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Abstract: Sperm centrifugation is an important process to obtain good spermatozoa for assisted
reproductive technigques. However, the centrifugation process has additional impacts such as increased
reactive oxygen species (ROS) and oxidative stress affecting sperm viability due to damage of
spermatozoa membrane. The use of vitamin C (ascorbic acid) can reduce elevated ROS levels, thereby
protecting DNA and spermatozoa from damage caused by oxidative stress, meanwhile albumin can
reduce oxidative stress and maintain the integrity of spermatozoa membrane. This study aimed to
obtain the effect of combination of vitamin C and albumin on spermatozoa viability in centrifugation
process. This was a true experimental in vitro study using post-test-only control design. There were
four groups in this study, as follows: the control group (K); the treatment group (P1), centrifugation
without vitamin C and albumin; (P2), centrifugation with vitamin C; and (P3), centrifugation with a
combination of vitamin C and albumin. The Mann-Whitney test for each group showed significantly
differences in spermatozoa viability (p<0.05) among them. The treatment group receiving
supplementation with a combination vitamin C and albumin produced the highest viability after the
control group. In conclusion, supplementation of combination of vitamin C and albumin is capable in
maintaining spermatozoa in centrifugation process.
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Abstrak: Sentrifugasi sperma merupakan proses penting untuk mendapatkan spermatozoa yang
baik dalam keperluan teknik bantu reproduksi, namun proses sentrifugasi memberi dampak lain
yaitu terjadinya peningkatan reactive oxygen spesies (ROS) dan stres oksidatif yang memengaruhi
viabilitas spermatozoa akibat rusaknya membran spermatozoa. Pemberian vitamin C (asam
askorbat) dapat menurunkan kadar ROS yang meningkat sehingga melindungi DNA dan
spermatozoa dari kerusakan akibat stres oksidatif sedangkan albumin mampu mengurangi stres
oksidatif dan mempertahankan integritas membran spermatozoa. Penelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi pengaruh kombinasi vitamin C dan albumin terhadap viabilitas spermatozoa. Jenis
penelitian ialah true experimental in vitro menggunakan post test only control design dengan
pengamatan pada kelompok kontrol (K); kelompok perlakuan (P1) sentrifugasi tanpa vitamin C dan
albumin; (P2) sentrifugasi dengan vitamin C; dan (P3) sentrifugasi dengan kombinasi vitamin C dan
albumin. Hasil uji Mann-Whitney dari masing-masing kelompok menunjukkan viabilitas
spermatozoa yang berbeda bermakna (p<0,05) antar satu sama lain. Kelompok perlakuan yang
mendapat suplementasi kombinasi vitamin C dan albumin menghasilkan viabilitas tertinggi setelah
kelompok kontrol. Simpulan penelitian ini ialah suplementasi kombinasi vitamin C dan albumin
mampu mempertahankan viabilitas spermatozoa dalam proses sentrifugasi.

Kata kunci: teknik bantu reproduksi; sentrifugasi; viabilitas spermatozoa; suplementasi
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PENDAHULUAN

Assisted reproduction technique (ART) seperti in-vitro fertilization (IVF) dan intra uterine
insemination (1UI) dapat menjadi solusi untuk membantu terjadinya fertilisasi.! Pada teknik bantu
repoduksi dilakukan preparasi sperma dan membutuhkan sentrifugasi untuk memisahkan plasma
seminal dan spermatozoa, tetapi pada proses sentrifugasi terjadi peningkatan reactive oxygen
spesies (ROS) yang memengaruhi kualitas spermatozoa.? Peningkatan ROS menghasilkan stres
oksidatif yang merusak sperma sehingga memengaruhi viabilitas spermatozoa.

Stres oksidatif muncul ketika pembentukan ROS yang tidak seimbang mengalahkan proses
detoksifikasi. ROS menyebabkan terjadinya peroksidasi lipid, asam nukleat dan protein.*
Peroksidasi lipid mengubah struktur asam nukleat, protein, dan lipid pada membran sel sperma,
kemudian mengubah integritas dan permeabilitas membran sel, serta merusak DNA spermatozoa
yang memicu apoptosis sel sperma.’

Vitamin C (asam askorbat) dapat menurunkan peningkatan kadar ROS sehingga melindungi
DNA (Deoxyribose nucleic acid) dan spermatozoa akibat stres oksidatif. Serum albumin mampu
menurunkan stres oksidatif akibat peningkatan ROS serta membantu melindungi sperma selama
proses teknik bantu reproduksi. Albumin memberikan korelasi positif terhadap konsentrasi dan
morfologi normal sperma.” Konjugasi asam askorbat dengan serum albumin (serum protein)
dalam metode spektroskopi, analisis termodinamika, dan permodelan menunjukan kemanjuran
antara ikatan kedua komponen ini melalui konjugasi asam-protein® Vitamin C mampu
meningkatkan viabilitas spermatozoa.’ Berdasarkan latar belakang yang telah dipaparkan maka
penulis terdorong untuk meneliti efektivitas pemberian vitamin C, kombinasi vitamin C dan
albumin terhadap viabilitas spermatozoa untuk membantu mengurangi kerusakan membran
spermatozoa dalam proses sentrifugasi terkait preparasi sperma untuk teknik bantu reproduksi.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan metode eksperimental murni secara in vitro yang bertujuan
untuk meneliti efek suplementasi vitamin C, serta kombinasi vitamin C dan albumin terhadap
viabilitas spermatozoa dalam proses sentrifugasi. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Fakultas Kedokteran Universitas Ciputra dan sudah mendapat surat keterangan laik etik (Ethical
Clearance) Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Ciputra No.
083/EC/KEPK-FKUC/1X/2023 sebagai syarat melaksanakan penelitian.

Desain penelitian yang digunakan yaitu post test only control design. Populasi yang
digunakan dalam penelitian ini ialah sperma dengan volume >2 ml dan konsentrasi spermatozoa
>10 jt/ml. Klasifikasi variabel penelitian terdiri dari variabel bebas, yaitu vitamin C, kombinasi
vitamin C dan albumin; variabel terikat ialah viabilitas spermatozoa; dan variabel kontrol ialah
sentrifugasi. Kriteria inklusi dalam pemilihan sampel penelitian yaitu sperma pria dengan volume
>2 ml dan konsentrasi >10 jt/ml. Bahan penelitian ialah human sperm, vitamin C 80%. albumin
20%, Nacl 0,9%, zat warna eosin 3%. Pemeriksaan viabilitas spermatozoa dalam penelitian ini
sesuai dengan standar WHO (World Health Organization) Laboratory Manual for the
Examination and Processing of Human Semen Sixth Edition 2021.

Pengamatan dilakukan setelah pemberian perlakuan pada empat kelompok, yaitu satu
kelompok kontrol dan tiga kelompok perlakuan. Setiap kelompok terdiri dari enam sampel.
Sampel yang memenuhi kriteria inklusi dibagi menjadi empat kelompok, yang terdiri dari satu
kelompok kontrol (K) yaitu kelompok sperma yang tidak diberi perlakuan dan sentrifugasi dan
tiga kelompok perlakuan yaitu P1, kelompok perlakuan sperma yang tidak ditambahkan vitamin
C, kombinasi vitamin C dan albumin dengan sentrifugasi; P2, kelompok perlakuan sperma yang
ditambahkan vitamin C (80%) 1,5 mL dengan sentrifugasi; dan P3, kelompok perlakuan sperma
yang ditambahkan kombinasi vitamin C (80%) 1,5 ml dan albumin (20%) 1000 pL. Kelompok
perlakuan P1, P2, dan P3 dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 2000 rpm dalam waktu 10
menit, kemudian dilakukan vital staining dengan pewarnaan eosin-nigrosin untuk meningkatkan
kontras latar belakang dan kepala sperma yang dibaca pada mikroskop dengan pembesaran 1000x
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untuk melihat spermatozoa yang hidup dan spermatozoa yang mati, setelah itu dihitung sebanyak
200 spermatozoa untuk pemeriksaan viabilitas spermatozoa.

Analisis data penelitian pada sperma yang telah diberi perlakuan menggunakan kententuan
masing-masing kelompok diuji dengan program Statistical Product and Service Solution (SSPS)
versi 26.0. Perbedaan viabilitas spermatozoa dari keempat perlakuan dianalisis dengan
menggunakan uji Kruskall-Wallis dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney.

HASIL PENELITIAN

Gambar 1 memperllihatkan hasil vital staining merupakan presentase spermatozoa yang
hidup (viabilitas) dinilai berdasarkan identifikasi membran spermatozoa yang utuh dimana pada
pewarnaan eosin-nigrosin, zat tidak menembus membran ditandai dengan kepala spermatozoa
berwarna putih, sedangkan membran spermatozoa yang rusak memungkinkan eosin masuk ke
dalam kepala spermatozoa yang mati ditandai dengan warnah merah muda pada kepala
spermatozoa.’

b

Gambar 1. Hasil vital staining, a: spermatozoa hidup, b: spermatozoa mati

Tabel 1 memperlihatkan bahwa kelompok kontrol memiliki rerata jumlah sel hidup
spermatozoa sebanyak 182,67+1,75. Setelah kelompok kontrol, kelompok dengan persentase
rerata viabilitas paling tinggi ialah kelompok P3 yaitu kelompok perlakuan sperma yang
ditambahkan kombinasi vitamin C (80%) dan 1,5 ml dan albumin (20%) 1000 pL. Kelompok P3
memiliki persentase rerata viabilitas spermatozoa (86,92%) tertinggi dibandingkan P1 dan P2.

Tabel 1. Uji Kruskal-Wallis viabilitas spermatozoa

Persentase rerata

Perlakuan n Median L SD p
viabilitas
Kontrol 6 91,25 91,33 0,88
P1 6 22,25 24,33 4,47 .
P2 6 76,75 76,58 3,63 0,000
P3 6 87,25 86,92 1,59

Keterangan:

K: kelompok kontrol sperma yang tidak diberikan vitamin C atau kombinasi vitamin C dan albumin, tanpa sentrifugasi
P1: kelompok kontrol sperma yang tidak diberikan vitamin C atau kombinasi vitamin C dan albumin, dengan sentrifugasi
P2: Kelompok sperma yang diberikan vitamin C (80%) 1,5 mL

P3: Kelompok sperma yang diberikan kombinasi vitamin C (80%) 1,5 mL dan albumin (20%) 1000 pL

Tabel 2 memperlihatkan hasil analisis data uji Kruskal-Wallis dan uji Mann-Whithney yang
menunjukkan bahwa kelompok kontrol memiliki viabilitas spermatozoa yang berbeda bermakna
dengan kelompok P1, P2, dan P3 (p<0,05). Kelompok P1 memiliki viabilitas spermatozoa yang
berbeda bermakna dengan kelompok P2 dan P3 (p<0,05). Kelompok P2 memiliki viabilitas
spermatozoa yang berbeda bermakna dengan kelompok P3 (p<0,05).



Klau et al: Kombinasi vitamin C dan albumin terhadap viabilitas spermatozoa 187

Tabel 2. Hasil uji Mann-Whitney terhadap viabilitas spermatozoa

Perlakuan Kontrol P1 P2 P3
Kontrol
P1 0,002*
P2 0,004* 0,004*
P3 0,004* 0,004* 0,004*

Keterangan:
K: kelompok kontrol sperma yang tidak diberikan vitamin C atau kombinasi vitamin C dan albumin, tanpa sentrifugasi

P1: kelompok kontrol sperma yang tidak diberikan vitamin C atau kombinasi vitamin C dan albumin, dengan sentrifugasi

P2: Kelompok sperma yang diberikan vitamin C (80%) 1,5 mL
P3: Kelompok sperma yang diberikan kombinasi vitamin C (80%) 1,5 mL dan albumin (20%) 1000 pL

Gambar 2 memperlihatkan bahwa kelompok P3 (perlakuan sperma yang ditambahkan
kombinasi vitamin C (80%) 1,5 ml dan albumin (20%) 1000 uL) menghasilkan viabilitas
spermatozoa paling tinggi setelah kontrol. Kelompok P2 yaitu kelompok perlakuan sperma yang
ditambahkan vitamin C (80%) 1,5 ml memiliki viabilitas spermatozoa lebih rendah dibandingkan
dengan kelompok P3 yang diberi albumin (20%) 1000 pL.
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Gambar 2. Grafik viabilitas spermatozoa

Keterangan:
K: kelompok kontrol sperma yang tidak diberikan vitamin C atau kombinasi vitamin C dan albumin, tanpa sentrifugasi

P1: kelompok kontrol sperma yang tidak diberikan vitamin C atau kombinasi vitamin C dan albumin, dengan sentrifugasi
P2: Kelompok sperma yang diberikan vitamin C (80%) 1,5 mL
P3: Kelompok sperma yang diberikan kombinasi vitamin C (80%) 1,5 mL dan albumin (20%) 1000 pL

BAHASAN
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektifitas kombinasi vitamin C dan albumin

terhadap viabilitas spermatozoa akibat sentrifugasi selama proses preparasi sperma. Hasil analisis
uji Mann-Whitney menunjukkan bahwa berdasarkan nilai rerata diperoleh kelompok P3
perlakuan sperma yang ditambahkan kombinasi vitamin C (80%) 1,5 ml dan albumin (20%) 1000
uL merupakan kelompok yang memiliki viabilitas tertinggi setelah kontrol.

Viabilitas spermatozoa merupakan jumlah daya hidup spermatozoa yang memiliki warna
putih atau transparan di kepala pada pewarnaan eosin dan nigrosine.!* Viabilitas normal atau
spermatozoa yang hidup pada perwarnaan spermatozoa terlihat translusen, dan bagian kepala tidak
berwarna sedangkan viabilitas yang tidak nomal atau spermatozoa yang mati ditandai dengan
bagian kepala sperma yang berwarna merah karena permeabilitas membran kepala yang rusak.'?

Sentrifugasi pada teknik bantu reproduksi memberikan efek lain yaitu menyebabkan
peningkatan ROS sehingga memengaruhi kualitas spermatozoa.? ROS menyebabkan terjadinya
peroksidasi lipid, asam nukleat, dan protein.* Peroksidasi lipid mengubah struktur asam nukleat,
protein, dan lipid pada membran sel sperma, kemudian mengubah integritas dan permeabilitas
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membran sel, serta merusak DNA spermatozoa yang memicu apoptosis sel sperma.> Paparan
ROS merusak membran plasma spermatozoa sehingga zat warna eosin nigrosin dapat masuk ke
dalam membran.®

Vitamin C (asam askorbat) menurunkan peningkatan kadar ROS sehingga melindungi DNA
dan spermatozoa akibat stress oksidatif. Sifat polaritas vitamin C yang tinggi memungkinkannya
untuk langsung bereaksi dengan radikal hidroksil, superoksida, dan hidrogen peroksida.® Albumin
berperan dalam mempertahankan tekanan osmotik plasma, mangangkut vitamin, asam lemak,
empedu, dan menyerap racun.** Selain itu, albumin bekerja melawan oksidasi dan
mempertahankan integritas membran.®® Pada prinsip preparasi sperma albumin serum dirancang
khusus untuk prosedur ART. Albumin yang digunakan harus memenuhi standar yaitu bebas dari
kontaminasi virus dan bakteri sehingga steril dan dapat menjadi aplikasi terapeutik. Aloumin menjadi
reagen pada setiap metode preparasi sperma.?

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian sebelumnya oleh Raad et al*® dengan prosedur
swim up yang menggunakan sentrifugasi untuk preparasi sperma. Pemisahan spermatozoa motil
dengan semen yang memiliki antioksidan tinggi menyebabkan spermatozoa lebih mudah
dipengaruhi oleh ROS. Pengunaan vitamin C pada metode swim up mampu menurunan kadar
ROS sperma. Penambahan antioksidan meningkatkan ketahanan spermatozoa terhadap paparan
ROS. Tanpa pemberian antioksidan, ROS yang meningkat akan menyebabkan rusaknya
membran plasma sel sehingga menurunkan persentase viabilitas spermatozoa.'® Inovasi dalam
penelitian ini ialah kombinasi pemberian vitamin C dan albumin untuk menjaga viabilitas
spermatozoa. Pada kelompok yang menerima kombinasi albumin dan vitamin C terbukti dapat
mempertahankan viabilitas spermatozoa seperti pada kelompok yang tidak di sentrifugasi, serta
jumlah spermatozoa hidup juga mendekati kelompok kontrol. Penelitian ini membuktikan bahwa
kombinasi vitamin C (80%) 1,5 ml dan albumin (20%) 1000 pL menghasilkan viabilitas
spermatozoa paling tinggi setelah kelompok kontrol.

SIMPULAN
Kombinasi vitamin C (80%) 1,5 ml dan albumin (20%) 1000 uL terbukti efektif
mempertahankan viabilitas spermatozoa manusia.
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