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ABSTRAK

Keutuhan membra[ plasma lnerupakan faktor penting untuk menentukan
:---:.::rs spematozoa. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan \ al-tu optimum
-:-.i pengujian menbran plasrna yang utuh (MPU) pada semen segar babi
-.: ggunakan hypo-osnotic swelling (HOS) test. Sebanyak l0 ekor babi dan
:----a Landrace, Duroc dan Yorlchire yang telah devrasa diglnalian sebagai
:i::iber semen. Semen dikoleksi menggunakan pemijatan massase. Semen ,vang
::;eioleh dievaluasi secara makoskopis dan mikoskopis. Pengujian MPU
::-:iukan dengan cara memasukkan 50 pL semen ke dalam mikrotub berisi 1 ml
,.d!an hipoosmotik (150 mosm Kg'). Campuran larutan diinkubasi pada suhu

,-- C. Sperrna yang bereaksi dan yang tidak bereaksi terhadap larutan HOS
::eraluasi mulai jamke0dan setiap 15 menit dengan total 200 sel spema. Hasil
:inelitian nenunjukkan bahwa waktu optimal sperma bereaksi maksimal terhadap
rrutan HOS adalah 60 menit setelah inkubasi.

Kata kuttci: keutuhan uemblan plasma, HOS test, semen babi

DETERMINATION OF OPTIMAL TIME FOR SPERM MEMBRAN
INTEGRITY TEST OF BOAR SPERM USING HYPO-OSMOTIC

SWELLING fiIOST'I TEST

ABSTRA.CT

Spem plasma membrane integrity was impofiant for spem fenility. The
objective of this study lvas to detennine the optimal time to test spem plasma
membrane of raw boar semen using hlpo osmotic swelling (HOS) test. A total of
10 sexualy mature boars frolTr three breed (landrace, Duroc. and Yorkshire) used
as a spern source. Senen were collected using hand glove method. Irnmediatley
after collection dre semen were evaluate macro and nicroscopically. The HOS
tesi conducted by putting 50 pL semen into I ml IIOS medium (150 mOsm Kg-')
incubated at 37"C. Two hundred reacted and not reacted sperm cell to HOS
medlum were evaluate at 0 n]in and every 15 minules. Result showed that
theoptimum response to HOS was obtained at 60 minutes after incubation.

Keywords: plasma membrane integrity, HOS test, baar semen
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PENDAHI,'LUAN

Penerapan tekrologi inseminasi buatan (IB) pada

meningkat secara signifikan pada satu decade teralfiir (Maes et a!

termasuk di Indonesia. Salah satu faktor kebethasilan IB adalah kuatitas

Kualitas semen yang baik dik€tahui melalui proses evaluasi sernen

penampungan. Evaluasi semen yang dilakukan di Balai Inseminasi Buata

(BIBD) Unit Pelaksana Teknis Daerah (UPTD) Petemakan provinsi

Baturiti dan petemakan Adhi Farm, Solo masih terbatas pada metode

standard yang meliputi pengujian makoskopis Seperti volume, konsistensi,

dan pH serta pengujian mikroskopis yang meliputi motilitas, viabilitas

konselltlasi.

Pengujian kualitas semen, selain yang telah disebutkan di atas juga

dilakrkan dengan beberapa parameter lain seperti pengujian tudrmg akrosoo

pengujian integritas membran. Lecbniak et al. (2002) menyebutkan bah

rntegitas fungsional dan stmltur membran plasma spermatozoa sangat penti

bagi kehidupan sperrnatozoa. Spematozoa juga harus mempunyai energi yog

cukrp rmtuk pergerakan, protein dan senyawa lain yang penting selama berada

dalm salural rcproduksi betina serta memiliki membran plasma yang baik

sehingga d4at melalcukan fertilisasi dengan b ak (P]u,rdy et al., 2010).

Istegitas memblao dapat diuji menggunakan mikoskop cahaya atau mil(Ioskop

fluorescent yang dkombinaskan dengan pewamaan vital (Bnto e t al., 2003), ftow
cytometry (Hallap et al., 2004) dan hypo-osmotic sre//iag (HOS) tes pada

Estonian Holstein(Padik et al., 2012); kambing (Fonseca et al., 2005)t domba
(Nalley daD Arifiantini, 2013); kuda (NiedanWanzel, 2001). Hypo-osmotic

wzl1izg (HOS) te.rt merupaka[ metode yang murah dan mudah diaplikasikan

dalam pengujian integritas membran plasma (Nalley dar Arifiantini 2013).

Pengujian HOS didasarkan pada kemampuan spernatozoa membengkak setelah

dimasukkan ke dalan larutaa hipoosmotik. Spermatozoa dengan kerusakan f,mgsi

@embraD tidak mengalami pembengkakan dan ekornya tidak mengalami

rnvaeinasi/melingkar.

Babi merniliki karakteristik s€men yang unik, berbeda dengan temak larn

seperti sapi. domba dan kambing. Semen babi mengandung gelatin yang

r
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--+.i3:1 sekresi dari kelenjar bulbouretralis dan akan keluar pada saat

=rt-:.a:. Gelatin yang menyelimuti sel spermatozoa akan memengaruhi

.ii::::l larutan hipoosmotik mernasuki sel, sehingga diperlukan waktu yang

r-r. j:iuk melakukan pengujiaa HOS.Mengitgat karakteristik semen babi yang

:E:.ja dan adanya perbedaan kecepatan masuknya larutan hipoosmotik ke dalam

€ .:..matozoa maka penelitian id dilal-ukan untuk menentukan waktu optimal

:i:-: pengujian integritas membran plasma spennaiozoa b?bi metggunaftan

=:::r HOS.

MATERI DAN METODE

Penampungan Semen

Sebagai sumber senen digunakan 10 ekor babi jantan dengan breed "vturB
.-;beda yaiit Ldndrace (6 ekor). Duroc (3 ekor), dan Yarkhit e (1 ekor). Tujuh

:ior babi di BIB Baturiti dan tiga ekor di PT Adi Fann. Solo. Penampungan

iemen dilakukan dengan metode pemijatan (massage) I gloves hand methodpada

korpns penisdengan battuar. dummy sow, dilengkapi dengan kasa untuk

?ernrsal ,an ge/atin dan scrnen,

Evaluasi Semen

Segera seteiah koleksi, semen diba$a ke laboratoriuln urltuk dianalisrs

secara makrcskopis dan mikroskopis. Pengujian makoskopis diawali dengan

pengukuran volume semen menggunakan geJas ul_ur. Keasaman dari semen diulr

menggunakan kertas indikator pH, selanjutnya dilihat secara visual

konsistesi/kekentalan, wama: dan bau semen. Pengujian mikroskopis dimulai

dengan menilai persentase motilitas spermatozoa dengan cara meneteskan I tetes

semen pada gelas objek kemudian ditambahkan satu tetes larutan NaCl fisioiogis,

dihomogenkaa dan diambil satu tetes untuk dipindahkan ke gelas objek yang 1arn.

Pengamatan motilitas pada mikoskop cahaya (Oirnpus CX2l) dengan

pembesaran 10 x 10 (400x). Pengamatan dilakukan pada lima lapang pandang

dengan inten7al rilai l-100%.

Pengujian viabililas dilalorkan menggunakan pewama eosin nigrcsin. Satu

tetes semen diteteskan pada gelas objek, ditambahl<an satu tetes eosin nigrosin

kemudian dihomogenlan dan dibuat preparat ulas. Pemeriksaan dilalmkan dengan

nrikoskop cahaya (Olympus CX21) pada pembesaran 10 x 40 (,100x). Penilaian
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dilakukan dengan melihat wama kepala spermatozoa Kepala sp

menyerap wama menunjukkan spematozoa yang mar oan

tidak menyeBp wama Spermatozoa hidup dan mati dihitung hingga 2m

10 lapang pandang kemudiao dihitung dengan cara: Spermatozoa hidqr

dengan juolah spermatozoa terhitung (hidup dalt mati) dikali 100%'

konseotrasi menggunaka! photometer SDM 5 dan Neubauet chamber (Ari

2012',).

Pengujian Integritas Membran Plasma

Pengujian integritas membran plasma dilakukan sebagai berilon:

sebanyak 50 pL dimasukkao ke dalam mikotub berisi I mL larutan hi

(1.351 g ftuktosadan 0 ?35 g Na sitrat dalam Aquabid€stlo0 mL) C

larutan kemudian diinkubasi pada suhu 37oC dafl dievaluasi m

mikoskop cahaya (Olympus CX21) dengan pembesaran l0 x 40 (

Spematozoa yang bereaksi terhadap larutan hipoosmotik (ekor melingkat d<

spermatozoa yang tidak bereaksi (ekor lurus) dihitung hingga 200 sel Pengujir

dilahrtarl setiap 15 menit dan dihentikan pada saat waktu inkubasi mencapai 9l

medt. Data yang diperoleh merupakan persentase spermatozoa yang bereaksi

positif terhadap larutan HOS'

,{.ndisis data

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan uji Anova

Duncatr. Data anta! brced diseragamkan dengan proporsi dan

menggunakan t-test menggunakan SPPS 16 0'

IIASIL DAN PEMBAIIASAN

Kualitas Semen S€gar

Hasil evaluasi semen segar merupakan tahap awal untuk meneltukan kelayakan

semen yang akan diperoses lebih lanjut Rata-rata volume semen pef ejakulat yang

didapatkan dari penelitian ini adalah 326,67+141'33 mL' derajat keasamar (pH)

7.2 - ?,5 dengan lata-rata 7,32+0,12, konsistensi encer dan berwama putih ksnrh'

Motil i tasspermatozoaantara6}-'75yo(68,89+6'01%)'spermatozoahidupT9'49

= 5.52% dengan kons€ntrasl spermarozoa 175'50 + 8214 x l0bsel/ml (Tabel 1)'

Tab€l I Nilar karakeflsiil semen segar babi

Xamkeristik senen

dan uji

dtuji

lanjut

dengan
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-. :::-: lnn)

::.:
\1: jl]tas spermarozoa (%)
::::marozoa hidup (%)
{-.f,'enirasi spermarozoa (l 06 sellnl-)

126.67 + l4l  33
Putih susu

Encer
'7 
,32 + 0,12

68.89 + 6,01
79,19 + s.s2

175,50 + 82,14

h.lritas membran plasma spermatozoa pada babi

\lembran plasma merupakan lapisan senipermeabel yang menyelimuti sel

r-:E:---::czoa. Menurut Cuny dan Watson (1995)- integritas membran plasma

-- -: :lngsinya penting unhrk menjaga riabtlrtas sel. Bagtan rnl menJadt struklur

:<::.-,g dan sel sebagai gerbang yalg menghubungkan lingkungan ekstra seluler

:::. :irra selulerj dengan demikial keutuhan struktur dan fungsi membran plasma

r:--:il penting untuk dievaluasi dalam pengujian kualitas spematozoa. \{embran

: -rra memiliki kemampuan pemeabilitas yang selektif untuk mengatur aldivitas
-::abolik intrasel. pH, dan komposisi ion.

Sel spermatozoa akan bereaksi ketika dimasuk|an kedalam lanjran

.r_Doosmotik, hal ini teiadi karena larutan hipoosmotik akar masuk kedalam sel

:,ele$ati nembmn plasma. Akibat perbedaan tekanan osmotik dari laruran

:.rsebut dengan tekanan osmotik luar sel lebih tinggi. maka larutar tenebut akan

rrasuk ke dalam sel dan menyebabkat kebengkakan, fenonena inilal yang dapat

diamati dan diukur untuk menguji integritas membran plasma (yaszquez et al.,

1997). Fenomena ini lebih mudah diamati pada eko! spematozoa (Gambar 1),

da pada kepala karena membran plasma yang rnengelilingi ekor tampak lebih

longgar (Yazgue7, et al., 1997).

Berdasarkan hasil penelitian, pada menit ke,l5 sudah menunjukkan HOS

positif antara 36,27 sampai 63,50% dengan rata-rata 52.321 9.05. Pada 30 menit

inkubasi, sel yarg positif terhadap larutar HOS semakin meningkat antaft 4'7,44

sampai dengan 7'7,004/o d,er.gal]. rata-rata 60.13-9.i6. Peningkatan reaksi

spennatozoa yang positif terhadap larutan HOS terus reqadi dan pulcaknya

terlihat pada menit ke-60 (Tabel 2).
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Gambar l. Hasil psngujian integritas membran plasma dengan HOS test-
a spematozoa HOS positif dan b Spermatozoa HOS negatif

Perse[tase HOS positif pada menit ke-60 berkisar antara 64,36

84,0704 dengan tuta-rata'74,65+7,03, reaksi ini lebih tinggi (p<0,01) dibandi

jumlah spennatozoa dengan HOS positifpada menit ke 45, 30 ataupun 15

Setelah melewati puncak reaksi pada menit ke-60 penentase spermatozoa

HOS positjf mulai menurun. Spematozoa yang mengalami HOS positif

menit ke-75 antara 50,70 sampai 82,50%. Penurunan terus terjadi dan akhinya

pada menit ke-90 menunjukkan reaksi HOS positif hanya 49,50 sampai dengao

72,3V/. d^ri rata-Iata 60,96+5,85 (Tabel 2). Penuunan ini disebabkan karera

pap@e larutan hipoosmotik yang terlalu lama sehingga membran plasma

meflgal@i kerusakan dan tidak reaktif lagi terhadap larutar hipoosmotik.

Tfuik hwoasmotik swelllng (HOS) res, pada babi telah dilaporkan oleh

Vazqvez et al. (1997), Perez-Llano et al. Q00l) dan Yesteet d/. p010) namun

dalam penelitiafl tersebut belum ada yang menentukal secara spesifik wallu

optimal dalam pengujiao integritas membran dengan menggunakan HOS

lesl.Selain itu cara penamprmgan semen di Indonesia masih bclum bisa

mernisabkan fraksi gelatin secara sempuma, dengan demikian akan memengaruhi

kecepatan masuknya larutan hipoosmotik ke dalam sel spermatozoa yang akan

bsrpengaruh terhadap waktu pengujian.

Tab€l 2. Persentase jumlah spermatozoa yang ber€aksi positlf Hipo-osmoticswe ins (HOS) test
selama masa inlftbasi

Medt k€
UtaDgan '75603 01 5

I
2
3
4

53,00
63,50
54,80
50,20

60,50
66,30
61,40
5t,20

76,',70
72,50
69,10
62,80

84,07
'76,68

68,00
62,36

'79,50

66,20
50,70

'72,30

70,00
58,50
49,54

I
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61.50
i627
60 00
i2. i0

77,00
47,44
6'.7,50

J5,00

87,00
60,00
'76,90
'72,90

64,82

65,00
55,00
62,10
60,00
60,00

83,70 78,90
64,36 56,s2
80,60 76,00
80,60 68,50
65,00 57,84

{5-00
52.32

66,20 57.21
60,96

b€rbeda ya'Ig mengiLuti angka pada baris yang sana nenunjuktatr beda sangat

l{embran plasma spermatozoa memiliki peran penting dalam proses fusi

orrm pada saat fertilisasi. Pengujian membran plasma dengan

hypo-osmotik swelling(Hos)testtelaJ\ banyak dilatukao pada

domestik yaitu pada kerbau (Padrik et al., 2012), kuda (Nie daa Wenzel,

dan domba (lrallel dan Arifiantini. 20 | 3).

Waktu yang paling tepat untuk melahrkan pengujian integitas membran

babi berdasarkan hasil penelitian ini adalah pada menit ke-60 irkubasi

Fdbar 2). Ketepatan waktu pengujian HOS sangat penting dilalrukan, bila

rrkru pengujian tedalu cepat, maka spermatozoa belum bereaksi secara optimal

Sebaliknya jika dilahrkan terlalu lama sejak inkubasi kemungkinan waktu optimal

bereaksi sudah hilang. Menumt Lang et al. (1998) mekanisme regulasi volume

selmempakan faktor pentingsel. Selharusvolume berlebihan yang

Japatrnembahal akaninlegritas structural danl'estabilanJ ingkunganinraselular.

Stabilitas volume selmbrupakan proses lanjutdarimekanismeregulasi volume,

akumulasiataupelepasanosmolitdanmetabolit orgaric sertatransportasi ion

melaluirnembraa plasma. Fungsiselharusdipertahakandalammenghadapi

perubahan tekanan osmotik. Spematozoa beberapamamalia (babi, tikus,

bantengdanmanusia) telahditemukanmemilikikemampuanregulasi volume,

d:rb a1imer'j adi'dnay aj'tv e gu I a t o r), (RvD)

mdupakanresponterhadaptekanarhipoosmotikdanregulatory volume increase

(RVI) yaitusehnampumengembalikalvolumenya setelah mengalami pengerutar

karena lingkungan hipertonis (Petrukinael al., 2007).

60,11 70,10 14,65 68,28
= 9_05" + 9,56b + 9,12s + 7,03" + 10,25"b + 5,85b'
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Gambar 2. Grafik reaksi spermatozoa positifterhadap larutan HOS

Tabet 3. Persentase junlah spemarozoa )ang bereaks i posirif Hipo-osnotic slrelling

(HOS) /esrantar breed selana masa inkubasl

Menit ke

1 5 9060

Dtr.\
53,38
52.65
5 1 , i 0

60,64
60,00
5 1 - 5 0

'73,02.
'75,40

75,00

69,05
6',7,45
66,24

6r,72
60.70
57,21

Pada PeDelitian ini reaksi HOS positif antar breed pada setiap walltu

peqgasal.@ disajikan pada Tabel 3 Data tersebut diuji dengan uji t-test dan

menudjlkan hasil yang tidak berbeda (p >0,05) hal ini sesuai dengan pemyalaan

Amorirn er dl. (2009) bahwa reaksi spematozoa pada laflrtan HoS dipelgaruhi

oleh spesies hewan, jenis la1'utan, osmolalitas' dan waktu inkubasi Fungsi

membmn plasma spelmatozoa sangat fundamental dalam mengatur volume sel'

karena akan menentukan kelangsungan hidup spernatozoa'

Optimalnya pengujian pada menit ke-60 dalam penelitian ini juga

dilaporkan oleh Padr* et al. (2012) pada sapi Estontan Holstein dengalf

menggunakan tekanan hipoosmotik yang sama (150 mosm kgl) Fonseca el 4l

(2005) melaporkan pengujian integritas membran pada semen kambing dengan

larutan HOS 125 mosm kglpada 37"C dalam waktu 60 menit Pada spermatozoa

kuda -r-iedan warzel (2001) menyatakan, inkubasi selama 60 medt dengan

lantan hipoosmoiik 100 mosm kg-l menunjukkan persentase HoS reaktif yang

lebih tinggi dibandingkan dengan larutan hipoosmotik lainnya

Prosidins Seninar dan LoLal'arla Nasional Temak Babi 2A 14



::i-=::n osmotik yang berbeda akan memberikan hasil yang berbeda. Pada

f,-.'.::ran ini spematozoa babi bereaksi dengan larutan HOS (150 mosm kg-'),

q:::,ij pada menit ke-60 inkubasi. Pengujian yang dilakukan lebih cepat atau

;c--:: atan mendapatkan hasil yang kurang akurat.

SIMPULAN

\\raktu optimal untuk melakukan pemeriksaan integdtas membran plasma

a:r.h pada menit ke-60 dengan larutar hipoosmotik 150 mosm Kg'. Tidak ada

qredaan yang nyata antara breed dar' wakt"t pemedksaan integrttas membran

: -.ma spermatozoa babr dengat hypo-osmotic s''a,ellikg (HOS) test.
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KATA PENGANTAR

fui sltkur kani panjatkan kehadirat Tuhan Yang Ma.ha E:a itra'

f-t-rr.ahmatNya Prosiding Seminar dan Lokakarya Nasional Tsmak Babi lOir

drrgan tema "Peran Petemakan Babi dalam Konstelasi Pelyediaan Pangaa

\asional" dapat diselesaikan dengan baik. Seminar dan Lokakarya Nasional

Te ak Babi dilaksanakan pada tanggal 5 Agustus 2014 oleh Fakultas Petemakan

L ni\ eGitas Udayara dalam rangka Dies Natalis Universitas Udayana dan Hari

Llang Tahun Falultas Petemakan Universitas UdayaDa yang ke-52.

Prosiding Seminar dan Lokakarya Nasional ini merangkum mmusan

seminar nasional, rumusan lokakarya nasional, deklarasi pembentukan AITBI,

makalah lengkap dari pemakalah seminar yang dibagi dala,'n tiga kelompok yaitu

Produksi Temak Babi, Nutrisi Temak Babi, dan Kesehatan Temak Babi.

Panitia menguca4kan terimakasih kepada Rektor Universitas Udayana"

Dekan Fakultas Petemakafl - Universitas Udayana, dan Direktur Pascasarjana

Universitas Udayana atas fasilitas dan bantuan yang diberikan sehingga Seminar

dan Lokakarya Nasional Ternak Babi dapat te$elenggara dengan baik.

Terimakasih juga disamapaikan kepada sponsor (terlampir), p€malialah/ke]'note ' :'

+eakeq"es€t'al€Eeeuar semua anggota panitia yang banyak membantu dari

persiapan sampai teNelenggaranya Semiloka Nasional ini dengan baik. Semoga

erosiding.ini aapat berguna sebagai ajang pertukaran ilmu klususnya tentang

temak babi.

Denpasar, Nopember 2014
Ketua Panitia

Prasidihg Smhar dan Lakakatra Ndsional Ternak Bahi 20ll Li"l
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)rrgan PMSC Dan hCG Sebelum Pengau inan
. l  t l  nd ,  t  Ro , . . , t h l l ' nac  L ,e iun . . . . . . . .  i  :
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L i - : . : . :  C .on ra r  P ro r  i r s r  Ba l r
j  f  - l : .- :--- j  ir ' :  \  -\ .  5rr/1'dri . . . .-. . . . . . . . . . . . . . . . .  i i

Tb Lthzsrr-l ci i:nr'irrrrrdrd in Reducing Pollutants on -{ Pig
Farc. l iqurd $_a5te
: :  --, : ,  i , ,  -1: ' . .-r:? )-: ' : ._,:: , : t : : :  E )[ Soputan ... . . . . . . . . . . . ._.___.._... .  60
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:---: -- i  J\.1 1 Ola.S. 1Li]tdd\ ' ,at i ,  I  Gd.Suarta. IGede.
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?:-cn:::,.-.-. ;t 5 .;;'. )': Li,i; GLlt Sumanlani
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. : .  ; : r :  ud i . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . .
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.LAP. A. T. Uniarti ... 
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Sistiserkosis Pada Babi Di Bali
Nyoman Sadra Dharmatan, Kadek Swastika, I Ketut Suardia, l
Nengah Kepeng.)'asu hito SaL;., l,lunehiro Okatuoto, Totli
lllandra. dan,1lira ho :01

DauD Kelor (,Vor-raga ,ki€lll) sebagai Feed Suplemen untuk
\fedndiElta DalE TahEn Babi terhadap Infeksi Parasit
ldresdnal
\ionat,|di fute,, Hopsai \IahatmL IBK Ardana dan I N
Kenha Besrmg -.--- lil
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