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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh lama ekuilibrasi terhadap kualitas semen sapi
aceh setelah pembekuan dengan menggunakan pengencer andromed. Sampel semen dikoleksi dari 1 ekor
sapi aceh jantan sehat berumur 3 -4 tahun menggunakan vagina buatan. Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimen menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan empat kelompok perlakuan lama
ekuilibrasi dengan enam kali ulangan. Koleksi semen dilakukan satu kali dalam seminggu selama enam
minggu. Semen vyang berkualitas baik selanjutnya diencerkan dengan media AndroMed® dengan
perbandingan 1 : 4. Selanjutnya dimasukan dalam straw dan diekuilibrasi selama 1 jam, 2 jam, 4 jam dan 6
jam pada suhu 5°C, selanjutnya diamati motilitas, persentase hidup dan membran plasma utuh. Kemudian
dilakukan pembekuan di atas uap nitrogen cair selama 9 menit dan disimpan di dalam kontainer yang berisi
nitrogen cair pada suhu -196 °C. Setelah penyimpanan selama 1 minggu, masing-masing semen beku
dicairkan kembali (thawing) untuk dievaluasi kualitasnya. Data kualitas spermatozoa yang diperoleh
dianalisis dengan analisis varian satu arah dan dilanjutkan dengan uji berganda Duncan. Hasil penelitian
memperlihatkan lama waktu ekuilibrasi berpengaruh secara nyata (P<0,05) terhadap persentase motilitas,
spermatozoa hidup dan MPU spermatozoa sapi aceh setelah pembekuan. Rata-rata persentase motilitas,
persentase hidup dan membran plasma utuh setelah ekuilibrasi selama 4 jam lebih tinggi secara nyata
(P<0,05) dibandingkan dengan ekuilibrasi selama 1 jam dan 2 jam, namun tidak berbeda nyata (P>0,05)
dibandingkan dengan ekuilibrasi selama 6 jam. Simpulan lama ekuilibrasi berpengaruh terhadap kualitas
spermatozoa sapi aceh setelah pembekuan dengan menggunakan medium Andromed.

Kata kunci. Sapi aceh, Kualitas semen beku, lama ekuilibrasi, AndroMed®

ABSTRACT

This study was done to investigate effects of equilibration time on the quality of Aceh cattle semen
frozen using Andromed® diluents. This experimental study used complete randomized design (CRD) with 4
equilibration times and 6 replications each. Semen samples were collected from healthy male Aceh cattle
aged 3-4 years old using an artificial vagina once a week for 6 weeks. Good quality semen samples were
diluted 1:4 in Andromed® diluents, inserted into straws and equilibrated at 5 °C for 1, 2, 4 and 6 hours. Post
equilibrated semen quality was determined based on microscopic analysis on motility, viability and plasma
membrane integrity. Semen was then frozen over liquid nitrogen vapor for 9 minutes and stored in a
container containing liquid nitrogen -196 °C. After being forzen storage for 1 week, post thawed quality of
semen from each treatment group were reevaluated. The data collected were analyzed using one way analysis
of variance and Duncan multiple range tests. The results showed that average percentages of motility,
viability and plasma membrane integrity of Aceh cattle spermatozoa equilibrated for 4 hours were
significantly higher (P<0.05) than those equilibrated for 1 and 2 hours, but were not different (P>0.05) from
those equilibrated for 6 hours. In conclusion, equilibration times significantly influenced quality of Aceh
cattle spermatozoa frosted using Andromed® diluents.

Keywords: Aceh cattle, quality of semen, Equilibration time and AndroMed®
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PENDAHULUAN

Dalam  memenuhi  kebutuhan
daging sapi di Indonesia diperlukan
pengembangan ternak sapi khususnya sapi
potong lokal. Sapi aceh merupakan salah
satu bangsa sapi potong lokal yang
mempunyai karakteristik mampu
beradaptasi dengan baik pada keterbatasan
lingkungan seperti krisis pakan, air,
penyakit parasit dan temperatur panas
(Gunawan, 1998). Berdasarkan laporan
Dinas Kesehatan Hewan dan Peternakan
Provinsi Aceh, populasi sapi aceh pada
tahun 2015 tercatat 580.287 ekor, jauh
menurun dibanding tahun 2010 yang
mencapai 671.086 ekor dan tahun 2002
mencapai 711,143 ekor (Diskeswannak
Aceh, 2016). Penurunan populasi ini
diduga  berkaitan  dengan  sistem
pemeliharaan yang Dbersifat ekstensif
tradisional, tingginya jumlah pemotongan
ternak produktif, terbatasnya pakan,
menyempitnya areal penggembalaan dan
kurang tersedianya sapi aceh pejantan
unggul untuk mengawini sapi betina.
Selain itu juga diakibatkan kebijakan
pemerintah meningkatkan genetik sapi-
sapi lokal melalui perkawinan silang
dengan sapi pejantan unggul dan aplikasi
inseminasi buatan (IB) menggunakan
semen sapi unggul.

Salah satu teknologi reproduksi
yang cukup efektif dan efisien untuk
percepatan peningkatan populasi sapi aceh
adalah aplikasi teknologi IB menggunakan
semen beku sapi aceh unggul. Aplikasi IB
disamping mampu meningkatkan populasi
dan mutu genetik ternak, juga diharapkan
akan dapat mempercepat penyebaran bibit
ke wilayah produksi ternak terpencil.
Namun aplikasi IB pada sapi aceh masih
menemukan banyak kendala, terutama
terbatasnya penyediaan semen beku sapi
aceh dan belum ditemukannya metode
pembekuan yang tepat untuk
mempertahankan motilitas dan daya hidup
spermatozoa setelah pembekuan.

Pembekuan semen adalah suatu
proses penghentian sementara kegiatan
hidup dari sel spermatozoa tanpa

116

mematikan fungsi sel, reaksi
metaboliknya  berhenti mendekati total
(Susilawati et al., 2003). Sel spermatozoa
yang tidak  bergerak  menurunkan
kecepatan metabolisme sehingga
menghemat penggunaan energi, dengan
demikian proses hidup dapat berlanjut
setelah pembekuan dihentikan. Masalah
utama yang sering dihadapi dalam proses
pembekuan semen adalah pengaruh cold
shock terhadap sel spermatozoa yang
dibekukan  dan  perubahan-perubahan
intraseluler akibat pengeluaran air, yang
berhubungan dengan pembentukan kristal-
kristal es dan penumpukan elektrolit di
dalam larutan atau di dalam sel.
Konsentrasi elektrolit yang berlebihan
akan melarutkan selubung lipoprotein
dinding sel spermatozoa dan pada waktu
thawing, permebialitas membran sel akan
berubah dan menyebabkan kematian sel
spermatozoa (Toelihere, 1993). Menurut
Herdis (2008), semen akan mengalami
penurunan kualitas sekitar 10 — 40% pada
saat pembekuan. Kelemahan ini dapat
diatasi dengan menggunakan zat-zat
pelindung di dalam pengencer dan
penurunan  suhu  secara  gradual.
Keefisienan zat pelindung selama proses
pembekuan sangat dipengaruhi oleh waktu
ekuilibrasi (Tambing, 1999; Afriantini et
al., 2007).

Waktu ekuilibrasi  merupakan
periode yang diperlukan spermatozoa
sebelum pembekuan untuk menyesuaikan
diri dengan pengencer supaya Sewaktu
pembekuan kematian spermatozoa yang
berlebihan dapat dicegah (Toelihere,
1993). Semen harus berada dalam
pengencer dengan atau tanpa gliserol
selama kurang lebih 4 sampai 6 jam pada
suhu 3-5°C sebelum dibekukan agar
kerusakan mekanis pada spermatozoa
dapat dihindari (Tambing, 1999). Jika
waktu ekuilibrasi  dilakukan dengan
cepat maka air yang ada dalam sel

akan keluar dalam jumlah sedikit
sehingga belum mencapai tahap
equilibrium, dan apabila dilakukan

dengan lambat sel akan mempunyai
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air dari dalam sel sehingga konsentrasi
intrasel meningkat akibatnya sel tidak
mengalami pembentukan es intraselular
melainkan hanya terbentuk di luar sel
(Mumu, 2009). Waktu ekuilibrasi pada
proses pembekuan semen berbeda-beda
pada berbagai jenis semen, individu
pejantan, bahan pengencer dan metode
pembekuan yang digunakan (Afriantini et
al., 2005; Komariah et al., 2013; Hanafi
etal., 2016).

AndroMed® merupakan salah satu
pengencer komersial yang tersusun dari
beberapa bahan yang dibutuhkan oleh
spermatozoa selama proses pembekuan,
diantaranya fosfolipid, tris-
(hidroksimetil)-aminometan, asam sitrat,
fruktosa,  gliserol,  tilosin  tartrat,
gentamisin sulfat, spektinomisin, dan
linkomisin (Minitub, 2001). Penggunaan
AndroMed® sebagai pengencer sering
dikombinasikan dengan larutan NaCl atau
akuadestilata dengan perbandingan 1:4
(Herold et al.,2006). Hasil penelitian yang
dilakukan Hanafi et al. (2016), semen sapi
Wagyu yang diencerkan dalam
AndroMed® + Aquadest (1:4) dengan
waktu ekuilibrasi 4 jam menghasilkan
motilitas spermatozoa post thowing
sebesar  35,51+7,71%  lebih  baik
dibandingkan dengan waktu ekuilibrasi 2
jam menghasilkan motilitas post thowing
sebesar 30,09 + 4,12 %. Sedangkan hasil
penelitian Aku et al. (2007) penambahan
20 % AndroMed® dengan 3 % gliserol
mampu mempertahankan kualitas
spermatozoa domba setelah pembekuan.
Namun sampai saat ini menggunaan
AndroMed® dalam proses pembekuan
semen sapi aceh belum pernah dilaporkan.
Berdasarkan hal tersebut telah dilakukan

suatu  penelitian ~ yang  bertujuan
mengetahui pengaruh lama waktu
ekuilibrasi terhadap motilitas,

spermatozoa hidup dan membran plasma
utuh spermatozoa sapi aceh setelah
pembekuan  menggunakan  pengencer
AndroMed®.

METODE PENELITIAN
Penelitian dilakukan di
Laboratorium Balai Inseminasi Buatan
Daerah (BIBD) Dinas Kesehatan Hewan
dan Peternakan Aceh yang berlokasi di
Saree Kabupaten Aceh Besar selama 2
bulan. Penelitian ini menggunakan metode
eksperimental ~ laboratorium  dengan
rancangan acak lengkap (RAL) dengan
empat  kelompok  perlakuan  lama
ekuilibrasi (1 jam, 2 jam, 4 jam dan 6
jam) dengan lima kali pengulangan.
Hewan coba yang digunakan
adalah satu ekor sapi aceh jantan sehat,
berumur 4 tahun, dengan berat badan 350
kg yang dipelihara di BIBD Saree Aceh
Besar. Sapi aceh pejantan tersebut
sebelum ditampung semennya
ditempatkan dalam kandang individu yang
dilengkapi dengan tempat pakan dan
minum. Sapi pejantan diberi pakan berupa
konsentrat sebanyak 3,0 kg/ekor/hari, dan
hijauan pakan ternak berupa campuran
rumput alami dan rumput gajah dengan
jumlah pemberian berkisar antara 20 — 25
kg segar/ekor/hari. Pemberian pakan
konsentrat dilakukan pada waktu pagi
hari, sedangkan hijauan pakan ternak
diberikan pada waktu siang dan sore hari.
Pemberian air minum secara ad libitum.
Penampungan semen dilakukan
dengan menggunakan vagina buatan yang
bertemperatur 42 — 45°C satu kali setiap
minggu, dan setiap  penampungan
dilakukan sebanyak dua kali ejakulasi.
Segera setelah penampungan, dilakukan
evaluasi kualitas secara makroskopis
(volume, warna, bau, pH dan konsistensi)
dan  mikroskopis  (gerakan  massa,
konsentrasi, persentase  motilitas,
spermatozoa hidup, abnormalitas) sesuai
standar baku balai inseminasi (BIB)
Lembang. Semen segar yang memenuhi
syarat kemudian diencerkan dengan
pengencer AndroMed® secara merata
dengan perbandingan 4:1. Semen yang
sudah diencerkan kemas kedalam mini
straw dengan menggunakan filling dan
sealing automatis. Kemudian semen yang
sudah dikemas dalam mini straw
dilakukan ekuilibrasi dalam cool tube
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jam dan 6 jam (perlakuan). Selanjutnya
dilakukan free freezing terhadap straw
yang sudah diekuilibrasi tersebut dengan
menempatkan pada uap nitrogen cair (2-3
cm di atas permukaan nitrogen cair) dalam
box freezing (panjang 43 cm dan lebar 27
cm) dengan volume N2 cair yang
digunakan yaitu 7,5 liter selama 12-14
menit (hingga suhu mencapai -110 °C s/d -
120 °C). Kemudian straw semen beku
tersebut disimpan di dalam kontainer yang
berisi nitrogen cair pada suhu -196 °C.
Setelah penyimpanan selama 1 minggu,
masing-masing sampel semen  beku
perlakuan dicairkan kembali (thawing)
untuk dievaluasi kualitasnya. Thawing

/
ke dalam air bersuhu 37°C (di dalam
penangas air) selama 30 detik. Parameter
kualitas  spermatozoa yang diamati
meliputi persentase motilitas, spermatozoa
hidup dan integritas membrane plasma
utuh (MPU). Data persentase motilitas,
spermatozoa hidup dan MPU
spermatozoa yang diperoleh dianalisis
dengan analissa varian dan dilanjutkan
dengan Duncan (Steel dan Torrie, 1990).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kualitas Semen Segar Sapi Aceh
Hasil penilaian kualitas semen
segar sapi aceh setelah 5 Kali
penampungan dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Rata-rata (+SD) kualitas semen segar Sapi aceh setelah koleksi.

Parameter

Hasil Pengamatan

A. Makroskopis
Volume (ml)
Warna

Konsistensi

pH

Bau

B. Mikroskopis

Gerak massa

Motilitas (%)

Konsentrasi (10% ml)
Spermatozoa hidup (%)
Abnormalitas (%)
Membran Plasma Utuh (%)

3,97+£0,43
Krem keputih-putihan
Sedang sampai Kental
6,97 £ 0,15
amis

+++
81,25 + 2,50

1214,50 + 102,78
86,92 + 2.87
6,42 +1,33
88,30 + 1,61

Rata-rata volume semen sapi aceh
yang diperoleh pada penelitian ini adalah
3,97 £ 0,43 ml/ejakulasi, dengan kisaran
antara 3,50 — 4,50 ml. Rata-rata volume
semen sapi aceh yang diperoleh pada
penelitian lebih rendah dibandingkan
pada sapi brahman umur 3,5 tahun yakni
4,72 + 1,82 ml (Kuswahyuni, 2009),
pada sapi bali umur 5 tahun adalah
4,5+2,3 ml (Ratnawati et al., 2008), pada
sapi Limousin berumur 3 tahun adalah
5,2+1,2 ml (Aminasari (2009), dan sapi
Simmental yang berumur 3,5 tahun yaitu
5,08+£0,71 ml (Hasibuan, 2009). Namun
relatif lebih tinggi dibandingkan dengan
volume semen sapi PO umur 2 - 3 tahun
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yaitu 2,6£1,5 ml (Affandhy, 2009).
Perbedaan ini kemungkinan disebabkan
oleh perbedaan spesies, umur dan berat
badan sapi yang digunakan. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Hafez (2004)
bahwa sifat semen dipengaruhi oleh umur
pejantan dan interaksi antara umur
dengan interval penampungan. Umur
juga mempunyai  hubungan  yang
signifikan dengan musim sehingga dapat
mempengaruhi volume ejakulat,
konsentrasi dan persentase motilitas
spermatozoa (Mathevon, et al., 1998).
Selain ini adanya perbedaan nilai rata-
rata volume semen tersebut juga
dipengaruhi oleh kondisi masing-masing
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INAIVIOU ~ Sepertl  Kualltas  reproauksl,
kondisi ternak, metode koleksi dan sering
tidaknya  sapi  tersebut  dikoleksi
semennya. Sebagaimana dikemukakan
olen Toelihere (1985), kualitas dan
kuantitas semen segar dipengaruhi oleh
umur, kualitas pakan, berat badan,
kondisi dan bangsa ternak. Pada
penelitian ini sapi-sapi pejantan yang
ditampung semennya sedang dilatih
sebagai pemacek untuk penampungan
semen.

Warna semen merupakan
cerminan dari kekentalan semen. Dalam
kondisi normal dikatakan bahwa semakin
pekat warna semen yang terlihat, maka
semakin  kental  konsistensi  semen
tersebut. Demikian juga sebaliknya pada
semen yang berwarna agak pucat akan
didapatkan konsistensi semen yang encer
(Toelihere, 1985). Secara umum warna
semen segar sapi aceh yang diperoleh
pada penelitian ini berkisar dari warna
putih susu sampai krem atau kekuning-
kuningan. Warna semen ini adalah
normal sesuai dengan pendapat Bearden
dan Fuquay (1984) yang menyebutkan
bahwa warna semen sapi dari ejakulasi
normal adalah putih susu dan 10% saja
yang berwarna krem. Hasil ini serupa
dengan yang dilaporkan Wijono (1999
bahwa warna semen segar sapi madura
adalah krem keputihan atau putih susu
dengan konsistensi rata-rata agak kental.

Konsistensi semen adalah derajat
kekentalan semen dapat diperiksa dengan
cara menggoyang tabung yang berisi
semen. Semen yang baik, derajat
kekentalannya hampir sama atau sedikit
lebih kental dari susu, sedangkan semen
yang jelek, baik warna maupun
kekentalannya sama dengan air buah
kelapa (Hafez, 2004). Hasil pemeriksaan
konsistensi semen segar sapi aceh yang
digunakan pada penelitian berkisar antara
sedang (agak encer) sampai kental (rata-
rata agak kental).

Derazat keasama (pH) semen
sangat menentukan status kehidupan
spermatozoa di dalam semen. Semakin
rendah atau semakin tinggi pH semen
dari pH normal akan membuat

spermatozoa lepin cepat matl. Lerajat
keasaman (pH) semen  bervariasi
tergantung spesies ternak Toelihere
(1985) menyatakan bahwa derajat ke-
asaman atau pH sangat mempengaruhi
daya hidup spermatozoa. Selanjutnya
dikatakan bahwa spermatozoa Yyang
konsentrasinya tinggi biasanya memiliki
pH yang sedikit asam. Rata-rata pH
semen sapi aceh yang diperoleh pada
penelitian ini adalah 6,97 £ 0,15 berkisar
antara 6,8 sampai 7,2. Hasil ini relatif
sama dengan yang diperoleh pada semen
sapi FH yaitu 6,5 — 7,0 (Arifiantini et al.,
2005), sapi PO sebesar 7,0 (Affandhy et
al., 2009) dan sapi Simental sebesar 6,8 —
7,2 (Aminarti, 2009). Secara umum pH
semen sapi aceh pada penelitian ini masih
dapat dikatakan normal karena Bearden
dan Fuquay (1984) menyatakan bahwa
rata-rata pH semen yang normal adalah
5,9-7,3.

Ciri utama spermatozoa Yyang
berkualitas baik adalah mempunyai
gerakan massa dan motilitas dengan daya
gerak yang progresif. Gerakan massa
spermatozoa merupakan cerminan dari
motilitas  atau  gerakan  individu
spermatozoa. Semakin aktif dan semakin
banyak spermatozoa bergerak kedepan,
maka gerakan massa akan semakin baik
(semakin tebal dan pergerakannya
semakin cepat). Rata-rata gerakan massa
yang diperoleh dari semen segar sapi
aceh yang diperoleh pada penelitian ini
adalah berkisar antara (++) sampai (+++).
Hal ini membuktikan semen sapi aceh
pada penelitian ini berada dalam kondisi
bagus.

Penilaian konsentrasi spermatozoa
sangat penting karena faktor inilah yang
menggambarkan sifat-sifat semen yang
dipakai sebagai salah satu kriteria
penentuan kualitas semen (Bearden dan
Fuquay, 1984). Hasil pengamatan rata-
rata konsentrasi spermatozoa sapi aceh
yang diperoleh pada penelitian ini adalah
sebesar 121450 + 102,78 x10°
sperma/ml, dengan kisaran antara 1070 —
1350 x10° sperma/ml.  Rata-rata
konsentrasi spermatozoa sapi aceh yang
diperoleh pada penelitian ini relatif sama
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dengan konsentrasi spermatozoa sapi
Limousine sebesar 1153,64 + 127,50 x
10%ml dan sapi Simmental sebesar
1129,75 + 180,99 x 10° sperma/ml
(Sukmawati et al., 2014). Namun lebih
rendah dibandingkan dengan konsentrasi
spermatozoa sapi Brahman sebesar
147534 + 203,23 x 10° sperma/ml
(Kuswahyuni, 2009), sapi bali sebesar
1340,28 + 44785 x 10° sperma/ml
(Arifiantini et al., 2006) dan sapi pesisir
sebesar 1887,5 + 692,2 x 10° sperma/ml
(Apriyanti, 2012). Perbedaan konsentrasi
spermatozoa antar pejantan diduga
disebabkan karena kualitas genetik pada
masing-masing pejantan (Situmorang,
2002). Konsentrasi spermatozoa
dipengaruhi oleh umur pejantan dan
mempunyai kecenderungan untuk
meningkat seiring dengan meningkatnya
umur sampai 22 bulan (Mathevon et
al.,, 1998). Selain itu  produksi
spermatozoa tergantung pada jumlah
jaringan aktif testis, yang sebaliknya
tergantung pada besar badan (Hafez,
2007).

Motilitas atau daya gerak
progresif spermatozoa sesudah ejakulasi
selalu digunakan sebagai pegangan yang
termudah dalam penilaian kualitas semen
untuk bisa diproses lebih lanjut. Motilitas
atau daya gerak progresif ini mempunyai
peranan yang penting untuk keberhasilan
fertilisasi. Kecepatan gerakan
spermatozoa  untuk  masing-masing
spesies berbeda dan bervariasi sesuai
dengan frekuensi ejakulat, kondisi
medium dan suhu lingkungan (Toelihere,
1985). Rata-rata persentase motilitas
spermatozoa semen segar sapi aceh
yang diperoleh adalah 81,25 + 250 %
dengan kisaran 75,00 % sampai 85,00 %.
Hasil ini lebih tinggi bila dibandingkan
dengan  penelitian  Turyan  (2005)
yang melaporkan bahwa Sapi Limousin
mempunyai rata-rata persentase
motilitas spermatozoa adalah 76 + 0,05%
dan yang dilaporkan Dewi et al., (2012)
yang menemukan persentase motilitas
spermatozoa sapi bali di Indonesia adalah
sebesar 74,50 + 3,69 %. Perbedaan hasil
ini  kemungkinan disebabkan oleh
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perbedaan spesies, umur, frekuensi
penampungan, teknik  penampungan,
pakan dan managemen pemeliharaan
(Hafez, 2007).

Rata-rata persentase spermatozoa
hidup semen segar sapi aceh pada
penelitian ini adalah 86,92 + 2.87%
dengan kisaran antara 82,00 % sampai
90,00 %. Hasil ini relatif sama dengan
yang dilaporkan oleh Ratnawati et al.,
(2008) dimana rataan persentase hidup
spermatozoa sapi bali adalah 88,03 +
3,07 %, namun lebih  rendah
dibandingkan dengan yang dilaporkan
Sukmawati (2014) persentase
spermatozoa hidup sapi Liemosin yakni
94,08%. Nilai persentase spermatozoa
hidup lebih tinggi dari persentase
motilitas, dikarenakan bahwa
spermatozoa  yang hidup tidak
motil progresif, tetapi sebenarnya masih
hidup sehingga tidak terpapar pada saat
fiksasi.

Abnormalitas spermatozoa adalah
merupakan kelainan fisik dari
spermatozoa yang terjadi karena pada
saat proses pembentukan spermatozoa
dalam tubuli seminiferi maupun karena
proses perjalanan spermatozoa
melalui saluran-saluran organ kelamin
jantan. Rata-rata persentase spermatozoa
abnormal dari semen segar sapi aceh
yang diperoleh pada penelitian ini adalah
6,42 + 1,33% berkisara antara 4,50 %
sampai 8,25 %. Persentase abnormalitas
spermatozoa yang diperoleh  pada
penelitian ini relative lebih tinggi
dibandingkan dengan  sapi limousine
yakni 4,33 £ 1,2 % (Aminasari, 2009),
namun relatif sama dengan hasil ini
relatif sama dengan yang dilaporkan
Dewi et al. (2012) bahwa persentase
spermatozoa abnormal sapi bali yang
dipelihara di Indonesia adalah sebesar
6,56 * 3,05 %.

Rata-rata persentase MPU
spermatozoa semen segar sapi aceh pada
penelitian ini adalah 88,30 + 1,61 %
dengan kisaran antara 83,50 % sampai
90,25 %. Hasil ini lebih tinggi
dibandingkan dengan yang dilaporkan
olen Apriyanti (2012) dimana rataan
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persentase MPU spermatozoa sapi pesisir
adalah 84.75 + 3.28 %, namun lebih
rendah dibandingkan dengan yang
dilaporkan Ratnawati et al.(2008)
persentase MPU spermatozoa sapi bali
yakni 92,67%. Nilai persentase MPU
spermatozoa berkorelasi positif dengan
fertilitas  pejantan, semakin  tinggi
persentase MPU spermatozoa maka
semakin tinggi pula daya fertilitas,
demikian pula sebaliknya. Berdasarkan
hasil penilaian semen segar pada tabel 1
diatas, dapat disimpulkan bahwa semen
segar sapi aceh yang digunakan pada
penelitian ini mempunyai kategori baik
dan memenuhi syarat untuk digunakan
sebagai sampel semen untuk dibekukan.

2. Pengaruh Lama Ekuilibrasi
terhadap Kualitas Spermatozoa
Sapi aceh setelah Pembekuan
dengan medium AndroMed®

Rata-rata kualitas spermatozoa sapi
aceh pada penelitian ini  diamati
berdasarkan pada persentase motilitas
spermatozoa, spermatozoa hidup dan
membran plasma utuh spermatozoa pada
setiap tahapan  pembekuan  mulai
pengenceran, ekuilibrasi  dan setelah
pembekuan (thawing). Rata-rata kualitas
spermatozoa sapi aceh pada berbagai
perlakuan kuning telur angsa setelah
pembekuan (thawing) dapat dilihat pada
tabel 2.

Tabel 2. Rata-rata (+ SD) kualitas spermatozoa sapi aceh pada berbagai lama ekuilibrasi
setelah proses pembekuan dengan pengencer AndroMed®

Kualitas Spermatozoa

Ektﬁggiasi Motilitas Spermatozoa Persentase MPU
Spermatozoa hidup Spermatozoa
1 jam 27,68+4,53° 33,89+4,26° 32,97+5,18°
2 jam 36,82+2,88" 39,01+2,87° 38,73+3,50°
4 jam 45 53+2,75° 50,61+3,96" 48,11+5,93°
6 jam 44,38+3,31° 48,06+3,06" 45,28+3,90°

Ket : Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (p>0,05).

Persentase motilitas spermatozoa sapi
aceh

Motilitas adalah daya gerak
maju (progresif) individu spermatozoa
sesudah  proses pembekuan selalu
digunakan sebagai pegangan yang
termudah dalam penilaian kualitas semen
untuk inseminasi. Kecepatan gerakan
spermatozoa setelah pembekuan untuk
masing-masing spesies berbeda dan
bervariasi sesuai dengan lama ekuilibrasi
, kondisi medium dan suhu lingkungan
(Toelihere, 1985). Rata-rata persentase
motilitas spermatozoa sapi aceh pada
berbagai lama ekuilibrasi setelah proses
pembekuan dengan medium AndroMed®
dapat dilihat pada tabel 2.

Rata-rata persentase motilitas
spermatozoa sapi aceh setelah
pembekuan tertinggi ditemukan pada
kelompok perlakuan ekuilibrasi 4 jam,
kemudian  diikuti  olen  kelompok

n

perlakuan 6 jam, 2 jam dan 1 jam. Hasil
analisis varian satu arah terhadap
persentase motilitas spermatozoa setelah
pembekuan menunjukan perbedaan yang
nyata (P<0,05). Rata-rata persentase
motilitas spermatozoa setelah ekuilibrasi
selama 4 jam lebih tinggi secara nyata
(P<0,05) dibandingkan dengan
ekuilibrasi selama 1 jam dan 2 jam,
namun tidak berbeda secara nyata
(P>0,05) dibandingkan dengan setelah
ekuilibrasi selama 6 jam. Rata-rata
persentase motilitas spermatozoa setelah
ekuilibrasi selama 6 jam lebih tinggi
secara nyata (P<0,05) dibandingkan
dengan ekuilibrasi selama 1 jam dan 2
jam. Sedangkan rata-rata persentase
motilitas spermatozoa setelah ekuilibrasi
selama 1 jam tidak berbeda secara nyata
(P>0,05) dibandingkan dengan setelah
ekuilibrasi selama 2 jam. Hasil ini
membuktikan bahwa lama ekuilibrasi
berpengaruh secara nyata (P<0,05)
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spermatozoa sapi aceh. Ekuilibrasi
selama 4 jam menghasilkan persentase
motilitas spermatozoa sapi aceh setelah
pembekuan yang lebih  tinggi
dibandingkan dengan ekuilibrasi selama
1 jam dan 2 jam, namun tidak berbeda
dengan ekuilibrasi selama 6 jam.

Hasil penelitian ini sesuai dengan
pernyataan  Herdis  (1998) bahwa
ekuilibrasi adalah  waktu yang
dibutuhkan spermatozoa untuk
menyesuaikan diri dengan gliserol dalam
medium pada waktu ekuilibrasi dalam
cool top suhu 5 °C. Adanya gliserol
dalam  medium  AndroMed® akan

membantu spermatozoa bertahan
terhadap penurunan suhu sehingga akan
mengurangi  kerusakan  spermatozoa

akibat cold shock selama proses
pembekuan. Hafez (2004) menyatakan
penambahan gliserol sebagai
krioprotektan ke dalam bahan pengencer
pada waktu ekuilibrasi membutuhkan
waktu yang optimum. Ekuilibrasi yang
terlalu lama akan menyebabkan kontak
gliserol dengan spermatozoa yang
berlebihan sehingga gliserol akan bersifat
toksik terhadap sel spermatozoa (Umar
dan Maharani, 2005). Selanjutnya
dinyatakan oleh Best (2006) bahwa
gliserol akan menarik air secara
berlebihan dari dalam sel spermatozoa
yang menyebabkan dehidrasi  dan
selanjutnya  terjadi  kerusakan  sel
spermatozoa. Pada waktu ekuilibrasi
gliserol  akan  memasuki  sel-sel
spermatozoa untuk menggantikan dari
sebagian air yang ada di dalam sel, tetapi
dengan waktu ekuilibrasi yang yang
lebih lama kemungkinan gliserol dapat
bersifat toksik sehingga akan merusak
membran plasma spermatozoa dan
menyebabkan gangguan motilitas
maupun viabilitas dari spermatozoa
(Toelihere, 1979). Rusaknya membran
plasma spermatozoa akan meningkatkan
permeabilitas membran terhadap ion-ion,
termasuk ion kalsium sehingga akan
berakibat terhadap meningkatnya ion
kalsium dalam sitosol yang diikuti
dengan meningkatnya ion kalsium dalam
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ion kalsium dalam mitokondria ini akan
menurunkan  sintesa ~ ATP  dalam
mitokondria sehingga cadangan energi
yang dapat digunakan untuk motilitas
spermatozoa akan menurun (Hafez,
2004). Selain itu, penyimpanan dalam
bentuk beku menyebabkan penurunan
motilitas spermatozoa akibat adanya
penimbunan asam laktat sisa
metabolisme sel yang menyebabkan
kondisi medium menjadi semakin asam.
Lebih lanjut Ratnawati et al. (2008)
menyatakan bahwa proses pendinginan
(cooling), pembekuan (freezing) dan
pencairan (thawing) sangat
mempengaruhi  stabilitas dan fungsi-
fungsi hidup sel membran.

Hasil  penelitian  ini  juga
memperlihatkan ~ bahwa  persentase
motilitas spermatozoa setelah pembekuan
pada semua kelompok lama waktu
ekuilibrasi lebih rendah dibandingkan
dengan persentase motilitas spermatozoa
pada semen segar. Terjadinya penurunan
persentase motilitas spermatozoa setelah
pembekuan disebabkan oleh karena
spermatozoa yang telah mengalami
cekaman dingin (suhu rendah) dapat
mengalami  destabilisasi ~ membran.
Destabilisasi membran akan
meningkatkan permeabilitas membran
terhadap ion-ion, termasuk ion kalsium
sehingga akan berakibat terhadap
meningkatnya ion kalsium dalam sitosol
yang diikuti dengan meningkatnya ion
kalsium dalam mitokondria.
Meningkatnya konsentrasi ion kalsium
dalam mitokondria ini akan menurunkan
sintesa ATP dalam mitokondria sehingga
cadangan energi yang dapat digunakan
untuk  motilitas spermatozoa akan
menurun (Simpson dan Russel, 1998).
Selain itu, penurunan motilitas
spermatozoa setelah proses pembekuan
juga diakibatkan oleh semakin sedikitnya
cadangan energi yang cukup untuk
pergerakan spermatozoa, serta
terbentuknya asam laktat sebagai sisa
metabolisme sel yang menyebabkan
kondisi medium menjadi semakin asam.
Kondisi ini dapat bersifat racun bagi
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kematian spermatozoa (Sugiarti dKkk.,
2004). Lebih lanjutn Einarsson (1992)
menyatakan bahwa proses pendinginan
(cooling), pembekuan (freezing) dan
pencairan kembali (thawing) sangat
mempengaruhi  stabilitas dan fungsi-
fungsi hidup sel membran. Penurunan
persentase motilitas spermatozoa diatas
terjadi karena adanya kerusakan struktur
membran selama pendinginan sehingga
proses metabolisme spermatozoa
terganggu (Susilawati, 2005).

Persentase Spermatozoa hidup sapi
aceh

Rata-rata persentase spermatozoa
hidup sapi aceh pada berbagai lama
ekuilibrasi setelah pembekuan (thowing)
pada medium AndroMed® dapat dilihat
pada tabel 2. Rata-rata persentase
spermatozoa hidup sapi aceh setelah
pembekuan tertinggi ditemukan pada
kelompok perlakuan ekuilibrasi selama 4
jam, kemudian diikuti oleh kelompok
perlakuan ekuilibrasi selama 6 jam, 2 jam
dan 1 jam. Hasil analisis varian satu arah
terhadap persentase motilitas
spermatozoa setelah pembekuan
menunjukan perbedaan yang nyata
(P<0,05). Rata-rata persentase motilitas
spermatozoa setelah pembekuan pada
perlakuan ekuilibrasi 4 jam lebih tinggi
secara nyata (P<0,05) dibandingkan
dengan perlakuan ekuilibrasi selama 1
jam dan ekuilibrasi selama 2 jam, namun
tidak berbeda secara nyata (P>0,05)
dibandingkan dengan perlakuan
ekuilibrasi  selama 6 jam. Rata-rata
persentase spermatozoa hidup pada
perlakuan ekuilibrasi selama 6 jam lebih
tinggi secara nyata (P<0,05)
dibandingkan dengan perlakuan
ekuilibrasi selama 1 jam dan 2 jam.
Sedangkan rata-rata persentase
spermatozoa hidup pada perlakuan
ekuilibrasi selama 1 jam tidak berbeda
secara nyata (P>0,05) dibandingkan
dengan perlakuan ekuilibrasi selama 2
jam. Hasil ini membuktikan bahwa lama
ekuilibrasi  berpengaruh secara nyata
(P<0,05) terhadap persentase

pembekuan (post thawing). Ekuilibrasi
selama 4 jam dan 6 jam menghasilkan
persentase spermatozoa hidup sapi aceh
yang lebih tinggi dibandingkan dengan
ekuilibrasi selama 1 jam dan 2 jam.
Hasil penelitian ini sesuai dengan
pendapat Toelihere (1985) menyebutkan
bahwa ekuilibrasi adalah periode yang
diperlukan spermatozoa sebelum
pembekuan untuk menyesuaikan diri
dengan pengencer supaya sewaktu
pembekuan kematian sperma yang
berlebih-lebihan dapat dicegah. Ternyata
persentase sperma hidup pada waktu
ekuilibrasi  singkat lebih sedikit bila
dibandingkan dengan persentase sperma
hidup pada waktu ekuilibrasi yang lebih
panjang, hal ini disebabkan karena
spermatozoa banyak mengalami
kematian akibat tekanan penurunan suhu
secara cepat tanpa adanya waktu tepat
untuk penyesuaian diri terhadap keadaan
tersebut. Hasil ini sesuai dengan
pernyataan Hafez (2004) bahwa efek
toksik krioprotektan berhubungan dengan
konsentrasi krioprotektan yang
ditambahkan dan waktu pemaparan
krioprotektan dengan semen sebelum
dibekukan. ~ Namun  hal tersebut
menyebabkan berkurangnya kesempatan
gliserol untuk penetrasi secara sempurna
ke dalam sel spermatozoa, sehingga
terjadi kerusakan spermatozoa karena
terbentuknya kristal es intraseluler.
Pangestu (2002) menyatakan apabila
suatu sel didinginkan terlalu cepat,
maka air yang ada dalam sel akan keluar
dalam jumlah sedikit sehingga belum
mencapai tahap ekuilibrium. Air yang
masih berada dalam sel tersebut akhirnya
berubah bentuk menjadi es atau disebut
intracellular ice formation (IIF) yang
akan merusak sel spermatozoa dan
mengakibatkan kematian sel. Apabila
pendinginan sel berjalan relatif lambat,
sel akan mempunyai waktu yang cukup
untuk mengelurkan air dari dalam sel
sehingga konsentrasi intrasel meningkat
akibatnya  sel  tidak  mengalami
pembentukan es intraselular melainkan
hanya terbentuk di luar sel sebagai
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kekurangan cairan serta akan terpapar
lama dengan cairan ekstrasel yang
berkonsentrasi tinggi. Dengan demikian
laju pendinginan pada sel yang terlalu
cepat maupun terlalu lambat akan
mengakibatkan kerusakan dan kematian
pada sel.

Menurunnya persentase
spermatozoa hidup setelah pembekuan
pada semua kelompok perlakuan pada
penelitian ini kemungkinan disebabkan
terjadinya perubahan polaritas pengencer.
Kondisi  ini  akan  mempengaruhi
destabilitas membran spermatozoa yang
akan berakibat bertambahnya kematian
sel. Selama proses pembekuan terjadi
depolarisasi atom-atom atau molekul-
molekul  penyusun membran yang
mengakibatkan destabilisasi membran
sehingga dapat menurunkan fungsi
fisiologis membran (Hafez, 2004).
Selanjutnya  Aku et al. (2007)
menyatakan bahwa ada beberapa hal
yang  menyebabkan  kematian  sel
spermatozoa sehubungan dengan
destabilisasi  membran, diantaranya
adanya perubahan susunan membran
terutama susunan fosfolipid penyusun
membran akibat cekaman dingin atau
pembekuan. Selain itu penurunan
persentase  spermatozoa hidup juga
disebabkan oleh suhu yang sangat rendah
saat pembekuan mengakibatkan bocornya
substansi vital dalam sperma sehingga
enzim intraseluler, lipoprotein, ATP dan
kalium intraseluler berkurang
menyebabkan  kerusakan ~ membran
plasma dan persentase spermatozoa hidup
menurun.

Pada penelitian ini penurunan
spermatozoa hidup sapi aceh setelah
pembekuan masih tergolong normal
karena  menurut  Toelihere  (1993)
penurunan kualitas spermatozoa sesudah
pembekuan  sekitar 50% spermatozoa
mati selama pembekuan dan spermatozoa
yang  bertahan  hidup  umumnya
mempunyai fertilitas yang rendah. Zahn
et al. (2006) menyatakan bahwa
komposisi protein plasma semen dan
membran spermatozoa bervariasi antar

124

ketahanan spermatozoa terhadap
pembekuan. Komposisi plasma semen
tidak homeostatis dan bervariasi tidak
hanya antar spesies, tetapi juga di antara
individu dan antar ejakulasi dari hewan
yang sama (Hafez 2000). Adanya
Perbedaan karakteristik seminal plasma
antar individu dan antar semen dari
koleksi hewan yang sama tentu saja
memengaruhi kualitas semen beku yang
dihasilkan.

Persentase Membran Plasma Utuh
(MPU) Spermatozoa

Membran plasma utuh
merupakan suatu keadaan membran
plasma yang harus tetap terjaga
keutuhannya untuk mempertahankan
kelangsungan  hidup  spermatozoa,
motilitas dan kemampuan fertilisasi. Hal
ini disebabkan karena membran plasma
berfungsi  sebagai  pembatas  sel
kontineus, yang melindungi organel-
organel sel dari kerusakan mekanik dan
mengatur lalu lintas keluar masuknya
zat-zat makanan serta ion-ion yang
diperlukan dalam proses metabolisme.
Kerusakan pada membran plasma
mengakibatkan  terganggunya proses
metabolisme dan proses fisiologis,
sehingga menyebabkan kematian pada
spermatozoa (Rasul et al., 2001). Rata-
rata persentase membran plasma utuh
(MPU) spermatozoa sapi aceh pada
berbagai lama waktu ekuilibrasi setelah
ekuilibrasi  dan pembekuan (thowing)
pada medium AndroMed® pada berbagai
lama  waktu ekuilibrasi setelah
ekuilibrasi  dan pembekuan (thowing)
pada medium AndroMed® terlihat pada
Tabel 2. Rata-rata persentase MPU
spermatozoa sapi aceh setelah
pembekuan tertinggi ditemukan pada
kelompok perlakuan ekuilibrasi selama 4
jam , kemudian diikuti oleh ekuilibrasi
selama 6 jam dan ekuilibrasi selama 2
jam dan ekuilibrasi selama 1 jam.

Sama halnya dengan persentase
motilitas dan spermatozoa hidup, pada
pengamatan setelah pembekuan atau
pencairan kembali (thowing), persentase



Muzakkir', Dasrul?, Sri Wahyuni®, Muslim Akmal* dan Mustafa Sabri® (2017) Pengaruh Lama
Ekuilibrasi ...

ekuilibrasi  selama 4 jam lebih tinggi
secara nyata (P<0,05) dibandingkan
dengan perlakuan ekuilibrasi selama 1
jam dan ekuilibrasi selama 2 jam, namun
tidak berbeda secara nyata (P>0,05)
dibandingkan dengan perlakuan
ekuilibrasi selama 6 jam. Rata-rata
persentase MPU spermatozoa pada
perlakuan ekuilibrasi selama 6 jam lebih
tinggi secara nyata (P<0,05)
dibandingkan dengan perlakuan
ekuilibrasi 1 jam dan 2 jam. Sedangkan
rata-rata persentase MPU spermatozoa
pada kelompok perlakuan ekuilibrasi 1
jam tidak berbeda secara nyata (P>0,05)
dibandingkan dengan perlakuan
ekuilibrasi 2 jam. Hasil ini membuktikan
bahwa lama  waktu ekuilibrasi
berpengaruh secara nyata (P<0,05)
terhadap persentase MPU spermatozoa
sapi aceh baik setelah ekuilibrasi
maupun  setelah  pembekuan  (post
thawing). Ekuilibrasi selama 4 jam dan 6
jam menghasilkan persentase MPU
spermatozoa sapi aceh yang lebih tinggi
dibandingkan dengan ekuilibrasi selama
1 jam dan 2 jam. Hasil penelitian ini
sesuai dengan pendapat Toelihere
(1985) menyebutkan bahwa ekuilibrasi
adalah  periode  yang  diperlukan
spermatozoa sebelum pembekuan untuk
menyesuaikan diri dengan pengencer
supaya sewaktu pembekuan kematian
sperma yang berlebih-lebihan dapat
dicegah. Ternyata persentase MPU
spermatozoa pada waktu ekuilibrasi
singkat lebih sedikit bila dibandingkan
dengan persentase MPU spermatozoa
pada waktu ekuilibrasi yang lebih
panjang, hal ini disebabkan karena
spermatozoa banyak mengalami
kematian akibat tekanan penurunan suhu
secara cepat tanpa adanya waktu tepat
untuk penyesuaian diri terhadap keadaan
tersebut.

Untuk mampu melindungi
spermatozoa dari kerusakan selama
proses pendinginan dibutuhkan waktu
ekuilibrasi yang tepat agar terjadi
perlindungan yang optimal. Pada
penelitian ini persentase MPU terbaik

Hal ini diduga karena waktu ekuilibrasi 4
jam mampu memberikan kesempatan
optimal gliserol untuk masuk ke dalam
membrane plasma dan mengikat gugus
fosfolipid sehingga mampu mengatasi
ketidakstabilan membrane. Sedangkan
pada lama ekuilibrasi 1 jam persentase
MPU spermatozoa rendah diduga karena
gliserol  belum  sepenuhnya masuk
kedalam sel dan belum sepenuhnya
mengikat fosfolipid sehingga pada
spermatozoa terjadi kerusakan akibat
pembekuan. Pada lama ekuilibrasi 6 jam,
persentase MPU  sedikit lebih rendah
dibandingkan ekuilibrasi 4 jam, hal ini
diduga karena waktu ekuilibrasi yang
panjang akan merusak struktur membran.
Pada waktu ekuilibrasi  gliserol akan
memasuki sel-sel spermatozoa untuk
menggantikan dari sebagian air yang ada
di dalam sel, tetapi dengan waktu
ekuilibrasi yang lebih lama kemungkinan
gliserol bersifat toksik sehingga akan
merusak membran plasma spermatozoa
dan menyebabkan gangguan motilitas
dan  viabilitas  dari  spermatozoa
(Toelihere, 1993). Selanjutnya
ditambahkan oleh Aku et al. (2007)
bahwa akibat efek toksik dari gliserol
maka membran plasma spermatozoa akan
mengalami  modifikasi  struktur dan
mengakibatkan terganggunya transport
aktif zat-zat yang menjadi sumber energi
bagi  spermatozoa seperti  glukosa,
asam amino dan asam lemak. Akibat
terganggunya mekanisme ini
spermatozoa akan kekurangan energi
sehingga viabilitas serta motilitasnya
menurun.

Menurunnya persentase MPU
spermatozoa sapi aceh setelah
pembekuan  dalam  penelitian  ini
kemungkinan disebabkan pada proses
pendinginan dan pembekuan.
Pendinginan merupakan pemicu stres
spermatozoa karena akan merubah
konfigurasi dari fosfolipid membran
plasma dan mengganggu fungsi dan
permeabilitas membran sel (Wongtawan
et al, 2006). Hasil penelitian
menunjukan penurunan MPU
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sampali setelah pembekuan pada berbagai
perlakuan lama ekuilibrasi secara
berturut—turut  sebesar  34,63+5,74%;
38,73+3,50%; 46,94+5,09% dan
43,61+3,02%. Rata-rata  penurunan
persentase MPU spermatozoa tersebut
masih lebih rendah dibanding laporan
penelitian Mondal et al.(2010) pada sapi
perah vyaitu 25%. Proses pembekuan
menyebabkan membran plasma rusak
sebagai akibat terbentuknya peroksidasi
lipid yang mengakibatkan perubahan
struktur dan fungsi membran dan ketika
dicairkan ~ menyebabkan  perubahan
aktivitas  protein  dan  perubahan
permeabilitas terhadap air dan zat
terlarut. Persentase MPU yang bervariasi
terjadi  karena adanya karakteristik
biofisik dan biokimia dari membran
spermatozoa. Situmorang (2002)
menyatakan akibat pembekuan terjadi
penurunan kandungan fosfolipid dan
kolesterol pada masing-masing bangsa
dan individu pejantan. Kedua senyawa
tersebut merupakan komponen membran.
Fosfolipid berfungsi untuk melindungi
sel spermatozoa dari cold shock
sedangkan kolesterol berperan penting
dalam menjaga integritas sel spermatozoa
dari variasi sistem membran yang
bertambah selama proses pendinginan.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan
pembahasan dapat ditarik simpulan
bahwa lama ekuilibrasi  berpengaruh
terhadap kualitas spermatozoa semen
beku sapi aceh dalam  medium
AndroMed®. Lama ekuilibrasi 4 jam
menghasilkan  kualitas  spermatozoa
semen beku sapi aceh lebih baik dari 1
jam, 2 jam dan 6 jam.
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