaya, 1995). Jadi sama hainya
dengan oksidan, radikal bebas adalah penerima elekiron, namun periu
dingat radikal bebas adalah oksidan tetapi tidak semua oksidan adzlah
radikal bebas. Radikal bebas lebih berbahaya danpada cksidan, karens
radikal bebas mempunyai sifat reaktf yang tingg dan dapat merubah
suaty molekul menjadi radikal baru yang seianjuinya bila bereaksi dengan
molekul lain akan membentuk radikal baru lagi sehingga terjadi reaksi

berantai. Reaksi berantai ini akan berhenti bila radikal bebas terssbut
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dapat diredam oleh senyawa-senyawa antioksidan (Suryohudoyo, 2000}

Karena reaktivitasnya yang tinggi. radikal bebas tak stabil dan berumur

pendek, sehingga sulit untuk dideteksi kecuali dengan metode-metode

khusus seperti pengukuran EPR (Efectron Pararmagnetic Resonance) dan

Chemituminisence (Halliwel and Gutteridge, 1999 Beberapa contoh

radikal bebas dapat dilihat pada table 2.2.

Tabel 2 2 Beberapa contch-contoh Radikal bebas

["No =~ Nama . Formula ~ Keterangan

|I..___i._ —_ | L St T M e A, .

A P Atom hidrogen | H-" Radikal bebas yang sederhana |

L2 SUPEI“G!'{SIIdE i Dz = Oxygen-centered radical

L i AN L VI e A

I 3. Hidroksil | OH® Merupakan  reaclive  oxygen-

( J ! cenfered radical yang menyerang |

5 | saluruh bmmc:lel-culer

|4, Peroksi, | O;;_“' RO nygen{:entered radicals yang f

i | Alkoksil | terbentuk  selama  pembelahan
[

I

peroksida  dan reaksi  radikal

i_ karbon dengan D;
L5 Nitrogen ' NOz NOZ* | NO;® terbentuk secara in vivo dari
} | Oksida : asam  aming  L=arginin. NOZ"
! terbentuk NGC;" bila bereaksi
E | dengan 0z
L6, , ThiyiPerthiyl RS°/RSS® | Kumpulan radikal yang
| ] mempunyai electron tidak
! _ ! berpasangan residu pada sutfur
[ 7. Triklorometil | CCh° Carbon centered .I"Edic.‘:‘lfs
; : f biasanya bereaksi cepat dengan
! : O membentuk radikal peml-:s|
| 8 lor-ion  logam fe, Cu SEnng bempa katalisator yang
' transisi ' kuat untuk reaksi radikal baebas

(DikUtip dari. Halliwell and Gutteridge. Free radical n Biology and

Medicine, 1989; 37)
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2.5.2. Reactive Oxygen Specie (RO3}

Reaclive Oxygen Specie (ROS) merupakan sekelompok senyawa
oksigen yang bersifat reaktif dan dapat merusak sel atau molekul yang
ada disekitamya dengan cara mengoksidasi atau mereduksi elekiron
daritke sel atad molekul jain yang ada disekitarmya {Halliwell and
Guttridge, 1999).. ROS terbukti dapat menyababkan disfungsi sel melalui
perubahan fungsi protein struktur (enzim, reseptor, antibodi, pembentuk
matrik dan sitaskeletom), rantai DNA dan membran s&l, sehingga integritas
sal terganggu {Suryohudoyo, 2000).

Sacara umum ROS yang tedibat dalam berbagai proses biolegis sel,
sebagian besar berasal dar hasil metabolik nomal oksigen {O:), suatu
senyawa yang diperlukan oleh semua organisme aemb uniuk
menghasilkan ATP melalui fosforilasi oksidatif yang terjadi di mitokondria.
Dalam keadaan nomal sekitar 85 — 80 % oksigen diperiukan oleh
mitokondria untuk menghasilkan energi dalam bentuk ATP dan sekitar
3 — § % dan oksigen fersebut direduksi secara univalen menjadi ROS
(Haliiwell and Gutteridge, 1999).

Pada hakekatnya produksi energi dihasilkan oleh metabolisme yang
berasal dan material makanan yang tercksidasi. Mereka melepaskan
elektron yang diterima cleh pengangkut elektron seperti nicotinamide
gdening dinuclectide (NAD+), flavin mononucieotide (FMN) dan flavin
adenine dinuclectide (FADY yang direduksi menjadi NADH, FMNH. dan

FAD H:; Hasil reduksi NAD (NADH) dan reduksi flavin {FMNH: dan
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FADH;} dioksidasi kembali oleh Op dalam mitokondria menghasikan
sejumlah ATP. Pada proses oksidasi ini dilakukan dalam beberapa
langkah, sehingga energi dilepaskan secara berangsur-angsur. Hal ini
diatur oleh sistem rantai transport elektron yang terdapat di membran
interna mitokondria seperti sitokrom cksidase (Haliwell and Gutteridge,
1999). Secara sederhana transport senyawa reduktor reaksinya sebagai
berikut;
2NADH +2H + 0, & 2NAD' + H; O +energi
ADF +P + energi =» ATP

Hasil dari proses oksidasi yang terjadi pada proses transformasi
energl metabolik tersebut, ternyata mempunyai efek samping berupa
terbentuknya senyawa-senyawa radikal bebas. Hallwell and Gutteridge
(1999} menyatakan bila molekul dicksidasi dengan oksigen, maka oksigen
itu sendiri akan mengalami reduksi dengan membentuk berbagai-bagai
bentuk intermedist. Pada proses ini terjadi reduksi O; menjadi H,0 yang
secara sederhana dapat dituliskan sebagail benkut,

O, +4H” +4e” 2 2H0

Reduksi cksigen menjadi HzO dalam proses fosforilasi cksidatif
memeriukan pengalinan 4 elektron, dimana pengalihan ke 4 elektron
tersebut tidak dapat tegadi sekaligus, tetapi terjadi dalam 4 tahapan,
setiap tahap hanya melibatkan pengalihan satu elektron. Bila pengalihan
tersebut tidak berlangsung secara sempuma maka akan menyebabkarn

terbentuknya  senyawa-senyawa  oksigen reaktif  seperti  radikal
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superoksida anion (07", radikal peroksit {OOH), hidrogen percksida
(HzO12) dan radikal hidroksil {OH") {Haliwell, 1993). Secara sederhana

reaksi reduks oksigen tersebut dapat ditulis sebagai berikut,

0. + e’ &> 0O

0 + e + H' 2 “OOH

0, + 2e +2H* > H O

0; + 3e  +3H7 =2 “0OH + H;O
0, + 4e” + 4H’ ¥ 2HQ

Dari reaksi diatas dapat diihat bahwa radikal peroksil, ion
superoksida, hydrogen peroksida dan radikal hidroksil yang teradi
disebabkan karena pengalinan elektron yang kurang sempurna pada saat
terjacli reduksi oksigen Setiap pengalihan elektron kepada molekul
oksigen akan menghasilkan senyawa oksigen reaktif Penambahan satu
elekiron pertama pada molekul O akan menyebabkan terbentuknya
radikal supercksida amion, elekiron kedua akan menghasilkan hydrogen
peroksida dan eiektron ketiga akan menghasilkan radikal hidroksil {OH™).

ROS yang terlibal dalam berbagai proses biologis organisme
aerobik termasuk spermatozoa dapat diklasifkasikan dalam dua bentuk
yaitu ROS yang berbentuk radikal bebas sepert radikal superoksida
aniocn (Q;"), radikal hidroksit (OH")}: peroksi (ROT), alkoksi (RO7,
higroperoksil (HO:'). dan ROS yang berbeniuk non radikal sepert
hidrogen peroksida {HzO2), oksigen singlet (Ag0;), ozon {Os) dan ion
hipokhlont (HOCI). ROS yang berbentuk radikal bebas lebih berbahaya

daripada ROS yang berbentuk non radikal. karena mempunyai sifat
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reaktif yang tinggi dan dapat merubah suatu molekul menjadi radikal baru
vang selanjutnya bila bereaksi dengan molekul lain zkan membentuk
radikal baru lagi sehingga terjadi reaksi berantai (Hailiweil ang Gutteridge,

1899; Suryohudoyo, 2000),

2.5.2.4. Radikal Superoksida amion {0;7)
Radikal supercksida anion (O:" ) merupakan senyawa oKsigen
reaktif yang dihasilkan olen;
. karena pengalinan elektron yang tidak sempumna pada saat
terjadi reduksi oksigen:
O & 07
ii}. reaks! sampingan yang melibatkan Fe® seperti proses fosforias
oksidatif;
Fe™ + O » Fe* +0,™
iin}. proses oksigenas: hemoglobin dan prose droksilasi oleh enzim
mong pksigenase sitokrom P450 dan sitokrom b4).
Fe?" + O, 9 Fe™ +0;*
vy Aktivitas enzim NADH/NADPH oksidase yang terdapat dalam
mitckondria dan granulosit,
NADH (NADPH) + O3 < NAD" (NADPY + H™ + O *;
Atau dari reaksi yang melibatkan cytokrome oksidase
v). melalui reaksi yang dikatalisis oleh enzim xanthin oksidase;

XH +H,0 + 20, 9 X-0H +20," + 2H"
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Qs* merupakan senyawa ocoksigen reaktif yang dapat menjadi
sumber terbentuknya hidrogen peroksida [Hx0z) dan radikal hidroksil
{OH™). Reaktivitas O tergantung pada kelarutannya dan pH. Dalam
larutan agueous, 0" merupakan agen oksidas! yang lemah dan lebin
cepat hilang, akibat reaksi dismutase dengan menghasilkan Hz0; Reaksi
dismutase akan tenadi lebih cepat pada pH yang asam, O di dalam
larutan agqueous akan bereaksi sebagai reducing egent O tidak
mengoksidasi NADPH ataupun NADH, tetani dapat berinteraksi dengan
ikatan NADH dalam bentuk aktif enzim laktat dehidrogenase untuk
membentuk NAD® radikal.

Enzim — NADH + O;" + H ™ 2 enzym - NAD" + H0s

Di dalam larutan organik, O biasanya bereaksi sebagal agen
oksidasi terhadap senyawa-senyawa yang dapat menjadi donor ion H *
sepertt asam askorbat, katekol dan alfa tokoferol. Sedangkan di dalam
larutan garam Fe, ;" dapat akan bereaksi sebagai berikut;

Fe? +0," +H+ ¥ Fe™ +HO,"
Fe® +07 2Fe™ +0,
Jadi, O;" dapat mereduksi Fe ¥, tetapi juga dapat mengoksidasi Fe®’
{Halliwell and Gutteridge, 1999). Seperti halnya radikal lain, radikal ini
sangat reaktif dan akan membentuk radikal bary dan H20;

FH+ HO:" 2 X + HaO0
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0, akan sangat berbahaya apabila terdapat bersama-sama dengan
H,0), karena akan membentuk OH™ melalui reaks! Haber-Weiss;
0;"+ HOp; = O+ 0OH + OH,
reaksi ini memeriukan ion Fe ataupun Cu dan diperkirakan terjadi melalui
2 tahap yaitu;
Fed (Cu?) + 0" 9 Fe¥ ({CuM+ 02"

FeZ (Cu*) +H0, & Fe®(Cu®)+OH +OH"

2.5.2.2. Radikal Hidroksii (OH)

Radikal hidroksil {OH™) merupakan satu bentuk ROS yang sangat
berbahaya, dapat bereaksi dengan hampir semua substrat biclogik sepert
lipid, protein dan DNA, sehingga dianggap sebagai ROS yang sangat
gestruktif (de Lamirande ef &, 1987). Karena sifatnya yang sangat reaktif,
radikal hidroksil tidak dapat bergerak jauh dan sangat sulit dihambat cleh
sistim anti oksidan yang ada. Radikal hidroksil dapat terbentuk dan
berbagai reaksi sepert;

- pembelahan homelitik dan air

H20 =2 0H" +H"
melalui reaksi Fenton;
Fe? +H0; & Fe* +OH +*CH
Cu" +H0, & Cu¥ +OH +"OH

atau melalui reaksi Haber-Weiss dengan indikator ion Fe* dan Cu®*
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Fe®/cu®
O "+ Hz02 ._.._..t-._--;. QH" + OH + O3

- degradasi dari ONOOH = N> O7 + OH"™

- reaksi ozon di datam air: O° + H0 3 20H + O,

Radikal hidroksil dapat menyebabkan reaksi rantal dengan cara
mengabstraksi satu atom hidrogen dan membran sel, yang selanmjutnya
menyebabkan terputusnya rantai asam lemak menjadi berbagal senyawa
yvang toksik terhadap se! termasuk malondialdehid (MDA), S-hidroksi-

nonenal, etana dan pentana {Suryohudoyo, 2000).

2.5.2.3. Radikal Peroksil {RO;') dan Radikal Alkoksil {(RO")

Meskipun bukan produk primer proses biclogis. tetapi {RO:") dan
(RO" secara umum merupakan bahan pengoksidasi yang baik. Radikal
percksil (RO:") dan radikal alkoksil (RO") dapat memecah H* dari molekul-
molekul {ain seperti reaksi pada peroksidasi lipid. Disamping itu radikal
peroksil dapat bereaksi saty sama lain dengan menghasilkan singlet
oksigen {(Halliwell and Gutteridge, 1999). Radikal peroksil dibasilkan akibat
serangan OH® terhadap senyawa organik dengan menghasilkan carbon-
centered radicafs. Dengan kondisi aerobik akan bereaksi langsung
dengan Q2 membentuk RO;",

R* +0; & RO,
Radikal peroksil juga dihasilkan oleh dekomposisi peroksida

organik ((ROOH) dengan menghasilkan RO:". Kebanyakan peroksida
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stahil pada temperatur ruangan, tetapi akan mengalami dekomposist oleh
panas, pemaparan sinar ultra viclet (UV) atau pada penambahan ion
logam transisi.
ROCH +Fe® & RO;+ Fe? +H’
ROCH +Fe? S RO+ Fe®™ +QH-
Reaksi ni terjadi pada stimulasi peroksidasi lipid oleh ion-ion logam
transisi ¢i dalam sistem bologik. HO;' juga akan mengubah peroksida

menjadi reaksi peroksi| (Halliwell and Guttendge, 199%).

2.5.2.4. Hidrogon peroksida (HzOz)

Hidrogen percksida (H-0:) merupakan senyawa oksigen reaktif non
radikal, mempunyai titik didih 15 °C. mudah bercampur dengan air, dapat
melintasi membran s&l dan mitckondria dengan cepat Apabila di dalam
membran sel terdapat Fe atau Cu, H:x0; akan segera bereaksi dengan
ion-ion tersebut membentuk radikal hidroksil yang dapat menimbulkan
kerusakan aksidatif pada lipid, protein dan DNA (Widjaya, 1986}

Dalam sel H;O. terbentuk karena aktivitas enzim-enzim oksidase
yang terdapat dalam retikulum endoplasmik dan peroksisom. Enzim
tersebut mengkatahsis reaksi.

RH; Q + O =2 R + HX:

Hidrogen peroksida juga dapat terbentuk akibat enzim superoksida
dismutase (30D} meredam aktivitas radikal superoksida dengan
mengkatalisis reaks: dismutase;

20" +2H+ > HO:+ 0y
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H.0, merupakan bentuk ROS yang retatif stabil, tetapi mempunyai
potensi oksidan yang tinggi dan dapat mengoksidas) berbagai senyawa
yang terdapat di dalam sel misalnya glutation {Suryohudaoyo, 2000},

2GSH + H0: =2 GSSG + 2H0

Daya rusak HzD; bukan hanya karena senyawa ini merupakan
oksidan yang kuat, tetapi juga karena Hz0: dapat menghasilkan radikal
hidroksil bila bereaksi dengan logam transisi Fe™ dan Cu * yang disebut
reaksi fenton.

Fe® + Hx0» & Fe® + OH + “OH
Cu® + HQ: SCu? + OH + <OH

lon hidrogen peroksida menjadi sangat berbahaya bila terdapat
bersama dengan ion supercksida, karena akan membeniuk senyawa
radikal hidroksil melalui reaksi Haber Waiss atau reaksi Fenton dengan

katalisator Fe* dan Cu'.

2,5.2.5. Singlet Oksigen { AgO: ).

Sebenarnya singlet oksigen bukan radikal bebas, karena tidak
mempunyal elektron yang tidak berpasangan, tetapi merupakan bentuk
yang reaktif dan O2 karena kedua elektron tunggal disatukan dalam satu
orbital dengan putaran yang betawanan (Suryohudoyo, 2000 Singlet
oksigen mempunyai 2 bentuk yaitu AQO: dan I'0» tetapi bentuk  I7C;
sangat energetk dan sangat cepat melebur ke bentuk AgO: sehingga
bentuk inilah yang dikenal dengan singlet oksigen. Walaupun singlat

oksigen bukan radikal bebas, tetapi ia dapat terbentuk dalam beberapa
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reaksi radikal dan dapal menyebabkan pembentukan radikal yang lainmya

{Halliwell ared Gutteridge, 1998).

2.5.2.6. Ozon (0;).

Merupakan gas yang berwarna hinl pucat yang menyediakan
stratospheric yang bersifat petindung (global antioxidant) terhadap raciasi
matahari pada lapisan yang tinggi atmosfer. Czon diproduksi oleh
fotodisosiast O, menjadi atom oksigen yang kemudian bereaksl dengan

molekal O

Matahan
O +O 20y
Tidak seperti O;, O; tidak merupakan radikal bebas, tetapi dalam bentuk
ground stafe. ozon bersifat toksik dan merupakan polutan yang bersifat
pengoksidasi yang tidak diingini. Oy dapat mengoksidasi protein, lipid dan

DNA (Halliwell and Guiteridge, 1980).

2. 6. Antioksidan

Proses oksidasi yang terjadi pada proses transformasi energi
metabolik akan menghasilkan sekumpulan zat lzin yang dengan mudah
membentuk ROS. Untuk menanggulangi pembentukan senyawa im dan
akibat yang ditimbulkannya pada organisme, maka arganisme tersebut
akan berusaha melindungi dinnya terhadap pengaruh ROS tersebul.
Proses pedindungan ini dilakukan oleh golongan senyawa yang dapat

merubah ROS menjadi senyawa yang tidak akbf yang antara lain dengan
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cara mereduksi. Senyawa yang melakukan perindungan ini dikenal
dengan nama anti oksidan (Halliwell and Guttendge, 1899).

Datam pengertian kimia, anticksidan merupakan senyawa pemberi
glektron (efectron  donors). sedangkan dalam  pengerian  biglogis,
anticksidan mempunyai arti yang luas yang dapat didefinisikan sebagai
suatlu senyawa yang terdapat dalam kadar yang sangat rendah bila
dibandingkan dengan substratnya dan secara signifikan dapat mencegah
atau menghambat oksidasi substrat tersebut sehingga kerusakan yang
diakibatkan oleh radikal bebas terhadap sel dapat dicegan (Halliwell and
Gutteridge1983).  Sedangkan Suryochudoyo (2000} mendefinisikan
antioksidan sebagai  senyawa yang dapat meredam dampak negatif
oksidan, termasuk enzim dan protein pengikat logam.

Bebagai pertahanan terhadap radikat bebas, anticksidan akan
berperan dengan bertagai-bagai cara;

1. Berperan sebagai penyapu, pembersih {scavenger radikal bebas
atau senyawa reaktif yang dihasilkan oleh proses cksidatif

2. Berperan sebagai pencegat (inferceptor) terhadap radikal bebas
tersebut

3.  Barperan sebagai pengikat atau pengasingan (seguestert bahan-
bahan pro-oksidan seperti ion Fe, Cu dan hem. sehingga pro-
oksidan tersebut tidak bekera

4. Berperan sebagat pehndung biomalekul ternadap  kerusakan,

terutama kerusakan oksidzatif
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Merurut fempat kerjanya dalam melakukan pertahanan terhadap

radikal bebas, antioksidan dapat dibedakan atas

1.

Antioksidan yang bekerja di tingkat s8l.

Pada dasamya antioksidan ini mempunyai fungsi sebagai antioksidan
pencegah terbentuknya radikal hidroksil. Antioksidan yang berperan
disini adalah enzim superoksid dismutase (SOD), katalase dan
glutation peroksidase,

Anticksidan yang bekerja di membran sel

Kelompok ini berfungst sebagai pemutus rantai. Anticksidan yang
termasuk kelompok ini adalah vitamin E, vitamin C, betakaroten dan
koenzim Q)

Antioksidan yang bekerja ekstraseliuier

Kelompok ini berfungsi mencegah terbentuknya logarm transisi Fe dan
Cu. Anticksidan yang termasuk kelompok ini adalah transfern,
{aktofenin, serviaplasmin {Halliwell and Guttndge, 1999).

Berdasarkan aktivitasnya dalam meredam dampak negatif radikal

bebas atau senyawa cksigen reaktf, antioksidan dapat dibagi dalam dua

kelompok yaitu antioksidan pencegah (preventive antioxidants) dan

antioksidan pemutus rantai {chain-breaking anfioxidant).

Disertasi

Anti-oksidan pencegah {preventive anfioxidants)
Antioksidan pencegah (prevenfive antioxidants) pada dasamya
antioksidan  yang mencegah pembentukan radikal bebas bary.

Antioksidan ini mengubzah radikal bebas yang ada menjadi molekul
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yang kurang mempunyai dampak negatif sebelum radikal bebas
tersebut mempunyai kesempatan bereaksi atau dengan mencegah
pembentukan radikal bebas baru dart molekul lain, Antioksidan yang
termasuk pada antioksidan pencegah adalah; superokside dismutase

(50D), katalase dan glutation peroksidase (GEPx)

Antioksidan pemutus reaksi rantail {chain-breaking antioxidant)

Antioksidan pemutus reaksi rantat (chain-breaking antioxidanf) adalah
antinksidan yang berfungsi meredam dampak negatif dan senyawa
pksigen reaktif dengan cara mencegah reaksi rantai. Yang termasuk
antinksidan pemutus rantai adalah vitamin E {a-tokoferol), vitarnin C
{asam askorbat), B-karolin, glutation dan sistein. Vitamin E dan B-
karotin berstfat lipohik, sehingga dapat berperan pada membran sel
untuk mencegah peroksidasi lipid. Sebaliknya vitamin C, glutation dan
sistein bersifat hidrofilik dan berperan dalam sitosal. Vitamin E dapat

bereaksi dengan radikal lipid {L*} dan radikal peroksilipida (LOO").

2.6.1. Superokside dismutase (SQOD)

Superoksida dismutase (SO0 merupakan enzim yang berada dalam

semua sel tubuh, bersifat hidrofilik, berfungsi untuk mengkatalisis anion

superoksida {O2") menjadi hidrogen peroksida (H20;) dan oksigen (Oz)

yang nantinya akan dihancurkan ¢leh katalase atau glutation percksidase.

Sifat radikal yang tinggi dari O; - akan dirubah cleh 80D menjadi H>0-

yang kurang reaktf (Suryohudoyo, 2000)

Disertasi

20;" + 2H’ 2 H.Q, + O
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Superokside dismutase di dalam tubuh ditemukan dalam dalam
mitokondria berupa Mn-SOD dan dalam sitesol berupa Cu, Zn SOO..
Superckside dismutase juga ditemukan ektraselluler berupa Ec-30D

{Halliwell and Guttridge, 1999; Mates and Jimenez, 1999).

2.6.1.1. Manganese Superokside Dismutase (Mn-50D}

Mn-50D adalah golongan enzim homotetramer dengan 96 kDa,
parisi 1 atom Mn-persubunit yang berputar dari Mn {lil} menjadi Mn ** dan
kembali menjadi Mn (I} selama dua langkah dismutase superoksida.

Ml + 0. = Mn?" +0,
Mn?® +0, = Mn(lll) + HO;

Mitokondria secara kuantitatif merupakan tempat produksi utama
dari ROS di dalam =el, dimana diperkirakan 1 % oksigen vyang
dipergunakan untuk respirasi mitckondria diubah menjadi O, * " (Widodo,
2003). Mn-SOD dipercaya sebagai antioksidan yang mempunyai fungsi
membersihkan (scavenger) radikal supercksida. Dengan ini dapat
dikatakan bahwa ekspresi Mn-SOD penting untuk kelangsungan hidup
aarobik dan perkembangan resisten seluler terhadap toksisitas yang

dimediator oleh radikal cksigen (Halliwell and Guttendge, 1899).

2.6.1.2. Copper, Zinc Superokside Dismutase (Cu, Zn SOD)
Cu Zn-500 adalah gelongan enzim SOD homodimer, mempunyai
2 subunit protein dengan berat molekul + 32 KDa Masing-masing

mengandung 1 ien Cu dan 1 ion Zn pada tempat yang zktif dengan
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dijembatani oleh ligan biasa (Mates and Jimenez, 19989). Pada sel Cu Zn-
50D terdapat pada sitoscl, tetapi beberapa juga terdapat pada lisosom,
nukleus dan ruang antar membran luar dan dalam mitckondna {(HalliweH
ang Gutteridge, 1989).

Cu, Zn-SQD dipercaya memainkan peran penting pada lini
pertahanan  amioksidan dengan  mengkatalisis  dismutase anion
superoksida radikal membentuk HG, dan Q.

Enzim=Cu® + Q. < Enzim—Cu + O,
Enzim-Cu* + O,* =% Enzim-Cu® +H0,

Q" + 0,7 +2H" 3 H: + 0,

2.6.1.3. Superoksida dismutase ekstra selluter (Ec-S0D)

Superoksida  dismutase ekstra  selluler (Ee-500)  merupakan
golongan enzim tetrametrik dengan berat moleku! 135 Kda, masing-
masing unit bensi Cu dan Zn. Ada bermacam-macam beniuk Ecg-30D
yaitu A, B dan C. B dan C terikat pada heparin. Kelihatannya Ec-SCGD
terikat pada permukaan sel yang berhubungan dengan permukaan sel
yang berbentuk karbohidrat terutama pada dinding pembuluh darah
(Haltiwel| and Guttndge, 1999}

Ec-30D tdak diinduksi oleh subunitnya ataupun oksidan lain dan
regulasinya di dalam iaringan mamrmalia terndama dikoordinasi oleh sitokin
dan pada respon terhadap cksidan. Mencii fransigenik yang mempunyzi
Ec-50D konock out, terlihat normal, tetapi mereka dapat mengerita

kerusakan paru dan kematian febth cepat bila dipapar dengan O: mumi
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dan memperihatkan peradangan yang hebat pada paru-paru bila dipapar
dengan ozon pada dosis 1.5 pp (part per billiony (Mates and Jimenez,
1898),

Sel mempunyai kemampuan untuk meningkatkan predeksi SO0 bila
diperiukan misainya dalam keadaan fisiclogis, kadar 50D yang ada
mencukupi untuk meredam produksi ROS yang terbentuk. Bila produksi
dari ROS meningkat sampai batas terentu peningkatan produksi SOD
masih dapat mengatasi produksi ROS yang terbentuk, namun bila
peningkatan ROSnya sangat tinggi, peningkatan preduksi SOD tidak
dapat ditingkatkan lagi sehingga kadar RGOS meningkat melebim
peningkatan S0D (Halliwell and Gutteridge, 1988). Beberapa peneiiti juga
melaporkan S0D dalam jumilah vang terlalu kecit atau dalam jumlah yang
terlaly beser tidak mempunyai efek proteksi, dengan diperlihatkan
terjadinya kerusakan dan kematian sel, hal ini terihat dengan adanya
peningkatan kadar enzim LDH {Hzalliweil and Gutteridge, 1959). Meskipun
enzim 500 berfungsi mengkatalisis O; ™, telapi telah dapat dibuktikan
bahwa SO0 dapat bereaks! langsung dengan OH” | radikal peroksil atau
alkohe! dan singlet oksigen, karena S0D berisi histidin dari sisi rantai lain
yang bereaksi dengan senyawa-senyawa ini. Bila sejumlah 50D
ditambahkan kepada systern vang memproduksi ROS akan terjadi
penghambatan kerusakan membran (Halliweli and Gutteridge, 1999). Di
samping ity SOD juga melindungi inaktivasi dehydratase terhadap radikal

supercksida (Mates and Jimenez, 1999
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Pada spermatozna, enzim SO0 sangat penting peranannya dalam
mempertahankan matilitas, viabiltas dan keutuhan integrtas membran
spermatozoa {Aitken et a/. 1984). Telah dibuktikan bahwa penambahan
enzim SO0 secara eksogen pada medium dapat mencegah tenadinya
kerusakan integritas  membran spermatozoa  (Alvarez et al, 1892).
Aktivitas SOD berkorelasi positif dengan keutuhan integritas membiran
(Alvarez et al., 1994}  dan motilitas spermatozoa (Sujarwo, 2001).

Aktivitas 50D dapat diukur dengan menggunakan
spektrofotometer, metede ini partama kal diperkenalkan oleh Oberley dan
Spitz (1985), Satu unit aktivitas SOD didefinisikan sebagai jumlah SOD
yang dihasilkan melalui kompetisi dengan NBT {nitro biue tetrazoliumd
50 % dalam  systemn  spesifik. Sedangkan Kelsae ef af (19870
mendefinisikan satu wunit aktivitas S00D adalah jumish S0OD yang
diperiukan untuk menghambat pembentukan bahan wama formazen 50 %

dibawah kondisi spesifik.

2.6.2. Katalase

Katalase merupakan enzim tetramik-naemin yang terdin darn 4
subunit protein, yang masing-masing berisi senyawa hem ferm yang terikat
pada tempat aktivitasnya. Masing-masing sub unit biasanya mempunyai 1
molekul NADPH vang terikat pada protein tersebut. Wiaya (1986)
menjelaskan bahwa katalase terdapat dalam siosol dan mitokondria,
enzim ini berfungsi merubah hydrogen peroksida menjadi oksigen dan air.

Pada jaringan aktwitas katalase terutama terdazpat pada peroksisom.
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Mitokondria dan refikulum endoplasma berisi sedikit katalase. Aktivitas
katalase yang dideteksi pada janngan homogenat, mungkin disebabkan
oleh rusaknya peroksisom yang merupakan organel yang mudah pecah
selama homogenisasi (Halliwell and Gutteridge, 1999).

Katalase merupakan enzim antioksidan yang mencegah kerusakan
akipat serangan senyawa oksigen reaktif, yaitu dengan cara merubah
H-0: yang dihasilkan akibat dismutase O;" | menjadi air dan oksigen ,

2H:O: @ 2H;0 +0:

Mekanisme reaksi enzim katalase dalam merubah H:0: menjadi afr
dan oksigen dapat ditulis sebagai benkut,

Katalase - Fe(lll} + H:D: 2 Compund | + HO
Compund | + HxQ; 9 Katalase -Fe (lll) + K0+ C;
Walaupun enzim-enzim aerobik lain dapat menghilangkan Hz0:, tetapi
enzim Katalase memainkan peranan penting di  dalam  perclehan
tambahan respon adaptasi sel terhadap stress oksidatif dengan
mengubah HzO: menjadi HO dan O, Dengan cara ini katalase dapat
memelihara konsentrasi Oz yang akan digunakan untuk menghilangkan
siklus reduks: kimia atau untuk berinteraksi langsung dengan toksin
{(Widjaya, 1996). Daiam beberapa kasus penambahan katalase dapat
memberikan kontribusi besar untuk mencegah percksidasi lipid membran
spermatozea dan menurunan motilitas spermatozea manusia (Alvarez and

Storoy, 1895).

Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

62

2.6.3. Golongan Glutation Peroksidase {GPx)

Golongan  Glutation Peroksidase (GPx} merupakan enzim
antioksidan yang berperan penting dalam melincungi sel, dengan cara
memusnahkan hydrogen percksida yang dihasitkan oleh $OD meanjadi air.
GPx terdapat dalam sitoplasma dan mitokondra. Enzim PGx berperan
penting dalam mealindungi se!, tidak saja dan H:O: tetapi juga dan
peroksida organik yang terbentuk pada oksidasi kolesterol dan asam
lemak dengan menggunakan glutation (35H), sehingga akan melindungi
sel mammalia terhadap kerusakan oksidatif (Halliweli, 1993}

HxO:+ 2G5H = GSSG +2 H;0
ROOH +2G5H 9 ROH + GSSG + H0O

Glufation (GSH) di samping berfungsi sebagai ko-faktor untuk
golongan glutation peroskidase, juga teribat di dalam berbagai proses
metabolic seperti metabolisme asam askorbat, komunikasi anfar sel dan
secara umum mencegah oksidasi serta iktan silang ~5H. GSH juga terlibat
dalam transportasi Cu intraselider dan dapat melakukan chelat ion Cu
dengan menghancurkan kesanggupan Cu menghasikan radikal bebas
{Halliwell and Gutteridge, 1989).

Secara in vitro GSH dapat bereaksi dengan OHe, HOC!, peroksil
nitrit, RO™, R Q2" | carbon centered radicals. Reaksinya dengan radikal
bebas akan menghasilkan radikal thyil (GS$°®). Radikal thyil akan

menghasikan 0;" dengan reaksi;

G8° 2 GSSG° P GSSG +0
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Di dalam tubuh kadar GSH dipertahankan melalui siklus redoks
glutation. Ini dilakukan oleh enzim glutation reduktase dan NADPH yang
mengkatalisis reaksi

GSSG + NADPH +H™ 9 2GSH + NADP*

GSH mengandung gugusan SH (gugusan thicl) yang relatif tinggi,
dimana guguszn SH mempakan gugusan yang penting untuk mengurangi
efek dari ROS. Dalam keadaan stres oksidatif berat, GSH dapat berikatan
dengan disulfida campuran (Asikin, 2000).

Dilaporkan oleh banyak penelili terdahuiu bahwa sistem antoksigan
pemutus rantal tidak dapat bekera secara individual, akan tetapi perlu
bekeria sama satu dengan lainnya sebagal suatu jaringan, dimana
aktivitasnya merupakan suatu rangkaian reaksi kimiza yang melibatkan
berbagai jenis anticksidan. Gangguan pada salah satu mata rantai reaksi
dapat menurunkan efektivitas fungsi antioksidan dan dapat menimbulican
keadaan yang kontraprodukif (Halliwell 1993). Secara sederhana

reaksinya dapat dilihat sebagai berkut;

Siﬂ
a} P DE'- + 2 H+ ===z E==== }02 +H 2 DZ

Katalase
bB). 2H:0; ====¥===% O, + 3H. O
GFx
c). Ho202 +2GSH ssodemzes > GSSG +2H, 0
GPd
d) GSSG + NADPH + H' ===Z====> 2 GSH+ NADPx
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Dari reaksi-reaksi di stas dapat dijelaskan bahwa proses dismutas:
0, * oleh SO0 akan menghasilkan Hx0: yang harus diuraikan menjadi
H.O oleh enzim katalase atau giutation peroksidase. Bila aktivitas SGD
dengan katalase atau glutation peroksidase tidak seimbang maka akan
tarjadi penumpukkan H0O; yang dapat menyebabkan keadaan yang
merugikan, karena dapat menghambat aktivitas enzim SO0 serta molekul
tubuh lain. Disamping itu H20z juga dapat membentuk radikal hidroksil
yang lebih reaktif bila berternu dengan Fe® atau Cu" {reaksi Fenton) atau
dengan O," (reaksi Haber Whaiss). Proses reduksi HxOz oleh glutation
peroksidase akan menghasilkan senyawa GSSG yang seterusnya akan
direkonversi menjadi GSH oleh enzim glutation reduktase dengan
menggunakan ko-substrat NADPH (Surychudoyo, 2000). Di dalamn
keadaan fisiologis adanya oksidan atau senyawa cksigen rezkiif diredam
oleh proteksi tubuh dengan cara memproduksi anticksidan yang memadai.
Namun pada keadaan tertentu timbul ketidak seimbangan aniara oksidan

dan anticksidan yang dapat disebut oxidative siress.

2.7. Pengaruh ROS terhadap fungsi Spermatozoa

Pengarth ROS pada spermatozcoa telah banyak dilaporkan
sebelumnya oleh beberapa penelti. ROS dalam konsenirasi normal
diperiukan sebagai mediator penting terhadap fungsi spermatozoa dan
tedibat dalam induksi hiperaktivasi, kapasitasi dan reaksi akrosom seria
fusi spermatozoa dengan sel telur. Hasil penlitian Aitken et &/ (1984)

membuktikan bahwa spermatozoa manusia yang dipaparkan dengan 02"
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(dalam medium yang ditambahkan xanthin plus xanthin oksidase)
menunjukan hiperaktivasi dan kapasitasi yang lebth tinggi dibandingkan
dengan spermatozoa yang diberi perlakuan dengan serum fetal cord
(penginduks: kapasitasi). Demikian juga hasil peneltian Griveau et al.
{1934 membuktikan bahwa, penambahan konsentrasi rendah H;O; (50
nmalfl) dalam medium B2 Menezo akan mempercepat perikembangan
hiperaktivasi spermatozoa (sebesar 37%) dan kapasitasi spermatozoa
(sebesar 43%) setelah inkubasi selama 3 jam. Hasi' yang sama juga
dibuktikan oleh Zini ef af {1995) bahwa konsentrasi NO* yang rendah,
yang dibebaskan secara lamban dar agen-agen seperti digthylamine
NONOate dan spermine-WONOafe (0. 1mmoliml}, dapat menginduksi
peningkatan kapasitasi spermatozoa manusia sebesar 85 -100% tanpa
mempengaruhi motilitas spermatozea. Namun demikian bila produksi ROS
berlebhan dan tidak mampu dinetralisir cleh sistem  pertahanan
anticksidan yang ada pada spermatozoa atau plasma semen dapat
menyebabkan kerusakan asam lemak khususnya asam lemak poli tak
jenuh yang merupakan komponen penting dari fosfolipid penyusun
membran sel spermatozoa, inaktivasi enzim-enzim glikolitik, pemutusan
rantai DNA, selanjutnya menyebabkan penurunan motililas dan kematian
spematozoa (Alvarez and Storey, 1985). Dilaporkan oleh beberapa
penelti terdahulu bahwa tingkat kerusakan membran olel ROS bukan
hanya bergantung pada sifat dan jumlah ROS yang dilibatkan tetapi juga

bergantung pada momen dan durasiflamanya paparan ROS serta faktor
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faktor zin seperti temperatur. tekanan oksigen dan komposisi lingkungan
sekitarnya {Aitken ef al., 1894, de Lamirande ef af, 1997 dan Agarwal

et al, 2003}

2.7.1. Peroksidasi Lipid Membran Spermatozoa

Peroksidasi  tlipid merupakan salah  satu  proses yang
menggambarkan tefadinya kerusakan oksidatif dari asam lemak poli tak
jenuh  (polyunsaturaled fafly aci/ PUFA) sebagal konsekuensi dari
peningkatan konsentrasi senyawa coksigen reaktif dalam sel atau organ.
Alavarez and Storey (18395) menyatakan bshwa sebagian besar lipid
membran spermatozoa mengandung asam lemak poli tak jenuh yang
memiliki ikatan kembar karbon tak terkonjugasi yang dipisahkan oleh
gugus methylene. Keberadaan ikatan kembar di dekat gugus methylene
menyebabkan katan methyvlene carbon — hydrogen jadi lebih lemah dan
lebih rentan mengalami abstraksi. Kalau abstraksi ini telah terjadi, radikal
yang dihasilkan distabilkan dengan cara penyusunan ulang ikatan-ikatan
kembar yang membentuk “comjugated diene radical. Hal ini membuktikan
bahwa lipid yang mengandung banyak ikatan rangkap ferinterupsi-
methylene sangat rawan terkena peroksidasi Aitken et al (1998)
menyatakan bila asam lemak poli tak jenuh bereaksi dengan radikal
hidroksil {salah satu bentuk ROS) akan menyebabkan terjadinya reaksi
berantai yang dikenal dengan peroksidasi lipid. Mekanisme peroksidasi
lipid pada membran sei tenad melalui 3 tahap yaitu tahap permulaan

{imisiasi), tahap penggandaan {propagasi) dan tahap akhir {terminash,
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a. Inisiasi

Tahap i merupakan langkah pertama dan serangkaian
peroksidasi yang tevjadi pada asam lemak poli tak jenuh. Reaksi ini
dihasilkan akibat serangan beberapa spesies pada allylik hydrogen pada
atom karbon diantara ikatan rangkap dua (Halliwell and Gutteridge, 1999).
Akibat serangan ini akan terjadi pemisahan atom H dari group metilen
{-CHx). Oleh karena atom hydrogen hanya berisi satu  elektron,
pemisahan ini akan menghasilkan slekiron vang tidak bamasangan pada
karbon (-CH ™) sehingga terbentuk asam lemak radikal {falty acid radical)

LH +OH" <9 L" +H:0

Karbon radikal biasanya distabilkan oleh penyusunan molaekul untuk
mambentuk conjugated dienss. Karbon radikal yang terbentuk dapat
mengatami berbagai-bagai reaksi seperti 2 di antara mereka akan saling
bertabrakan di dalam membran, sehingga dapat menjadi inisiator pada
prosces ini. Kebanyakan dari karbon redikal {carbon-centfered radicals)
akan bereaksi dengan O2 (Comporti, 1993; Halliwetl and Gutteridge,
1999).
b. Propagasi

Karbon radikal atau lemnak radikal menupakan suatu radikel dengan
pusat karbon (carbon cenfered radicals) yang mudah bereaksi dengan
oksigen membentuk radikal asam lemak yang berpusat pada oksigen
(oxygen-centered radicals) yang disebut redikal lemak peroksi (fipid
peroxy radicalsiLOO").
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L +Qx = LOQ (lipid peroxy radicals)
Lipid peroxy radicals ini dapat memecah hydrogen dari FUPA yang
berdekatan, sehingga membentuk lipid hidropercksida {LOCH} yang biasa
disebut juga lipid peroksida.
LH + LOG < L° + LOOH {lipid hidroperoksida)

Reaksi fipid peroxy radicals dengan PUFA akan menghasilkan hpid
radikal yang baru, sehingga menambah pumlah radikal lipid pada reaksi
rarmtai ini {Halliwell and Gutteridge, 1999} Fase ini disebut fase propagas:
dimana teradi reaksi dan radikal peroksil dengan PUFA yang lain
membentuk  hidroperoksid dan  radikal lemak yang barv, sehingga
mempertahankan jumlah radikal di dalam reaksi berantai tersebut.

Dekomposisi dari hidroperoksida dikatalisator oleh ion Fe dan
fogam transist latnnya dengan menghasilkan alkoksi radikal dan peroksi
radikal. sehingga meningkatkan propagasi. Akibatnya generasi vang
kedua dan radikal bebas dapat menginisiasi pembentukan rantai baru dari
lipid peroksida

LOOH +Fe® = LO2 +Fe” + OH (alkoksi radikal)
LOOH +Fe® & LOO +Fe®™ + H' (peroksiradikal)

¢. Terminasi

Reaksi rantal ini dapat berakhir bila terjadi penggabungan 2 lipid
radikal untuk membentuk hasil asam lemak yang non radikal atau antara
radikal dengan suatu senyawa pembasmi radikal,

L +L" =L - L (lipid non radikal}
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Secara umum peroksidasi lipid akan menyebabkan penurunan
pengaliran cairan melalui membran. Hal ini akan memudahkan fosfolipid
diantara dua monolayer bertukar, sehingga meningkatkan kebocoran
membran bilayer terhadap substansi yang secara nommal fidak bolen
metalui saluran tersebut {sepert fon Ca). lkatan silang yang terjadi pada
meambran proiein menyebabkan menurunnya mobilitas terhadap lateral
dan rotasionzl dari membran ini, sehingga akan mengurangi fungsi
membran. Produksi hidroperoksida dan karbonil pada regio hidrofosfolipid
menyebabkan pembentukan pusat hidrefiik yang akan mempengaruhi
fungsi membran. Hal ini akan meningkatkan permeabilitas membyran,
sehingga akan teradi pembengkakan pasif mitokondria, pembentukan
vesikula pada retikulum endoplasma, kebocoran enzim dan ko-enzim ke
sel yang tersisa dan menimbulkan kerusakn yang lebih |anjut (Halliwelt
and Guttridge, 1959). Oksidasi yang berdanjut dari rantai samping asam
lemak dan fragmentasi asam lemak ini akan menghasilkan komposisi
kompleks lipid fydroxyperoxide dan produk akhir aldehidik antara lain
malondiafdehida  (MDA),  8-fidroksinonenal (HNE) dan  berbagai
hidrokarbon (etana/C2H6 atau pentana/C5H12) yang toksik terhadap sel
dan dapat menyebabkan membran kehilangan integritas (Aitken ef 3/,
1994; Griveau ef af, 1895 dan Sudjarwo, 2001}

Malondialdehide (MDA}, kadang-kadang disebut juga malonaldehid,
merupakan salah  sate  golongan aldehid vyang dihasilkan  akibat

peroksidasi PUFA yang mempunyai lebih ikatan rangkap seperti asam
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lincleat, asam a@rakhidonat dan decoxahexafiexanoid acid (DHA|
membran. Oleh karena it peningkatan kadar MDA dalam suspensi jazim
digunakan sebagai salah saty indikator untuk peroksidasi lipid membran
{(Alvarez and Storey, 1995; Halliwell and Guttendge, 1998). MDA terdapat
dalam bermacam-macam bentuk, tergantung pada pH. Bila pH rendah
reaklivitasnya akan meningkat {Haliwell and Guttndge, 1999). Dalam
kandisi fisiologis, MDA dengan mudah menyerang protein dibandingkan
dengan asam aming bebas, sehingga akan menghasikan bermacam-
macam residu seperti lisin, ikatan rangkap intra dan intermolekul protein.
Disamping itu MDA juga akan bereaksi dengan basa DNA yang dapat
merimbulkan lesi mutagenik. Kadar MDA dalam suspensi dapat
ditentukan dengan berbagai macam medcte, satu diantaranya melalui
metage thio barbituric acid (TBA) (Sodergren, 2000). Pengukuran kadar
MDA dengan metode TBA didasarkan pada pengukuran secars
spekiroskopi terhadap banyaknya produk sekunder yang dihasilkan
selama terjadi autooksidasi. MDA yang dihasilkan dan pemutusan asam
lemak poli tak jenuh dapat bereaksi dengan TBA dan membentuk
kompleks berwama merah. Menumut Frankel (18%8) intensitas wama
sgsuai dengan jumlah malonaldioldehid dan sebanding dengan kerusakan
lipid. Intensitas wama merah atau pink dapat ditentukan dengan

spektofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 532 nm.
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2.7.2. Peroksidasi Protein Spermatozoa

Protein  adalan  suatu  makro  molekul  penyusun  membran
spermatozoa  berupa enzim. reseptor, antibod dan matrik sitoskeleton
yang mudah mengalami hidrolisis secara enzimatk dengan proteinase.
Telah banyak buki menunjukan bahwa ROS dapat menyebabkan
kerusakan struktur dan fungsi protein seperti enzim, reseptor, jalur
transduksi  sinyal, transport protein dan enzim  yang memeriukan
konsentrasi ion Ca bebas yang rendah intraselluler, karena ROS dapat
mengadakan reaks) dengan asam-asam &ming  penyusun  proten.
Dhantara asam-asam aming yang paling rawan terhadap chksidasi radikal
oksigen adalah sistein, karena sistein mengandung gugusan sulfiudrit {-
5H} yvang sangat peka tethadap ROS atau dapat bereaksi langsung
dengan ion logam transisi, $ehingga membentuk thyil radicals

RSH + Cu®™ SRS+ H" +Cu'

Kerusakan protein oleh serangan RGOS, hukan saja merusak fungsi
enzim, tetapi juga mengganggu fungsi reseptor (seperti B adreno reseptar
dan o adrenergik reseplor) dan fransportas: oleh protemn  Kerusakan
dapat ierjadi pada protein yang teribat di dalam mempertahankan
keseimbangan ion  intraselluler seperti Ca “"-ATPase dan sistem
keseimbangan periukaran Ca’' dan Na“ yang menjaga Ca®* intraselluler
tetap rendah dari ekstra selluler (Hallwell and Guiteridge, 1998). Sistem
Ma'., K- ATPase di dalam membran plasma penting untuk menjaga

konsentrasi K+ intraselluler letap tinggi dan Na® intraselluler lebih rendah
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dibandingkan dengan ekiraselluler. Ca *-ATPase dan Na', K'- ATPase
mengandung gugus sulfiddl (-SH} yang sangat rawan terhadap serangan
radikal hidroksil. Suryohudoyo (2000) menyatakan bahwa kerusakan
gugus SH oleh radikal hidroksil akan menyebabkan gangguan
parmeabiltas membran se!, sehingga teriadi ketidakseimbangan ion
intraselluler yang selanjutnya akan mempengaruhi fungsi sel {Phelp & a/,
1999),

Kerusakan oksidatif protein dapat terjadi karena serangan langsung
ROS atau akibat produk akhir peroksidasi lipid seperti MDA dan HKNE
sehingga menimbulkan apa yang disebut dengan AGE (advanced
glycosylated endproduct) yang dapat merusak fungsi biologis protein
fWidjaya, 1996}. Bila kerusakan oksidatif terjadi pada protein fungsional
seperti enzim-anzim glikolitik akan menyebabkan kehilangan aktivitas
katalitiknya, sedangkan bila parcksidasi tegadi pada protein penyusun
struktur mempran sel, maka akan terjadi gangguan aktivitas membran
seperti rusaknya reseptor dan perubahnya sifat permeabilitas membran
fHughes ef &f., 1999), Sementara ity Halliwel and Gutridge (1998)
melaporkan kerusakan enzim perbaikan DNA {endonuklease, ligase)
dapat meningkatkan kerusakan oksidatif DNA dan meningkatkan frekuensi
mutasi. Sedangkan kerusakan padz polimerase DNA dapat menyebabkan

pengurangan replikasi DNA.
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2.7.3. Peroksidast DNA Spermatozoa

DNA disusun oleh nukleotida adenin, timin, guanin dan sitosin
merupakan molekul yang sangat stabil, tetapl dapat mengalami
dekomposisi kimia secara spontan sepanjang hidupnya. Kehilangan purin
dapat muncul 10* kali perhari didalam genom manusia. Sitosin dapat
kehilangan secara pelan-pelan group aminonya (deaminasi) menjadi
bertuk urasil, sedangkan 5-metil silosin di dalam DNA dapat mengalami
deaminasi menjadi timin {Sakkas et al., 1999). Kerusakan DNA secara
kimiawi oleh baberapa senyawa oksigen reaktif telan banyak diperlihatkan
pada penelitian in vitro. Kerusakn oksidatif DNA menghasilkan putusnya
rantai, Kerusakan pada decksitibosa dan modifikasi basa purin dan
piimidin (Halliwell and Guiteridge, 1999). Kerusakan satu rantai DNA
biasanya mudah diperbaiki, istap kerusakan kedua rantai akan
memmbulkan  problem yang senus. Rantar DNA yang putus yang
disebabkan oleh stress oksidatif ini dapat dideteksi dengan bermacam-
macam teknik penentuan DNA. Putusnya rantai DNA akan menimbulkan
perubahan konfigurasi DNA [Suryohudoyg, 2000},

Beberapa penelitian in vitro telah membuktikan bahwa spermatozoa
yang dipaparkan dengan senyawa oksigen reakiif buatan dapat
menyebabkan meningkatnya kerusakan DNA secara bermakna dalam
bentuk putusnya rantai, kerusakan pada deoksiribosa dan modifikasi basa
purin dan pinmidin  (Agarwall et af, 2003} Stress oksidatif juga

dikorelasikan dengan tfingginya frekwensi terputusnya untaian DNA
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tunggal dan ganda. Bukti yang kuat menunjukan bahwa kadar ROS yang
tinggi mempermudah terjadinya frakmentasi DNA. Donnelly et al,, (1399)
menyatakarn bahwa kerusakan DNA ofeh ROS dapat menyebabkan
menurunnya binenergi sel sehingga proses fosforilasi oksidatif untuk
menghasilkan ATP untuk kehidupan dan pergerakan spermatozea
merjadi berkurang. Dilaporkan oleh Ozawa (1985} guanin mernupakan
salah satu nukleotide ONA yang sangat rentan terhadap serangan ROS.
Guanin bila bereaksi dengan radikal hidroksil akan menghasilkan senyawa
8-hidroksi decksiguanosin (8-OH-dG). Terdapat korelasi yang sangat
bermakna peningkatan kadar 8-OH-dG dengan tingkat kerusakan
integritas  DNA dan motilitas spermatozoa {Sujarwo, 2001). Dengan
demikian peningkatan senyawa 8-OH-dG dapat dipakai sebagai salah

satu indikator kerusakan integritas DNA spermatozoa akibat peroksidasi.

2.74. Penurunan motilitas sparmatozca

Paningkatan pembentukan ROS dikorslasikan dengan penurunan
motilitas sperma {(Agarwal et al, 1994". Hubungan antara ROS dan
penurunan motilitas mungkin disebabkan oleh banyak peristiwa yang
menyebabkan penurunan fosforilasi protein axonemal dan immobilisasi
spermatozoa, yang keduanya dikaitkan dengan reduksi fluiditas membran
yang diperlukan untuk fusi spermatazoa-oosit {de Lamirande and Gagnon,
1985). Hipotesis lain mengatakan bahwa H:Q: dapat menyebar melintasi
membran-membran ke sel-sel dan menghambat aktivitas enzim-enzim

seperti enzim giukose-6-phosphat dehydrogenase (GsPD). Enzim ini
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rangendalikan tingkat  fluks/aliran glukosa melalui  hexose
monophosphate shunt, yang pada gilirannya mengendalikan ketersediaan
nicotinamide-adenine dinuclectide phosphate (NADPH) intraselular. Hal ini
pada gilirannya dipaskai sebagai sumber elektron cleh spermatozoa untuk
mendorong timbulnya ROS aleh sistem enzim yang dikenal sebagai
NADPH oksidase {Aitken ef af., 1997} Penghambatan GgPD
menyebabkan menurunnya ketersediaan MNADPH dan menyebabkan
turunnya akumulasi glutathione teroksidasi dan glutathione tereduksi
secara barsamaan. Hal ini dapat mereduksi pertahansn antioksidan

spermatozoa dan peroksidasi fosfolipid membran (Twigg ef al. | 1988),
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KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3. 1. Kerangka Konseptual Penelitian
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Sertrifugasi gradien densitas percoll merupakan salah satu metode
pemisahan spermatazea yang dilakukan dengan cara pemutaran spermatozoa
dalam tabung yang berisi medium percoll dalam berbagai tingkat densitas
pada kecepatan dan waktu tertertu, Selain dapat memisahkan spermatozoa X
dan spermatozoa Y, sentrifugasi gradien densitas percoll juga dapat
menginduksi kerusakan integritas membran spermatozoa dan pembentukan
senyawa oksigen reaktif pada spemmatozoa {lwazaki and Gagnon, 1892
Agarwal et af,, 1894, Ding et af., 1999). Lama waktu sentrifugasi mempunyai
peran lebih penting dalam menginduksi pembentuk ROS oleh spermatozoa
yang dipisahkan dengan sentnifugasi gradien densitas percoll {Shakarriz ef af.,
19595 dan Agarwall ef af, 2004}

Gesekan mekanik membran spermatozoa dengan partike| percoll atau
dinding tabung selama proses sentrfugasi dapat menyebabkan deformast
matnks ekstrselluler dan perubahan sistem regulasi ion pada membran
spermatozoa (Phelp ef &/ 1999). Keadaan ini menyebabkan transport ion
Ca® ke dalam/keluar sel berjjalan tidak normal, sehingga kensentrasi ion Ca®*
intraselluler menjadi meningkat (Susilawsati, 2000}, Peningkatan konsentras
ion Ca®" intraseller akan meningkatkan ikatan Ca®™ pada kalmedulin yang
selanutnya akan mengaktivasi Ca’* kalmodulin dependent protein kinase yang
penting untuk mengatur sintesa niint cksida sintetase {NOS) untuk membentuk
NO (Halliwell and Guiteridge, 1899). Selanjuinya NC bereaksi dengan Oy
membentuk  NOy, kemudian NOy bereaksi dengan H* menghasilkan H NOy
{asam peroksi nitrit) yang selanutnya akan menghasilkan radikalhidroksit (QH

1. Peningkatan ikatan Ca® dependen protein kinase juga mengaktifkan
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sejumlah enzim-enzim NADPH oksidase pada membran untuk menghasilkan
radi&al supercksida anion (O dan juga akan mengakiifkan enzim protease
seperti calpain yang penting untuk meruban xanthin dehidrogenase menjad:
xanthin cksidase sebagai sumber O {Haliwel and Guiteridge, 1999} Dalam
keadaan nomal peningkatan O int akan dinetralisic oleh enzim superoksice
dismutase menjadi hydrogen percksida {H:02), selanjutnya Hz0; oleh enzim
katalase atau glutation peroksidase dinetralisicr menjadi air (H>O} dan oksigen
(3. Namun bila enzim antioksidan pada spermatozoa rendah dan tidak
mamp. menetralisic peningkatan radikal supercks:d anion ataupun HzO»
memadi air, maka akan radikal supercksid anion yang terbentuk akan bereaksi
dengan hydrogen peroksida dan bantuan indikator Fe®' dan Cu™ membentuk
senyawa radikal hidroksil (OH7). Radikal hidroksil merupakan salah satu
bentuk senyawa cksigen yang reaktif dan mampu menyebabkan kerusakan
paca membran, pratein dan DNA (Gutteridege and Haltiwell, 1999). Radikal
hidroksid hila bereaksi dengan asam [emak poil fak jenuh pada membran
spermatozoa akan menyebabkan terjadinya reaksi berantal yang dikenal
dengan peroksidas: lipid. Akhir dari peroksidasi lipid membran ini akan
menyebabkan terputusnya ramtai zsam lemak menjadi berbagai senyawa
toksik terhadap sel temnasuk  senyawa mafondicidehide  {MOA)]  yang
selaryutnya dapat menyebabkan kerusakan permeabilitas membran sel
(Altken. 1885), kerusakan protein dan ONA sehingga  rmenyebabkan

penurunan motiltas spermatozoa (Fraga ef a1, 1998)
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3.2. Hipotesis Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah, kajian tecr dan kerangka konseptual

penelitian, maka dapat diajukan beberapa hipotesis sebagai berikut,

Disertasi

Femisahan spermatozea dengan sentrifugasi gradien densitas percoll
dapat meningkatkan tingkat akumulast produksi ROS, percksidasi lipid.
penurunan profl ipid membran dan kerusakan integritas membran
spermatozoa kerbau lumpur

Ada perbedaan tingkat akumulasi produksi ROS, peroksidasi lipid,
penurunan profil lipid membran dan kerusakan integritas mermbran
spermatozoa kerbau lumpur setelah pemisahan dengan sentrifugasi
gradien densitas percoll selama 5 menit dengan sentrifugasi gradien
densitas percoll 10 menit. Tingkat akumulasi produksi ROS,
percksidasi lipid, perurunan profil ipid  membran dan kerusana
integntas membran spermatozoa selelah sentnfugasi gradien densitas
percoll selama 10 menit lebih tinggl dar pada sentrifugasi gradien
densitas percoll selama 5 menit

Tingkat akumulasi produksi ROS, peroksidasi lipid dan penurunan profil
asam lemak membran berpengarubh terhadap tingkat kerusakan
inteqritas membran spermatozoa kerbau lumpur setelah sentrifugasi
gradien densitas percoll. Tingkat akumulasi produksi ROS berpengaruh
secara positf terhadap tingkat percksidasi lipid dan berpengaruh secara
regatf terhadap penurunan profil lipid membran dan perseniase

membran plasma utuh (MPU) spermatozoa Tingkat peroksidasi lipid
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kerpengaruh negatif terhadap penurunan orofil lipid membran dan
persentase MPLU spermatazea. Tingkat penurunan  profil  lipid
berpengaruh secara positif terhadap  persentase  MPU spenmatozoa.
Makin tingg: akumulasi produksi RGOS makin tinggi tingkat peroksidasi
lipid dan profii lipid membran makin menurun seriz persentase MPU
makin menurun

Tingkat akumulasi produksi ROS berpengaruh secara langsung
terhadap tingkat peroksidasi lipid dan penurunan profil lipid membran
spermatozoa. Tingkat peroksidasi dipid dan penurunan profit hipid
membran berpengaruh secara langsung terhadap persentase MPU
spermatozoa. Jadi tingkat akumuiasi produski ROS spermatozoa
berpengaruh terhadap persentase MPU sparmatozoa secara tidak
langsung, melalui peningkatan percksidasi lipid dan penurunar profil

lipid membran
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METODE PENELITIAN

4. 1. Jenis dan Rancangan Penelitan

Jenis  peneltian ini merupakan  penelittan  ekspenmental
laboratarium {expermental faboratoric) menggunakan sejumlah sampel
semen segar kerbau lumpur yang dipisahkan dengan sentnfugast gradien
densitas percol.

Rancangan yang digunakan pada penelitian ini adalah rancangan
the pre ftest - post test conlrole group design (Zainuddin, 1995). Dalam
penelitian ini digunakan 3 kelompok sampel semen segar yaitu a)
kelompok semen segar tanpa pemisahan b) kelompok semen segar hasil
sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit dan ¢} ketompok
semen segar hasii sentrifugasi gradien densitas percell selama 10 menit.

Secara skematis rancangan penelitian dapat digambarkan sebagai

berikut;
—p | Pl | —] O1
Pp |—™ R +»| § » | P2 |—»]| O1
— KO | — o
Feterangan
Pp = Papulass Sermen kémau lumpor Pz = Seninfugas) Gradien densilas perenll
R = Randomisas kecepalan B30 x g rpm salama 10' dan
5 = Sampel semen diencerkan dg EBSE.
P1 = Sparmatozoa hasil senlffugas gradien KO = Spemalozoa hasil pengencaran tanpa
densrtas percol kecepatan 850 x g pm sentrifugasi gradien densitas percoll
seiame &' dan diencerkan dg EBSE 1 = Varabel yang diukur (motililas, MPL,

kadar ROS. MDA; profil hpid membran)
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4, 2. Populasi, Sampel dan Besar Sampel
4.2.1. Populasi Panelitian

Populasi dalam peneliian ini adalah sejumlah semen segar
berkualitas baik yang dipsroleh dengan cara penampungan menggunakan
vagina buatan dari kerbau lumpur pejantan sehat yang berumur 3 — 4

tahun.

4.2.2_ Sampel Penelitian

Sampel dalam panetitian ini adalah hasit random dari sejumiah
gsemen segar kerbau lumpur berkualites baik. Pemilihan sampsl semen
yang berkualitas baik, didasarkan pada kriteria yang telah ditetapkan oleh
Balai inseminasi Buatan (BIB} Dijen Petemakan yaitu persentase
motilitas awal minimal 70 %; konsentrasi lebih dari 600 juta/ml;
persentase spemmatozoa hidup > 80 % dan spermatczoa abnormalitas

< 20 %.

4.2.3. Besar Sampel Penelitian
Besar sampel dalam penelitian ini dipercleh dengan menggunakan
rumus Higgine & Klinbaum (1585} sebagai berikut;

(Zoc + 2B)° . o2

V3

Keterangan:
n : Besar sampel

Za  : Hargastandaro 0,05 =196
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ZB : Harga standar [ 0.10 = 1,28
Pada penelitian eksperimental nilai o / 5% adalah 1
Maka jumiah sample adalah;
n = (1,96 + 1,28)°
n= 7% < dibulatkanjadi B
Jadi besar sampe! {n) yang diperoleh menjadi 8 perkelompok

perlakuan, dengan total sampet keseluruhan adalah 24 sampel.

4. 3. Variabel Penelitian

4. 3. 1. Ildentifikasi Variabel Penelitian
Penelitian ini terdin dan beberapa vanabet yaitu;, a).

Variabel bebas, b) variabel targantung dan ¢} variabel kendali.

1. Variabel Bebas meliputi sentrifugasi gradien densitas percoll.

2. Variabel Tergantung mefiputi tingkal kerusakan integritas
membran spermatozoa

3. Variabel Intervening meliputi motilitas  spermatozos;
akumuiasi produksi ROS; kadar MDA spermatozoa dan profil
asam lemak membran spermatozoa.

4, Variabel Kendali meliputi medium pengencer dan pencuc
semen, kecepatan sentrifugasi, tngkat gradien densitas

percoll, umur pejantan dan volume semen,
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4. 3. 2. Definisi Operasional Variabel

Disertasi

a. Sentrifugasi Gradien densitas Percoll: merupakan suatu

metode pemisahan spermatozoa yang dilakukan dengan cara
pemutaran spermatozoa dalam tabung khusus yang berisi
bentukan kolom percoll dalam konsentrasi bertingkat pada
kecepatan dan lama waktu tertente. Kolom percoll yang
digunakan pada peneglitian ini terdii dar 5 tingkat densitas
(1.034; 1.042; 1082, 1,063, dan 1,070 g/ml) yang disusun
secara berurutan dengan densitas yang paling tinggi pada
lapisan paling bawah dan dikuti dengan densitas yang lebih
rendah pada lapisan atas, dengan volume masing-masing
densitas sebanyak 1 ml. Semen ditempatkan pada lapisan
paling atas, kemudian disentrifugasi pada kecepatan 850 x g
dalam dua kelompak waktu tertentu.

Lama Sentrifugasi Gradien Densitas Percolll: adalah waktu
yang digunakan untuk memisahkan spermmnatozoa dengan
sentrifugasi gradien densitas percoll. Lama waktu sentrifugasi
yang digunakan pada penelitian ini adalah selama 5 menit
{sebagai ketompok perlakuan satu = P1) dan sentrifugasi
selama 10 menit {sebagai kelompok perakuan dua = P2)
serta tanpa perlakuan pemisahan dengan sentrifugasi

(sebagai kontrol = KO).
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¢. Akumulasi produksi ROS: adalah sejumiah  senyawa

oksigen reaktif (yang diukur berdasarkan pada indikator H20;)
yang terakumutas dalam suspensi spermatozoa. Pengamatan
akumulasi  produksi  ROS  divkur  dengan metode
khemiluminisensi  menggunakan  lumingl {S-aming-2,3-
difiydro-1 4+-phihalazine dione;, Sigma Chemical Ca, 5t
Louis, MO, USAY sebagai probe dan horse radish peroxidase
(Sigma Chermical Co., Sf Lows, MO, USA) sebagai pemicu
pembentukan  ROS. Milai akumulasi produksi ROS

spermatozoa  dinyatakan dalam CPM/t0 B

Spermatozoa
(Aitken et af, 1992 dan Ollero et af, 2001).

Tingkat Peroksidasi lipid: diukur berdasarkan peningkatan
kadar malondialdetide (MDA) dalam suspensi semen. MDA
merupakan senyawa yang dihasilkan dan peroksidasi liptd
membran spermatozoa. Pengukuran kadar MDA dilakuan
dengan menggunakan metode thicharbiturat (Thyobarbituraf
Acid/ TBA) dan diperiksa absorbansinya  dengan
spekiofotometer pada parjang gelombang 529 nm. Nilzinya
kadar MDA dinyatakan dalam nmolf 10 * Spermatozoa
(Alavarez and Storey, 1885).

Profil asam lemak membran Spermatozoa:  diukur

berdasarkan pada indikator kadar asam lemak poli tak jenuh

decoxahexancic  acrde  {DHA) membran  spermatozoa.
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FPengukuran kadar DHA dilakukan dengan menggunakan Gas
Chromatography (GC) autosampler {GS — HP 5890 A) dengan
indikator asam lemak docoxahexanoat standart
(docosafexanoic acid P. 8125 Sigma). Nilai kadar DHA
membran dinyatakan dalam pgimif10* spermatozoa atau
nmaolf10® spermatozoa  (Kelso et al, 1997; Guzman et al.,
2001).

Integritas Membran Spermatorea ditentukan berdasarkan
persentase keutuhan membran plasma spermatozoa yang
divji dengan menggunakan metode Hipoosmotic Swefling Test
(HOS-Test) yaitu dengan carz memaparkan spermatozoa
dalam larutan hipoosmotik selama 1 — 3 jam dan di amati
dengan mikroskop cahaya pembesaran 400 X. Spermatozoa
yang mempuriyai integritas membran utuh ditandai dengan
adanya pembengkakan kepala dan ekor yang berputar setelah
dipaparkan dalam larutan hipoosmeotik. Nilainya dinyatakan
dalam persentase (Jayendra, 1980).

Motilitas Spermatozoa: adaah gerakan maju  kedepan
{progresif) spermatozoa dalam medium EBSS + 5 % FBS
setelah swim uwp selams 15 menit. Perkiraan motilitas
spermatozoa adalah prosedur visual dan dinyatakan secara
kooperatif tidak mutlak. Motilitas  spermatozoa  diketahui

dengan cara menganalisa 10 — 15 ul sampel semen yang
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diteteskan pada objek gelas. ditutup dengan cover gelas {20 x
20 mm) FPengamatan molilitas spermatozoa  dilakukan
menggunakan mikroskop bickuler dengan pembesaran 400
X per 100 sel spermatozoa dengan gerakan cepat dan maju
lurus {Gerakan spermatozoa dikitung secara skorng dari O

sampai 100 % (Toelihere, 1925 dan BIB Singosan, 1994),

4 4. Bahan dan Peralatan Penelitian

4 4.1. Bahan Peaelitian

4.4.1.1. Bahan biologis

Bahan biologis yang digunakan dalam penelitian ini berupa

sejumlah ejakulat semen segar kerbau lumpur yang diperaleh dengan

cara penampungan langsung dar pejantan sehat. Semen yang digunakan

harus memenuhi persyaratan motilitas individu di atas 70 %, abnomalitas

kurang dan 20% dan konsentrasi di atas 600 juta sperma/ml|

4.4.1.2. Bahan Kimia

Disertasi

Bahan-bahan kimiawi yang digunakan pada penelitian ini terdin
dari;

2. Bahan-bahan umtuk penampungan, pemisahan dan

pemertksaan kualitas spermatozoa

Medium Percoll (Sigma); Earfe’'s Balanced Saft Soiution
EBSS {Sigma), medium pencuci (whashing) Spermatozoa
Phasphate Buffer Solution/lPBS  {Sigma); NaCl  fisiologis

{Sigma).  Foeta! Bowne Serum/8SA (Sigma) T.J Beker
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(Sigma), Aquadest steril dan alkohol 70 %; Eosin-Negrosin
(Sigma), Fruktosa {Sigma), ethanol 75 % dan 90 %, HCI
pekat dan formalin 1 %, Vase&lin dan sabun pencuci.

b. Bahan untuk pemeriksaan akumulasi ROS
Medium  luminol  (5-amino-2,3-hihydro-1,4-phthalazinedions;
Sigma Chemicat Co., St Louwis, MO, USAY, Horse radish
pemxydase (Sigma), DMS0O (Merck), medium EBSS ([Earfe

Balance Sait Solution, Sigmay).

¢. Bahan untuk permeriksaan MDA
Trichloro Acelic Acid {TCA) (Merck) Hidrochioric Acid {HC!)
{Merck). Aguades steni (Merck) dan Thiobarbiturate Acid (Sigma)

dan MDA standart {Aldrich Chemicals Company, Inc.);

d. Bahan untuk pemeriksaan profil lipid
Chiloroform (Merck); mefhanal (Merck); BF3-metanol {Merk); n-
hexane {Merck), asam asetat (Merck); diethyleter (Merck):

Docosahexanoic acid standar P-8125 (Sigma).

4. 4. 2. Peralatan Penelitian
4.4.2.1. Peralatan untuk Penampungan Semen,
Vagina Buatan lengkap dengan sarungnya; tabung reaksi berskala

{15 ml}, thermos air panas, Vaselin dan sabun pembersih.
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Peralatan untuk Pemisahan, Pencucian dan Pemeriksaan
Kualitas Spermatozoa

Tabung reaksi berskala, tabung centrifuge; Incubator CO»
{Compact CO: Serfes 5000, USA), Centrifugator (EBA-35,
Heftich), Laminar Flow {Speg Air Tech, PRC), Hot plate-magnetic
stirer {Labinco, Hofland), Refrigerator (Sharp, Japan), Timbangan
Listrik (Efectronic Balance, Chyo), Walerbath (Memmerd)y, PH
meter (Hanna, Singapore);, Yeflow Ty, Haemocytometer Thorna:
Mikro pipet (0,1 — 20 pl, 20 pl — 50 pl; 50 — 200 Pl dan 200 yl -
1000 Wl ), Parafim {Nafional Can, Amenka), Rak Tabung; Kertas
Tissue, Disposible spuid 1 — 10 CC (BBD}, Djsposible pipet
pasteur (Nipro) dan Labu ukur; objek gelas; Cover gelas; tabung
affendorf, Vorlex  mixer {Thermolyne, USAY, aliuminium foi
Mikraskop fase kontras (Meid); Mikroskap inverted {Ofymphus,
Japan).

Peralatan pemeriksaan akumulasi produksi ROS spermatozoa
Berthold fumminometer (Aufolumal LB 953 Wallac Inc., Gaithers-
burg, MD, USA) lengkap dengan tabungnya; Vorfex mixer
{Thermoiyne, USA), Mikro pipet (0,1-20pl, 50 — 200 ul dan 200 i

— 1000 ).

Peralatan permeriksaan kadar MDA spermatozoa
Sentrifuge (Hereeus Sepatech Labofuge 2001, Spectrophotometer
(Hitachi U-2000. double beam), Waterbath (Memmerf), PH meter

{Hanna. Singapore): Vortex mixer {Thermolyne, USA) .
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4.4.2.5. Peratatan pemeriksaan kadar DMA membran spermatozoa
Peralatan yang digunakan untuk pemerksaan asam lemak poh tzk
jenuh DHA spermatozea dilakukan menggunakan

Chromatography (GS — HP 5890 A) lengkap dengan monrteor.

4. 5. Tempat dan Waktu Penelitian:

Penglitian ini dilakukan pada iempat yang betbeda yaite 1).
Pemisahan spermatozoa dan  pemeriksaan  kualifas  spermatozoa
dilakukan di Lab. Kebidanan FKH Unair. 2} Pemerksaan ROS dilakukan
Lab. Makmal R.5.U.D. Dr.Soetomo — Surabaya 3). Pemenksaan kadar
MDA dilakukan di Lab. Biomedik Fakultas Kedokteran UNIBRAVW Malang
4) Pemeriksaan asam lemak DHA dilakukan di Lab. Kimia Organik Fak.

MIFA- UGM Yokyakarta.

4. §. Prosedur Pengumpulan Data
Untuk menguji nipotesis yang digjukan, penelitizn ini dilakukan

dalam beberapa tahap penelitian.

4.6.1. Penampungan Semen
Sampel semen yang akan digunakan untuk penelitian ini,
dipercleh dari kerbau mpur jantan sehat yang berumur 3.5 — 4
tahun, dengan cara penampungan menggunakan vagina buatan.
Penampungan semen dilakukan pada pagi harn  jam 800 - 9.00
WIB sebanyak 1 kali dalam seminggu. Prosedur penampungan
dilakukan berdasarkan metode yang biasa dilakukan pada Batai

inseminasi Buatan {BIB) Singosarn Malang.
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Gambar 4.1. Persiapan penampungan Semen Kerbau Lumpur

Menggunakan Vagina Buatan

Segera setelah penampungan semen, dilakukan
pemeriksaan kualitas spermatozoa secara makrokopis (volume,
wama, konsistensi, bau dan pH) dan mikroskopis (konsentrasi,
motilitas, viabilitas, abnormalitas). Semen yang  mempunyai
konsentrasi spermatozoa > 600 x 10° /ml dan motilitas progresif >
70 %, abnormalitas < 20 % digunakan sebagai sampel.

Setelah penilaian, sampel semen diencerkan dengan
madium EBSS yang dilengkapi dengan 5 % BSA dengan
perbandingan 1 : 2. Kemudian suspensi semen tersebut dibagi
menjadi 3 bagian dan masukan dalam tabung sesuai dengan
kelompok periakuan yaitu kelompok perakuan | {sampel semen
yvang sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit),

kelompok pedakuan 2 (sampel semen yang sentrfugasi gradien
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densitas percoll selama 10 menit) dan kelompok kontrod fsampel

semen yang tidak disentrifugasi).

4.6.2. Pemisahan Spermatozoa dengan Sentrifugasi Gradien Densitas

Disertasi

Parcoll

a. Pembuatan Gradien Densitas Percofl
Gradien densitas percoll yang digunakan adslah 5 tingkat

(1,034, 1,042, 1,052; 1,083; dan 1,070 g/ml) yang diperoleh dan

pergenceran percoll dengan & % FBS dalam medium Earfe’

Balance Saft Soiution {EBSS) menjadi 20,0 %; 30,0 %, 400 %,
50,0 % dan 60,0 %. Kemudian larutan masing-masing densitas
dimasukan dalam tabung secara berurutan dar densitas tertingg
pada lapisan bawah dan dikuti densitas terendah pads |apisan

atas, masing-masing densitas volumenya sehanyak 1,0 mi.

b. Pelaksanaan Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll
Sebanyak 1,0 ml suspensi semen yang sudah diencerkan
dimasukan dalam tabung yang bens medwm gradien densitas
percoll dalam berbagai tingkat densitas, selanjutnya sentrifugasi
pada kecepatan 850 x G selama § menit dan 10 menit sesuai
dengan periakuan penelitian pada temperatur kamar. Setelah
sentrifugasi didapatkan 6 tingkat lapisan, yang terdin dari 1 bagian
paling atas plasma seminaiis dan & bagian densitas percell.
Kemudian duapertiga bagian atas dibuang, sedangkan sepertiga

suspensi bagian bawah (2.0 mil) diambil untuk pemeriksaan iebih
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lanjut. Suspensi spermatozoa  selanjutnya dicuci dengan cara
penambahan 3 ml EBSS, lalu sentrifugasi 1agi dengan kecepatan
500 x G selama 5 menit. Supernatannya dibuang dan pellet yang
didapat diresuspensi kembali dengan 3 ml medium EBSS melzlui
dinding tabung. Khusus untuk kelampok kontrel  sebanyak 1 ml
suspensi semen $egar yang sudah diencerkan ditambahkan lagi
dengan medium EBSS sampai volume 3 ml. Kemudian masing-
masing kelompok perlakuan dan kontrot di inkubast dalam inkubatar
€O, pada suhu 37 °C pada kelembaban 95 % selama 15 menit,
darn ukur persentase motilitas, integntas membran plasma utuh
(MPL), kansentrasi spermatozoa;  akumulasi produksi ROS, kadar
MDA dan DHA spermatozoa Gambaran semen sebelum dan
sesudah pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percall

terlihat pada Gambar 4. 2.

-
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Gambar 4.2. Tabung barisi suspens! sparma ssbalum dan setelah
pemisahan dengan sentrifugsel gradisn densitas percoll
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4.6.3. Pemeriksaan Motilitas Spermatozoa

Disertasi

Pemerksaan maotilitas spermatozea terdin dan pemenksaan
kualitatif dan kuantitatif. Sebanyak sekitar 10 pl suspenst semen
pada tiap kelompok perakuan diteleskan pada objek glass yang
terdapat lekukan ditengahnya, kemudian ditutup dengan cover
glass dan amati motilitas spermatozoa dengan mikroskop cahaya
dengan pembesaran 400 X. Pemeriksaan motilitas spermatezoa
kuantitatif ditentukan secara objektif dengan tingkatan pergerakan
progresif kedepan spermatoroa. Motilitas spermatozoa dibagi
empat krleria yaitu; pergerakan yang sangat baik {bergerak cepat
kedepan) diberi kode (2} pergerakan yang baik (bergerak maju
kedepan) dibern kode {b); pergerakan spermatozoa ditempat atau
berputar (¢} dan spermatozoa tidsk bergerak (d} Motilitas
spermatozoa  ditentukan dengan menghitung  pergerakan
spermatozoa motil dan tidak motil beberapa lapangan pandang
yang terpisah secara acak. Parseniase pergerakan spemmatozoa
dititung dengan rata-rata persentase motiitas untuk  semuz
lapangan pandang vang dihitung. Persentase spematozoa motit
yang ditampikan pada peneltian mi hanya spermatozea yang
bernerak cepat kedepan (a) dan gerakan kedepan (b} sampai

sebanyak 100 sampai 200 ekor.
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Pemeriksaan Konsentrasi Spermatozoa

Perhitungan konsentrasi spermatozoa dilakukan dengan
menggunakan kamar hitung thoma dan pipet haemocytometer.
Suspensi sparmatozoa  dipipet  dengan menggunakan  pipet
heamaositometer sampai angka 1 dan kemudian dipipet lagi dengan
larutan HCl sampai angka 10t. Selanjutnya pipet dikocok
membentuk angks delapan selama beberapa menit. Ujung pipet
dibersinkan dengan kertas tissu dan kemudian teteskan 2 - 3 tetes
pada kamar hitung thoma dan tutup dengan cover glass. Sel
spermatozoa dihitung pada 5 kotak besar atau 80 kotak kecil
secara acak Kemudian jumiah spermatozoa didapat pada ke 80
kotak kecil dikalikan dengan 10.000 dan dikonversikan kedalam

konsentrasi {10 ¥ spermatozoa / mi).

Pemeriksaan Integritas Memhran Plasma Utuh Spermatozoa
Pemeriksaan membran plasma utuh spermatozoa diakukan
berdasarkan uji pembengkanan atau hypoosmotic swelling test
{HOST) vyang dikembangkan oleh Jayendra ef af, (1984)
Sebanyak 0,1 ml suspensi spermatozoa hasil pemisahan di
fambahkan dalam 99 m! larulan hypoosmotik 0,032 M {yang dibLat
dar 7,35 g Natrium sitrat 240, 13,52 g fruktosa yang dilarutkan
daiam 1 liter aguades), dan inkubasikan selama 1 jam didalam
inkubator CO, pada suhu 37 °C. Selanjutnya dibuat preparat ulas

tipis dengan mencampurkan satu tetes larutan digtas dengan 1
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tetes eosin negrosin. Kemudan diamati dengan mikroskop cahaya
pembesaran 400 X Spermatozoa yang memiliki integntas
membran plasma utuh terlihat adanya pembengkakan kepala yang
dikuti ekor berputar dengan pacaran wama terang, sedangkan
spermatozoa yang membran plasma sudah rusak ditandai gaengan

tidak ada pembengkakan kepala dengan eker yang lunus.

Pemeriksaan Akumuiasi ROS Spermatozoa

Akumulasi ROS spermatozoa diukur dengan menggunakan
uji chemiuminiscence konvensional, menggunakan luminal {5
amino-2, 3-dihydra-1 4-phthalazinedione; Sigma Chemical Co., 5t
Lowtis, MO, USA4) sebagai probe dan horse radish peroxidase
urituk pemicu sintesis hydrogen pamxide {Aitken et &, 1294 dan
QOlero ef af, 2001},

Sebanyak 400 Ll suspensi spermatozroa dar masing-masing
kelompok kontrol dan perlakuan, ditambahkan gengan 4 i larutan
tuminol {25 mM lurminol dalam dirmethyisulphoxide {DMS0O dengan
konsentrasi akhir 250 uM) dan 2 pl larutan fhorseradish pemisidase
{2 mgfml dalam larutan buffer fosfat), selanjutnya divortek selama
30 delik. Kemudian appendorf yang bensi dimasukkan dalam
tabung khusus dan diamati khemiluminisensinya selama satu memnit
dengan menggunakan EBerthiold iuminometer {Aufolumat B 953;

Wallac Inc., Gatthersburg, MD, USA} Nilai ROS digkspresikan
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sebagai 10° photon yang dihitung per menit (CPM) per 1x 10°

spematozoa.

Pemeriksaan Kadar MDA (malondialdehyde) Spermatozoa.

Pemeriksaan kadar MDA pada peneltian il dilakukan
menggunakan modifikasi metode test Thicbarbiturat Acid (TBA)
yang dikembangkan pleh Alvarez and Starey {1995}

Sebarnyak 100 pi suspensi spermatozoa dan kelompok kontrol
dan kelompok periakuan, dipisahkan dan proteinnya dengan carg
penambahan 100 pl asam trikloroasetat 20 % dan verek selama 30
detik, kemudian tambahkan dengan 250 gl HCL 1N, 100 pl natrium
thiobarbiturat 1 % dan agquadest sampai volume akhir menjadi 1 ml
{450 ), selanjutnya dipanaskan dalam water bafh pada suhu 100
“C selama 20 menit. Kemudian sentrfugasi pada kecepatan 3500
rom selama 10 menit. Sebanyak 800 yl supematannya di masukan
dalam tabung lain dan tambahkan dengan aquades sampai volume
akhir 20 ml. Serapan wamanya dibaca dengan menggunakan
spekirofotometer pada panjang gelombang 529 nm. Penitaian
kadar MDA dilakukan dengan cara mengkomversikan nilai hasil
pengukuran absorbansi dengan nilai kurva baku standar MDA
mumi dalam berbagai konsentrasi. Selanjutnya nilai hasil perkaiian
pada kurva standar baku, selanjutnya nilai yang didapat dikalikan
lagi dengan faktor pengsnceran yang digunakan. Kadar MDA

diukur berdasarkan jumlah ug atau nmol MDA pada setiap ml
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suspensi spermatozoa atau jumiah konsentrasi spermatozoa per
ml. Tehnik perhitungan kadar MDA spemnatozoa terdihat pada

Lampiran 6.

4.6.8. Pemariksaan profil Asam lemak DHA mambran Spermatozoa

Disertasi

Sebanyak 1.0 m! suspensi spermatozea dan masing-masing
kelompok perakuan dan kontrol dicuci sebanyak dua kali dengan
tiga ml larutan EBSS (Fere’s Balanced Salt Solufion) melalui
sentrifugasi kecepatan $00 x g selama lima menit pada suhu
kamar. Pallet yang didapat selanjutnya diresuspensi dengan satu
ml EBSS dan hitung konsendrasi spermatozoa. Selanjutnya
suspensi  spermmatozea  tersebut  disentrifugasi  lagi  dengan
kecepatan 500 x g selama tiga menit, kemudian buang
supematannya. Pellet yang tersisa diekstraksi lipidnya dengan cara
menambahkan 3 ml lantan kloroform @ metanol {1:2, vv) dan
sentrifugasi dengan kecepatan 1200 x g selama tiga meni.
Selanjulnya fase caimya diaspirasi dan saring dengan Kertas
whatman medalui corong untuk memisahkan padatannya dengan
cairannya, lalu masukkan kedalarmn tabung kKhusus, Kemudian fass
cair yang didapat dikeringkan dengan uap nitrogan mengalir.
Bahagian yang tersisa atau residu merupakan lipid spermatozoa
dan siap untuk pemeriksaan kebih lanjut.

Residu lipid yang dipercleh diesterifikasi dengan cara

menambahkan larutan boron trifluonida (BF3) methanel 15 %
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sabanyzk 05 ml, divortek selama 1 menit lalu panaskan dalam
water bath pada suhu 80 °C selama 30 menit sambil digoyang-
gayang. Kemudian ditambahkan Q.5 ml larutan n-hexane, divortek
selama 30 detik dan biarkan sampai terpisah menjadi dua bagian.
Kemudian derivat metil ester asam lemak bagian atas dambil
sebanyak 1 pl dengan menggunakan syringe dan suntikan pada
injektor Gas Chromatography Hewlefl Packard 5880 A dengan
detektor FID, yang telah dikondisikan (suhu injektor 250 °C, suhu
kolom 200 °C dan suhu detekior 250 °C), dan gas pembawa N;
kecepatan 40 mli/menit dengan Eahan bakar Hz dan tekanan udara
1 kgfcm® Puncak methyl ester asam lemak DHA sampel
diidentifikasi dengan perbandingan waktu retensi dan DHA standart
gan dikuantifikasi dengan menggunakan knsntas DHA standar
Kadar asam lemak DHA dihitung dengan perbandingan iuas area
puncak asam lemak DHA sampel dibagi dengan luas areal puncak
DHA, standart intemmal dikah dengan jumlah kadar DHA standart {25
g1 mi). Selanjutnya untuk mendapatkan kadar DHA sampel per
ml spermatozoa, maka kadar DHA yang didapat dikalikan lagi
dengan fakior pengencer yang digunakan,

Luas Areal DHA sampel
Konst DHA = x konst DHA standart

1Hg/mi}

Luas Areat DHA standart

Kadar DHA sp/ml = nilai kont DHA x faktor pengenceran.
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4.7. Analisis Data

Untuk mendeteksi distribusi data secara normal, data yang didapat
terlebih dahulu divji dengan lest Koimogorow-Srmimov. Sedangkan untuk
mengetahui kehomogenan data semua sampel awal diuji homogenitas
dengan Levens's Tes!. Untuk mengetabui pengaruh  perlakuan
pemisahan spermatozoa dengan sentrifugasi gradien densitas nencoll
terhadap semua variabe! spermatozoa pada dilakukan dengan uji Anova
satu arah untuk data yang berdistribusi normal. Bila terdapat perbedaan
antar periakuan, maka data selanjutnya dianalisis dengan uji LSD {Steel
and Torrie, 1980).. .

Untuk melihat pengaruh akumulasi ROS, kadar MOA dan profil
asam lemak membran terhadap integritas membran plasma utuh (MPU)
spermatozoa dilakukan dengan uji regresi sederhana, sedangkan menen-
tukan jatur pengaruh akumulasi ROS, kadar MDA dan profil asam lemak
membran terhadap integritas membran plasma utuh {MPL)) spermatozoa

dilakukan dengan analisis jalur (part anaksis),
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KERANGKA OPERASIONAL PENELITIAN
Pengmpungap Semen
Segar Kerbauw Lumpur
} Evaluasi Kualitas Semen
‘ Separ
Dicncerkan | : 2 denpan
medivm EBSS
ey b dumapuk 11 beelvnzpeds B
I 11 (£
'I:ln.pl S;:nn'i[ugui Sentrifugasi Sentrifogasi
Gradien Percoll Gradies Percoll Gradize Percoll
selama 5 menit selama 11
L

M

 marrnad e il

v

£ tha e ey — e

Eapizsn bawah

i Lapran Bawgh
3 Cuci 2 X dg EBSS Cori 2 X dg ERSS
i Resuspensi dg EESS 4 Peilet Resuspensi dg Pellet Resuspens dg
sampai 3 ml 3 ml EBS5 3 ml EBSS

Disertasi

Inkubasi selama 15 menit pada suhu 37 °C dalam inkubator
CO; dengan kelembaban 95 %

L rt e b L e - SRR,

EvVALUASI

A\

Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ...

PFPARAMETER



Disertasi

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

BAB 5

ANALISIS HASIL PENELITIAN

5. 1. Data Kualitas Semen Segar Kerbau lumpur

Sebagai dasar untuk menentukan kelayakan semen segar untuk bisa

diperiksa lebih lanjut dalam proses pemisahan spermatozoa adalah hasil

penilaian kualitas semen segar sesaat setelah penampungan. Rata-rata

kualitas semen segar kerbau lumpur yang digunakan pada penelitian ini

tertera pada tabsl 5.1

Tabel 5.1. Rataan (t S$D) kualitas semen segar kerbau lumpur
yang digunakan dalam penelitian

Parameter Ukuran
Volume (mil) 218+ 0,47
Wama Putih susu
Konsistensi Agak Kental s/d kental
Derajat Keasaman (pH) 68,75 = 0,12
Gerakan Massa et
Konsentrasi {10 5mil) 1,128.00 + 189,11
Motilitas (%) 7643 + 350
Abnormalitas {%)} 12,34 + 412
Spermatozoa Hidup (%) 86,76 + 260
Membran Plasma utuh {3} 82,55 + 3,50

Keaterangan : +++ {sangat balk /densum) dan ++ [balk/ semi densam})

Berdasarkan hasil evaluasi kuslitas semen segar di atas, dapat

disimpulkan bzhwa semen segar kerbau lumpur yang digunakan pada

penelitian ini mempunyai kategor baik dan layak untuk digunakan untuk

proses lebih fanjut seperti pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas

percoll.
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5. 2. Data Diskriptif Variabel Penelitian

5.2.1. Persentase Motilitas Spermatozoa

103

Ferata persentase matilitas spermatozoa kerbau jumpur yang pada

kelompok kontrol dan periakuan sentrifugasi gradien densitas percoll terihat

pada Tabel 5.2.

Tabel 5.2, Rerata dan simpangan baku persentase motilitas
spermatozoa kerbau lumpur kontrol dan perlakuan

__sentrifugasi gradien densitas percoll

Variabel | Fgrsentase Motilitas Spermatufna
Rerata s8
KO | 77,50 1.85
-------- T S 7525 2.12
P2 73,38 245

L. | b — :
Ket: KO : Kontrol {tanpa seninfugasi gradien densitas percal)

P1: Perakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit
P2: Perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama 10 menit

Tabel 52 di atas memmperlihatkan babhwa persentase motilitas

spermatozoa kerbau lumpur setelah perlakuan sentnfugasi gradien densitas

percol menurun pada kedua kelompok perlakuan sentrifugasi gradien

densitas percoll. Rerata persentase motilitas spematozoa yang ditemukan

pada kelompok perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama t0

menit lebih rendah dibandingkan dengan kelompok perakuan sentnfugasi

gradien densitas percoll selama 5 menit. Secara histogram rerata

persentase MPLU spermatozoa kontrol dan setelab perakuan sentnfugas

gradien densitas percell dapat dilihat pada Gambar 5.1,
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Gambar 5. 1. Histogram persentase motilitas spermatozoa kerbau lumpur
kontrol dan perlakuan sentrifugasi graden densitas percoll

5.2.2. Persentase Membran Plasma Utuh (MPU) Spermatozoa

Rarata persentase MPU spermatozoa kerbau lumpur yang diamati
dengan metode hypoosmotic swelling test (HOS-Test) pada kelompok
kontrol dan perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll tedihat pada
Tabel 5.3.

Tabgl 5.3. Rerata dan simpangan baku persentase MPU

spermatozoa kerbrau lumpur kontrel dan perlakuan
sentrifugasi gradien densitas percoll

Varlabel Pesrssntass MPU Bpermatozca

Rersts 1]

: KO 79,50 35?

e | sazs 515 |
_ “E{”_"' _4_?'.50___.__.__.,_.._. ™ —

Ket: KD Kontrol (tanpa sentrifugasi gradien densitas percol)
P1: Perakuan sentrifegasi gradien densitas percolt selama 5 menit
F2: Pafakuan senirifugasi gradien densias percoll selama 10 menit
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Tabel 53 d atas memmperihatkan bahwa persentase MPU
spermatozoa kerbau lumpur setelah perlakuan sentrifugasi gradien densitas
percol menurun pada kedua kelompok perlakuan sentrfugasi gradien
densitas percoll. Rerata penurunan persentase MPU spermatozoa yang
ditemukan pada kelompok periakuan sentrfugasi gradien densitas percoll
selama 10 menit lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok  perakuan
sentrifugasi gradien densitas percall selama 5 menit. Secara hstogram
rerata persentase MPU  spermatozoa  kontral dan setelah  perlakuan

sentrifugasi gradien densitas percoll dapat dilinat pada Gambar 5 2

Gambkar 5.2 Histogram persentase MPLU spermatozna kerbau
lumpur kontrol dan perlakuan sentrifugasi gradien
densitas pecoll

Gambaran integritas membran plasma utuh (MPU} spermatozoa
yang dilakukan dengan menggunakan metode hypoosmotik swelling fest
dan pewamaan eqsin negrosin yang diamati dengan mikroskop cahaya
terlihat pada pada Gambar 53 dan 54 Spermatozoa yang memiliki
imtegritas membran plasma utuh dan hidup ditandai dengan adanya

pembengkakan kKepaia yang diikuti ekor berputar dengan pacaran warna
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terang. Spermatozoa yang memiliki membran piasma rusak dan hidup

ditandai dengan ekor yang lurus dan tidak sda pembengkaken kepala

dengan pencaran wama terang. Sedangkan spermatozoa yang memiliki

membran plasma rusak dan mati ditandai dengan ekor yang lurus dan fidak

ada pembangkskan kepala dengan pancaran wama merah.

Disertasi

Gambar 5.3 Inagritas membran plasma spermaiozoa kerbau lurmpur kortrol

yang diamati dengen menggunakan mikroskop cahaya dengan
n 400 X; 8) spermatozea dengan mambran plasma
utuh b] spermatozas dengan meambran plasma rusak

Gambar 54 Integritaz membran plasma spermeatozoa kerbau lumpur setelah
sentrifugasi gradien densitas percoll yang diamail denpgan
menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 X,
a} spsrmaiczoa hidup dengan membran  plasma  utuh
b) spermmatozoa mati dengan membran plasma rusak
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Sedangkan gambaran ultrastrukiur spermatozos kerbau lumpur setelah
perlakean sentrifugasi gradien densitas percoll yang diamali dengan

menggunakan mikroskop elektron transmisi terlihat pada Gambar 5.5

Sambar 5.5. Gambaran moarfolegi polongan melintang kepala spermatozoa
kerbay  |lumpur yang diamatt dengan Mikroskop  Elekiron
Transmisi pembesaran 15000 X a;. Spermatczoa dengan
membran akrosom vang uluh; bl spematozoa  dengan
mernbran akrasom yang rusak

Gambar 5.5 menurmukan bahwa spermatozoa kerbau lumpur setelah
perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoli terlihat adanya kerusakan
ultrastruktur membran membran plasma yang ditandat dengan adanya
penggembungan mambran plasma sepanjang ekor dan membran tampak
sobek  serta terdapat bazyangan hitam diantara kepala dengan leher
spermatozoa. Sedangkan spermatozoa yang tidak mengalami kerusakan
membran ditandai dengan tidak adanya penggelembungan membran

plasma spermatozoa.
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Rerata akumulasi produksi ROS spematozoa kerbau lumpir

kontrol dan setelah periakuan sentrifugasi gradien densitas percoll yang

diamati dengan metode khemiluminisensi dapat dilihat pada Tabel 5. 4.

Tabel 5.4, Rataan dan simpangan baku akumulasi produksi ROS
spermatozoa kerbau lumpur kontrol dan  setelah
_periakuan sentrifugasi gradien densitas percoll

r

r— Akumulasi produksi RDS sparmatozoa
Periak [CPRUMU10 * ap)
eraruan Rerata Simpangan Saku
———
' KO 6,34 1,75
i
P1 |' 14,41 5,61
P2 [ 18,98 11,11
L

:
'J
I
!

Ket: KO : Kontrol (tanpa senirfugasi gradien densitas pencol)

P1: Peglakuan sentrifugasi gradian densitas percoll selama 5 meanit
P2: Perdakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama 10 menit

Tabel 54 di atas mamperihatkan bahwa akumulasi produksi ROS

spermatozoa kerbau lumpur setelah perfakuan sentnfugasi gradien densitas

parcall meningkat pada kedua kelompok lama waktu sentrifugasi. Rerata

akumulasi produksi ROS yang ditemukan pada kelompok perlakuan

sentrifugasi gradien densitas percall selama 10 menit meningkat lebih tinggi

dar pada kelompok perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama

5 menit. Secara histogram rerata akurmulasi produksi ROS spermatozoa

kerbau iumpur kontrol dan setelah perlakuan sentrifugasi gradien densitas

percall terdihat pada Gambar 5.6.
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Gambar 5. 6. Histogram akumulasi produksi ROE spermatozoa Kerbau

lumpur  kontrol dan setelah periakuan sentrifugasi gradien
densitas percoll

5.2.4. Kadar Mclandioidehide {(MDA) Spermatozoa Kerbau lumpur
Hasil pengamatan kadar molandioldemde (MDA} datam suspensi
sparmatozoa. yang diamati dengan metaode thicharbiunt acid (TBA] test
pada kelompok kontrot dan perlakuan pemisaban dengan sentnfugasi
gradien densitas percoll teflihat pada Tabet 5.5
Tabal 5.5. Rataan dan simpangan baku kadar MOA

spermnatozoa Kerbau lumpur kontrol dan setelah
perlakuan sentrifugasi _gradien densitas percoll

Kadar MDA
Perlakuan {pmoV 10 * spermatozea )
Rerata Sienpangan badkyu
| KO 20.87 10,32
P1 ' 32,93 11.358
P2 37,29 ; 09,56

Reet RO baemucal deanpa sentrifupasi eradien densitas pergols
P1. Peelakwan seotifugas gradien densitas percoll selama 5 meoil

P2 Perlahuan sentmlueas gradien densstas percoll selama 10 memt
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Tabel 5.5 di atas memperlihatkan bahwa kadar MDA spermatozoa
kerbau lumpur setelah perakuan pemisahan dengan sentrifugasi gradien
densitas percoll meningkat pada kedua kelompok lama wakty sentrfugas:.
Rerata kadar MDA yang ditemukan pada kelompok perlakuan sentrifugasi
gradien densitas percoll selama 10 menit meningkat lebih tingg) dari pada
kelompok perlakuan sentrifugasi gradien densitas peccoll selama 5 menit.
Secara histogram rerata kadar MDA spermatozoa kontrol dan kedua
kelompok perlakuan sentnfugas gradien densitas percoll dapat dilihat pada

Sambar 5.7

[EH

o e ARl TN L

==inril

Gambar 5. 7 Histogram kadar MDA spermatozoa kerbau lumpur kantrol dan
setelah pedakuan sentrifugasi gradien densitas pereoll

5.2.5. Profil Asam Lemak Membran Spermatozoa Kerbau iumpur
Perubahan profit asam lemak membran spermatozoa yang diamati
pada penelitian adalah kadar asam lemak poli tak jenuh decoxahaxanoic
acid (DHA). Pengamatan kadar asam lemak DHA dilakukan dengan
menggunakan Ges Chromategraphy (GC) dengan menggunakan indikator

asam lemak DHA standar {ocosahaxancic acid P. 8125, Sigma)..

Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga (1

Hasil anahsis kadar asam lemak DHA membran spermatozoa kerbau
lumpur kontrzl dan setelah perlakuan sentrifugas gradien densitas percoll
yang diamati dengan menggunakan (Gas  Chromatograghy dan
chromatogramnya terlihat pada Gambar 5.8. sebagai berikut;

Gambar 5.8. Prin out Kromatogram asam lemak membran

spermatozoa kerbau lumpur dengan menggunakan Gas
Kromatograty

A Chiwatazrao DA Stanlan F! Chromalogram DELA Spermaloeoa (KD

{. Chrmatpgram DHA Spermatoroa (PL) D. Chromatogram DHA Spermatozea (P2
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Fada kromatogram diatas puncak DHA terlihat pada menit ke 18
dengan nilai rerata kadar DHA membran spermaiozoa pada ketiga

kelompok penakuan terlihat pada tabei 5.6

Tabel 5.6. Rerata dan simpangan baku kadar DHA membran spemmatozoa
Kerbau lumpur kontrol dan setelah perlakuan sentrifugasi
______gradien densitas parcoll

Kadar DHA membran spermmatozoa
Perdakuan {ug/10® spermatozoa )
Rerata 1| 5. Baku

K 42 81 6,76
i -

P1 ‘ 24,57 7.09

P2 19.26 6,68
. Y i % g ey WV el A |

Tabel 56 di atas mempertiinatkan bahwa kadar DHA membran
spermatozoa kerbau lUmpur setelah perakuan sentrifugasi gradien densitas
percoll menurun pada kedua kelompok lama wakiu sertrifugasi. Kadar DHA
membran  spermatozoa  yang ditemukan pada kelompok perakuan
sentrifugasi gradien densitas percoll 10 menit lebih rendah daripada
kelompok perakuan sentifugasi gradien densitas percoll sefama 5 menit.
Secara histogram rerata kadar DHA spermatozoa kontrot dengan  kedua
kelompok perakuan sentrifugasi gradien densitas percoll dapat dilihat pada

Gambar 5.9
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Gambar 5.9, Histogram kadar DHA spermatozoa kerbau lumpur kelompok
konirol dan periakuan sentrifugasi gradien densitas percall

5.3. Hasil Analisis Data Penelitian

Beberapa pengujian statistik parametrik menghendaki pemenuban

persyaratan pengujian untuk wvaliditas hasil analisis. Prasyarat tersebut

berupa uji normalitas dan kesamaarn varian antar kelompok dengan uji

homaogenitas.

5.3.1. Uji Normalitas Distribusi Data Penelitian

Hasil pengujian normalitas distnibusi data dengan menggunakan ujj

statistik One-Samplfe Koimogorov-Smimov Test terlihat pada Tabel 5.7,

Tabel 5. 7. Hasil uji Normalitas Kolmogory-Smirnoy data Variable

Valehel WO W r = 3 1
Motilitas Kolmogorov Smirmoy 0,544 T 0,928 i Hommal
MFU Kolmogorov Smirmnoy | 0,938 ) 0,342 3 Narmal

, ROS | Koimogorov Smimov | 0.676 5 lD,E;; Nermal :

MDA | Kolmogorov Smimov ! 0407 0598 | Normal

) DHA éKnlmognrwSmirnnu " 0629 0,823 Normal
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Drari hasil pengujian normalitas distribusi data dengan menggunakan
uji statistik One-Sample Kolmogorov-Smimov Test di atas menunjukan
bahwa motilitas, persentase MPLU, akumulasi produksi ROS, kadar MDA
dan kadar DHA membran spermnatozoa berdistribusi normal, maka untuk
melinat perbedaan antar perlakuan data diuji dengan menggunakan Analisis

varan satu arah.

5.3.2. Ujt Homegenitas Varian
Hasil pengujizn homogenitas data dengan menggunakan feven's

Test terlinat pada Tabel 5.8. sedangkan hasil selengkapnya tertera pada

Lampiran 10
Tabel 5. 8. Hasil uji Homogenitas Varians Data Variable
Penglitian
I
Varabel i Uji Statistik % Nilal p ! Ket
__Motitass __ | levene . 0228 | 0797 | Homogen |
. MPU T Levene ,, _ 1,025 0376 | Homogen
ROS [ Levene 2277 0,133 Homogen |
MDA <l‘ Levene | 0,339 0717 Homogen
[ -
L _DHA_ _t Levene @ 0049 | 0952 Homeogen

Dari hasil pengujian omogenitas data dengan menggunakan uji
statistik Leven's Test di alas menunjukan bahwa motilitas, persentase MPLL,
akumulasi produksi ROS, kadar MDA dan kadar DHA membran
spermatozoa adalah homogen, maka untuk melihat perbedaan antar

perlakuan data diuj dengan menggunakan Analisis varian satu arah,
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5.4. Hasil Analisis Statistik Variabet Tergantung

5.4.1. Analisis Statistik Persentase Membran Plasma utuh (MPL}
Spermatozroa

Analisis  statistik yang digunakan untuk melihat  perbedaan
persentase motiitas spermatozoa kontrol dengan  kelompok  setelah
perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll adakah analisa varian satu
arah. Ringkasan hasil analisa varian satu argh dapat dilihat pada tabel 5.9,

sedangkan hasil selangkapnya tertera pada Lampiran 11 .

Tabel 5.9. #Hasil analisis varian satu arah persentase motilitas
spermatozoa  Kerbau lumpur  kontrol dan  perakuan
__sentrifugasi gradien densitas percoll

Sumber | Derajad  Jumlah | Kuadrat F P
Keragjaman | bebas = Kuadrat Total |
Perlakuan ™ 68,250 | 34125 7359 | 00047
Galat | 21 . 87,375 4,637
Total 23 165,625

Superskrip ) menunjukan adanya perbedaan yang sangat bermakna (p<0,01)

Hasil analizis vanan satu arah pada tabel 59 menunjukan bahwa
terdapat perbedaan persentase moblitas spemmatozoa yang  sangat
bermakna (p=0,000) antara kelompok kontrol dengan kelompaok sentrifugasi
gradien densitas percoll. Selanjuinya untuk melihat perbedaan antar
kelompok perlakuan dilakukan uj perbandingan berganda menggunakan uji

LSD, nngkasan hasilnyza terdihat pada tabel 5.10
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Tabel 5.10. Hasil uji LSD motilitas spermatozoa kerbau lumpur kontrol
dan perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll

- Perbandingan nilai rerata antar perlakuan
KO P1 7]
) 77,50 75,25 73,38
KO 225 413"
77.50 (p =0,049) (p =0,001} |
p1 2,25 1,887
L7525 __(p=0,049) (p =0,096)
P2 4,137 ,f 1.88™
73,38 (p=0,001) |  (p=00886)

:S'ﬁperskrip **) menunjukan adanya perbedaan yang sangat bermakna {p*:l:],[ﬁ}
tn} menunjukan idak ada perbedaan yang bermakna (p>0,05)

Hasil uii LSD pada tabel 510 di atas menunjukan bahwa persentase
motilitas spermatozoa pada kelompok sentrifugasi gradien densitas percoll
selama 5 menit lebih rendah secara bermakna (p = 0,049) di bandingkan
dengan kontrol dan persentase motilitas spermatozea kerbau lumpur pada
kelompok perlakuan sentnfugasi gradien densitas percell selama 10 menit
lebih rendah secara sangat bermakna (p = 0.001) dibandingkan dengan
kontrgl. Sedangkan persentase motilitas spermatozoa kerbau lumpur pada
setelah perdakuan sentrfugasi gradien densitas percell selama 10 menit
lebih rendah secara tidak bermakna {p =00%2) dibandingkan dengan

setelah perakuan sentrifugasi gradisn densitas percoll selama 5 menit.

5.4.2. Analisis Statistik Persentase Membran Plasma utuh (MPL)
Spermatozoa

Analisis statistk.  yang digunakan wuntuk melihat perbedaan
persentase MFU spermatozoa kontrol dengan kelompok sefelah perlakuan

sentrifugasi gradien densitas percoll adalah analisa varian satu arah,
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Ringkasan hasil analisa vanan satu arah dapat dilihat pada tabel 5.11,

sedangkan hasil selengkapnya tertera pada Lampiran 12 .

Tabe! 5.11. Hasil analisis varian satu arah persentase MPU spematozoa
Kerbau lumpur kentrol dan perfakuan sentrifugasl gradien
densitas percoll

Sumber Derajad | Jumlah " Kuadrat F P
Keragaman bebas | Kuadrat Total B
Perlakuan | 2 4656333 | 2328167 115994 | ©0.000°
Galat | 21 421500 | 20,071
Total 23, 17759,958

Superskrip ~} menunjukan adanya perbedaan yang sangat bermakna (p<0,01)

Hasil analisis varian satu arah pada tabel 511 menupjukan babwa

terdapat perbedaan persentase MPU spemmatozoa yang sangat bermakna

{p=0,000) antara kelompok kontrol dengan keiompok sentrifugasi gradien

densitas percol. Selanjutnya untuk melihat perbedaan antar kelompok

periakuan dilakukan uji perbandingan berganda menggunakan uji LD,

ringkasan hasilnya terlihat pada tabel 5,12

Tabel 5.12. Hasil uji LSD persentase MPL spermatozoa kerbau lvmpur
setalahperiakuan sentrifugasl gradien densitas parcotl

Perbandingan nilai rerata antar perlakuan
KO P1 P2
_ 79,50 53,25 47,50
KO 26,25 32,00
79,50 {p =0,000) (p =0,000)
P1 3625 575
53,25 (p =0,000) {p =0.018)
P2 32,00 5,75
r 47,50 {p =0,000) (p =0,018)

Superskfip ) menunjukan adanya perbedaan yang bermakna (p<0,05)
*} menunjukan adanya perbedaan yang sangat bermakna (p<0,01)

Disertasi
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Hasil ujl LS50 pads tabel 5.12 di atas menunjukan bahwa persentase
MPU spermatozea pada kelompok sentnfugasi gradien densitas percol
selama & ment debih rendah secara sangat bermakna (p = 0,000) di
bandingkan dengan kontrol Persemtase MPU spermatozoa kerbau lumpur
pada setelah perlakuan sentrifugasi gradien densitas percall selama 10
menit tebih rendah secara sangat bermakna (p = 0.000) dibandingkan
dengan kontral  Persentase MPLU spermatozoa kKerbau lumpur pada setelah
perlakuan sentafugasi gradien densitas percoll selama 10 menit lebih
rendah secara bermakna {p =0018}) dibandingkan dengan setelan

perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit,

5.4.3. Analisis Statistik Produksi ROS Spermatozoa

Analisis statistik yang digunakan untuk membuktikan perbedaan
peningkatan produksi ROS  spermatozoa  kontrg!  dengan  Kelompok
pedakuan pemisahan sparmatozoa dengan sentnifugasi gradien densitas
percoll adalah analisis vanian satu arah. Ringkasan hasilnya dapat dilihat

pada tabel 5 13, dan selengkapnya tertera pada lampiran 13,

Tabel 5.13. Hasil analisis varian satu arah produksi ROS spermatozoa
kerbau lumpur kontrol dan perlakuan sentrifugasi gradien
densitas percoll

Sumber Derajad Jumlah Kuadrat F P
. Keragaman | bebas Kuadrat | Tatal )
| Perlakuan | 2 656,000 | 328,004 6225 | 0.008"
! .
| Galat 1 21 1106,513 52,691
i Total 23 1762,522

Supérsknp "} frenunjukan adaﬂ_g,ra peTﬁedéan yangmﬁermakna (p=0.01) -
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Hasil analisis varian satu arah pada {abel 513 menunjukan bahwa
produksi ROS spermmatczeoa kelompok perakuan sentrifugasi gradien
densitas percall berbeda secara bermakna (p=0,008} dibandingkan dengan
kontrol. Selanjutnya untuk melihat perbedaan antar kelompok perlakuan
dilakukan up perbandingan bergandz menggunakan wji LSD, nngkasan

hasilnya terlihat pada tabel 5. 14.

Tabel 5.14. Hasit uji LSD produksi ROS sparmatozoa Kerbau lumpur
kontrol dan setelah perlakuan sentrifugasi gradian
densitas percoll

| . Pﬂrbandinéa_n nilai rerata antar perlakuan

i KO P1 P2
R | 6,33 . 1441 18,98
= Ko _ . , 807 12,65
6,33 : _ . {p=0,037) {p =0,002}
P1 - 8,07 4,58™
14,41 TS e R S el {p =0.221)
P2 12.65 ; 458"
18,88 | (p=0002) __ _ (p=0,221)

Superskrip ) menunjukan adanya perbedaan vang bermakna (p<0,05)
) menunjukan adanya perbedaan yang sangat bermakna (p<0,01}
tn ) menunjukan tidak ada perbedaan yang bermaknan (P=Q,05)

Hasil uji LSD pada tabel 5.14. di atas menunjukan bzhwa rerata
produksi ROS spermatozea setelah perlakuan sentrifugasi gradien densitas
percoll selama S menit lebih tinggi secara  bermakna (p=0037}
dibandingkan dengan  kontrol.  Sedangkan  rerata  produksi  ROS
spematozoa setelah perlakuan sentnfugasi gradien densitas percoll selama
10 menit lebih tinggi secara sangat bermakna {p=0.002) dibandingkan
dengan kontrol, Akan tetapi rerata produksi ROS spermatozoa pada

kelompok pertakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama 10 menit
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lebih hnggi secara tidak bermakna (p=0.221} dibandingkan dengan pada

kelompok perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit.

5.4.4, Analisis Statistik Kadar Malonaldialdehide {MDA) Spermatozoa
Analisis statistik yang digunakan untuk membuktikan perbedaan
peningkatan kadar MDA spermatozoa kontrol dengan perlakuan pemisahan
spermatozoa dengan sentrifugasi gradien densitas percoll adalah analisis
varian satu srah. Ringkasan hasil analisis varian satu arah kadar MDA
dapat dilihat pada tabel 5.15 dan selengkapnya fertera pada Lampiran 14.

Tabel 5.45. Masil Analisis wvarian saty arah kadar MDA spemnatozoa
Kerbau lumpur Xontrol dan perakuan sentrifugasi gradien
densitas parcoll

Sumber Darajad Jumiah Kuadrat F P

| Keragaman | bebas Kuadrat Total
Perlakuan i i 1158058 | 579.029| 5316| 0,014 "
Galat 21 2287 494 | 108,028
Total 23 3445 552

Ket: Superskrip  } menunjukan adanya perbedaan yang bermakna (p<0,05)
Hasil anglisis varian satu arah pada tabel $.15. di atas menunjukan
bahwa kadar MDA pada kelompok perlakuan sentrifugasi gradien densitas
percoll berbada secara bermakna (p =0,014) dibandingkan dengan kontrol.
Selanjutriya untuk melihat perpedaan antar kelompok periakuan sentrifugasi
gradien densitas percoll dilakukan uji  perbandingan berganda

menggunakan uji LSD, ringkasan hasiinya terlihat pada tabel 5.16.
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Tabe! 5.16. Hasil uji LSD kadar MDA spermatozoa kontrol dan perlakuan
_ sentrifugasi gradien densitas percoll
| ~ Perbandingan nilai rerata antar perlakuan

|
| [ KO P1 Pz
_ L. _=2087 | _ 3293 29
| KO - ! 12,06 16,43 :
|\ 2087 o {p=0031} __ {(p=0005)
P1 12,06 . 5 437"
3293  (p=0031) _|_.(p=0412
P2 18,43 437" L
L3290 (p=0.00Y) {p=0,412

Superskrp ) menunjukan adanya perbedaan vang bermakna {p<0,05)
** menunjukan adanya perbedaan yang sangat bermakna ($<0,01)
tn § menunjukan tidak ada perbedaan yang bermaknan (P=0,05)

Hasil uji LSD pada tabe! 5.16. di atas menunjukan bahwa kadar MDA
spermatozoa setelah perdakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama
5 menit lebih tinggi  secara barmakna {p =0,031) dibandingkan dengan
kelompok kantrol. Sedangkan kadar MDA spermatozoa setelah perlakuan
sentrifugasi gradien densitas percoll setama 10 menil lebih tnggi secara
sangat bermakna (P=0,005) dibandingkan dengan kontrol. Akan tetapi
kadar MDA zetelah pedakuan sentnfugasi gradien densitas percoll selama
10 menit lebih tinggi secara tidak bermakna (p=0 412} dibandingkan dengan

setetah parlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit.

5.4.5. Analisis Statistik Kadar DHA membran Spermatozoa

Analisis statistik yang digunakan untuk membuktikan perbedaan
penurunan kadar DHA spermatozoa kontrol dengan perakuan pemisahan
spermatozea dengan sentrifugast gradien densitas percall adalah analisis

varian satu arah. Ringkasan hasil analisis varian satu arah terhadap kadar
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pada tabel 5.17dan hasil selengkapnya

Tabe! 5.17. Hasil analisis varian satu arah kadar DHA membran
spemmatozoa Kerbau jumpur kontrel dan setelah perfakuan

sentrifugasi gradien densitas percoll

Sumber Derajad | Jumlah | Kuadrat | F p
Keragaman bebas Kuadrat _Total _ ]
Perlakuan 2 2396 96 1198 48 | 25570 0,000

Galat 21 984,23 46 87
Total 23 3381.19

Ket:; *) menunjukan adanya perbedaan yang sangat bermakna (p<0,01}

Hasil analisis varian satu arah pada tabel 5.17 di atas. menunjukan

bahwa kadar DHA

spermatozoa pada kelcmpok perlakuan sentrifugasi

gradien densitas percoll berbeda secara barmakna {p =0,600} dibandingkan

dengan kontrol. Selanjutnya hasil uji perbandingan berganda menggunakan

uji

LSD menunjukan bahwa ada perbedaan yang bermakna antara

kelompok perlakuwan, ringkasan hasiinya dapat dilihat pada tabel 5.18 .

Tabel 5.18. Hasil uji LSD kadar DHA membran spearmatozoa kontrol
parlakuan sentrifugasi gradien densitas percall

dan

___ Paerbandingan nilai rerata antar perlakuan
KO P1 P2
5' 4261 24 57 19,26
| KO - 18,04 23,35
42,61 . (¢ =0,000) (p =0,000) _|
P1 18,04 05.31*
24,57 {p =0.000) {p =0,136}
P2 23,35 0,531
19,26 _{p =0,000 {p =0,136) ]

Suparskrip ) menunjukan adanya perbedazn yang bermakna (p<0,05] ST

] menunjukan adanya perbedaan yang sangal bermakna {(p<0.01]
tn ) menunjukan tidak ada perbedasan yang bemiaknan (P=005)
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Hasil uji LSD pada tabel 518 dv atas menumukan bahwa kadar DHA
spermatozoa setelah sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit
lebin rendah secara sangat bermakna (p =0.000) dibandingkan dengan
kantrol. Demikian juga dengan kadar ODHA spermatozoa pada kelompok
perlakuan sentrifugas) gradien densitas percoll selama 10 menit lebih
rendah secara sangat bermakna (p =0.000}) dibandingkan dengan kelompok
kontrol. Akan tetapi kadar DHA spermatozoa setelah sentifugasi gradien
densitas percoll selama 10 menit lebih rendah secara tidak bermakna
(p=0,138) dibandingkan dengan kelompok periakuan sentnfugase gradien
densitas percoll selama & menit.

£.4.6. Pengaruh Produksi ROS, kadar MDA dan kadar DHA terhadap
persentase MPU Spermatozoa Kerbau lumpur

Untuk mengungkapkan pengaruh produksi ROS terhadap kadar
MDA, kadar DHA membran dan MPU spermatozoa setelah sentrfupasi
gradiern densitas percoll dilakukan dengan menggunakan uji regresi
sadangkan melihat jalur mekanismenya dilakukan dengan uji jalur {path
analysis)

5.4.6.1. Pengaruh Produksi ROS terhadap kadar MDA

Analisis regres: sederhana menunjukan bahwa produksi ROS
berpengaruh positif terhadap kadar MDA spermatozoa dengan nilai
koefisien regresi { r } = 0.757 dan nilai p = 0,000 {(p=0.01) (| ampiran

16} Artinya semakin tinggi produksi ROS spermatozoa semakin

tinggi pula kadar MDA yang terbentuk. Ganis linier pengaruh produksi

ROS dengan kadar MDA spermatozoa tertinat pada Gambsar 5 10
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Gambar 5.10. Gans linier pengaruh produksi ROS 1arhadap kadar
MDA Spermalozaa

5.4.6.2. Pengaruh Proguksi ROS terhadap Kadar DHA membran

Analizis regresi sederhana menunjukan bahwa produksi ROS
berpergaruh  secara negatif terhadap kadar DHA  membran
spermatozoa dengan nilar koefisien regresi (£ ) = - 0,542 dan nilai p
= 0.006 (p=<0,01} (Lampiran 17). Artinya makin tinggi produksi ROS
makin rendah kadar DHA spermatozoa. Gans bnier pengaruh
produksi ROS terhadap kadar DHA membran spermatozoa dapat

dilihat pada Gambar §. 11.

BO

&0 -
a0 .
30
20
10

DHA (ugr 00 it Spz)

o 10 20 30 40 &0
ROS (CPMHDD [t Spr)

Gambar 3.11. 5ans finier pengaruh proguksi BOS terhadap kadar
CHA Spermattazoa
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546.3. Pengaruh Produeksi ROS terhadap persentase MPU
Spermatozoa

Analisis regresi sederhana menunjukan bahwa produksi ROS
berpengaruh secara negatif terhadan persenlase MPU spermatozea
dengan nilai koefisien regresi { ¢ ) = - 0,655 dan nilai p = 0,001
(p<0.01) {Lampiran 18). Arunya semakin tinggi produksi ROS makin
rendah persentase MPU =zparmatozoa. Garns linier pengaruh
produksi ROS terhadap persentase MPU spermatozoa dapat dilihat

pada Gambar 5. 12,

100 -
— 80 . g
i t &0 T 5 - I
. E 40 «%y
= l
0 10 20 30 40 50
ROS (CPM/100 |t Spz)

(Gambar 5.12. Gans linier pengarub produksi ROS terhadap MPL

5.4.6.4. Pengaruh kadar MDA terhadap kadar DHA membran
Analisis regresi menurjukan bahwa kadar MDA berpengaruh
secara negatif terhadap kadar DHA membran spermatozoa dengan
nilai koefisien regres: () = - 0,528 dan nilar  p = 0.008 (p<0.01)
{(Lampiran 18). Artinya semakin tinggi kadar MDA vang terbentuk
menyebabkan kadar DHA membran spermatozea makin menurun
Garis linier pengaruh kadar MDA terhadap DHA terlihat pada

Gambar & 13
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Gambar 5.13. Garis linier pangaruh kadar MDA terhadap kadar DHA

5.46.5 Pengaruh kadar MDA terhadap persentase MPL
Spermatozoa

Analisis regresi sederhana menunjukan bahwa kadar MDA
berpengaruh secara neqgatif terbadap persentase MPU spermatozoa
dengan nilai keefisien regresi { r )= - 0,657 dan nifai p = 9,000
{p<0.01) {Lampiran 20].  Aminya semakin tinggi kadar MDA
menyesbabkan persentase MPU spermatozoa makin menurun. Garis
linigr hubungan kadar MDA dengan persentase MPU spermatozoa

dapat dilihat pada Gambar 5. 14

100 .
60 . »
: *
a0 - ' LA +
20

MPU { % }

C 20 4(] EO
MDA {nmolf100 jt Spz)

Gambar 5.14. Gans linigr pengaruh kadar MDA terhadap persentase
W PU Spermatozoa
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5.4.7.6. Pengaruh kadar DHA terhadap MPU Spermatozoa
Analsis data menggunakan regresi sederhana menunjukan
bahwa kadar DHA berpengaruh secara positif terhadap persentase
MPU spermatozoa dengan nilai koefisien regresi ( r ) = 0,788 dan
nilai p = 0,000 (p<D.01) (Lampiran 21) Artinya semakin tinggi kadar
DHA  menyebabkan persenlase MPU  spermatozoa  semakin
meningkat. Garis limer pengarub kadar DHA terhadap persentase

MPU spermatozoa dapat dilihat pada Gambar 5. 15

100
- B ‘ ¥ A
E 40 ¢ - 4"
= 20| -
O, T— | gy, S

o 20 40 S0
CHA {ug! 100 Spz)

Gambar 5.15. Garns linier pengarubh kadar DHA terhadap MPLU spermatozoa

5.4.8. Jalur pengaruh Produksi ROS, wxadar MDA dan kadar DHA
terhadap MPU Spermatozoa Kerbau Lumpur setelah
Sentrifugasi Gradien Densitas Perco!l
Berdasarkan kerangka teori dan konseptual, peningkatan waktu

sentrifugasi gradien densitas percoll berpengaruh terhadap pembentukan

senyawa oksigen reaktif, peroksidasi ipid, penurunan kadar DHA dan
kerusakan integntas membran spermatozoa Peningkatan produksi ROS

akan mengakibatkan peningkstan  peroksidasi  lipid  dan penurunan

kandungan DHA serta menyebabkan penurunan  persentase  MPU
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spermatozoa.  Untuk mengungkapkan peran produksi ROS terhadap
penurunan persentase MPU spermatozoa setelah sentrifugasi gradien
densitas percoll dilakukan dengan menggunakan uji jalur.

Hasil analisis jalur terhadap variabel preduksi ROS, kadar MDA,
kadar DHA dan persentase MPU spermatozoa lerlinat pada Gambar 5.16

dan 517

f_nn— ROE |

£ .
| T® MDA |0
=0. 5k
.u-*"'--; Y=
=0. LT = 3L

o= WP etol2e

.nﬂ—i DHA i]'*’ f 0. 40

chi-Square=0, 57, df=1, pP-valus=0.41175, BMSEA=0,00D

Gambar 5.16. Skematis hasil aralisis jalur antara ROS, MDA, DHA,
MPU Spermatozos yang diamali berdasarkan nilai
loading factor (P)

ma— ROS |-
.f’f Ra.n'r
{ o
| MDA [=3.24
-2.18 e
. ,"f .83
|'.... -"'-‘_p"’-
- pys & 438 ~  KPU |3 24

Chi-squars=0.67, Af*1, P-walus=0.41175, RMSEA=].DO0

Gambar 5.17. Skematis hasil analisis jaiur anlare ROS, MDA, DHA,
MPL Spermatozoa yang diamati berdasarkan nilai t (nilai
t =196 menunjukan p <005 dan nilai t < 1,96
menunjukart p > 0.05).
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Pada gambar 5 16 dan 17 diatas dapat dilihat hasil analisis jalur dari

ROS, kadar MDA, kadar DHA membran dan persentase MPLU spermatozoa.

Berdasarkan nilai p dan keefisien jalurnya (P) dapat disimpulkan bahwa

a) FProduksi RGOS mempengarubt kadar DPHA spermatozoa secara
bermakna {p<008) dengan koefisien jalur {-054). Produksi ROS
mempengarvhi kadar MDA secara bermakna (p<0.05) dengan
koefisien jalur {0,67). Kadar DHA mempengaruhi kadar MDA secara
tidak Bermakna (p>0,05) dengan koefisien jaiur yang sangat kecit (-
0,17). Jadi ROS meningkatkan kadar MDA melalui penurunan kadar
DHA. Meningkatnya produksi ROS menyebabkan kadar DHA menurun
dan selanjutnya meningkatkan kadar MDA,

by ¥adar DHA mempengaruni kadar MPL) spermatoczoa secara barmakna
(p <,0,05) dengan koefisien jalur (0,60} Kadar DHA mempengaruhi
kadar MDA secars fidak bermakna {p=0, 03} dengan nilai koefisien jalur
{- 017). Kadar MDA mempengaruhi persentase MPU  secara
bermakna (p<0,05) dengan nilai koefisien jalur {0.80). Jadi kadar DHA
selain mempengaruhi persentase MPU secara langsung juga dapat
melalui peningkatan kadar MDA spermatozoa. Bila kadar DHA
rmenurun, maka kadar MDA menjadi meningkat dan selanjutnya
persentase MPU menjadi menurun.

¢} Kadar MDA mempengarvhi kadar MPLU spermatozoa secara sangat

bermakna {p<0 01) dengan koefisien jalur (- 0,35%). Jadi kadar MDA

Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

130

mempengaruhi persentase MPU secara langsung, Makin tingg kadar
MDA akan menyebabkan persentase MPU spermatozoa menurun.

Bila produksi ROS pada suspensi spermatoroa meningkat, maka

kadar MDA meningkat dan kadar DHA membran merurun yang akhimya

persentase MPLU spermatozoa jadi menurun,
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6. 1. Kualitas Semen Segar Kerbau Lumpur

Sebagai dasar untuk menentukan kelayskan semen segar untuk
diproses lebik lanjut adalah hasil evaluasi kualitas semen awal. Penilaian
kualifas semen segar baik secara makroskopis maupun mikroskopis yang
diiakukan segera setelah penampungan sangat penting artinya sebelum
melakukan proses lebih lanut terhadap semen tersebut, seperti
perbanyakan wvolume, pembekuan maupun pemisahan spermatozoa.
Kualtas semen segar yang baik sangat penting artinya untuk keberhasilan
proses pemisahan spermatozoa dalam rangka penggunaan semen
sebagai sumber gamest jantan untuk preseleksi jenis kelamin anak sesuai
hargpan. Kualitas semen yang baik harus tergambar sejak penampungan
dan tetap cipertabankan sesudah proses pemisahan agar tetap layak
untuk inseminasi atau dibekukan. Hasil evaluasi kualitas semen seqar
kerbau lumpur yang digunakan pada penelitian ini terihat pada Tabel 5.1

dan data selengkapnya tertera paga Lampiran 3.

Volume Semen

Volume semen yang dihasilkan oleh seekor pejantan dalam satu
ejakulat sangat bervariasi. Hal ini dipengaruhi oleh banyak faktor antara
lan kondisi masing-masing individu seperti kualitas reprogduksi, umur dan

kendisi managemen peternakan. Selain itu  tehnik  dan  metode
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penampungan serta persiapan alat penampungan akan mempengaruhi
volume semen yang dihasilkan. Rerata volume semen segar yang
diperoleh setelah penampungan pada kerbau lumpur dalam penelittan ini
adalah 2,28 + 0,46 ml dengan kisaran 1.80 — 3,20 ml per ejakualat. Nitai
int retatif sama dengan semen kerabu normal yang tdapatkan oleh Herdis
(1997) yaitu 220 + 0,42 mlfejgkulat, tetapi lebih rendah dibandingkan
dengan angka yang diaporkan Rasul et afl (2001) pada kerbau rnurrah
yaite 2.6 — 4,3 mlfejakulat. Namun demikian volume semen yang diperoleh

ini masih dalam berkisar normal {Toelihere. 1985 dan Amm, 1998)

Warna, Konsistensi dan Konsentrasi Spermatozoa

VWarna semen merdpakan cerminan dari kekentalan semen dan
konsentrasi spermatozoa. Dalam kondisi normal dapat dikatakan babwa
semakin tinggi konsentrasi spermatozoa yang terkandung dalam semen,
semakin  kental konsistensi semen dan semakin pekat wamanya.
Demikian juga sebakiknya pada semen yang herwarna agak pucat akan
didapatkan konsentrasi dan konsistensi yang relatif rendah {Toelihere,
1985 Situmorang. 1995 Hardis. 1998 dan Rasul et af, 2001). Secara
umum wama semen segar kerbau lumpur yang digunakan pada penelitian
berkisar dari putih sampai krem, konsistenst berkisar antara sedang
sampai kental {rata-rata agak kental), dengan konsentrasi spermatozoa
vang cukup bak yaitu 1,12800 * 189,11 juta spermatozoa /ml dengan
kisaran artara 800 juta - 1.350 juta spermatozoafml. Hasil int relatif sama

dengan kisarar konsentras: spermatozoa untuk setiap ml semen kerbau
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lumpur yang dilaporkan oleh Amin (1998). Rerata konsentarsi semen
segar kerbau lumpur dewasa di Indonesia adalah 600 - 1300 juta
sparmatozoa/m!. Akan tetapi sedikit lebih rendah dengan hasil yang
diperoleh Rasul ef al. {2001) pada kerbau jumpur di India yaitu sebesar
4.445 juta spermatozoaiml. Adanya perbedaan ini diduga disebabkan oleh

karena varasi individu hewan percobaan.

Derajat Keasaman {pH)

Derajad keasaman sangat menentukan status  kehidupan
spermatozoa di dalam semen. Semakin rendah atau semakin tinggi pH
semen dari pH normal akan membuat spermatozoa lebih cepat mat.
Perubahan pH kearah yang lebih asam terjadi karena penimbunan asam
lakiat yang merupakan hasil metabolisme spermatozoa dalam kondisi
anzerch. Rata-rata derajat keasaman semen segar yang dipercleh pada
penelitian ini adalah 6,75 + 0,12 Hasil ini relatif sama dengan yang
ditemukan oleh peneliti lain di Indonesia bahwa pH semen kerbau iumpur

normal rata-rata sebesar 8,2 — 7,5 (Toelihere, 1985) dan 6,8 {Amin, 1998).

Gerakan Massa, Motilitas dan Persentase Hidup Spermatozoa

Cirl utama spermatozea yang berkualitas baik adzlah mempunyai
gerakan massa dan motilitas dengan daya gerak yang progresif. Gerakan
massa spermatozea merupakan cemminan dari motilitas atau gerakan
individu spermatozoa. Semakin aktif dan semakin banyak spermatozoa

yang bergerak ke depan, maka gerakan massa akan semakin baik
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{semakin tebal dan pergerakannya akan semakin cepat). Rerata gerakan
massa yang dipercleh dari semen segar yang digunakan pada penelitian
ini adalah berkisar antara {++} sampai (+++). Hasil ini setara dengan hasil
yang dilaporkan oleh peneliti sebelumnya bahwa gerakan massa
spermatozoa kerbau lumpur berkisar antara {++) sampai {+++} dengan
parsentase motilitas rata-rata 76,43 % (Toslihere, 1985; Stumorang, 1995
dan Amin_ 1598},

Persentase motilitas spermatozoa segar kerbau lumpur yang
digunakan pada penelitign ini masing-masing sebesar 7543 = 3,50 %,
hasil ini setara dengan persentase hntiliﬁs spermatozoa semen segar
kerbau lumpur yang ditemukan Hardis (1998) yaitu 70 — 80 % dan kerbau
Mumrah yang dilaporkan Nainar ef al. (1991) vaitu rata-rata 74,1 %.
Persentase hidup spermatozea segar kerbau Jumpur yang digunakan
pada penelitian ini masing-masing sebasar 85,76 + 2 60 %. Persentase
hidup spermatozoa kerbau lumpur yang dipercleh pada peneliian ini

setara dengan dilaporkan oleh Herdis (1998) yaitu 70 % sampai 85 %.

Abnormalitas Spermatozoa

Rata-rata persentase abnormalitas spermatozoa semen segar pada
penelitian ini adalah 12,34 + 4,12%, relatf sama dengan yang diaporkan
oleh Sumargono (1998) yakni rata-rata 12 — 15 %. Jumlah spematozoa
abnormal yang diperoleh pada penelitian ini memenuhi syarat sebagai
semen yang baik, dimana disyaratkan bahwa semen segar yang baik

adalah semen dengan jumlah spermatozoa abnormal kurang dan 20 %
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(Toelthare, 1985). Selanjutnya dilaporkan hahwa umor berpengaruh
terhadap jumlah spermatozoa abnomal, maksimum pada umur dibawah
tiga tahun, menurun pada umur tiga sampai lima tahun dan meningkat |agi

pada umur di atas lima tahun.

Membran Plasma Utuh Spermatozoa

Membran plasma merupakan pintu keluar masuknya zat-zat dari
dalam ke juar sel atau seballknya. Selain itu, reseptor beberapa zat,
utamanya hormon yang fergolong ke dalam kelompok protein atau asam
amino juga ferdapat pada membran plasma. Beberapa signyal kimiawi
dari ekstraselluler akan diterima cleh reseptor yang terdapat pada
membran plasma dan diteruskan ke dalam sel dengan beberapa cara,
baik mefalul pergerakan aktif atau fasif dari ion-ron ligand kimiaw maupun
perubatian kamparmas: yang dilakukan oleh sistim enzimdalam membran
plasma. Apabila membran plasma spemnatozea rusak, maka proses
metabolisme akan terganggu yang pada gilirannya akan menimbulkan
alkibtat yang fatal bagi spermatozoa seperti menurunnya motiltas dan
kemampuan spermatozoa untuk membuahi sel telur. Rerata persentase
MFLU spermatozoa segar vang digunakan pada penelitian ini berturut-turut
adalah 8255 + 3,80 %. Hasil ini tidak jauh berbeda dengan rata-rata
persentase membran plasma utuh pada semen kerbau lumpure normat
yaitl 7827 £ 3,90 % {Amin. 1988) dan rata-ratz persentase membran
plasma spermatozoa pada semen kerbau Mumah adalah 89 48 % (Rasul

et af, 2001), Menurut Namart ef a/l. {1991) jumlah spermatozoa dengan
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membran ptasma uiih pada spermatozoa kerbau Murrah normal berkisar
antara 78,23 sampai 91,21 % dan yang rusak sebesar 3,79 - 13,67 %.
Berdasarkan hasil penilaian  kualitas semen segar, dapat

disimpulkan bahwa semen segar kerbau lumpur vang digunakan dalam
penshtian ini memenuhl persyaratan untuk digunakan dalam proses
pemisahan spermatozoa. Hal im sesuar dengan apa yang dikemukakan
cleh Toelihere (1985); Goyal et &l {1997) dan Susilawati dkk. (1998)
bahwa semen segar yang memenuhi persyaratan untuk diproses lebih
lanjut termasuk proses pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas
percoll harus memiliki persentase Iﬁ:tilitﬂ& minimal sebesar 70 %,
persentase hidup minimal 75 %, persentase abnormalitas spermatozoa
tidak lebibh dari 20 % dan memiliki konsentrasi minimal 600 juta per
miliiliter semen. Kondisi ini menunukkan bahwa kerbau pejantan yang
digunakan pada penelitian ini sedang berada pada puncak kematzngan
datam bereepreduksi dan memiliki libido yang cukup tinggi.

6.2. Pengaruh Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll terhadap
Integritas Membran Ptlasma Spermatozoa Kerbau Lumpur.
Keuwtuhan integritas membran spermatozoa termasuk membran

plasma mutlak diperukan, untuk menjamin kelangsungan hidup dan

keberhasilannya membuahi sel telur. Hal i disebabkan karena selain
berfungsi melindungi organel-organel sel dan kenusakan mekanik,
membran plasma juga berperan penting sebagar hlter yang baik bagi

periukaran zat-zat intra dan ekstraseliuler yang diperiukan dalam proses
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metabolisme (Hafez, 2000). Begitu peniingnya keberadaan membran
ptasma, sehingga apabila membran plasma spermatozoa rusak, maka
proses metabolisme akan terganggu wang pada gilirannya  akan
menimbulkan akibat yang fatzl bagi spermatozos seperli menurunnya
motilitas dan kemampuan spermatozoa untuk membuahi sel telur.

Hasil peneliian i menunjukkan bahwa persentase MPU
spermatozoa setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas
parcoll menurun pada kedua kelompok lama sentnfugasi (Tabel 5.2)
Rerata persentase MPU spermatozoa kerbau lumpur setelah perlakuan
sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit lebih rendah secara
sangat bermakna (p=0,000) dibandingkan dengan kontrol. Demikian juga
persantase MPL) spemnatozea pada kelompok pedakuan sentrifugasi
gradien densitas percoll selama 10 menmt lebih rendah secara sangat
bermakna (p=0,000} dibandingkan dengan kontrol. Hal ini membuktikan
bahwa perlakuan pemisahan spermatozoa dengan sentrfugasi gradien
densitas percoll dapat menginduksi teradinya  kerusakan integritas
membran plasma spermatozoa kerbau lumpur, Hasil i diperkuat dengan
hasil pemeriksaan mikroskop elektron scanning sebagaimana dituniukkan
pada gambar 5.5 dimana spermatozoa hasil sentrifugasi gradien densitas
percoll terihat adanya pengelupasan membran plasma pada bagian
kepala dan sepanjang flagella, sedangkan spermatozoa kelompok kontrol
tidak terlinat adanya kerusakan struktur membran plasma. Hasil penelitian

ini sejalan dengan hasil penelitian beberapa peneliti terdahuly. Brandeis
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and Manuel (1993) menemukan adanya panurunan inteqritas mermbran
plasma spermatozoa manusia yang bermakna  setelah  pemisahan
spermatozoa dengan sentrifugas! gradien densitas percoll diskontinuos
pada kecepatan 2000 rpm selama 20 menit. Hasil ini juga diperkuat
dengan hasil peneliian Susilawati {20007 yang menamukan adanya
kerusakan struktur dan fungsi membran spermatozoa sapi Bali yang
sangat bermakna setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas
percoll 10 tingkat densitas pada kecepatan 2250 rpm selama 5 menit.
Menurunnya persentase MPLU spermatozoa kerbau lumpur setelah
periakuan pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll diduga
terjadi akibat pengaruh kimiawi dan mekanik langsung gaya sentrifugal
seperti gesekan permukaan membran dengan partike! percoll atau dinding
tabung. Beberapa peneliti melaporkan adanya gesekan mekanik yang
terjadi antara permukaan spermatozoa dengan partikel percoll maupun
dinding tabung selama proses sentrifugasi dapat menyebabkan deformasi
matriks ekstraselluler termasuk perubahan kemposisi lipid membran yang
penting dalam mempertahankan fluiditas membran  spermatozoa
{Thanpaichirt ef al., 1296 dan Guzman et af, 2001). Kolesterol dan
fosfolipid merupakan komponen lipid membran spermatozoaz yang sangat
penting dalam mempertahankan integritas membran, pamun sangat
sensitif terhadap faktor-faktor ekstrinsik seperti suhu, kekuatan ionik dan
polantas pelarul. Dow and Bavister (1989) melaporkan bahwa serum

albumin yang terkandung pada medium pencucian mempunyai peranan
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penting dalam proses penghilangan kclesteral yang  berfungsi
menstabilkan mesmbran plasma spermatozca. Hal ini disebabkan karena
protain tersebut mempunyai kemampuan yang kuat untuk mengikat
kolesteral. Telah banyak bukti menunjukan bahwa kadar kolesterol
membran spermatozoa berkorelasi positif dengan keutuhan integritas
membran plasma spermatozoa. Makin tingg: kandungan kolestero! pada
membran akan membuat membran meakin bersifat cair, sebaliknya makin
sedikit kadar kolesterol membran menyebabkan membran sparmatozoa
rakin cepat mengalami kerusakan {Park and Graham, 1982).

Menurunnya persentase MPU sbennatozna kerbau lumpur setelah
periakuan sentrifugasi gradien densitas parcodl pada penelitian ini
kemungkinan lain juga dapat dipicu cleh terpisahnya plasma seminalis
dari spermatozoa. Hal ini sejalan dengan pemyataan pensliti terdahulu
bahwa membran plasma spemmatozoa akan menjadi kurang stabid bila
spematozoa terpisah dengan plasma seminalis (Hafez, 2000). Plasma
seminahs selain diketahui banyak mengandung bahan-bahan nutrisi bagi
spermatozoa iuga mengandung bahan elekirolit dan non elekirolt sepert
ion natribm, kalium, protein dan asam askorbat yang penting untuk
melindungi spermatozoa dan kerusakan. lon natrium dan kalium yang
terdapat dalam plasma seminalis berperan penting dalam menjaga
integritas fungsional membran plasma spematozoa, prolein berperan
penting dalam melindungi membran plasma tetap lentur dan merupakan

jaket bagi spermatozoa dart kenusakan imevelsibel (Mainar ef al, 1991),

Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
140

sedangkan asam askorbat berperan sebagai zat antioksidan yang penting
untuk melindungi spermatozoa dari serangan senyawa oksigen reaktif
{Aurich et al, 1997). Hilangnya plasma seminalis dari spermatozoa
selama proses sentrifugasi gradien densitas percoll akan mengskibatkan
perlindungan spermatozoa dari bahan-bahan perusak seperti serangan
senyawa oksigen reaktif akan menjadi berkurang, sehingga spermatozos
mudah mengalami percksidasi. Hal ini sesuai dengan laporan beberapa
peneliti sebelumnya yang menyatakan bahwa tingginya kandungan asam
askorbat dalam plasma seminalis berkorelasi positif dengan keutuahan
integritas membran plasma spermatc:zué satelah pembekuan (White &f af,
1993 Beconi el &f., 1997 dan Sumargong, 1998).

Hasil penelitizn ini menunjukkan babwa penununan persentase
MPU spermatozoa setelah pemisahan dengan  sentrifugasi gradien
densitas percoll seiring dengan lama waktu sentnfugasi yang digunakan.
Persentase MPU spermatozea yang ditemukan pada kelompok perlakuan
sentrifugasi gradien densitas percoll selama 10 menit lebih rendah secara
sangat bermakna (p=0,000} dibandingkan dengan sentrifugasi gradien
densitas percoll selama 5 menit. Kondisi ini berkaitan dengan fama dan
besarmya gesekan mekanik pada permukaan membran spermmatozoa.
Makin lama gesekan mekanik yang terjadi pada membran spermatozoa,
maka makin besar pula kerusakan integritas membran plasma yang terjadi
pada spermatozoa. Makin tinggi tingkat kerusakan membran plasma

spermatozoa akan menyebabkan persentase spermatozea yang memiliki
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membran plasma utuh makin menjadi menurun (White et al/, 1893, Singh
ef al, 1885 dan Rasul et af, 2001}, Selanjutrya makin rendah persentase
membran plasma  utuh spermatozos akan mempengaruhi  metiitas
spermatozoa in witro {Alvarez and Storey, 1997 Beconi et af, 1897).

Fada penelitian ini juga ditemukan penurunan persentase motilitas
spematozoa  kerbau  lumpur yang bermakna  setelah  perlakuan
sentrifugasi gradien densitas percoll. Rerata persentase setelah perlakuan
sentrifugasi gradien densitas percoll selama S menit 75,25 + 2,12 % dan
setelah perakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selama 10 rmenit
adalah 7338 + 245% |ebih renﬁah secara bermakna {p<005}
dibandingkan dengan motilitas spermatozoa kontrgl yaitu 77,50 + 1,85 %
Hasil penelitian ini sejalan dengan hasil penelitian Susilawatt (2000} yang
menemukan adanya penurunan motiltas spermatozoa sapi yang sangat
bermakna setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percolf
10 tingkat dengan kecepatan 2250 mm selama 5 menit.

Menurunnya persentase motiltas spermmatozoa kerbau  lumpur
setelah perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll selain diakibatkan
kerusakan integrtas membran juga desebabkan oleh hilangnya plasma
seminalis dari spermatozoa setelah proses pemisahan dan pencucian dan
menggantikannya dengan medium EBSS mungkin merupakan salah satu
faktor yang menyebabkan menurunnya nilai motilitas spermatozoa kerbau
lumpur, bila dihubungkan dengan kestersediaan sumber energi bagi

spermatozoa.  Plasma seminalis selain merupakan medium transport bagi
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spermatozoa juga banyak mengandung komponen-komponen elektrolit
yang dapat menstimulir metabolisme untuk menghasilkan sejumlah energi
berupa ATP yang penting untuk motilitas spermatozoa (Hafez, 2000).
Mengingat motilitas spermatozoa sangat dipengaruhi gleh kemampuan
metabolisme energ spermatozoa yang ditunjang oleh lingkungan antara
lain temperatur dan komponen-komponen yang terdapat dalam medium
ekstraselluler. Sehingga dengan keterbatasan energi endogen yang
dimilikinya dan eksogen yang dapat digunakan dan medium eksiraselluier
mempengaruhi daya geraknya. Hal ini sesuai oengan pemystaan Hafez
(2000} bahwa motiliias spermatozoa akan menurun jika pltasma seminalis

diganti dengan medium lain.

6.3. Pengaruh Sentrifugasi Gradien Densifas Percoll terhadap
Akumulasi ROS Spermatozoa Kerbau Lumpur,

ROS merupakan sekelompok senvawa oksigen yang bersifat
reaktif, yang secara nomal berasal dar hasil sampitng metabolisme
normal  untukx  menghasilkan ATP melalui  fosforilasi  oksidatif i
mitokondria. Dalam kondisi normal sekitar 85 — 90 % oksigen dipedukan
oleh mitokondria untuk menghasilkan ATP dan sekitar 1 — 3 % dani jumiah
oksigen tersebut akan dirubah menjadi radikal superoksid anion (07)
salah satu bentuk ROS melalui reaksi univalen {Halliwel and Gutteridge,
1999). Namun dalam kondisi tertentu seperti aktivitas fisik atau trauma

fisik yang berat produksi O dapat menjadi sangat meningkat, karena
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ambilan ocksigen unuk prases fosforilasi oksidatif pada mitokendria juga
meningkat (de Lamirande et al., 1997}

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa akumulasi produksi ROS
spermatozoa setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas
percoll meningkat pada kedua kelompok lama  sentrfugasi {Tabel 5.3).
Rerata akumulasi produksi ROS spermatozoa kerbau lumpur setelah
perlakuan pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll selama
5 menit lebih tinggi secara bermakna (p=0,037) dibandingkan dengan
kelompok kontrol. Sedangkan akumulasi produksi ROS spermatozoa pada
kelompok periakuan sentrifugasi gradieﬁ densitas percoll selama 10 menit
adalah lebih tinggi secara sangat bermakna (p=0,002} dibandingkan
dengan kelompok kontrol. Hal ini membuktikan bahwa perlakuan
pemisahan spermatozoa kKerbau lumpur dengan sentrifugasi gradien
densitas percoll dapat menginduksi pembentukan ROS oleh spermatozoa.
Hasil penelitian ini sejalan dengan hasil penelitian yang dilaporkan cleh
beberapa peneliti terdshulu pada spermatozoa manusia. lwazaki and
Gagnon {1892) yang menemukan adanya peningkatan akumulasi produksi
ROS spermatozoa manusia setelah pemisahan dengan sentrifugasi
gradien densitas percoll 4 — 5 kali di atas akumulasi produksi ROS
spermatozoa basal (dari 8 mv/s/10° menjadi 71 mV/si10° spermatozoa).
Agarwal et al. (1994) yang menemukan peningkatan produksi ROS aleh
spermatozoa manusia beberapa kali kali diatas spermatozoa normal

setelah pemisahan spermatozoa berulang-ulang dengan  sentrifugasi
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gradien densitas percoll. Demikian juga hasil penelitian Ding ef &l {(1999)
yang menemukan peningkatan konsentrasi nitrit oksid {salah satu bentuk
ROS) spermatozoa manusia 1 — 2 kali dari spermatozoa basal setelah
pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll diskontineus 3
tingkat gradian.

Besarmya peningkatan akumulasi produksi ROS oleh spermaiczoa
setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll yang
ditemukan pada penelitian in lebih rendah bila dibandingkan dengan yang
ditemukan oteh lwazaki and Gagnon (1992) pada spermatezoa manusia.
Adanya perbedaan akumulasi produksi ROS oleh spermatozoa ini selain
disebabkan oleh perbedaan spesies, juga diakibatkan oleh perbedaan
kecepatan dan lama waktu sentrifugasi yang digunakan. Pada penelitian
ini pemisahan spermatozoa dilakukan dengan sentrifugasi  gradien
densitas percoll diskontineus dengan kecepatan 850 x G selama 5 — 10
menit, sedangkan pada penelitian lwazaki and Gagneon {1992) pemisahan
spermatozoa dilakukan dengan sentrifugasi gradien densitas percoll
diskontineus dengan kecepatan 2000 rpm selama 20 menit. Lama dan
kecepatan sentrifugasi yang digunakan sanhgat menentukan tingkat
akumulasi produksi ROS oleh spermatozea . makin lama waktu
sentrifugasi gradien densitas percoll makin tinggi tingkat akumulasi
produksi ROS yang dihasilkan {Shakarmiz of a/., 1838).

Meningkatnya pembentukan ROS oleh spermatozoa  setelah

permisahan dengan sentrifugasi gradien densiias percoll kemungkinar
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diakibatkan oleh adanya trauma mekanik pada membran spermatozoa.
Aitken et al {1998) yang mengungkapkan bahwa trauma fisik yang berat
pada spermatozoa akibat gesekan partike! percoll atau dinding tabung
selama proses sentrifugasi dapat merangsang pembentukan radikal
superokside anion oleh spermatozoa melalui peningkatan influks Ca®"ion
dalam sel. Haliwe! and Guiteridge {189%) menyatakan tingginya
konsentrasi  fon  Ca”' intraseluler akan menyebabkan peningkatan
ikatannya dengan kalmodulin, membentuk ikatan Ca®*-kalmodulin
dependent yang penting untuk mengaktifkan enzim-enzim proteasa
seperti cafpain.  Calpain merupakan salah satu enzim protease yang
penting untuk merubah xanthin dehidrogenase menjadi xanifin oksidase.
Selanjutnya xanthin oksidase bersama dengan oksigen mengoksidasi
xanthin dan hipoxanthin membentuk radikal sugperoksida anion (03).
Hilangnya plasma seminalis dan spermatozoa setelah sentrifugasi
gradien densitas percoll juga dilaporkan dapat meningkatkan akumulasi
produksi ROS dalam suspensi spermatozoa. Plasma seminalis selain
penting sebagai media transpor dan sumber nutrisi bagi spermatozoa juga
banyak mengandung enzim-enzim dan bahan-bahan yang bersifat
sebagai antioksidan seperli superoxide dismulase (SOD), catalase dan
glutathione peroxidase (Alvarez dan Storey, 1989) sarta asam askorbat
(Kumar ef al., 1991; Nainar et al., 1993}, taurin, hypotaurin dan pyruvat {de
Lamirande and Gagnon, 1992} yang penting sebagai scavenger ROS,

Berkurangnya atau hilangnya plasma seminalis dar spermatozoa akan
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mengakibatkan menipisnya kangungan enzim-enzim antioksidan dalam
suspensi, sehingga ROS yang dihasilkan oleh spermatozoa atau yang
berasal dari deaminasi oksidatif asam amino pada medium tidak mampu
dinetralisir menjadi air, sehingga kadamya dalam suspensi menjadi
meningkat. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Iwazaki dan Gagnon
(1992) yang menemukan konsentrasi ROS spermatozoa manusia setelah
permbuangan plasma seminalis meningkat 20 - 50 kali dari kadar basal
(dari 8 mv/s/10° spermatozoa menjadi 406 mVis/10%spermatozoa). Akan
tetapi penambahban kembali plasma seminalis pada peilet spermatozoa
dapat menurunkan konsantrasi ROS épematozoa sehanyak 70 - B0 %
(dari 406 mVv/s/10® spermatozoa menjadi 61 mvs/10 spermatozoa).
Meskipun sebagian besar akumuiasi produksi ROS spermatozoa
setelah perlakuan sentrifugas) gradien densiias percol! pada penglitian ini
menunjukkan adanya peningkatan, namun  peningkatan  akumulasi
produksi RO3 ini merupakan respon waktu septrifugasi. Akumulasi
produksi ROS yang ditemukan pada kelompok sentrifugasi gradien
densitas percoll selama 10 menit lebih tinggi secara bermakna (p=0,021)
dibandingkan dengan perakuan sentrifugasi gradien densitas percoll
selama o menit. Hal im menunjukkan bahwa makin lama waktu
sentrifugasi yang digunakan, akan menyebabkan makin tinggi produksi
ROS olen spermatozoa. Hasil ini sejalan dengan yang dilaporkan Aitken
and West, (1990) bahwa pencde sentnfugasi yang lebih lama dapat

menginduksi pembentukan ROS dalam subpopulasi spermatozoa dengan
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fungsi membran yang kurang optimal. Pernyataan ini diperkuat oleh hasil
penelitian Shakarriz et & (1995) yang menemukan konsentrasi ROS
dalam suspensi spermatozoa manusSia setelah sentnfugasi selama 10
menit lebih tinggi secara sangat bermakna dibandingkan dengan
konsentrasi ROS dalam suspensi spermatozoa setelah  sentrifugasi
selama 2 menit (96,37 CPM! juta spermatozoa vs 18,36 CPM/ |uta
spermatozoa).  Dad hasil penjelasan di atas dapat disimpulkan bahwa
pemisahan spermatozoa Kerbau lumpur dengan sentrifugasi gradien
densitas percoll dapat meningkatkan akumulasi produksi ROS olgh
spermatozoa.  Tingkat produksi ROS  oleh  spermatozoa  setelah
sentrifugasi gradien densitas percoll dipenganthi cleh fama sentrifugasi
gradien densitas percoll yang digunakan. Makin lama sentrifugasi makin

tinggi tingkat akumulasi produkst ROS dalam suspensi spermatozoa.

6. 4. Pengaruh Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll terhadap
Tingkat Percksidasi lipid Spermatozoa Kerbau Lumpur,

Peroksidasi  lipid merupakan salah satu proses  yang
menggambarkan terjadinya stress oksidatif pada suatu sel atau jaringan.
Secara luas peroksidasi lipid diartikan rusaknya asam lemak poli tak jenuh
fpolyinsaturated faity acid/ PUFA) secara oksidatif sebagai konsekuens
dan terpentuknya senyawa oksigen reaktrf dalam sel atau organ {Hallrwell
ang Guttenidge, 1998). Hasil akhir dan percksidasi lipid adalah terputusnya
ikatan asam lemak poli tak jenuh menjadi senyawa aldehid. MDA

merupakan senyawa aldehid yang dihasilkan karerma pemutusan rantai
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asam |lemak poii tak jenuh seperti oleat linolenat, arakidonat dan
dekoksaheksanoat akibat peroksidasi oleh senyawa oksigen reaktif
{Halliwell and Guiteridge, 1999). Makin tinggi kadar MDA dalam suspensi
spermatozoa yang terbentuk menunjukan bahwa makin tinggi tingkat
peroksidasi lipid yang terjadi pada membran sel spermatozoa {Alvarez and
Storey, 1995; Sodergren, 2000 dan Sujatwo, 2001).

Hasii penelitian menunjukan bahwa kadar MDA spemmatozoa
setedah perlakuan sentrifugasi gradien densitas percoll meningkat pada
kedua kelompok waktu sentnfugasi (Tabe! 5.4). Rerata kadar MDA
spamnatozoa  yang ditemukan padé kelompok setelah  perlakuan
sentrifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit lebih tinggi secara
bermakna {p=0,031} dibandingkan dengan kelompok kontrol. Sedangkan
kadar MDA spermatozoa pada kelompok perlakuan sentrifugasi gradien
densitas percoll selama 10 menit lebih tinggi secara sangat bermnakna
{p=0,003) dibandingkan dengan keiompok Kontrol. Hal i membuktikan
bahwa perakuan pemisahan spermatozoa dengan sentrifugasi gradien
densitas percoll dapat menginduksi terjadinya peroksidasi lipid membran
spermatozoa, karena MDA sebagai salah satu produk percksidasi lipid
pada membran sel mengalami peningkatan, Hasil penelitian ini sesuai
dengan yang dilaparkan oleh Huszar and Vigue {(1894) yang menemukan
adanya peningkatan kadar MDA spermaiozoa manusia secara sangat
bermakna selelah pemisahan spermatozoa dengan sentrifugasi gradien

densitas percall.
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Meningkatnya kadar MDA spermatozoa setelah  perlakuan
sentrifugasi gradien densitas percoll berkatan dengan meningkatnya
akumulasi produksi ROS oleh spermatozea selama proses senirifugasi
dan rendahnya kandungan enzim-enzim antioksidan dalam suspensi
sparmatozoa.  Sebagaimana telah diungkapkan sebelumnya bahwa
akumulasi preduksi ROS oleh spematozea setelah perakuan pemisahan
dengan sentrifugasi gradien densitas percoll meningkat secara sangat
bemakna dibandingkan dengan konirol. Peningkatan akumulasi produksi
ROS oleh spermatozoa setelah sentrifugasi gradien densitas percoil tidak
diimbangi ¢dengan peningkatan akt'witaé enzim antioksidan pada suspensi
spermatozoa untuk menentralisimya, sehingga senyawa oksigen reaktif
(02 ) akan bereaksi dengan indikafor Fe®" atau Gu" membentuk senyawa
oksigen yang lebih reaktif lagi seperti radikal hidroksil (CH ™). Pada
membran sel radikal hidreksil dapat bereaksi dengan komponen asam
lemak khususnya asam lemak poli tak jenuh terikat fosfolipid, membentuk
reaksi berantai yang dikenal dengan peroksidasi lipid. Akhir dari reaksi ini
akan menyebabkan putusnya ikatan rantai-rantai asam kemak membentuk
senyawa aldehid termasuk malondiaidahide (MDA) (Suryohudoyo, 2000%.
Hasil ini sejalan dengan beberapa hasil penelitian sebelumnya bahwa,
besamya tingkat peroksidasi lipid pada membran spemmatozoa secara in
vitne  ditentukan gleh konsentrasi oksigen dan temperatur, produksi
senyawa oksigen reaktif, ketersediaan enzim-enzim antioksidan pada

spermatozoa dan kandungan asam lemak poli tak jenuh terikat fosfolipid
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membran {Alvarez and Storey, 1985). Makin tinggi konsentrasi ROS
dalam media, maka makin tingg tingkat percksigasi lipid sebagaimana
diukur dengan peningkatan kadar MDA dalam suspensi spermatozea.
Sebaliknya makin tingygi aktivitas enzim-enzim antioksidan dalam media,
maka makin rendah tingkat peroksidasi Wipid membran yang terjad
(Atvarez ef af, 1987). Keseimbangan diantara faktor-faktor ini akan
menentukan keseluruhan besarmya tingkat peroksidasi lipid secara in vitro
fAlvarez and Storey, 19954,

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa peningkatan kadar MDA
setelah perlakuan sentrfugasi gradien densitas percoll selama 10 menit
letih tinggi secara tidak bermakna (p=0412) hbila dibandingkan dengan
kelompok senirifugasi gradien densitas percoll selama 5 menit. Meskipun
secara statistic tidak terdapat perbedaan yang bermakna, namun zda
suaty kecendrungan babwa makin lama waktu seninfugasi makin tinggi
kadar MDA yvang terbentuk. Hal ini menunjukan bahwa peroksidasi lipid
dan pembentukan ROS pada perakuan sentrifugasi gradien densitas
percoll selama 10 menit lebih tingg lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok sentrifugasi gradien densitas percoll selama § menit. Hal ini
sesual pemyataan yang dilaporkan oleh Alvarez el af. (1987) bahwa makin
tinggi konsentrasi ROS dalam media, maka makin tinggi tingkat
peroksidasi lipid yang terjadi sebagaimana diukur dengan peningkatan
kadar MDA Dengan demikian dapat diprediksikan bahwa makin tingginya

tingkat peroksidasi lipid yang tenadi akan makin banyak rantai asam

Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

151

lemak yang putus menjadi senyawa aldehid, sehingga akan lebih banyak
nula kadar MDA vang terbentuk. Dar hasil uraian di atas dapat
disimpulkan bahwa perlakuan pemisahan spermatozoa dengan
sentrifugasi gradien densitas percoll dapat menginduksi terjadinya
peroksidasi lipid membran sebagaimana dibukiikan dengan peningkatan
kadar MDA dalam suspensi spermatozoa kerbau lumpur. Makin lama
wakiu pemisahan spermatozoa dengan sentrifugesi gradien densitas
percoll, makin tinggi tingkat peroksidasi lipid membran yang terjadi
sebagaimana terihat dengan peningkatan kadar MDA dalam suspens

spermatozoa.

6. 5. Pengaruh Sentrifugasi Gradien Densltas Percoll terhadap Profil
Asam lemak Membran Spermatozoa Kerbau Lumpur.

Lipid merupakan kompaonen utama spemnatozoa yang berkentnbusi
pada strukiur membran dan berperan penting dalam memperahankan
integritas dan kelangsungan hidup spematoroa secara kesseluruhan
termasuk proses kapasilasi, reaksi akrosom dan fusi spermatozoa dengan
sel telur. Secara in vitro lipid membran terdibat dalam mekanisme retensi
sel ternadap syok akibat suhu dingin dan peroksidasi aerobik yang
dimetabolisir secara aktif. Peran fungsional lipid membran berhutungan
dengan komposisi, pengaruh-pengaruh umum bagian bicfisikal membian
dan ketidakstabilannya terhadap faktor-fakior ekstrinsik seperti suhu,
kekuatan ionik dan polaritas pelaryt {Alvarez and Storey, 1995). Beberapa
peneliti melaporkan hahwa sebagian besar lipid membran spermatozoa

mammalia didominasi oleh asam lemak poll tak jenuh. Decoxahaxanoic
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aoid (DHAY merupakan asam lemak poli tak jenub terpenting membran
spermatozoz, selan penting untuk meregulasi fluiditas membran, juga
merupakan substrat utama dari peroksidasi lipid (Kelso ef &/, 1997}

Hasil penelitian menunjukan bahwa setelah perakuan pemisahan
sparmatozoa dengan sentrifugasi gradien densitas percoll kadar DHA
membran spermatozoa kerbau lumpur menurun pada kedua perakuan
lama wakiu seninfugasi (Tabel 5%5) Rerata kadar OHA membran
spermatozoa yang ditemukan pada kelompok perlakuan sentrifugasi
gradien densitas percoll selama 5 menit ebin rendah secara sangat
bermakna (p=0001) dibandingkan dengan kelompok kontrol Demikian
juga kadar DHA membran spermatozoa s=etelah sentrifugasi gradien
densitas percoll selama 10 menit lebin rendah secara sangat bermakna
{p=0.000) dibandingkan dengan kontrol Hal it membuktikan bahwa
perakuan pemisanan spermatozoa dengan sentnfugasi gradien densitas
percoll dapat menginduksi penurunan kadar DBHA membran spermatozoa
ketbau lumpur. Hasil peneltian ini sealan dengan hasil penelitian yang
dilaporkan oleh beberapa penelili sebelumnya, Tanphaichitr et af {1998)
menemukan adanya penurunan kandungan  fosfolipid  membran
spermatozos kKelinol yang sangat bermakna (menjadi setengahnya dan
total kandungan fosfolipid spermatczoa basal) setelah  perlakuan
pemisgnan dengan sentnfugasi gradien densitas percoll 2 tingkat pada
kacepatan 2000 rpm selama 20 menit. Guzman et af, (2001} menemukan

adanya penurunan kadar kolesterol dan DHA membran spermatozoa

Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

153

manusia yang sangat bermakna setelah fraksionasi dengan seninfugas
gradien densitas percoll 3 tingkat selama 20 menit pada kecepatan 2000
rom. Namun bila dilihat dan nilai kadar DHA membran yang diperoleh
pada penelitian inl febih rendah dibandingkan dengan yang dilaporkan
Gusman &f al {2001) pada spermatozoa manusia. Perbedaan ini selain
perbedaan spesies juga diakibatkan oleh perbedaan metode pengamstan
yang digunakan, Pada penelitian ini pengamatan kadar DHA membran
spaermatoroa dilakukan dengan Gas Chromatography (GC), sedangkan
Guzman ef al {2000} dilakukan dengan menggunakan HPTLC (fhigh
performance fhin fayer chromatography) yang tingkat agurasinya lebih
tinggk.

Menurunnya kadar DHA membran spermatozea setelah pemisshan
dengan sentrifugas! gradien densitas percoll pada penelitian  ini
kemungkinan disebabkan oleh terjadinya hidrolisis komponen lipid yang
disertai dengan peroksidasi asam lemak oleh zenyawa oksigen reaktif.
Meskipun jauh lebih rendah dari spermatozoa sapi, tingginya kanndungan
asam lemak poli tak jenuh DHA (50 — 70 %) pada spermatozoa kerbau
lumpur membuat mereka mudah mengalami peroksidasi. OHA merupakan
asam lemak poli tak jenuh terpenting pada membran spermatozoa, yang
memilki ikatan ganda karbon tak terkonjugasi yvang dipisahkan oleh gugus
methylen yang sangat rawan terkena peroksidasi. Aitken and Fisher
(1594) menyatakan bahwa adanya ikatan ganda di dekat gugus methylen

menyebabkan ikatan methylen karbon-hidrogen jadi lebih lemah, sehingga
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hidrogen menjadi lebih rentan mengalami abstraksi. Akivat akhir dari
peroksidasi ipid ini menyebabkan terputusnya rantai asam lemak menjadi
berbagai senyawa aldehid. Dengan demikian makin tinggi tingkat
pergksidasi lipid yang terjadi akan semakin banyak ikatan asam lemak poli
tak jenuh yang terputus dan sslanjutnya akan menyebabkan kandungan
DHA mempran spermatozoa menjadi menurun (Doceta and Kurpisz,
2004

Pada penelitan ini terdihat bahwa kadar DHA  membran
spermatozoa yang ditemukan pada kelompok pedakuan sentrifugas
gradien densitas percoll selama 5 menit lebih tingi secara tidak bermakna
{p=0,138} dibandingkan dengan kelompok perlakuan sentrifugasi gradien
densitas percoll selama 10 menit. Measkipun secara statistik tidak ada
perbedaan yang bermakna, namun ada suatu kecendrungan bahwa
semakin lama wakty sentrifugasi gradien densitas percoll yang digunakan
akan semakin tnggi tingkat penurunan  kadar DHA  membran
spermatozoa. Hal ini sejalan dengan hasil penelitian yang dilaporkan oleh
Phelps et al. {1999) yang menemukan kandungan fosfolipid membran
spermatozoa  kelinei  setelah  sentrifugasi  gradien densitas  percall
diskontineus selama 20 menit lebih rendah dibandingkan dengan kadar
fosfolipid membran spermatozoa setelah sentrifugasi gradien densitas

percoll selama 10 menit,
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6. 6. Pengaruh Akumulasi Produksi ROS, kadar MDA dan kadar DHA

membran terhadap Persentase MPU Spermatozoa

Berdasarkan hasil analisis regresi terhadap variabebvariabel

akumulasi produksi ROS, kadar MDA, kadar DHA dan persentase MPU

menunjukan bahwa;

1.

Disertasi

Akumulasi produksi ROS berpengarub secara positif terhadap kadar

MDA dengan nilai koefisien regresi {r=0,757), nilai p yang
bermakna (p=0,000) serta berpengaruh secara negaiif terhadap
kadar DHA membran dan persentase MPU spermatozoa dengan
nilai koefisien regresi masing-masing adalah r= -0,542 (p=0,006}
dan r = -0,655 {p=0,001). Halini menunjukan bahwa semakin tingg;
akumuiasi produksi ROS cleh spermatozoa menyebabkan kadar
MDA vang tferbentuk semakin menngkat dan selanjutnya kadar
OHA membran semakin menurun.

Berdasarkan feori radikal bebas fenomena ini dapat
dijelaskan bahwa pemisahan spermatozoa dengan sentrifugasi
gradien densitas percoll dapat menginduksi pembentukan ROS
oleh spermatozoa. Semakin lama waktu sentrifugasi semakin tinggi
tingkat pembentiukan ROS oleh spermatozoa dan semakin tinggi
akumulasinya dalam suspansi spermatozoa (Atken and West, 1950
dan Shakarriz ef af., 1996). Pada proses pemisahan spematozoa
dengan sentrifugasi gradien densitas  percoll  peningkatan
pembentukan ROS oleh spermatozoa. khususnya pembentukan

radikal superoksida anion {0z7) sangat tinggi. Dalam kondisi
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normal peningkatan pembentukan radikal superoksida anion  akan
dinetralisir gleh enzim antioksidan yang ada pada spermatozoa dan
plasma seminalis manjadi air. Namun rendabnya  kandungan
antioksidan pada suspensi sebagal akibat hilangnya gplasma
seminalis menyebabkan produksi radikal superokside anion yang
terbentuk tidak mampu dinetralisic menjadi HO, sehingga dengan
trerbagai reaksl, radikal superokside anion yang tidak dinetralisir ini
akan berubah menjadi senyawa oksigen yang lebih reaktif sepert
radikal hidroksil (OH"} melalui reaksi Fenton atau reaksi Haber
Weiss dangan bantuan katalisator Fe® dan Cu® (Hallwell and
Gutteridge, 1993). Pada membran sei, OH dapat mengadakan
sejumlah reaksi dengan komponen asam lemak membran,
khususnya asam lemak poli tak ienuh yang memliki ikatan karbon
ganda yang mengakibatkan teradinya reaksi rantai yang dikenal
dengan percksidasi lipid. Peroksidasi lipid pada membran sel
menyebabkan terputusnya rantai asam lemak yang memiliki ikatan
ganda karbon seperti DHA dan arakidonat menjadi senyawa yang
toksik terhadap sel antarz iain malondialdehide (MDA) {Alvarez
and Storey. 1995). Semakin tinggi akumulasi produksi ROS dalam
suspensi spermatozoa akan menyebabkan semakin  banysk
remutusan ikatan asam iemak poli 1ak jenuh khususnya DHA akan
menyebabkan kandungannya dalam membran semakin menurun

dan akhirmya kadar MDA dalam suspensi spermatozoa menjad
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semakin meningkat. Hasil ini sesuai dengan pernyataan Alvarez
and Storey {1985} yang mengungkapkan bahwsa besarnya tingkat
peroksidasi hpid pada spermatozoa in wvifrs  ditentukan  oleh
tingginya konsentrasi senyawa oksigen dan temperatur dalam
medium ekstraselluler, produksi ROS dan keberadaan enzim
anticksidan pada spermatozoa serta kandungan asam lemak poli
tak jenuh terikat membran spermatozoa. Makin finggl akurmulasi
produksi ROS dalam media, maka makin tinggi tingkat peroksidasi
lipid dan kerusakan integritas membran spermatozea yang tenadi
sebagaimana yang diskur dengan peningkatan kadar MDA
Sebaliknya makin tingg aktivitas enzim anticksidan dalam media,
maka makin randah tingkat peroksidasi lipid membran yang terjadi.
Kadar MDA berpengaruh secara negatif terhadap kadar DHA dan
persentase MPU spermatozoa dengan niian koefisien regresi
masing-masing adalah r= -0,528 (p=0,008}) dan = -0.857 (p=0,000}.
Kadar DHA membran berpengarub positif terhadap persentase
MPLU spermatozoa dengan nilai keefisien regresi adalabh r=0,788
(p=0,000} Hal i menunjukan bahwa makin tinggl kadar MDA
membran spermatozoa setelan sentrifugasi maka makin rendah
kadar DHA yang terbentuk dan selanjutnya persentase MPLU
spermatozoa makin menurun

Meningkatnya akumulasi produksi RCS khusuesnya anion

supercksid oleh spermatozoa  setelah pemisahan  dengan
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sentrifugasi  gradien densitas  percoll,  menyebabkan  semakin
banyak juga senyawz hydrogen peroksida dan radikal hidroksil
vang terbentuk, DHA merupakan asam lemak poll tak jenuh
terpenting pada membran spematozod, yang memiliki ikatan
ganda karbon tak terkonjugasi yang dipisahkan oleh gugus
methylen. Aitken and Fisher {1394) menyatakean adanya ikatan
ganda di dekat gugus methylen menyebabkan ikatan methylen
karbon-hidrogen menjadi lebih lemah, sehingga hydrogen menjad
lebih rentan mengalami peroksidasi. Akibat akhir dari peroksidasi
lipid ini menyababkan terputusnya rantar asam lemak menjadi
berbagai seryawa aldehid. Semakin tinggi tingkat peroksidasi hpid
yang teradi pada membran, akan menyebabkan semakin banyak
ikatan asam lemak poli tak jenuh yang terputus menjadi senyawa
aidenid seperi malonaldehide (MDAY Dengan demikian semakin
banyak terputuasnya rantai asam lemak poli tak jenuh akan
menyebabkan menuruntya  kandungan DHA  membran
spermatozoa.  Semskin rendah kadar DHA membran akan
menyebabkan persentase MPU menjadi menurun. Hasil penelitian
M sesual dengan nasii yang dilaporkan oleh beberapa penehti
terdahulu yang menemukan ada korelasi yang sangat bermakna
antara peningkatan kadar MDA dengan penurunan kadar DHA
dengan penurunan integritas membran plasma spermatozoa in vitro

{Alvarez and Storey, 1995, Wiendari, 1988 dan Dury et 2/, 20003
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Berdasarkan apa yang telah diuratkan diatas, maka kerusakan
integritas membran sebagaimana yang dicerminkan dengan penurunan
persentase MPU spermatozoa yang terjadi akibal pemisahan dengan
sentrifugasi gradien densitas percoll terbukti dapat dijelaskan melalui
aktivilas senyawa oksigen reaktif. Pemisahan spermatozeoa dengan
sentrifugasi gradien densitas percoll menyebabkan meningkatnya
metabolisme sel. yvang selanjutnys  akan meningkatkan produksi ROS
oleh spermatozoa. Peningkatan produksi ROS oleh spematozoa bila tidak
mampu dinetralisir oleh enzim anticksidan pada plasma seminalis secapat
dan sebesar ROS yang terbentuk, maka akan terjadi ketidak seimbangan
antara produksi ROS dan antioksidan dalam sel. ROS yang tidak sempat
dinetralisir akan merusak integritas membran sel, malalu sejumlah reaksi
yang membentuk senyawa-senyawa radikal baru dengan komponen-
komponen penyusun membran sel seperti lipid dan protein (enzim,
reseptor, antibody, matnk sel dan sitoskeleion)] yang memagang peranan
penting dalam kehidupan sef. Sernakin lama waktu sentrifugasi gradien
densitas percoll vang dilakukan terhadap spermatozoa, semakin tinggi dan
reaktifiya ROS yang terbentuk, selanjuinya akan semakin banyak ROS
yang tidak mampu dinetralisic oleh anticksidan dan akhimya semakin

tingg pula tingkat kerusakan membran sel.
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6. 7. Jalur Mekanisme peran akumulasi produksi ROS, kadar MDA
dan DHA terhadap persentase MPU spermatozoa

Berdasarkan hasi! analisis jalur {pafh analysis) terhadap variable
akumulasi produksi ROS, kadar MDA, kadar DHA dan persentase MPU
spermatozoa pada Gambar 5.15 dan 516 menuniukan bahwa akumulasi
proeduksi ROS berpengaruh terhadap kerusakan integritas membran
spermatozoa terjadi secara tidak langsung melalui 3 1alur yaitu;

1. akumulasi produksi ROS bempengaruh secara langsung ke kadar
MDA dengan nilai koefisien jalur {M= 0,67 dan kadar MDA
berpengaruh secara langsung ke parseniassa membran plasma utuh
(MPL) spermatozoa dengan nilai koefisien jalur {P= -0,35).

2. akumulasi produksi RDS berpengaruh langsung ke kKadar DHA
membran dengan nilai koefsien jalur (P)= 0,54 Kadar DHA
berpengaruh secara langsung ke kadar MDA dengan koefisien path
{F= -0,17} dan kadar MDA berpangaruh secara langsung ke
persentase membran plasma utuh {(MPLU} spermatozoa dengan nilai
koefisien jalur (P= -0,35).

3. akumulasi produksi ROS berpengarub secara langsung ke kadar
DHA dengan nilzi koefisien jalur (P=-064) dan kadar DHA
barpengaruh secara langsung ke  persentase MPU dengan nilai
koefisien jalur {P= 079). Tingkat akumulasi produksi ROS
berpengarun ternadap tingkat persentase MPU spermatozoa
terjadi secara lidak langsung terutama melalul peningkaian kadar

MDA dan penurunan kadar DHA membran spermatozoa,
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Jadi  besarnya  pengaruh  akumulasi produksi ROS  terhadap
kerusakan integritas membran spermatozoa secara tidak langsung adalah
sebagal berikut,

a. Akumulasi produksi ROS5 ke MDA, kemudian MDA ke MFU.

dengan kaefisien jalur pengaruh tidak langsung = 067 x 0,35 =

0,2345. Berarti kontribusi relatif adalah (0.2345) © = 0,0549.

b, Akumulasi produkst ROS ke DHA, kemudian DHA ke MDA dan
akhimya MDA ke MPU dengan koefsien jalur pengaruh tidak
langsung = 0.54 % 0,17 x 060 = 0.0551. Berati kantribusi relatif
(0,0551)% = 0,00303.

c.  Akumulasi predukst ROS ke DHA, kemudian DHA ke MPU
dengan keefisien jalur pengaruh tidak langsung = 0,54 x 0,60 =
0,3240. Berat kontribusi relatit (0,3240) 2=0,10498.

Jadi pengaruh total (total effect) akumulasi produkst ROS
terhadap tingkat penurunan persentase MPU spermatozoa setelah
sentrifugas) melalui ketiga jalur diatas adalah 0 2345 + Q0551 +
0,3240 = 0,6138.

Hasll penelitian ini dapat diketahui besarnya kontribusi relatif
pengaruh akumulas produksi ROS terhadap penurunan persentase MPLU
spermatozoa adalah = (06136 = 0,3765 atau 37.85 %. Hal ini
menunjukan bahwa sekitar §2.35 % kerusakan integritas membran
spermatozoa setelah sentrifugasi gradien densitas percoll dipengarhi oleh

faktor lain yang belum dapat dijetaskan pada penelifian im. Sebagaimana
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dikelabui bahwa mekanisme kerusakan integritas membran spermatozoa
setelah sentnfugasi gradien densitas percoll gipengaruhi oteh faktor {ain
seperli gesekan mekanik, tekanan osmobk pengencer, pH pengencer,
ketersediaan komponan nutrisi sebagai sumber energi, enzim-enzim yang
diperlukan dalam proges glikoWtik dan  hilang plasma seminalis dan
spermatozos (Matez, 2000).

Dan tinjavan pustaka dan fakta-fakta yang dilaporkan dar hasil
penelitian terdahulu serda fakta yang ditemukan pada peneitian ini,
menuniukan bahwa kerusakan integntas membran spennatozoa kerbau
lumpur setelah pemisahan dengan sentnfugasi gradien densitas percoll
setain disebabkan oleh pengaruh mekanik dan kimiawi juga dapat dipicu
oleh peningkatan akumuiasi produksi EOS oleh spermatozoa. Kecepatan
dan respon pembentukan ROS  oleh spermatozoa setelah sentrifugasi
gradien densitas percoll sangat tergantung pada lama waktu sentrifugasi
yang digunakan. Makin lama wakiu sentrifugasi vang digunakan,
menyebabkan pembentukan ROS cleh spermatozoa semakin meningkat
(Shakarriz et af . 1996). Peningkatan pembentiukan ROS khususnya anion
superoksida bila tidak dimbangi oleh kemampuan enzim anticksidan
untuk menetralisimya menjadi hidrogen peroksida dan air, akan bareaksi
dengan ion Fe® atau Gu®* yang ada dalam medium, membentuk senyawa
radikal-radikal baru yang lebih toksik seperti radikal hidroksit {OH ™).
Senyawa OH" inl sangat toksik dan mampu bereaks dengan Komponen-

Komponen membran sal terutama asam-asam lemak poli tak jenuh dan
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membentuk reaksi berantai yang akan menyebabkan putusnya rantai
asam lemak menjadi berbagal senyawa yang toksik terhadap sel
{Suryohudayo, 2000). Dengan demikiar semaksn banyak produksi ROS
semakin banyak asam lemak tak jenuh yang terurai, sehingga akan
semakin tinggl kadar MDA yvang terbentuk dan akhirnya kadar DHA terikat
membran membran  spermatoczoa menjadi semakin menwun, DHA
merupakan asam lemak paoli tak jenuh terikat fosfolipd membran yang
penting dalam meregulasi fluiditas membran yang dibutuhkan untuk
memelihara berbagal aktwvitas enzim dan penyempurnaan penstiwa fusi
membran dengan oosit {Kelso ef al., 1897). Karena itu pengurangan
kadar DHA pada spermatozoa sete'ah pemisaban dengan sentrifugasi
gradien densitas percoll diduga dapat menyebabkan penurunan fluditas
membran spermatszea. Dengan demikian adanya penurunan kadar DHA
cendrung membuat membran spermmatozoa menjadi kurang kuat dan
mudah mengalami kerusakan {Douvard et al. 2000; Dorota and Kurpisz,

2004).
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PENUTUP

7.4. Kesimpulan

Berdasarkan hasil analisis penelitian dan pembahasan dapat ditarik

beberapa kesimpulan sebagai berikut;

Disertasi

. Pemisahan spermaipzoa dengan sentrifugasi gradien densitas

percoll dapat meningkatkan akumulasi produksi ROS, peroksidasi
ipid, penurunan kadar asam DHA membran dan penurunan
persentase integritas membran plasma utuh (MPU) spermatozea

kerbau lumpur.

. Ada perbedaan tingkat akumulasi produksi ROS, peroksidasi lipid,

penurunan kadar asam lemak DHA membran dan penurunan
persentase integritas membran plasma utuh (MPLU) spermatozoa
kerbad wmpur seielah sentrfugasi gradien densitas percoll setama
5 menit dengan 10 menit. Tingkat akumulasi produkst ROS,
peroksidasi hpid, penurunan kadar asam lemak DHA membran,
ddan persentase integrias membran piasma utuh  {MPLU)
spermatozga kerbau lumpur gsetelah pemisahan dengan
sentnfugas gradien densitas percoll selama 10 menit lebih tinggi
dan pada setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradien densitas

percall selama 5 menit,

. Tingkat akumuiasi produksi ROS, peroksidasi lipid dan penurunan

kadar asam lemak DHA membran berpengaruh  terhadap
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penurunan persentase integritas membran piasma utoh (MPU}
spermatozoa  setelah pemisahan  dengan  sentrifugasi  gradien
densitas percoll. Tingkat akurmulasi produksi ROS perpengaruh
secara positif dengan tingkat peroksidasi hpid dan berpengarub
regatif dengan penurunan kadar asam lemak DHA membran
spermatozoa. Tingkat peroksidast hpid bemengaruh negatif dengan
penuranzn kadar asam lemak DHA membran dan bersentase MPLU
spermatozea. Tingkat penurunan kadar asam lemak DHA pengaruh
secara positif dengan pergsemase MPU spermatozoa. Makin tinggi
akumulasi produksi ROS makin tinggi fingkat peroksidasi lipid dan
kadar asam lemak DHA membran serta persermtase MPLU

spermatozoa semakin menurun,

. Tingkat akumulas) produksi ROS berpengaruh terhadap secars

langsung lernadap Uingkai peroksidasi Wpid dan penurunan kadar
asam lemak DHA membran spermatozoa. Tingkat peroksidasi lipid
dan penurunan kadar asam lemak DHA membran berpengaruh
secara langsung ierhadap persentase membran plasma utuh
MPL) spermatozoa. Jadi tngkat akumualasi  produkst ROS
cerpengaruh  terhadap tingkat kerusakan integritas membran
spermatozoa kerbau lumpur secara tidak langsung melalui
peningkaatan peroksidast ipid membran dan penurunan kadar

asam lemak DHA membran spermatozoa.
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7. 2. Saran

Disertasi

Urmuk  menghindari  terjadinga  kerusakan integritas  membran
cpermatozoa  setelah pemisahan  dengan  sentrifugasi  gradien
densitas percoll khususnya untuk preseleksi jems kelamin anak pada
kerbau lumpur. hendaknya perlakuan sentrifugasi gradien densitas
percoll sebaiknya dilakukan pada kecepatan sentrifugasi 850 x G

celarma 5 menit

Untuk mengetahui sejauhmana pengaruh akumulasi produksi ROS
terhadap  kerusakan integritas  membran  spermatozoa setelah

sentrfugasi gradien gensitas percoll, diperiu penelitian lanjutan;

21 Mengungkapkan kerusakan jaringan pada level protein
struktural, khususnya enzim-enzim yang terlibat dalam

metabolisme kapasitasi dan fertilisasi.

2.2. Mengungkapkan kerusakan pada level DMNA, khusushya
DNA mitokondria sebagail manifestasi aktivitas senyawa
oksigen reaktif akibat permisahan spermaiczoa dengan

sentrifugasi gradien densitas percall.

23 Mempelgjari sejauh mana peran antioksidan dalam
mehndungi  kerusakan integritas membran spermatozoa
akibat akurulasi  produksi ROS  selama  proses

permsanan dengan sentrifugas: gradien densitas percoll
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Lampiran 1. Pembuatan reagensia

1.a. Larutan Na CL fisiologis 0,9 %
Ditimbang 4.5 gram MNaCl, 0,03 gram penicillin, 0,05 gram streptomisin
dilarutkan dengan agquadest dalam beker glass 50 ml. kemudizn dituangkan

ke labu ukur 500 mi dan diencerkan sampai volume tanda batas.

1.b. Larutan PBS,
Timbang 4.0 gram NaCl, 01 g KCI, 1,45 g Na2ZHPQ4; 01 g KH2PQ4; 0,03
g pemisiling 0,05 g strepiomisin dilarutkan dengan aquades sternil daiam
beker glass 50 mi. Kemudian tuangkan ke labu ukur 500 m| dan encerkan

sampai tanda batas

1.¢. Pembuatan Media Earle’ Balance 5Sal Solution (EBSS)

Komponen gfliter
Calcium Chlonde. 2H2) 0,265
Magnesium Sulfat 009767
Potassium Chlonde 0.4
Sadium Chiloride 6.8
Sodium Phosphst Monobasic 0,122
D-Glucosa 1.0
Frhenoi Red. Na 0,011
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Medium Pencucian Spermatozoa

Kompohen 100 miimg
EBSS Stock 0,87

BSA 1,25
Pyruvat 1 % 010
Gentamisin 25 ugfml
T. Beker 100 mil

1.d. Larutan Hypoosmatik Swelling Test
Timbang 7,35 g Natrium sitrat 2H20, 13,52 g fruktosa dan larutkan dalam 1
liter aquadest. Kemudian inkubasikan selama 1 jam dalam penangas air
pada suhu 37 oC,

1.e. Larutan Pemeriksaan Tudung Akrosom
Timbang 0,89 g Na Cl dan larutkan dalam aquadest sampal mencapai 1 00 ml.
Tambahkan dengan 1 ml formalin ke dalam 98 mi larutan Na Cl fisiclogis,

koocok sampai homogen. Simpan dalam refregerator sampai digunakan
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LAMPIRAN 2. Bagan Pemeriksaan Ulrastruktur spermatozoa dengan
mengyunakan mikroskpok alectron Transmisi
!

Sperrmatorod yang akan diamati dicuc) denpan PBS
dengan sentrifugasi 1000 G dan supematan dibuang

v

Tambahkan CGlutaraldehyde kemudian l|

cuct denpan PBS |

v

Fiksasi dengan (s (0
{ Dsmivm letraokside

v

Cuct dengan PBS 3 X selama 3

menit

v

[ Apgar | -- 2% dipanaskan pada suhu 40

ol - 50 ol kemudian sel ditanam

v

I Lipotong dan diproses

v

Dehidrasi 2. 3 X : pada alcoho] 50 %, 60 %, 65 % . 70 %%, 75 %4, 80 Yo, 85
o, B0 %o, §5 45 dan 909 U4

v

Propilen okside absolut 2 - 3 X

l

e —

Eponcampur - P} = | - 3
Lpon campur PO =3 3
Epon campur : PO = 50 1

Epon campur

———
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Embedding { dicetak)
Dpanaskan bertahap 45 oC, 50 o =¥ 60 ol
Schimgga terbentuk polimer
Seielah padat dilakukan pemotongan mengpunakan ulita mikrotome
dengan wkuran 1 um, kemnudian diamadi dengan mikroskop invertyed
sampai terdapat sample yang akan diarmat
Supaya mbul pelembung
kemudian di fakom/diaduk
petan=pelan
v
Dilakukan pemotongan dengan ukuran 90 — 60 nm
untuk kepastiantya diberi pewatna talvidine Bluer
# | Biru = 240-190 nm
. r Ungu= 190 - 150 om
Diempel pada gnp Kuning = 150 - %0 nm
Silver = 90 - 60 nm

\

Aar diisap dengan kertas
sarng’ Mssue

v

Pewarnaan single: Uranyl asetat
Pewamnaan doble: Utanyl asetat + BB sirat

y

Cirade di keringkan

v

namati denpan mikroskep elekiron l
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LAMPIRAN 3 Bagan Pemerksaan Ultrastruktur spermatozoa dengan
menggunakan mikroskpok elekiron Scanning
!

Spermmatezea yang akan diamati dicuci dengan PBS
dengan sentnfugasi 1000 &G dan supematan dibuang

Tambahkan Giliuraraidehyde 2 — 4 % 5 menit (3 kali)
kemudian dicuci dengan FBS

!

Fiksasi dengan O 04 1 - 2 % selama 1 jam
Fiksasi I dengan meningkatkan kontras

Dehidrasi 2 - 3 X dengan alcohol 50 %; 60 % 65 % ;70 %, 75 %, 80 %,
&5 %, 90 %%, 95 %, 59,3 %, absolut, absolut; absolus (13 - 10 %)

A

Amilasetat 2 X {15 — 20 menit)

v

Teteskan pada gelas objek
celanjutmya dilakukan CPT

v

Cek dengan mikroskop inverted untuk
mehtat permukaan sparmatozoa

R

Tempelkan di Holder ; Stub Coating
dengan lemas

v

>iamati dengan mikroskop
electron scanming
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Lampiran 4 : Prosedur Pemeriksaan ROS dengan Metode
Chemiluminicence

Prosedur Kerja

= Sebarnyak 400 pl suspensi spemrna dari sefiap kelompok perakuan,
ditambahkan 4 pl (25 mM luminot dalam dimetfnylsuiphoxide {DMSO
dangan konsentrasi akhir 250 pM) dan tambahkan dengan 8 pl
horseradish peroksidase {2 ma/mi PBS3), lalu vortek 30 detik. Selanjutnya
masuk tbung afpendofr tersebut dalam tabung khusus dan tempatkan
pada rak beta counter.

+ Pengukuran kadar ROS dilakukan selama 1 menit dengan menggunakan
Berthold fuminometer. Nilai ROS diekspresikan sebagai 10° photon yang
dihitung per menit {CPM) per ml sperma atau dibagi dengan konsentrasi
spermatozoa (1 x 10° spermatoroa).

Contoh perhftungan kadar ROS spermatozea

Kadar ROS/m| sperma adalah; |
No Lart I Jumlah !
1 Luménol | 4 ul s P 4 |

2 Rorse Radish B ul = 1000 f 412 % nilai betacounterim!

Peroksidass sperma
3 Sampel 400 ul
[ __ Spanma. ‘ o = 2427 x nilai beta counter fmij |
7 Jumiah | 2wl sperma !
I.

Misal nilaj beta counter - 4 4B
Maka kadar ROS spermaiczoa adalah; = 1000/ 412 x 4,48

=2427 x 448 -=» 10,89 CPM/mIsperma
= 10,89 CPM/ml sperma; 2,14
= 5,09 CPM / mif10 * spermatozoa
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Lampiran 5 : Prosedur Kerja Pemeriksaan Kadar Malonaldehide (MDA)
Prinsip:

Uil ini menggunakan warna sebagal indicator. Daalam suspensi
spermaiozea terdapat protein yang dapat bpereaksi dengan asam thiobarbiturat,
sehingga suspensi spermatozea terlebih dahule ditambahkan dengan asam
trikloroasetat yang berfungsi untuk mengendapkan protein dan  kemudian
disaring. HCl berfungsi untuk memberkan suasana asam sehingga natrium
thiobarbiturat diubah menjadi asam thiobarbiturat. MDA akan bereaksi dengan
asam thicbarbiturat menjadi senyawa keunguan yang dapat dideteksi
absobansinya dengan menggunakan spektrofotometer dengan panjang
gelombang 529 nm. Kadar MDA ditentukan dengan interpolasi pada kurva baku
Prosedur Kerja

= Sebanyak 100 ul ml suspensi spermatozoa dan masing-masing perakuan,
dipisahkan dari proteinnya dengan penambahan 100 ul asam trikioro
asatat 20 % laly divorteks, lalu tambahkan 250 ul HCL 1N dan 100 ul
natrium thicbarbiturat 1 % sera aguadest 450 ul atau sampai volume
akhir 14 ml. Selanjutnya panaskan dalam water bath pada suhu 100 °C
selama 20 menit atau sampai terlihat berwarna pink

« Kemudian sentrifugasi pada kecepatan 4000 mpm selama 10 menit, ambil
supematannya sebanyak 800 ul dan masukan dalam tabung lain,

tambahkan dengan aguadest 1200 ul atau sampai volume akhir 2 ml..

Baca serapannya dengan Spektrofotometer pada panjang gelambang 529

nm. Sebagai kontrol diakukan perlakuan yang sama tetapi dengan cara

menambahkan MDA standar dengan konsentrasi berbeda.
+ Penilaian kadar MDA dilakukan dengan cara mengkompersikan nilai hasil

pengukuran absorbansi dengan kurva baku standar, selanjutnya dikali
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dengan pengenceran dan bagi dengan berst molekul MDA, Kadar MDA

diukur berdasarkan jumlah nmol MDA pada setiap ml suspensi semen

{Alvarez and Storay, 1995).

Contoh perhitungan kadar MDA
] KURVA BAKU MDA 02 : _
No | Absorbansi | Wonsemtrasi T 05 fj;'-—
1 ul‘lalal j ﬂ.zﬂ :'; ‘(F'
2 0,128 | 0,40 b2 y = 0,368 + 0,0581
J 0.1 R = P81
3 0,27 | 0,80 i . : :
4 0,305 i 1,680 t 1 2 3 4
5 0602 | 3,20 konserdrasi jupimi)
.Y o

Bila nilai absorbansi sampel spermatozoa didapat adalah 0,114
¥ = nilai absorbansi
X = nilai kadar MDA

Disertasi

Y = 0,168 X + 0,0591
0,114 = 168 X + 00591
X = 0,114 - 0,0591/ 0,168

[

0,0349 /0,168
0,327 ugml x 2 ml
0,654 pg = 800 ul {~ Eq dalam 1 ml sampel)

1000/800 x 0,65357 pg
0817 pgfml = 100 4l {=Eqdalam 1 ml sampel}

1000/100 x 0,817 pg /ml
8,169 g /ml

8.169 ug/2,14%x 10° spz
3,818 ug /10 ¥ spermatozoa

= 3818 g/ 10° spermatozoa / BM MDA (164 2)
= 002325 pmol /10 ® spermatozoa

= 23,25 omal/ 10°* spermatozoa
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Lampiran 6. Skematis Pemeriksaan profil Spermatozoa

Sampel Semen
- tambahkan 1 ml PBS dan
sentrifgas
- Buang Supernatanmya
¥ ¥
Supernatan Pellen

189

Kloroform (2 1)

_ Ekstraksi dengan Metanc! .

v

v

Fase cair (supernatan)r

Fase Padat Buang

Usaphkan dengan nitrogen mengalis

Lipid Sprermatozca

¥

Esteribkasi dengan menambahkan boron
trifuorida methano! 15 % 0,5 ml

Vortek selama 2 - 3 menit

Panaskan dalarm water bath suhy 45 oC
selamea 30 menit dan dinginkan
Tambahkan @ 5 m] n-hexane dan vortek
Dinginksn dan biarkan sampei terbeatuk
dua lapisan

Ambil sebanyak 1,0 ul lap. Aras
dgn syringe dan injeksi ke injector
C:C unpuk analicis as, Lemak DHA

¥

Amati Chromatogramnya
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Hasil prin aut Chromatogram asam lemak membran spermatozoa kerbau lumpur
dengan menggunakan Gas Chromatografy

A DHA Siandan B.DHA sampel

{ Chrmatogram DHA Spermatozoa (P13 B. Chromatograrmn DHA Spermatozoa (P2)

Luas ereal DHA Sampel
Kansentrasi DHA Sampel = smeseeescmeeme e s oo A Kadar DHA Stand

Lua=s areal DHA Standart

63592
Konsentrasi relatif DHA sample =

* 0,025 mghul {25 ugful)
7165746

Konsentrasi relatif DHA = Q,0088744 x 25 .gful = 0,22186 uglul

Jadi Kadar DHA f ml sperma konsentras DHA x Faktor Pengencer
022188 pg x 500 4l
110,83 wg /mil

Jadi Kadar DHA { 10 ® spz

110,83 pgfm! ; 2,14 = 51,836 .9/10" spz
atau

51,836 ugH 0° spermatozoa
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PARAMETER SIFAT FISIK SEMEX SEGAR KERBAU LUMPUR
Mo Vol {ml) Warna Kons Kant {10 pH Mol a-+h (%) ¥in (%) Abn (%) MPU (%)
1 18 p-susu Agak kent 112 5.8 84 22 8 84
2 2,6 P.susu Agak kent 134 70 80 R7 7 86
3 14 p-51sn Agak kent 125 6.7 78 83 B I
4 3.1 B S0 Tncet g 5.5 B0 84 10 84
5 25 p-Bugu Apgk kent 107 6.8 70 87 7 86
] 2.2 p-susi Agak kent 110 72 75 an B 83
7 28 P-susu encer 84 68 B0 92 12 80
2 3.0 P.5usu Agak kent T6 6.2 78 83 Bb
9 22 p.sisu0 Agak kent 112 6,4 80 87 i3
10 2,4 p-Base Agak kent 129 7,2 7! G0 3 16
I 17 P 5usu Agak kent 132 7.0 £0 g8 13 B4
12 23 p.susu Agak kent 116 6.8 76 86 B 35
13 26 p.3usu Agak kent 107 7.2 75 a5 68
14 2,4 peusu | Agak kent 118 7.0 72 88 g 73
15 31 P-susu Agak kent 130 1.0 80 27 14 81
14 25 [ 5usu Agak kent 87 6.4 78 29 5 78
17 2.3 psusu | Agak kent 121 6,8 75 84 11 £0
13 24 p-susi Apgak kent 118 10 70 25 8 T4
19 2.6 p-susi Agak loent 123 6.6 B4 oD 13 80
20 23 P.s050 Agak kent 120 10 82 ) 1 82
X 148 - - 132808 6,75 76,43 86,76 12,34 B2.55
SD 0,47 189,11 0,12 3,50 2,60 412 3,90

Disertasi
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Lampiran 9 : Rekapitwlasl Data Penelitian Pemisahan Spermatozoa Kerbau Lumpur dengan Sentrifugasi Gradien
densitas Percoll

Kode Konst10® L% Kualitas Spevmatozon %% Kapasitayi & RA RDSE i MDA J_I___I_____FPg_n-!'l_l_!..l;p_i_q'i__‘ e
Motilitas MPU TK Kp | RA Cpm/i0%p oVl T.Kol DHA
| | ehp (ug/10"sp) | (ug/10"sp)
K-1 2,14 76 %5 96 4 0 5,09 D 176 15,13
TTKE | ues T T w9 3 _“_u_““_”m_?ﬁ?”“f“ 317,98 3,76 14,38
K-3 2,08 75 76 EE 3 0 7.08 034 430 | 1565
K-4 211 77 8 E 91 2 0 8,25 32,71 257 VY '“i
K-5 1,05 80 a3 Y 6 1 3,72 08,28 328 ;  D1.9E
K6 2,05 76 76 S 5 1 733 18,02 a1 1L
KT 1,07 78 (A - T ) ol 4,68 10,53 3,57 19,11
| K-8 2,01 80 | &0 [ a3 i a SEEA 14,50 2,54 10,81
Iml 16,182 610,00 636,00 |' 747,00 49,00 3,00 50,72 164,96 [ 17,69 107,52
| Ran 1,0213 77.50 79,50 f 91,13 613 0,375 6,34 20,87 { 3,46 13,44
SD 0993 | 188 3 | oeal 146 0,517 1,75 I 341 |
.
BEE =R N | 33 5% 4 11,37 e T 206 609 :
RN L 47 Il 29 54 7 17,89 w1 T 269 9,05 :
| PL3 1,34 : 75 56 I 10 57 3 12,21 25,72 | 291 6,26 )
P-4 | Lae | s 5 28 65 “W|W & 26,79 4,43 286 | 672 |
R T T 5B 7 £ 3 0,54 5.7 3.02 T
E P1-6 L"_ 1,37 78 53 36 BE T3 U ad e[ zer 833 |
Il F1-T | 1,36 73 L) n 30 64 & 05,28 3.1 2,84 6,17
| P . L2 7 R 65 3 126 | 3L 2.24 %,89
| dml ' 10,636 602,00 426,00 267,04 486,00 43,00 11526 | 26344 21,55 59,58
; Rata , 131%2 _7'5;5 T .ﬁs_ﬁus_w' 3538 60,75 5375 1841 ; 32,93 2,69 | 7,49
| Sp ) 206 i LT D L S
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Dasrul

Z6l



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Kode Konst 19° Kuoalitas Spermatozoa Kapasitasi & BRA ROS MDA nmaolf Frofil Lipid
il B R R I R B I
P21 1,52 70 45 24 &9 7 20,69 15,18 1,96 5,15
" P2r | 1,43 75 a1 21 &7 12 18,60 45,02 1,99 6,65
[ 146 7 55 78 &% 7 1325 79,19 2,41 6,84 r
PiA 150 71 46 24 67 9 45,17 52,59 2,31 5,96 '
P2-5 138 74 53 36 55 5 10,52 30,22 212 5.63
P26 1.30 T 47 27 65 ] 16,76 46,74 2,55 436
P27 | LM 70 50 31 2 T 11.88 26.39 2,13 6,00
P28 1,29 T3 43 72 72 & 14,59 33,04 1.96 6,95
Jmil 12,463 S§7.00 330,00 211,04 528,00 | 64,00 151,84 298,37 1144 ”:""_'IET_
Rata 1,475 73,38 47,50 16,38 66,00 5,00 18,98 37,10 218 'i 6,07
) 0,1593 225 4,3 4,81 382 2,07 11,11 .56 8,22 D
. L Tm'“"_

Disertasi
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Lampiran 10. Analisis Statistik Normalitas dan Homoqgenitas Data
Desoriptive Statistics
M Mean Std Deviabon | Mimmuen | Maximum
motiiitas spermatozoa 24 75.33 768 7 GE)
viahiilas spermEtnzoa 24 4742 242 B3 | a2
Integrilas mernsran |
plasma Ltuh 24 &01.03 14 88 41 | 7]
kapasitasi 24 | 44 21 2r.7e 4 ] i
One-Sample Kolmogorov-Smimoyv Test
integritas
ractiliias viahiltas membran
spermatozod | sparmatczod | plasma utuh | kapasikas:
M 4 24 24 24
Morenal Pararnotéd  Mean T5.38 8713 A0.08 44 1
St Dayiabign 2 BB 247 14 86 27Ty
Wloct Extreme Anzolule A1 os 192 304
Diffarences Positve 081 109 A8z 25T
MNeganve =111 =104 =151 -.204
Kolmogotov-Srimty £ Bl 533 .83g 1431
Amymp. Big (2-tailed} 2B 830 242 023
a Test distibution is Normal,
b Catculated from data.
Descrptive Stabistics
Mean Sid. Dawiahan | Mimum | Masimum
k! produks ROS Ed 13,2421 B. 7538 AT 4517
D, T4 30 2542 12,2306 228 s2.60
asam wemak pol
fak jecru (OHA) 24 2B.817T 121247 1116 Ba25
Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul

Disertasi



Disertasi

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Orm-Sampha Kolmogorav-Smirmay Test

asam lsmak
ikt pragubesi pali tak jenuh

ROS MO:& [LHA)
[} | 24 24 24
Mormal Paramaters®k  Mean 13,2421 303542 28.8171
Std. Davialicn B,75389 12.2396 121247
Most Extreme Ahsoiule A2 a3 A28
Differences Fositive 83 051 A28
Megative -138 083 -0r3
Kolmagorow-Smimoy £ H7E 40T -
Aaynp, Sig. (2-1ailed) 295 a6 BE3

2. Tasi disiribution is Mormal.
b. Calcutated from data.

Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ...
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11, Analisis Varian satu  arah  persentase molilitas
Spermatozoa Kerbau |umpur %ontrol dan perdakuan
pemisahan dengan Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll

Lampiran

Descriphives
molilitas spermatozoa
I' !| %% Canfidence merval ig '
- - o _Mean f
P Mean bt DeviatiorSta. Eror| ower Boundlpper Baund®inimum _bulaxirnum
koriral B 7750y 1.85 £3 7585 T9.05 75 | ad
parlakuan B | [l 212 75 7348 Troz T2 -
perliakuan g 73.33 ll 245 BE T1.23 75.42 FL | 7
Total J 24_"L 7538 | 2 56 .55 T4 24 TE. 54 70! 2]4]
Text of Homoganeity of Vardances

motililes spermatoroa

Levene ! l

Statisic | dft | di2 Sig.

EE 21 21 TS
ANOWA
motlitas spemmalcros
Surn of
Squarss gdf Mean Squars F Sig

Betwesan Sroups GH. 250 2 24125 Rl 004

Within Groups AT.A75 21 4 537

Tetal 165 625 23

Muliple Comparnisons

Dependent Vanable: matililas spemmatnozoa

LSO
J |
Mean | |
Differehce | 95% Gonfidence Intsrval |
{1} klp padakuzn (J) kip padakual (-0 !Std. Emor| S, |Lower Bound Upper Bound
kentrol perlakuan 1 225 108 049 1.09E-02 d 4%
pefakuan 2 412 108 o071 1.89 5.26
penakuan 1 kantrol -2.25 108 D49 449 | -1.09E-02
perdakuan 2 1.88 1.08 Jt.7 ] 36 411
penakuan 2 kontl a8 108 D01 £ 38 -1.8%
perakuan 1 -1.88 | 1.00 096 -4 .11 35

' The mean difference is significant at the 08 level

Disertasi
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Lampiran 12. Analisis Varian satu arah persentase Membran Plasma
Utuh Spermatozoa Kerhau lumpur kontrol dan perlakuan
pemisahan dengan Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll

integritas membran plasma uluh

Descriptives

Disertasi

5%, Confidance Inerval £
Mman
M Wesan gtd. DeviationSld. Emorower Bourdpper Bourd Minimum Masimum
kantrol 8 79.50 a2 1.13 TE 82 82.18 5 BS
pavdakuan 8 5325 515 182 4B 95 57.55 4T 62
pertlakyarn -] 47 B} d Bd 1M 43 45 51.85 41 55
Total 24 G008 14.B6 303 538 65,36 a1 ES
Test of Homogeneity of Variances
inlagritas mambean plasmea utuh
Levena
Slatishc of1 dr2 iy.
1.025 2 21 3
ANOWVA
integritas mambran plasma uiuh
Sum of
- Squares df Mean Snuare F Sig.
Between roups | 4658 333 e 2328 167 115 59494 000
Within Groups 421,504 21 20.071
Tatal 5077 823 23
Multiple Comparisonz
Bependenl Varable: intagrtas membran plasma utuh
Lso
Mean
Chflarence 5% Confidanca Interval
¢} kip perakuan [J) klp pedakuan (] Bid. Ermor Sig. Lower Bound |Upper Bound
kontrcl pariakuan 1 .25 224 000 AN a1
perdkuan 2 32.00" 234 DO 2T.34 38 65
perakuan 1 kentral -G 25 2.24 Juie ~30.81 -21.59
periakuan 2 578" 224 Q18 1.08 10,41
parahuan 2 kontrol -32.00* 224 000 L 2T
perakuan 1 -5, T8 224 018 -10.41 -1.09
*. The mean differencs is significan at the 05 lavel,
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Lampiran 13. Analisis Varian satu arah Akumulasi ROS Spermatozoa
Kerbau lumpur kontrol dan perlakuan pemisahan dengan
Sentrifugasi Gradlen Densitas Percoll

Daspriptives

ki produksi ROS

|5% Confidence Intarval o o
Maan
M Mean Bid. BeviationStd. Ermorlower BoundJpper Bound Minirmum Masnum
kenbmk 8| 5.3353 17431 E164 4 Bras 775985 372 8,56
perakuan 8 [14.4075 96118 | 1.2841 8158 19,0091 026 26,74
perakuan 8 (189825 11,1140 | 39284 96510 282740 10,52 4517
Tatal 24 113.2421 87539 [ 1.7869 9 Sa455 169585 72 45,17
Text of Homogeneity of VRRences
Wkt prexd uksi ROS
Levene | I'
Stalistic i iy a2 sig |
2.227 | 2.3 P 133
ANOWA
tht produksi ROS
Sum of
| Bquanes df Mean SEquare F Sig.
Batwaen Croups GH6.009 i 328004 E.225 004
Within Groups 1106 513 21 52.8481
Total 1762 522 23
Post Hoc Tests
Multipla Comparisons
Dapondent Varable: tkl produksi ROS
LSO
Mean
Diffarence 85% Caonfidence Intarval
{1} Kp parakuan Jj kip perakuar]  (-J) Sid. Emar | Sy, |Lower Bound [Upper Bound
Koatral parakuan 1 BOF13%| 36204 037 156181 - 0224
perakuzn 2 -1E 64837 36284 002 -20 1841 -5 (94
poarakuan | kontrol AOQ7T12*[ 35234 oav L2 15,8181
pafakuan 2 4 £T50 3.6294 221 5 ikl 2ata
parakuan 2 kantrel 12,6463 ) 35254 o2 5.Coad 20,1941
pariakuan 1 4 8750 36284 221 -2 8728 121228
*. The mean diffarance is significant al the 05 leyal
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Lampiran 14. Analisis varian satu arah Kadar MDA Spermatozoa Kerbau

lumpur keontrol dan perdakuan pemisahan dengan
Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll
Descriptives
WA,
! 5% Confidenca Intarval fol |
| Mean L‘
™ ¢ Mean Bt DeviationStd. Ermer Lower Beundpper Bound] Minimuam axi mam]
kontrol 8 208700 103151 35470 12 2463 29 4427 B2E a7 o8
pedakuan 8 !I 32 9362 11.3554 | 4.0147 23,4329 42 4105 19.77 4819
parakuan | B |' a7 296y 55623 | 2.3804 24,3020 452805 { 28,34 K2 54
Tolal 24 ) 303642 122396 | 2.4984 251989 25 5325 528 52.50
Test of Homogeneity of Varances
MO
Levens 1
Slatiskic o dfd Sig.
329 Z 21 a7
AMNOWA
MDA
Sum of
Sguares df hean Square F Sif.
Petwoan Groups | 1158058 2 579.024 =318 014
Within Growps 2267 454 21 108 928
Total 3445552 23
Post Hoc Tests
Multipla Comparisons
Dapandent Yarabla, MDA
LSD
M an r
Dhfference [ | 95% Confidence Interval _
([} kip perakuan () Klp perakead  {1-) rsm. Emer|  Sia Lewar Bourd [Eppar Bound
karttrol pariakuan 1 -12.0562*1 EB2184 3 -22 9088 -1.2038
pariakuan 2 164263 52184 ik 272786 | 55730
perlakuan 1 kantrol 1206624, 52184 03 12038 | 229085
pedakuan 2 -4 3700 52184 412 152223 64823
perakuan 2 kontrol 16.4263"( 5.2184 005 5.4738 [ 27 2TRE
parakuan 1 43700 | 57184 A12 54823 157373
". The mean differance s significant al the 08 leyel
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Lampiran 15. Analisis Varian satu arah Kadar DHA Spermatozoa Kerbau

lumpur Kontrol
Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll

Daxcriptivas
asam lemak poli tak jeruh (DHA)

dan perakuan pemisahan dengan

=% Confidenca Interval foy
Mean
N | Mean Bd DavialiorStd. Emmori ewsr Bound foper SBoundhbinkmum Maxitium]
keantral B8 142 6137 G576 | 2 3882 B36.0642 4B 2633 T3 53225
perakuan | & 1245738 F.oues | 2,507 BTk 305032 13.77 43774
paripkuan § B [ 192637 6. 6810 | 23621 135783 24 8452 1116 2975
Telal 24 128 8171 121247 | 2. 4749 23 6AT3 338385 1116 E3 28
Tast of Homaganaity of Varances
asam mak poli tak jenuh (DHAY
Lavéne
Sielisiic df4 g2 Sig.
g 2 21 852
ANOMA
a5am lemak poli tak pErun (DHA)
Sum of
Sguaras df Mean SEgquare F Sig.
Betwaen Groups | 2306 561 2 1196.460 25.571 oo
Wihin Graups a84 222 21 A5 D68
Total S381.152 23
Post Hoc Tests
Mullipls Camparisons
Dependent varigble: asam lomak pak tak jenub (OHA)
LED
Maan
Thfferance B5% Conhdance Intanval
{ij kip perakuan {J) kip perakuan (-1} Sid. Ervor Sig, Lawer Bound | Upper Bound
kontrok porlakudn 1 19,0400 34230 000 100214 2% 1588
perlakuan 2 23 3500 | 34230 0 16.2314 A d4BGB5
parisk s 1 konirol 1804000 34230 000 -25. 1586 -10.9214
periakuan 2 53100 14330 136 -1.6006 12,4285
peariakran 2 konirot -23.3500"y 24230 R Li] -3 4586 =16 2314
periakuan 1 -5,3100 3,423 136 124288 1,8088
*. The mean difference is significant al the 05 level,
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Lampiran 16. Analisa Korelasi Akumulasi Produksi ROS, Kadar MDA,
DHA dan MPU Spermatozoa Kerbau lumpur kontrol dan

perlakuan pemisahan dengan Sentrifugasi Gradien
Densitas Percoll
Cormalations
;r @sam lamak Integritas
Tkt praduks ; politak jenuh marmibiran

ROS MDA (DAY plasma utuh
tkt produksi ROS Fesrson Correlation 1.000 .?5‘.""'!' -S4 - 555"

Sig. [2-lailad) ) L0 D06 a0

M 24 24 24 24
MDA Fearson Comelatian irae 1.000 T =BT - 671

Sy (2-lailed) 000 . .08 R by

H 24 24 - 24 24
asam lemak pofi tak.  Fearson Commelation BT My - 527 1¢00 T84

jerub (OHAY Sig (Z-1ailen) 006 | 008 |, 000

| y

h Phadd 5 24 24 24

imegritas membran Pearson Comelation - G55 - BT Fast 1.000

plasma utuh Sig [2-fajled) 001 000 j 200 :

M 24 24 24 24

. Correlation is significant al the 0.01 level {2-tailed)
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Lampiran 17. Analisis Regresi Akumulasi ROS dengan kadar MDA
Spermatozoa  Kerbau lumpur kontrol dan perlakuan
pemisahan dengan Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll

Variatles EnteradiRemoved
Vanabims Yariahles
hocie Ertered Reamgved Method
1 MO Enter

2 Al requested vanabies entered.
B. Dependent Variable: thl produksi ROS

Madel Summary

I Adiusted | Std. Error of
Modal F l: F Sguare | R Sguaré | the Estimate
1 757i] 57D 553 58514
a. Predictors: (Constant), MOW
ANDYAD
Sum of
Wi Squaras df Mean Squara F Sig.
1 Regression | 1009 264 1 1009 254 28477 oo
Residual T53.257 Pl 259
Total 1TEZ B2 23
a. Prediciors; {Constant), MDA
b. Dapandant Varablo: tkt produks’ ROS
CorfMicients”
Standardi
red
Unslardardired Coalficien
Coafficents s
Moxlel 2] Std Ermor Beta ! Big.
1 {Conslant] 3192 3254 . 981 337
MDA R b 108 Ni-Ti 5420 000

2. Dependent Variable: 1kt produksi ROS

Disertasi
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Lampiran 18. Analisis Regresi Akumulasi ROS dengan kadar DHA
Spermatozoa Kerbau lumpur kontrel dan perlakuan
pemisahan dengan Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll

Variablex Entered/Ramovad

Varighles Variables |
Mode! | Entered Remoyad f fAeincd
1 B5aM !

lermak pob j
lak jaryuh !
(DHA) L
3 Al requasled variables enlerad.

B. Dependent Wanable: 1k produksi RGS

Enter

Model Summary

S justed Sld. Ermor of
Wodal R R Square R Square | the Estimale
1 S 25 262 7 5200
4. Pradiclors: (Constant), asam lermak pali tak jaruh
(CHAY
ANOVAP
Sum of
Moal Squares ol Mean Square F Sig.
1 Regression 510405 1 518 405 g167 e
Residoal 1244 117 22 55 551
Total 1762 522 23
A. Predictors: [Constant), asam lamak pol tak janub {DHA)
b. Dapandant WYariable: tht produksi ROS
CoeMchants
Standardi
zad
Unglangardized Coaffician
Loefficients 15
Maodel B Std. Ermex Beta t En.
1 (Constant) 24 826 4031 &8s 00
Asam lermak poh
tak jerh {OHA)Y -382 128 - 5i2 -3.028 000

2. Dependent Yanable: kil produksi ROS
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Lampiran 19. Analisis Regresi Akumulasi ROS dengan persentase MPU
Spermatozoa Kerbau lumpur kontrol dan perlakuan
pemisahan dengan Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll

Varables EnteredRemovad

ariables
Model Emered
1 inlegritas
membran
pla sia
Ltuh

Warables

Remyved Meitod

Enter

a. A\l requested vansbles enlered.,
% Dependern Vanable 1kl produksi ROS

Model Summary

Wode!

[

i
' R Sguare

Adjzstad
R Syuara

E1d. Error of
the Estimale

1

G357

| 429

413

6. 7638

a. Prediclors. (Censtant), inlegritas membran plasma
utuh

ANOVA?

Sun of
Sguares df
T 028 1

1006, 493 22
1762 522 23
&. Pradictars [Constant), integritas membran plasma uteh
b. Dependent Vanable: kL prodyks ROS

hAoge
1 Fegression

Residual
Total

Maan Squars F
756.020 16 525
45,750

Sig.
Qe

Cosaffictants"

Standardi
zad
Unstandardized CoeMicien

Cooficianis 15
Maode| B . Ermor Bata 1
1 (Constant) 36,426 5 BGA & 203
Mtegritas membran
plasma wiuh - 285 085

4 Dependent Vanatie: Wl produlks ROS

Sig.
Lilil

-G53 -4 0G5 001
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Lampiran 20. Analisis Regresi kadar MDA dengan kadar DHA
Spermatozoa Kerbau lWmpur Kontrol dan perlakuan
pemisahan dengan Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll

Variables Ertered/ Ramaoved

Variables Yarablas
Model [Enterad Remaved Method
1 asanm
|armak paoli
tak je Quh Enter
{DHA]
a. I regquested variables entered.
b. Depandent Vanable: MDA
Model Summary
Adjusied Sld. Error of
KModat R £ Sguare | R Square | tha Estimale
1 g2y 7B 245 105332
8. Prediciors: {Constanty, asam lemak poli tak #uh
{OHA)
ANOVAP
Sum of
Model Squares uli Mean Sguare F Sig. .
1 Regression D58 142 1 BEB 142 B.A74 L0ge
Residual 2487 410 22 113064
Talal 445,552 23

a. Predicters. (Constent), asam lemak poli kak januh (THA)
b, Dependent Yanable: MDA

Coefficients
Standardi
7ad
Unstandardized Coefficien
Coafhcienls ts
Moxde] B Std Ermor | Beta t Sig.
1 {Constant) 45 704 5654 B.020 000
asam lemak poli
tak jenuh {DHA) - 532 JB3 - 527 -8 008
2. Dependent Varabla: MDA
Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



Lampiran 21. Analisis Regresi kadar MDA dengan Persentase MPU
lumpur kontrol dan perakuan

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Spermatozoa Kerhau
pemligahan dengan Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll

WVariables Entersd/Removed

Maodal

Vanables
Entared

Varskias
Hemtved

Mathad

inlagrilas
rrembran
plasma
ubahn

Erder

2. All requastad variaklas antanad.
b. Dapandart Variable: MDA

Modal Sunwmany
Adjusted Std. Ernor of
l_M-:daI R R Sguare | R Gouars | tha Estimate
1 &7 ARD 425 S.2776
& Pradictors: (Conatant}, inlegrilas membean plazma
ulyh
ANDVAP
Sum of
Modael Sgquaras of ean Square F Sig.
1 Regrassion | 1551614 1 1551,914 18.020 00"
Residual 1893.63& 22 86.074
Tatal J445 552 23
8. Pradictors. (Constant), integritag membran plagma uleh
b. Dependant Variabha: MDA
Coefficients®
Standardi
zed
Unstandardlzed Coafficlen
| Coefficients | 15 |
Model E . Emor Bata 1 Sig.___ |
1 {Conskanty B3 580 6045 F.500 000
imtegritas membran
plasma utuh - 553 R kle - &7 = Zf 000

a. Cepondent Varatde: MDA
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Lampiran 22. Analisis Regresi kadar DHA dengan persentase MPU
Spermatozoa Kerbaw lumpur kontrol dan perlakuan
pemisahan dengan Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll
Variabiss Entered/Removad
Warabies | Yanabios
hincied Entered | Removen Method
1 nlegritas
membran
piasnrla Enter
utuh
4. All requestad vanabies antered.
b. Dependert Variable. asam lemak pgli tak jenun (CHA)
Model Summary
Adjusted Sid. Emor of
Model i R Sguare | R Square | the Estimatle
1 TARE B2 B4 76345
& Predictors. (Conslant), integrilas membran plasma
)
ANV AR
Sum of
Maxdal Squares df Mean Sguare F Sig
1 Hegrassion | 2044909 1 205 309 350411 Rl
Residual 1282 283 22 5B 286
Total 3581152 23
4. Predictors. {Constant}, integitas mambran plasma uieh
. Dependent Variable: asam lemak pali tak jenuh {OHA}
Coefficients”
Standard
zed
LInstandardized Coafficien
Coaflicignts ts
Wl B Std. Errar Beta 1 Sig,
F (Constant) -BE1Z 5623 -1.481 165
integntas memkbran
plasma wiluh 43 ar TRE & (01 AN
4. Dependent Varable: asam kemak, poli tak jenuh [DHA)
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Lampiran 20. Analisis Regresi kadar
Spermatozoa
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Kerbau

Yarakbles Entered/Removed

205

MDA dengan kadar DHA

lumpur kontrel dan perlakuan
pemisahan dengan Sentnifugasi Gradien Densitas Percoll

variables arables
Model Eniered Rermoved Meaitad
1 asam
lamak pol
tak j& quh Erter
1DHA)
8. Al requested varables anbem.
b. Deperdent wanab &' MOA
kade! Symmary
' Adjustad St Errer of
Mode| R R Squard | R Square | Ihe Estmate
1 LT 27H 245 10,6332
8. Predictors: {Constant), asam lemak poli tak jgnuk
{OHA)
ANOV A
Sum of
Model Sguares df Meoan Square F Tig.
1 Regressian 2508 142 1 OBE 142 E 474 Ooe>
Residual 2487 410 22 113.064
Total W45 552 23
4. Predictors: (Constant), asam lemak poli tak gruk (OHA)
b. Bependem Yanable: MDa
Coefficients’
Siandardr
zed
Lnstandardized Coefficien
Coefficients ts
Medgl B =id. Ereor Beta t Sig
1 {Constant) 45 704 ogasle] a.020 200
as5am kemak polh
Lak jenuh (DHA] - 532 | 83 - 52T -29N ana

d. Dependant Variable MDA
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Lampiran 21. Analisis Regresi kadar MDA dengan Persentase MPU
Spermatozoa Kerbau Jumpur kontrol dan  perlakuan
pemisahan dengan Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll

Variables Entered/Removad

Variables Yarigbles
Model Entered Removed g el
1 inleqgritas
membren
plasr;'l g
yiuh

1
il
1
H
H

Entes

8. Al requosted varables entered.
b. Dependent Variable: MD#A

Medel Summary

[ Adjusted | Std. Ermor of
todel R ¢ R Square R Zquare ihe Eslimate
1 BTR 450 425 52ATTE
a. Pradictors: (Constant), inlegriles mempran plasma
uluh
ANOVAP
Sum of

Model Sguares df Mean Square F Sig.
1 Regrassion 1551914 1 1881.814 18.030 A0

Fesidual 1093 638 22 85 074

Total 3445 552 2%

a. Predigtors: (Constant:, ntegntas meembran plasma uluh
b. Dependent Varigble: MDA

Caefficignts"
Standandi
zed
LInstandardized ot
Coeflitents 15
Medel B Sid. Error Beta t S
1 [onstant) B3 EAD a.048 7900 enli)
inrtegntas memkbran
- 4 - 1 -4 onc
plasma utuh 953 w3 By T4

4 Dependeant Yariable: MOA

Disertasi Peran Senyawa Oksigen Reaktif dalam ... Dasrul



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

207

Lampiran 22. Analisis Regresi kadar DHA dengan persentase MPU
Spermatozoa Kerbau lumpur kontrol dan perlakuan
pemisahan dengan Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll

Varables Entered/Remowed'

Vanables
RFemoved

Varables
Miodad Entersd
1 irtegrilas

membran
ﬂlasr;na .
utuh i

Method

Enter

a. all requested variables enlered.
b. Cependent Yariable: asam lemak poli 1ak jenuh (OHA)

Mode! Summary

Adjusled Sid. Error of
Medal E R Squars ; R Sguare | the Estimate
1 78pe £21 604 75345
2. Predicters: (Constant}, mtegias mambran plasma
uluh
ANCVAP
Sum of
Model Squares df Mean Sguare [ Sig.
1 Regression | 2008 005 1 2056 204 3.0 D
Residual 12E2 283 22 5B 288
Total 3351.192 2%
A. Predictors: (Donstant, intagrilas membran plasms utuk
b. Dependent Variabla: asam lemak poli tak jenun (BHA)
CoefTicients"
Standardi
zed
Unstandardized Coeflician
Coefficients 5
Wachel E Str. Error Beta t Sig.
1 {Censtant) H.B12 6623 -1.481 153
intagqitas memeran
plasma uiuh 643 a7 Fad &.001 K0

4. Depandenl Varable: asam lemak poli tak jenuh {OHA)
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