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Abstract 
 

The development of goats population in Indonesia has not reached a satisfactory condition,  in 

East Java in the 2007 population of goats  decreased for about 3,24%. The obstacle which is faced in the 

goats breeding field is involving reproduction, the   problem includes failure sperm cell to penetrate 

zona pellucida on egg cell due to the of less potency  enzyme acrosin and this is the first factor which 

hampers goats reproduction.  The experiment was biological test for determining the potency of 

spermatozoa after thawing supplemented with acrosin at the dosages of 0; 3.0; 4.5 and 6.0 µg for 30 and 

60 minutes respectively. This biological test including that capacity and acrosome reaction. The results 

were, in the first experiment supplement of acrosin dosage 4.5 µg increased capacity and spermatozoa 

goat acrosom reaction. The conclusion were supplement acrosin  with dosage 4.5 µg  increased quality 

of sperm 
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Pendahuluan 

Perkembangan populasi ternak kambing 

di Indonesia belum mencapai keadaan yang 

menggembirakan, bahkan di Jawa Timur pada 

tahun 2007 terjadi penurunan populasi  ternak  

kambing sebesar 3,24 %, sedangkan ternak yang 

lain mengalami kenaikan yang masih jauh dari 

harapan. (Anonimous, 2007). Pemerintah mela-

lui program inseminasi buatan berusaha 

mengatasi penurunan populasi ternak kambing 

tersebut. Namun demikian sejauh ini usaha 

pemerintah tersebut belum membuahkan hasil 

yang optimal. Namun demikian sejauh ini usaha 

pemerintah tersebut belum membuahkan hasil 

yang optimal. Salah satu faktor utama penyebab 

turunnya populasi ternak kambing tersebut 

adalah adanya gangguan reproduksi, terutama 

gangguan fertilisasi yaitu gagalnya sel sperma-

tozoa untuk menembus sel telur. Kegagalan 

penetrasi sel spermatozoa kedalam sel telur, 

disebabkan oleh berkurangnya potensi enzim 

yang ada pada spermatozoa tersebut,  khususnya 

enzim akrosin yang berfungsi dalam penetrasi 

zona pelusida pada sel telur (Adel et al., 2004). 

Di Indonesia penelitian tentang peran dan fungsi 

akrosin dalam fertilisasi, khususnya penetrasi 

pada zona pelusida sel telur belum pernah 

dilaporkan. 

Akrosin adalah merupakan enzim 

akrosomal proteinase yang spesifik pada 

spermatozoa dan memegang peranan penting 

pada proses fertilisasi. Enzim ini kadang-kadang 

terlepas sebelum diejakulasikan atau pada 

penyimpanan semen beku (Zervos et al., 2005). 

Penyimpanan semen beku menyebabkan ber-

kurangnya aktivitas akrosin 2-3 kali dibanding-

kan dengan semen segar/fresh semen, enzim ini 

mampu bekerja secara optimum pada suhu 37
o
C 

dan dapat bertahan sampai 6 jam (Kennedy et 

al., 2006). Kadar yang rendah dari akrosin 

berhubungan dengan infertilitas, dan aktivitas 

akrosin ini merupakan indikator penting dari 
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kualitas spermatozoa. Aktivitas ataupun kadar 

akrosin berhubungan secara langsung dengan 

konsentrasi dan motilitas spermatozoa (Cui et 

al., 2004).  

             Pada spermatozoa kambing dalam pro-

ses fertilisasi dibutuhkan jumlah akrosin yang 

cukup terutama untuk penetrasi dinding zona 

pelusida (Williams et al., 2001). Penelitian yang 

telah dilakukan terdahulu menunjukkan bahwa 

jumlah akrosin berkorelasi positif dengan angka 

kejadian fertilisasi, kadar akrosin yang  rendah 

pada spermatozoa menyebabkan kegagalan pe-

netrasi dinding  zona pelusida   sampai 30-40% 

(A.Zalata et al., 2004; Hafez, 2002). Akrosin 

dibutuhkan dalam menstabilkan membran sper-

matozoa, sehingga transport aktif zat-zat kimia 

dapat berjalan dengan baik untuk proses 

metabolisme sel  (Cui et al., 2004). Oleh sebab 

itu dalam penelitian ini akan dilakukan suple-

mentasi akrosin pada spermatozoa kambing 

dengan melihat kualitasnya, meliputi uji moti-

litas, viabilitas, abnormalitas, kapasitasi dan non 

kapasitasi, reaksi akrosom, uji imunositokimia 

dan potensi biologisnya yaitu uji penetrasi (lisis) 

terhadap zona pelusida.   
Bertitik tolak dari permasalahan ter-

sebut, maka tujuan jangka pendek yang akan 

dicapai dalam penelitian ini adalah untuk 

melihat potensi biologis spermatozoa setelah 

dilakukan suplementasi akrosin dalam rangka 

perbaikan fertilitas ternak, terutama untuk me-

ningkatkan kualitas spermatozoa. Tujuan jangka 

panjang yang akan dicapai dalam penelitian ini 

adalah penyediaan protein spesifik yaitu akrosin  

untuk meningkatkan populasi ternak. 

 

Materi dan Metode Penelitian 

Penelitian tahap pertama termasuk 

penelitian eksperimental laboratorik dengan 

menggunakan rancangan faktorial. Faktor yang 

digunakan dalam penelitian ini terdiri dari 2 

faktor yaitu : pemberian medium dan waktu in-

kubasi. Faktor pemberian medium (A) terdiri 

dari 4 taraf yaitu tanpa pemberian akrosin, 

pemberian akrosin 3.0; 4.5 dan 6.0 µgr, sedang-

kan faktor inkubasi (B) terdiri dari 2 taraf yaitu 

waktu inkubasi 30 menit dan 60 menit. Masing-

masing perlakuan terdiri dari 10 ulangan. 

Penelitian kedua yaitu uji fertilisasi in-

vitro dengan spermatozoa yang disuplementasi 

akrosin dosis 0; 3.0; 4.5 dan 6.0 µg.  

 

                

a. Status Kapasitasi Spermatozoa 

 Pengujian status kapasitasi (kapasitasi, 

reaksi akrosom dan non kapasitasi), semen beku 

setelah dithawing  dan disuplementasi akrosin 

dengan dosis 0 µg; 3,0 µg; 4,5 µg dan 6,0 µg ( 

dilakukan dengan pewarnaan Chlortetracycline 

(CTC Staining). Secara singkat proses preparasi 

CTC sebagai berikut : (1) 100 µl semen  per-

lakuan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 

yang telah dibungkus aluminium foil dan di-

tambah dengan 100 µl pewarna CTC, vorteks 

selama 1 menit, dan tambahkan 8 µl larutan 

CTC fixative vorteks selama 1 menit, (2) 

Diambil 10 µl (campuran 1 dan 2) dan di-

tempatkan di atas object glass, ditambahkan 

dengan 10 µl larutan DABCO kemudian 

dicampur dengan tip mikropipet, kemudian di-

tutup dengan cover glass dan ditekan secara 

hati-hati dengan telapak tangan yang dilapisi 

tissue tebal. Sisi cover glass diberi perekat 

dengan cutex (Fraser dan McDermott, 1992). (3) 

Pengamatan dilakukan dengan mikroskop 

epifluourescence (Nikon Microscope OPTIP-
HOT-2 menggunakan filter-UV2A yang terdiri 

atas excitation filter EX330-3, dichonic mirror 
DM400 dan Barrier filter BA435) menggunakan 

sumber cahaya ultra violet (Sumitro dan 

susilawati, 1998). Pewarnaan CTC pada sperma-

tozoa memperlihatkan tiga bentuk perbedaan 

fluorescent, yaitu (1) Distribusi fluorescent yang 

sama pada kepala spermatozoa (non kapasitasi), 

dan (2) Fluorescent terkonsentrasi pada daerah 

acrosomal yang menandakan spermatozoa 

mengalami kapasitasi (Kaul et al., 1997). 

Pengamatan status kapasitasi dilakukan setelah 

24 jam berikutnya. 

b. Status Reaksi Akrosom Spermatozoa 

 Semen perlakuan disuplementasi akro-

sin dengan dosis 0 µg; 3,0 µg; 4,5 µg dan 6,0 µg  

difiksasi dengan 4% formal dehyde, kemudian 

dicuci dengan  menambahkan PBS 3 ml dan 

disentrifugasi 1500 rpm selama 10 menit, 

supernatant dibuang dan ditambahkan dengan 

0,3 ml FITC  (Flourescent Iso Thio Cyanate) 

con. A (Sigma) dengan konsentrasi 10 µg/ml 

dalam PBS dulbeccos. Staining dilakukan se-

lama 25 menit pada suhu ruangan, selanjutnya 

dicuci 2 kali dengan sentrifugasi 1500 rpm 

selama 10 menit. Supernatan dibuang dan 

endapan digoreskan pada flow labs slide (speci-

men), ditetesi dengan gliserol 90%. Selanjutnya 

specimen diamati pada mikroskop epiflou-
rescent (Nikon Japan) dengan excitation B 
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(eksitasi 490 rpm dengan emisi 525 nm) untuk 

mengetahui fluoresen pada spermatozoa hasil 

FITC. Pengamatan memperlihatkan: (a) sperma-

tozoa dengan akrosom intak, dan (b) sperma-

tozoa tanpa akrosom. Metode ini merupakan 

hasil modifikasi peneliti dari metode sebelum-

nya (Susilawati, 2003).  

 

Analisis Data 

Data persentase motilitas, viabilitas, 

abnormalitas, integritas membran,  kapasitasi 

dan reaksi akrosom diuji dengan Anava pada 

tingkat kepercayaan 5%, bilamana terdapat 

perbedaan yang nyata(p<0,05) dilanjutkan 

dengan LSD (Least Significant Different). Data 

dari pemeriksaan maturasi oosit dan cleveage 

(pembelahan sel) diuji dengan Chi-Square (Steel 

dan Torrie, 1989). 

 

Hasil dan Pembahasan   
1.  Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama 

Inkubasi Terhadap Status Kapasitasi Sperma-

tozoa Kambing PE 

       

 Hasil penelitian rerata persentase status 

kapasitasi spermatozoa kambing PE tertera 

pada tabel 1. 

              Suplementasi 4.5 µg pada lama 

inkubasi 30 dan 60 menit menghasilkan 

rataan persentase kapasitasi spermatozoa 

kambing yang lebih tinggi, dengan demikian 

maka penambahan suplementasi akrosin 4.5 

µg dapat meningkatkan kapasitasi sperma-

tozoa kambing. Hal ini karena akrosin 

berfungsi mempertahankan spermatozoa agar 

terjadi kapasitasi dan mempercepat terjadi-

nya reaksi akrosom pada saat fertilisasi 

(Mori et. al., 1993; Arcelay et al., 2008). 

             Akrosin menyebabkan proses kapasi-

tasi meningkat secara bertahap meliputi pe-

ningkatan fluiditas membran, efluk koles-

terol, aliran ion yang mengakibatkan pe-

rubahan potensial membran, peningkatan 

protein fosforilasi tirosin, induksi hiperaktif,  

perubahan keadaan protein fosforilasi, 

peningkatan pH intraseluler dan level 

kalsium (Nas et al., 2004; De Los Reyes, M 

et al., 2009). Menurut Gadella dan Visconti 

 

Tabel 1. Rerata Persentase Status Kapasitasi Spermatozoa Kambing PE  Setelah Suplementasi Akrosin 

dan Lama Inkubasi  

Kadar 

Akrosin 

(µg) 

 Lama 

Inkubasi 

(menit) 

Rerata Status Ka- 

pasitasi Sperma - 

tozoa Kambing (%) 

       Anova 

 

 

 

        0 

         30   64.100 ± 2.3798
a
 Fw     : 3.797 

p       : .059 

 

Fak    : 190.068 

p       : 0.000 

 

Fw*ak    : 0.244 

p       : 0.865 

         60   65.210 ± 2.8855
a
 

 

       3.0 

         30   63.420 ± 3.3767
a
 

         60   64.230 ± 2.8084
a
 

 

       4.5 

         30   79.760 ± 3.0076
b
 

         60   80.600 ± 3.1876
b
 

 

       6.0 

         30   57.470 ± 2.5168
c
 

         60    59.600 ± 3.0415
c
 

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

 

 

 
                                          A                               B                              C  

Gambar 1. Hasil  pengamatan  status kapasitasi spermatozoa kambing PE pada proses pengenceran 

dengan pewarnaan CTC menggunakan  mikroskop epiflourescence (Bar = ½ µm), 

keterangan : A. Non Kapasitasi, B. Kapasitasi, dan C. reaksi akrosom. 
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(2006) secara molekuler, proses kapasitasi 

diawali dengan reorganisasi lipid di dalam 

membran plasma, influk ion dan peningkatan 

fosforirilasi tirosin pada protein yang 

kemudian menginduksi hiperaktivasi dan 

reaksi akrosom. 

               Flesch dan Gadella (2000) menyata-

kan bahwa kapasitasi pada beberapa jenis 

ternak dapat bersifat reversible karena dalam 

seminal plasmanya mengandung makro  

molekul yang berperan sebagai faktor 

kapasitasi. Makro molekul tersebut adalah 

glikokaliks yang merupakan oligosakarida 

dan terikat dengan protein dan lemak (Evans 

dan Graham, 1989; Darnel et al., 1990), 

sehingga spermatozoa yang telah mengalami 

kapasitasi mampu untuk melakukan 

fertilisasi (Maxwell dan Watson, 1996; Ba’a, 

2009). 

 

 
Gambar 2.  Grafik suplementasi akrosin 

terhadap kapasitasi spermatozoa           

Keterangan : 

- sumbu absis (horizontal) : pemberian 
dosis akrosin 

 - sumbu ordinat (vertikal) : persentase 

kapasitasi membran spermatozoa 
 - Warna biru : lama inkubasi 30 menit 

 - warna hijau : lama inkubasi 60 menit 
 

2.  Pengaruh Suplementasi Akrosin dan Lama 

Inkubasi Terhadap Status Akrosom Sperma-

tozoa Kambing PE 

             Suplementasi akrosin 4.5 µg pada 

lama inkubasi 30 menit menghasilkan rataan 

persentase reaksi akrosom spermatozoa 

kambing yang tinggi, sehingga lebih baik 

dari perlakuan lainnya. Hal ini karena 

suplementasi akrosin 4.5 µg dengan in-

kubasi 30 menit dapat mempercepat kapasi-

tasi dan reaksi akrosom (Liberda et al., 

2001). Suplementasi akrosin 4.5 µg pada 

inkubasi 60 menit terjadi penurunan reaksi 

akrosom, karena banyak spermatozoa yang 

telah mengalami kerusakan dan mati. 

             Reaksi akrosom merupakan reaksi 

pelepasan enzim-enzim dari akrosom untuk 

menembus lapisan-lapisan oosit dengan 

diinduksi oleh protein-protein zona. Salah 

satu enzim yang utama adalah serine 
glycoproteinase atau disebut akrosin (Aditi 

et al., 2000). Enzim akrosin ini merupakan 

bentuk aktif dari proakrosin (bentuk inaktif) 

(Jonge, 2000). Menurut Susilawati T. 

(2003), reaksi akrosom merupakan proses 

eksositosis yang melibatkan fusi antara 

membran plasma dengan membran luar 

akrosom dan ditandai dengan peningkatan 

konsentrasi Ca 
2+

 pada daerah equator 

membran kepala spermatozoa sehingga 

Tabel 2.  Rerata Persentase Reaksi Akrosom Spermatozoa Kambing PE Setelah Suplementasi 

Akrosin dan Lama Inkubasi  

 
Kadar 

Akrosin 

(µg) 

Lama 

Inkubasi 

(menit) 

Rerata Reaksi Akro 

som Spermatozoa 

 Kambing (%) 

Akrosin 

 

 

 

         0 

         30   5.10 ± 0.77
a
 FW     : 12.83 

p        : 0.001 

 

FA      : 0.99 

p        : 0.40 

 

F W*A   : 5.86 

p        : 0.002  

         60   6.22 ± 0.86
a
 

 

        3.0 

         30   5.06 ± 0.48
a
 

         60   6.22 ± 0.78
a
 

 

        4.5 

         30   5.72 ± 0.47
b
 

         60   5.55 ± 0.48
b
 

 

        6.0 

         30   5.40 ± 0.37
a
 

         60    5.39 ± 0.43
a
 

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

 



VETERINARIA   Vol. 4 No. 3 Nopember 2011 

217 

spermatozoa menjadi labil dengan ter-

lepasnya enzim-enzim yang ada di akrosom.    

             Reaksi akrosom hanya terjadi pada 

spermatozoa yang mempunyai membran 

utuh (Flesch dan Gadella, 2000). Selain itu 

reaksi akrosom berlangsung menjelang 

spermatozoa melakukan penetrasi pada zona 

pelusida /ZP (Grudzinskas dan Yovich, 

1995) dan untuk dapat menetrasi ZP, 

spermatozoa kambing harus menjalani 

reaksi akrosom. Sebelum reaksi akrosom 

berlangsung, spermatozoa perlu men-

sekresikan enzim tertentu yaitu proakrosin 

yang kemudian diaktifkan menjadi akrosin 

(Susilawati T, 2003; Ba’a, 2009 ). 

             Peristiwa reaksi akrosom pada 

spermatozoa adalah yang pertama agregasi 

reseptor yang distimulasi oleh ZP3 dan 

progesteron. Agregasi reseptor diikuti oleh 

aliran dari membran dan perubahan sistolik 

terjadi pada reaksi akrosom spermatozoa 

mamalia (Puronit et al., 1999).  Salah satu 

agen yang bisa menginisiasi reaksi akrosom 

adalah ion kalsium. Spermatozoa tidak bisa 

mengalami reaksi akrosom ketika tidak ada 

ion kalsium. Disaat menjalani reaksi akro-

som pada waktu dan tempat yang tepat, 

spermatozoa harus mampu bertahan cukup 

lama dan konsentrasi K
+ 

intraseluler dijaga 

tetap tinggi dan pada saat yang sama 

konsentrasi Na
+ 

dan Ca
2+

 intraseluler dijaga 

tetap rendah, karena sangat penting bagi 

kelangsungan hidup spermatozoa. Keadaan 

ini diatur oleh ikatan Na
+
-K-ATPase 

(memompa ion Na
+ 

keluar dan ion K
+
 

masuk ke dalam sel) dan    Ca 
2+

-K-ATPase 

(memompa Ca 
2+

 keluar dari sel) (Baldi et 

al., 2001; Zi J et al., 2006). 

             Kalsium yang masuk akan menye-

babkan kadar kalsium intrasel meningkat 

atau akan mengisi tempat penyimpanan 

kalsium. Selain itu, ikatan ligand dengan 

reseptor tertentu akan menghasilkan second 

messenger IP3 yang akan berikatan dengan 

ROCC pada akrosom dan menyebabkan 

dikeluarkannya kalsium menuju sitoplasma. 

Peningkatan kadar kalsium dalam sitosol 

akan menghambat kemampuan IP3 untuk 

mengaktivasi kanal. Kalsium dalam sito-

plasma yang meningkat akan masuk ke 

dalam mitokondria dan digunakan untuk 

berbagai enzim oksidasi fosforilasi untuk 

sintesa ATP. Di samping itu, kalsium juga 

akan berikatan dengan berbagai reseptor 

ptotein dalam sel, seperti proteinkinase C 

(Breitbart dan Noar, 2006; Jonge, 2000).     

             Membran akrosom juga terdapat 

sistem transport yang membutuhkan energi 

untuk memasukkan kalsium ke dalam 

akrosom. Kalsium yang berasal dari akro-

som akan berikatan dengan Phospholipase 

C (PLC)-fosfatidilinositol 4,5-bifosfat 

(PIP2)-Diacylglicerol (DAG) dan selanjut-

nya mempengaruhi membran plasma untuk 

membuka sehingga mengakibatkan masuk-

nya kalsium ke sitoplasma. Kalsium yang 

berasal dari akrosom akan mempengaruhi 

aktivitas capacitative Ca
2+

 entry (CCE) 

pada membran plasma yang menyebabkan 

kalsium dapat masuk melalui jalur ini.  

Reseptor pada membran sel akan meng-

aktivasi enzim PLC untuk mengubah 

molekul prekusor PIP2 menjadi DAG dan 

 

 
Gambar 3. Hasil  pengamatan  kapasitasi  spermatozoa  kambing PE dengan  pewarnaan  FITC 

menggunakan  mikroskop epiflourescence  

  (Bar = ½ µm), keterangan : A. Kapatasi, B. Non Kapasitasi, C. Reaksi -Akrosom 
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inositol (1,4,5) trifosfat (IP3). DAG yang 

juga berperan sebagai second messenger 

akan merangsang aktivitas protein kinase C 

(PKC), sedangkan IP3 menyebabkan pele-

pasan kalsium pada akrosom.  Peningkatan 

ion kalsium yang terjadi di akrosom akan 

mengaktifkan aktin sebagai F-actin barrier 

untuk membawa komponen akrosom yaitu 

enzim akrosin, kemudian membran sperma-

tozoa akan melakukan fusi dengan membran 

oosit  (Breitbart dan Noar, 2006; Jadid M. 

2009).  Akrosin merupakan  enzim protease 

yang dapat menghancurkan glikoprotein 

pada zona pelusida. Peristiwa ini disebut 

reaksi akrosom. Mekanisme ini terjadi ke-

tika IP3 melepaskan kalsium intrasel yang 

melibatkan interaksi antara reseptor spesitif 

pada membran akrosom dan pembukaan 

kanal kalsium akrosom (Jonge, 2000).   

 

 

 
Gambar 4.  Grafik suplementasi akrosin 

terhadap reaksi akrosom  

Keterangan : 

-sumbu absis (horizontal) : pemberian dosis 

akrosin 
-sumbu ordinat (vertikal) : persentase reaksi 

akrosom 

spermatozoa 

-garis biru : lama inkubasi 30 menit 

-garis hijau : lama inkubasi 60 menit 
 

Kesimpulan  

  Berdasarkan hasil dan pembahasan dari 

penelitian ini dapat disimpulkan sebagai berikut  

Suplementasi akrosin dosis 4.5 µg pada  semen 

kambing PE dapat meningkatkan kualitas 

spermatozoa yaitu : kapasitasi dan reaksi akro-

som.   
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