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Abstract
The research purpose was to determine the optimation of tyrosine kinase activity fr om sperm

isolation of FH  cow according to pH, temperature and optimum incubation time. Fresh semen as
samples were collected using artificial vagina. Tyrosin kinase was isolated by means of centrifugation
and ultrasonication. Activity unit of cow sperm tyrosine kinase is the amount of fosfat µmol of
transferred ATP by each mililiter tyrosine kinase enzyme per minute in optimum condition. The
optimation of tyrosine kinase activity of sperm according to optimum condition includ ed different pH
(6, 6.5, 7, 7.5, 8), temperature ( 20, 25, 30, 35, 40) oC and incubation time (20, 25, 30, 35, 40) minute
activity was optimum. The result of this research showed that the optimum activity tyrosine kinase of
sperm at pH 7, temperature 35 oC and 30 minutes incubation time w ith 0,0219 unit activity.
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Pendahuluan
Dalam meningkatkan reproduktivitas ternak

sapi perah  telah dilakukan berbagai upaya, salah
satunya adalah teknologi inseminasi b uatan. Dengan
teknik inseminasi buatan akan dapat memperbaiki
mutu genetik ternak sapi perah dengan cara
membuat semen beku yang berasal dari pejantan
unggul, hal ini merupakan salah satu cara
meningkatkan efisiensi reproduksi (Hafez, 2000).

Pada teknik pembekuan semen masih terdapat
kendala yaitu penurunan motilitas spermatozoa pasca
thawing sebesar 40% (Tanaka dkk., 2000) Perbedaan
kondisi temperatur pada saat pembekuan dan pasca
thawing akan menyebabkan peningkatan permeabili -
tas membran spermatozoa sehi ngga menyebabkan
kematian sel (Suprayogi, 1996). Hasil penelitian Park
dan Graham (1992) menyatakan bahwa kerusakan
membran plasma spermatozoa terjadi selama proses
pembekuan dan thawing. Selanjutnya Pommer et al.
(2003) mengatakan bahwa spermatozoa yang d ibeku-
kan akan menyebabkan perubahan beberapa karakte-
ristik pada membran plasma, antara lain ter jadi reor-
ganisasi membran, kadar kalsium meningkat, reactive
oxygen species (ROS) meningkat dan kemampuan
spermatozoa untuk membuahi menurun. Kerusakan
integritas membran sel akan mempengaruhi fungsi

komponen membran sel spermatozoa yang terdiri
dari 43% lipid, 48% protein dan 9% karbohidrat (Park
dan Graham, 1992). Menurut Morales dan Lianos
(1996), protein tyrosin kinase merupakan salah satu
molekul protein yang terdapat pada membran plasma
spermatozoa dan berfungsi untuk pengenalan dengan
ZP3 serta berperan dalam signal transduksi yang
akan menghasilkan autofosforilasi.

Tyrosin kinase merupakan enzim yang menga -
tur hubungan antar sel, diferensiasi, adhesi serta
pergerakan sel. Aktivitas tyrosin kinase sangat di -
pengaruhi oleh pH, temperatur dan waktu inkubasi
(Tesarik et al., 1993). Aktivitas tirosin kinase penting
dalam proses autofosforilasi spermatozoa dan akti-
vitasnya akan maksimum apabila bekerja pa da
kondisi optimum.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menge-
tahui kondisi optimum aktivitas tyrosin kinase hasil
isolasi spermatozoa sapi perah berdasarkan pH,
temperatur dan waktu inkubasi optimum.

Metode Penelitian
Sampel penelitian ini adala h sejumlah semen

segar sapi perah yang ditampung dalam tabung
reaksi menggunakan vagina buatan sapi untuk isolasi
tyrosin kinase spermatozoa, selanjutnya dila kukan
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pemeriksaan makroskopis (volume, warna, konsisten-
si dan pH) dan mikroskopis (motilitas, ger akan massa
dan persentase spermatozoa hidup). Untuk memisah-
kan pellet (spermatozoa dari plasma semen dilakukan
sentrifugasi dengan kecepatan 1000 rpm selama 10
menit. Kemudian pellet ditambah dengan media BO -
cafein 1 ml, disentrifugasi dengan kecepatan 3 000
rpm selama 10 menit. Supernatan dibuang, endapan
ditambah dengan PBS-tween 5 X volume, ditambah
Phenylmethenesulfonyl fluoride  (PMSF, Promega
Corporation, USA) sebagai inhibitor enzim protease
sebanyak 5 kali volume, selanjutnya di -vortex selama
10 menit, dilanjutkan dengan sonikasi selama 20
menit. Sentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm
selama 10 menit. Endapan dibuang, supernatan
ditambah dengan etanol dingin 1 : 1, disimpan dalam
refrigerator  selama 1 jam sampai terbentuk bintik -
bintik putih, sentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm
selama 10 menit, dimasukkan ke refrigerator lagi
selama 5 menit, Kemudian etanol dibuang dengan
menggunakan tissue dan dibiarkan sampai bau etanol
hilang. Selanjutnya ditambah dengan Tris -Cl (Art,
822184, Merck-Schuchardt Munchen) Hasil akhirnya
adalah isolat crude protein dari membran plasma
spermatozoa (Aulanni’am, 2004).

Optimasi aktivitas tyrosin kinase spermatozoa
dilakukan melalui beberapa tahapan sebagai berikut.

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum dan
Pembuatan Kurva Baku ATP

ATP sebanyak 0,0125 g dilarutkan dengan
akuades dan dimasukkan ke dalam labu ukur 100 ml.
Selanjutnya diencerkan dengan akuades sampai
tanda batas. Larutan ini merupakan larutan stock
ATP dengan konsentrasi 125 ppm. Kemudian diambil
dengan pipet mikro 2, 4, 6, 8, 10 dan 12 ml larutan
stock ATP 125 ppm dan dimasukkan ke dalam labu
ukur 25 ml. Diencerkan dengan akuades sampai
tanda batas sehingga diperoleh konsentrasi ATP 10,
20, 30, 40, 50, dan 60 ppm. Penentuan panjang
gelombang maksimum di lakukan dengan mengukur
absorbansi dari larutan ATP 50 ppm dengan
menggunakan spektrofotometer UV -VIS pada
panjang gelombang antara 250 – 350 nm, sedangkan
pembuatan kurva baku ATP diukur absorbansi dari
larutan standar ATP 10, 20, 30, 40, 50, dan 60 ppm
pada panjang gelombang maksimum. Selanjutnya
persamaan regresi dan kurva baku ATP antara
absorbansi versus konsentrasi ATP.

Uji Aktivitas Ekstrak Kasar Tyrosin Kinase
Sebanyak 400 µl isolat tyrosin kinase ditambah -

kan ke dalam 400 µl  larutan ATP 125 ppm dalam
bufer asetat pH 6,8. selanjutnya ditambahkan 400 µl
Histon 75 ppm lalu diinkubasi pada temperatur 37 oC
selama 30 menit (Matsuo, 1985). Langkah berikutnya

ditambahkan 400 µl larutan TCA 8% ke dalam larutan
diatas lalu disentrifugasi dengan kecepatan 30 00 rpm
selama 10 menit. Supernatan yang diperoleh diukur
absorbansinya pada panjang gelombang antara 260
nm. Larutan blanko dibuat dengan cara yang sama
tetapi tidak ditambahkan larutan ATP. Aktivitas
tyrosin kinase ditentukan dengan mengkonversikan
nilai absorbansi ATP yang tidak bereaksi (sisa)
menjadi konsentrasi ATP yang tidak bereaksi atau
sisa (ppm) dengan menggunakan persamaan kurva
baku ATP. Konsentrasi ATP yang bereaksi ditentukan
dengan menghitung selisih antara konsentrasi ATP
awal dengan konsentrasi ATP sisa. Kemudian unit
aktivitas tyrosin kinase dihitung dengan rumus
sebagai berikut:

Unit Aktivitas =  
xfp

qp

v
x

ATPBM

ATPATP sisaawal

.



Penentuan Kondisi Optimum Enzim Tyrosin Kinase
Penentuan pH Optimum dilakukan dengan cara

menguji aktivitas enzim tyros in kinase dengan variasi
pH yaitu 6,0 , 6,4 , 6,8 , 7,2, 7,4 dan diinkubasi pada
temperatur 37oC selama 30 menit. Data yang
diperoleh ditabulasi dan dibuat grafik antara tyrosin
kinase terhadap variasi pH. Aktivitas maksimum
menunjukkan harga pH optimum.

Penentuan Temperatur Optimum, dilakukan
dengan cara menguji aktivitas enzim tyrosin kinase
dengan variasi suhu yaitu 30, 32, 35, 38 dan 40 ( oC)
dan diinkubasi selama 30 menit . Data yang diperoleh
ditabulasi dan dibuat grafik antara aktivitas  tyrosin
kinase terhadap variasi suhu. Aktivitas maksimum
menunjukkan harga suhu optimum.

 Penentuan Waktu Inkubasi Optimum , dilaku-
kan dengan cara menguji aktivitas enzim tyrosin
kinase pada pH dan suhu optimum dengan variasi
waktu inkubasi yaitu 15, 30, 60, 90 dan 120  menit.
Data yang diperoleh ditabulasi dan dibuat grafik
antara aktivitas tyrosin kinase terhadap variasi waktu
inkubasi. Aktivitas maksimum menunjukkan harga
waktu inkubasi optimum.

Hasil dan Pembahasan
Optimasi aktivitas tyrosin kinase hasil  isolasi

spermatozoa sapi perah berdasarkan pengaruh pH,
temperatur dan waktu inkubasi optimum. Salah satu
kondisi optimum yang sangat menentukan karak-
teristik enzim  adalah pH, yang dapat dilihat pada
Tabel 1.

Pada tabel 1 menunjukkan bahwa pada variasi
pH 6, 6,5 dan 8 tidak menunjukkan perbedaan nyata
(p>0,05), sedangkan pH 7 dan 7,5 menunjukkan
perbedaan nyata (p<0,05) dengan pH 6, 6,5 dan 8.
Aktivitas optimum tyrosin kinase terlihat pada pH 7
yaitu sebesar 0,0208 unit.
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Tabel 1. Pengaruh pH terhadap Aktivitas T yrosin
Kinase

pH Rataan Aktivitas Tyrosin Kinase
(µmol/mL/menit)

6 1,62 .10-2a)

6,5 1,69 . 10-2a)

7 2,08 .10-2c)

7,5 1,94 . 10-2b)

8 1,64 . 10-2a)

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom
yang sama menunjukkan perbedaan nyata (p< 0,05)

Menurut Winarno (1986), keaktifan enzim akibat
perubahan pH lingkungan disebabkan oleh terjadinya
perubahan ionisasi enzim, substrat atau kompleks
enzim- substrat. pH optimum merupakan pH dimana
enzim dan substrat berada pada tingkat ionisasi yang
diinginkan yaitu gugus pemberi dan penerima proton
pada sisi aktif enzim dan substrat sesuai.  Pada sisi
aktif enzim tyrosin kinase terjadi pelepasan proton
pada gugus tiol (SH) sehingga atom S bersifat
nukleofil dan akan berikatan dengan gugus fosfat
pada substrat. Pada pH 7 terjadi pelepasan proton
lebih banyak untuk menyeimbangkan banyak ion
OH- dilingkungannya, sehingga aktivitas enzim
untuk mengikat fosfat menjadi maksimum.

Pengujian pengaruh temperatur terhadap aktivi -
tas tyrosin kinase hasil isolasi spermatozoa s api perah
dilakukan pada variasi temperatur 20, 25, 30, 35 dan
40oC. Data selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 2 .

Tabel 2. Pengaruh Temperatur terhadap Aktivitas
Tyrosin Kinase

Temperatur
(oC)

Rataan Aktivitas Tyrosin Kinase
(µmol/mL/menit)

20 1,46.10-2a)

25 1,71.10-2b)

30 1,93.10-2b)

35 2,18.10-2c)

40 1,63.10-2a)

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom
yang sama menunjukkan perbedaan nyata (p< 0,05)

Pada Tabel 2 menunjukkan bahwa pada tempe -
ratur 20oC dan 40oC berdasarkan uji Anova tidak
terdapat perbedaan nyata (p>0,05), sedangkan pada
temperatur 35oC berbeda nyata (p<0,05) dengan
temperatur 20oC, 40oC serta 25oC, 30oC dengan
aktivitas tyrosin kinase sebesar 0,218 unit .

Peningkatan aktivitas tyros in kinase pada tem-
peratur 20oC sampai 35oC akan memperbesar energi
kinetik molekul enzim dan substrat yang akan mem -

percepat gerakan kedua molekul ters ebut sehingga
frekuensi molekul-molekul enzim dengan substrat
semakin besar akibatnya produk yang dihasilkan
maksimum. Pada temperatur optimum 35oC hampir
seluruh substrat bereaksi dengan enzim menghasil -
kan produk maksimum dengan aktivitas sebesar
0,0218 unit. Hal ini sesuai dengan pendapat Winarno
(1986) bahwa semakin tinggi temperatur, aktivitas
enzim akan semakin besar sampai batas tertentu.

Bila temperatur sangat tinggi, energi kinetik
molekul enzim menjadi semakin besar sehingga
melampaui energi yang dibutuhkan untuk memecah
ikatan-ikatan yang mempertahankan enzim pada
struktur alaminya atau pada keadaan katalitik aktif.
Akibatnya terjadi kerusakan struktur enzim dimana
sebagian ikatan yang menjaga struktur enzim putus
sehingga molekul enzim akan terbuka. Terbukanya
molekul enzim menyebabkan kerusakan sisi aktif
enzim sehingga menyebabkan aktivitas enzim
berkurang. (Martin et al., 1983). Hal ini dapat dilihat
pada aktivitas tyrosin kinase yang menurun pada
temperatur 40 oC.

Pengaruh variasi waktu inkubasi terhadap
aktivitas tyrosin kinase hasil isolasi spermatozoa  sapi
perah dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Pengaruh Waktu Inkubasi terhadap Aktivi-
tas Tyrosin Kinase

Waktu Inkubasi
(menit)

Rataan Aktivitas Tyrosin Kinase
(µmol/mL/menit)

20 1,77.10-2a)

25 1,95.10-2a)

30 2,19.10-2b)

35 2,02.10-2b)

40 1,66.10-2c)

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom
yang sama menunjukkan perbedaan nyata (p< 0,05)

Tabel 3 menunjukkan bahwa pada waktu
inkubasi 20 dan 40 menit secara statistik tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata (p>0,05). Waktu
inkubasi 30 menit berbeda nyata dengan waktu
inkubasi 20 dan 40 menit serta 25 dan 35 menit
(p<0,05) dengan aktivitas optimum tyrosin kinase
sebesar 0,0219 unit.

Menurut Lehninger (1995), waktu inkubasi ada -
lah waktu yang diperlukan enzim untuk berikatan
dengan substrat. Jika waktu inkubasi pendek, aktivi tas
enzim akan rendah karena waktu untuk berinter aksi
antara enzim dengan substrat yang kecil mengakibat -
kan interaksi tersebut tidak berlangsung secara kese -
luruhan sehingga produk yang dihasilkan sedikit.
Hal ini terlihat pada aktivitas enzim tyrosin kinase
yang rendah pada waktu inkubasi 20 dan 40 m enit.
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Bila waktu inkubasi diperlama, menyebabkan
semakin banyak enzim yang berikatan dengan sub -
strat sehingga produk yang dihasilkan akan semakin
besar, seperti yang terlihat aktivitas optimum tyrosin
kinase hasil isolasi spermatozoa sapi perah  pada
waktu inkubasi 30 menit akan tetapi jika waktu
inkubasi lebih diperlama lagi, enzim akan jenuh oleh
substrat dan produk yang dihasilkan tetap.

Kesimpulan
Hasil penelitian disimpulkan bahwa: 1)

Aktivitas tyrosin kinase sangat dipengaruhi oleh
kondisi optimum yang meliputi pH, temperatur dan
waktu inkubasi; 2) Kondisi optimum tyrosin kinase
hasil isolasi spermatozoa sapi perah adalah pada pH
7, temperatur 35oC dan waktu inkubasi 30 menit
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