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ABSTRAK

Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll (SGDP) merupakan metode sexing yang
digunakan untuk memisahkan spermatozoa X dan Y untuk mencari jenis kelamin anak
yang diharapkan. Namun, metode SGDP yang digunakan sering kali dapat menyebabkan
penurunan kualitas spermatozoa. Penelitian ini bertujuan untuk mendeskripsikan efek
sentrifugasi gradien densitas percoll terhadap spermatozoa dan mendeskripsikan efek
pemberian fosfolipid sebelum dan sesudah sentrifugasi gradien densitas percoll. Metode
penelitian yang digunakan adalah penelitian pustaka, dimana penelitian didasari pada
sumber-sumber literatur yang dikumpulkan untuk menunjang dalam menyelesaikan
permasalahan dan tujuan penelitian yang dilakukan. Hasil penelitian yang diambil dari
beberapa pustaka menunjukkan bahwa pemberian fosfolipid pada saat sentrifugasi,
dapat mempertahankan kualitas dari spermatozoa. Hal ini karena fosfolipid dapat
menjaga membran dari spermatozoa.

Kata kunci: Fosfolipid; Sentrigugasi; SGDP; Spermatozoa

ABSTRACT

Percoll Density Gradient Centrifugation (PDGC) is a sexing method used to separate X
and Y spermatozoa to find the sex of the expected child. However, the SGDP method used
can often cause a decrease in the quality of spermatozoa. The purpose of this study was to
describe the effect of Percoll density gradient centrifugation on spermatozoa and to
describe the effect of phospholipid administration before and after Percoll density
gradient centrifugation. The research method used is library research, where research is
based on literature sources collected to support solving problems and the objectives of
the research carried out. The results of the study taken from several libraries showed that
the administration of phospholipids at the time of centrifugation, can maintain the quality
of spermatozoa. This is because phospholipids can protect the membranes of
spermatozoa.
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PENDAHULUAN

Sentrifugasi  Gradien  Densitas
Percoll (SGDP) merupakan salah satu
teknik atau metode yang biasa dipakai
dalam pemisahan spermatozoa yang
didasari pada perbedaan spermatozoa
X dan Y (Susilawati et al. 2017).

Metode sentrifugasi gradien densitas
percoll memang sudah banyak sekali
digunakan dan terbukti efisien, namun
terdapat faktor-faktor yang menjadi
pembatas dalam keberhasilan
pemisahan spermatozoa X dan Y di
antaranya adalah kerusakan membran
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spermatozoa akibat gaya mekanis yang
terjadi saat proses sentrifugasi dan
pencucian spermatozoa yang
berdampak pada penurunan kualitas
spermatozoa. Kecepatan dan lama
sentrifugasi yang tidak tepat selama
proses pemisahan spermatozoa akan
menyebabkan viabilitas dan motilitas
spermatozoa menurun (Rasad et al.
2019). Viabilitias merupakan daya
hidup dari spermatozoa. Pemeriksaan

viabilitas ~ spermatozoa  biasanya
dijadikan sebagai indikator integritas
struktur membran spermatozoa

(Prastika et al. 2018).

Upaya yang dapat dilakukan untuk
mencegah kerusakan membran pada
spermatozoa adalah dengan
melakukan  pengenceran.  Metode
sentrifugasi gradien densitas percoll
bisa dilakukan pengenceran salah
satunya menggunakan  Fosfolipid.
Pengenceran yang dilakukan dapat
menjaga kualitas spermatozoa dan
mempertahankan membran
spermatozoa. Fosfolipid  sendiri
merupakan salah satu pengencer yang
membentuk lapisan luar membran sel
dan berpern penting dalam melindungi
membran spermatozoa (Pamungkas
dan Krisnan  2017). Penulisan ini
bertujuan  untuk  mendeskripsikan
kualitas spermatozoa sebelum dan
sesudah sentrifugasi gradien densitas
percoll dengan pemberian fosfolipid
dari hasil-hasil penelitian.

METODE

Metode penelitian yang digunakan
secara kajian pustaka, pada penelitian
ini menggunakan  sumber-sumber
literatur yang berasal dari jurnal-jurnal
ilmiah, baik nasional atau
internasional,  karya-karya ilmiah,
artikel laporan penelitian, dan buku-
buku teks. Referensi-referensi yang
berkaitan dengan viabilitas dicari dan
dikumpulkan menjadi satu untuk

Setiono et al., Kajian Viabilitas...

memperkuat pembahasan penelitian.
Pencarian dilakukan dengan kata kunci
sgdp, spermatozoa, dan fosfolipid.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Viabilitas  spermatozoa adalah
kemampuan hidup spermatozoa setiap
kali mengalami ejakulasi. Viabilitas
dapat dikatakan normal, apabila
persentase  viabilitas  spermatozoa
mencapai >50% dan dapat dikatakan
hidup  bila  spermatozoa tidak
menyerap warna, sebaliknya dikatakan
mati bila spermatozoa menyerap
warna (Shaula 2019).

Dari 13 literatur yang direview
menunjukkan adanya pengaruh SGDP
terhadap viabilitas spermatozoa. Hal
ini  ditunjukkan pada penelitian
Susilawati et al. (2017) yang
menunjukkan bahwa spermatozoa
yang tidak disexing memiliki hasil
kualitas yang lebih  baik dari
spermatozoa yang disexing. Rawat dan

Sharma (2019) memberikan
penjelasan  yang sama  dengan
membuktikan dengan penelitian yang
didapatkan oleh mereka dengan

kontrol memiliki kualitas spermatozoa
yang jauh lebih baik dengan 82,50+
0,96%. Hasil ini jauh lebih baik dari
perlakuan sexing SGDP dengan nilai
27,33 £ 0,84%. Hal ini memperkuat
teori dari Susilawati (2014) vyang
menyatakan bahwa sentrifugasi dapat
menyebabkan kerusakan membran
pada spermatozoa. Membran yang
rusak akan menimbulkan kerusakan
bagi organ dalam yang ada di dalam
sel spermatozoa, salah satunya
mitokondria yang berfungsi untuk

respirasi  sel guna menghasilkan
energi. Dengan terkena dampaknya,
maka akan menganggu  proses
metabolisme  yang  menyebabkan
pergerakan spermatozoa akan
terganggu.
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Tabel 1. Hasil-hasil utama literatur yang digunakan dalam penelitian

No. Peneliti Pengenceran Perlakuan Hasil Penelitian
Tidak disexibng:
. . Membandingkan 64,25+ 3,94" %
1. S:?n?zvgit;)et Tidak ada spermatozoa kontrol dan Yang disexing:
' spermatozoa hasil sexing. X (53+ 7,93%%),
Y (48 +8,28°%).
Rawat dan . — Kantrol :
2 Sharma Tidak ada Membandingkan viabilitas 82,50+ 0,96%
' (2019) Kontrol dan SGDP SGDP:
27,33 +0,84%
Sentrifugasi 1 kali:
3 %Tf:r?na; Tidak ada Sentrifugasi sebanyak 7538+2,24%
' 1kali dan 2 kali Sentrifugasi 2 kali:
(2019) 70,17+1,18%
5 menit:
. . Lapisan atas 49,5%;
4 Noviandi Ti Sentrlfuga5| selama 5 dan lapisan bawah 60%
. idak ada 7 menit dengan kecepatan .
(2015) 2250 rpm 7 menit:
Lapisan atas 47,5%;
lapisan bawah 56,5%
Kecepatan
Membandingkan sentrifugasi terbaik
. . kecepatan sentrifugasi 500  pada 2000 rpm
5. Jannati (2019) Tidak ada rpm, 1000 rpm, 1500 rpm,  dengan persentase X
dan 2000 rpm (77,08%) dan Y
(78,43%)
SGDFP:
X dihasilkan 65,8%
dan Y 34,2%, total
kelahiran 76 kelinci.
Swim-up:
Hussein _ Me_mbandingkan metode X dihasi_lkar] 25%
6. (2013) Tidak ada sexing SGDP, Swim-up, dan Y dihasilkan
dan kontrol 75%, total kelahiran
72 kelinci
Kontrol:
X dihasilkan 48,8%
dan Y 51,2%, total
kelahiran 82 kelinci.
Lapisan percoll digunakan K :83,2+2,04%
7 Bravo et al. Tidak ad dengan berbeda % g; f gg;ﬂj"
' (2020) dak aca konsentrasi 0% (K), P OY E 4,007
45/90% (T1), 45/60 (T2)%
Kecepatan 2250 rpm Viabilitas
selama 5 menit pada A: 63,55%
sentrifugasi pertama. B: 85,75%
Fosfolipid Kecepatan 1500 rpm C:91,79%
Rumende et 10%+EGTA selarr_la 5 m_enit pada D: 94,13%
8. al. (2022) Ca’* free buffer  sentrifugasi kedua.
' (0.5 mM, 1 mM, Membandingkan viabilitas
dan 2 mM) kontrol(A) dan Fosfolipid

10%+EGTA Ca*" free
buffer 0.5mM(B), 1
mM(C), 2 mM(D).
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Sentrifugasi 5 menit:
Lapisan atas: 89,39 +
4,20%

Lapisan bawah: 88,16

9 Fatahillah et CEP-2+10% SGDP selama 5 menitdan % 4,39%
' al. (2016) kuning telur 7 menit Sentrifugasi 7 menit:
Lapisan atas: 88,75 £
3,34%
Lapisan bawah: 87,63
+ 3,05%
P1 (KT 10%):
Perbandingan konsentrasi 75,50%
Lo, Muhammadet  SEP2KT KT terbaik Viabilitas P2 (KT 15%):
' al. (2016) ’20% ' Spermatozoa selama 6 hari ~ 75,51%
penyimpanan P3 (KT 20%):
78,91%
Andromed :
Lapisan bawah:
53,40+ 0,03%
Pengencer Sexing dengan Lapisan atas: 60,31 £+
1 Lele et al. andromed dan menggunakan pengencer 0,14%
' (2017) tris ana berbeda Tris aminomethan:
aminomethan ~ Y2"9 Lapisan bawah: 74,41
+0,19%
Lapisan atas: 75,65 £
0,06%
Tris kuning telur:
Safitri Tris kuning telur ~ Perbedaan viabilitas 77,44 + 4,26%
afitri et al. : . -
12. dan susu skim  spemartozoa dalam Susu skim kuning
(2018) Kuni . .
uning telur penyimpanan telur:
73,56 + 3,32°%
Tris kuning telur:
Masyitoh et Tris kuning tglur Perbedaan viabilitas 72,22%_ _
13. al. (2018) dan susu skim  spemartozoa before Susu skim kuning

kuning telur

freezing

telur:
67,78%

Pada penelitian Bhat dan Sharma
(2019) menjelaskan bahwa banyaknya

sentrifugasi dapat mengurangi
viabilitas spermatozoa. Hasil data
menunjukkan bahwa spermatozoa

yang disentrifugasi satu kali memiliki
viabilitas yang lebih tinggi 75,38%
dibanding yang disentrifugasi 2 kali
70,17%. Penelitian Noviandi (2015)

menjelaskan bahwa semakin lama
waktu sentrifugasi, maka kualitas
spermatozoa juga akan semakin

menurun. Hal ini dilihat dari hasil data
penelitian yang menunjukkan bahwa
sexing selama 5 menit memiliki nilai
kualitas viabilitas spermatozoa yang
lebih tinggi daripada 7 menit.

Penelitian Jannati (2019) menjelaskan
bahwa kecepatan sentrifugasi yang
paling optimal untuk dilakukan adalah
2000 rpm dari kecepatan sentrifugasi
500 rpm, 1000 rpm, dan 1500 rpm.
Penelitian Hussein (2013),
menjelaskan bahwa spermatozoa yang
tidak disexing atau kontrol memiliki
jumlah kelahiran kelinci yang lebih
banyak dibandingkan dengan metode
sexing SGDP dan Swim-up. Proses
sentrifugasi menyebabkan terjadinya
peningkatan radikal bebas yang
disebut Reactive Oxygen Species
(ROS) akibat dari kerusakan membran
yang nantinya akan mempengaruhi
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proses fisiologi dari
(Zanella et al. 2016).
Bravo et al. (2020) mengatakan

spermatozoa

bahwa sentrifugasi dengan
menggunakan percoll dapat
meningkatkan kualitas dari

spermatozoa salmon Atlantik. Hal ini
dibuktikan dari hasil yang
didapatkannya dengan melakukan
sexing dengan metode sgdp dengan
percoll yang memiliki konsentrasi
yang berbeda. Hasilnya tentu percoll
yang memiliki konsentrasi 45/90%
memiliki nilai yang lebih tinggi
daripada percoll yang memiliki
konsentrasi  45/60%.  Pemisahan
dengan menggunakan sentrifugasi
lebih baik dilakukan pada waktu yang
cepat, karena untuk menghindari
gesekan akibat sentrifugasi dan
terjadinya difusi medium pengencer ke
dalam spermatozoa (Hafez dan Hafez
2008).

Rumende et al. (2022) dalam
penelitiannya menjelaskan  bahwa
penggunaan Fosfolipid 10% + EGTA
Ca2+ free buffer menghasilkan
viabilitas yang lebih baik
dibandingkan perlakuan kontrol. Hal
ini dikarenakan peran bersama yang
dilakukan oleh fosfolipid dan EGTA
Ca2+ menunjukkan bahwa membran
dari spermatozoa tetap stabil dan bisa
berfungsi  dengan baik  yang
dikarenakan fosfolipid PC menjaga
dan  melindungi membran  dari
spermatozoa, termasuk struktur bagian
tubuh dan proses metabolisme,
sedangkan EGTA Ca2+ free buffer
berfungsi sebagai yang memungut ion
Ca2+ ekstraseluler dan intraseluler.
Sinkronisasi dari peran fosfolipid PC
dan EGTA Ca2+ free buffer ini
mengurangi atau mengurangi
kerusakan matriks ekstraseluler dan
menggantikan sistem ion regulasi di
dalam membran spermatozoa yang
disebabkan karena proses sentrifugasi.

Hasilnya, membran berfungsi dengan
baik dan pada akhirnya kualitas
spermatozoa tetap terjaga dan bahkan
meningkat.

Penelitian Fatahillah et al. (2016)
menunjukkan bahwa lamanya waktu
sentrifugasi  akan  mempengaruhi
kualitas dari spermatozoa. Hal ini
dapat dilihat pada data, dimana
sentrifugasi dengan waktu 5 menit
memiliki kualitas viabilitas yang lebih
tinggi dibandingkan yang 7 menit.
Lapisan atas dan lapisan bawah
memiliki perbedaan jarak. Jarak untuk
menembus pada lapisan bawah lebih
jauh sehingga motilitas lapisan bawah
lebih sedikit dari lapisan atas. Selama
menempuh jarak tersebut, spermatozoa

membutuhkan  energi.  Kebutuhan
energi  yang tidak cukup akan
menurunkan motilitas dari
spermatozoa (Saili 1999).

Penelitiannya menggunakan pengencer
CEP-2+10% kuning telur, sehingga
didapatkan nilai viabilitas dengan
sentrifugasi 5 menit 89,39% lapisan
atas dan 88,16% lapisan bawah. CEP-

2+10%  kuning  telur  mampu
menyediakan lingkungan yang baik
dan dapat melindungi membran

spermatozoa (Yamashiro et al. 2006).
Muhammad et al. (2016) di dalam

penelitiannya  menemukan  bahwa
persentase  kuning  telur  yang
digunakan, dapat mempengaruhi
persentase  viabilitas  spermatozoa

selama penyimpanan. Dalam hal ini,
konsentrasi telur dengan 20% pada
pengencer CEP-2 mampu
mempertahankan kualitas spermatozoa
dibanding dengan konsentrasi kuning
telur di bawah 20% (Dasrul et al.
2013). Fosfolipid yang ada di dalam

kandungan kuning telur mampu
berasosiasi dengan membran
spermatozoa, sehingga  fosfolipid

memiliki peran yang penting dalam



fase transisi lipid selama terjadi
perubahan suhu (Zeron et al. 2002).

Lele et al. (2017), menjelaskan
bahwa pengencer tris aminomethan
lebih baik dari pada pengencer
andromed. Hal ini disebabkan karena
kuning telur mengandung lipoprotein
dan fosfolipid yang dapat melindungi
integritas  membran  spermatozoa
(Kusumawati 2015). Viabilitas yang
menggunakan pengencer tris
aminomethan  memiliki  perbedaan
nyata dari pengencer andromed secara
analisis statistik. Safitri et al. (2018)
dan Masyitoh et al. (2018) bersama-
sama membuktikan bahwa pengencer
tris  kuning memiliki  kandungan
kuning telur yang tinggi dibanding
pengencer susu skim, yang bisa
melindungi dan menjaga viabilitas
spermatozoa lebih baik. Kandungan
kuning telur yang mengandung
fosfolipid, yang merupakan salah satu
komponen penyusun lipoprotein dan
lesitin sebagai fosfatidilkolin,
membungkus membran untuk
mempertahankan konfigurasi normal
dari fosfolipid bilayer yang merupakan
susunan utama membran spermatozoa.
Kandungan tersebut yang dapat
mempertahankan  dan  melindungi
spermatozoa (Mumu 2009; Futino et
al. 2010).

Pemberian fosfolipid akan
meningkatkan sintesis lipid membran
pada retikulum endoplasma sehingga
terjadi peningkatan struktur membran
spermatozoa (Hegner 1976). Hal ini
akan menyebabkan jumlah membran
spermatozoa yang baik meningkat dan
akan membuat persentase viabilitas
spermatozoa meningkat (Hafez 1980).
Fosfolipid yang terbentuk dari sintesis
lipid akan menuju ke membran
organel  sel lain. Mekanisme
pergerakannya ada dua, yaitu (1)
membrane budding, vesikel membran
retikulum endoplasma yang berisi

Setiono et al., Kajian Viabilitas...

fosfolipid menjulur ke luar
membentuk tonjolan dan selanjutnya
berfusi dengan membran organel sel
lain. (2)phospholipid exchange
protein, protein yang larut dalam air
dapat mengikat fosfolipid dari satu
membran retikulum endoplasma dan
melepaskannya pada membran lai atau
organel lain (Darnell et al. 1990;
Lodish et al. 2002; Daleke dan Lyles
2000; Henneberry et al. 2002).
Pemberian fosfolipid yang
dilanjutkan dengan proses SGDP, akan
berperan sebagai mempercepat
pembentukan sintesis membran lipid
pada sel dan ketika fosfolipid berada
di permukaan sel, akan terjadi difusi
ke dalam sel melalui peran enzim
flipase yang akan berperan
memindahkan ke sel yang
membutuhkan fosfolipid (Lodish et al.
2002; Pomorski dan Menon 2006;
Chang et al. 2004; Graham 2004).

KESIMPULAN

Berdasarkan literatur yang sudah
direview, didapatkan  kesimpulan
bahwa sentrifugasi gradien densitas
percoll dapat memisahkan
spermatozoa kromosom X dan
kromosom Y. Namun, penggunaan

metode SGDP dapat mengakibatkan
penurunan viabilitas  spermatozoa.
Pengenceran dengan menggunakan
fosfolipid dapat menjaga atau
mengurangi kerusakan yang
diakibatkan dari sentrifugasi pada saat
sexing.
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