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ABSTRACT

INTERACTION BETWEEN LENGTH OF TIME AND DISTANCE OF
STRAW WITH LIQUID NITROGEN IN THE PRE FREEZING PROCESS

ON THE QUALITY OF FROZEN CEMENT OF BALI CATTLE

By

Siti Makrifat

The aim of this research were knowing (a) interaction between length of time and
distance of straw with liquid nitrogen in the pre freezing process on the quality of
frozen cement of Bali cattle; (b) the effect of distance between straw and liquid
nitrogen in the pre freezing process on the quality of frozen cement of Bali
cattle;(c) knowing the effect of pre freezing time on quality of frozen cement of
Bali cattlle. Factorial complete randomized design 3x3 with two treatment factors
were used in this research. The treatment factors were pre freezing time (7
minutes, 9 minutes, and 11 minutes) and distance of straw with nitrogen liquid (4
cm, 6 cm, and 8 cm). Variables observed were the percentage of sperm motility,
percentage of spermatozoa life, and percentage of sperm abnormalities.  The data
obtained were analyzed using variance analysis at the real level of 5 %.  The
results showed that there was no interaction between time and distance of straw
with liquid nitrogen (P>0,05) on percentage of spermatozoa motility, percentage
of spermatozoa life, andperscentage of abnormalities spermatozoa.

Keywords:Bali cattle, Length of time of straw, Distance of straw, Pre freezing,
Sperm motility,



ABSTRAK

INTERAKSI ANTARA LAMA WAKTU DAN JARAK STRAW DENGAN
NITROGEN CAIR PADA PROSES PRE FREEZING TERHADAP

KUALITAS SEMEN BEKU SAPI BALI

Oleh

Siti Makrifat

Penelitian ini bertujuan untuk : 1) mengetahui interaksi antara lama waktu dan jarak
straw dengan nitrogen cair pada proses pre freezing terhadap kualitas semen beku
sapi Bali; 2) mengetahui pengaruh jarak straw dengan nitrogen cair pada proses pre
freezing terhadap kualitas semen beku sapi Bali; 3) mengetahui pengaruh lama
waktu pre freezing terhadap kualitas semen beku sapi Bali. Rancangan yang
digunakan adalah Rancangan acak lengkap (RAL) faktorial 3x3 dengan dua faktor
perlakuan yaitu lama waktu pre freezing (7 menit, 9 menit, dan 11 menit) dan jarak
straw dengan cair (4 cm, 6 cm, dan 8 cm). Peubah yang diamati adalah
persentase motilitas spermatozoa, persentase hidup spermatozoa dan persentase
abnormalitas spermatozoa.  Data yang diperoleh dianalisis menggunakan analisis
ragam pada taraf nyata 5% atau 1%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa antara
lama waktu dan jarak straw dengan nitrogen cair tidak terdapat interaksi (P>0,05)
terhadap persentase motilitas spermatozoa, persentase hidup spermatozoa, dan
persentase abnormalitas spermatozoa. Lama waktu pre freezing tidak berpengaruh
terhadap kualitas semen beku sapi Bali.  Jarak straw dengan nitrogen cair pada
proses pre freezing tidak berpengaruh terhadap kualitas semen beku sapi Bali.

Kata kunci : kualitas semen, Sapi Bali, waktu dan jarak pre freezing
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang dan Masalah

Terbatasnya populasi sapi saat ini tidak sebanding dengan permintaan yang terus

meningkat pada produk daging sapi di Indonesia.  Hal ini dipengaruhi juga oleh

ketersediaan sapi bakalan yang terbatas sehingga sangat sulit untuk mewujudkan

pemenuhan kebutuhan daging nasional.  Salah satu sarana guna terwujudnya

peningkatan populasi dan mutu genetik sapi maka dilakukan pemanfaatan

bioteknologi reproduksi peternakan melalui teknik Inseminasi Buatan (IB). Dalam

teknik IB ini semen yang dipakai harus memiliki kualitas yang baik agar proses

pelaksanaan IB berjalan dengan baik dan dapat dilakukan secara maksimal.

Sapi Bali merupakan salah satu sapi potong dari empat bangsa sapi lokal utama

(Aceh, Pesisir, Madura, dan Bali) yang ada di Indonesia.  Sapi Bali juga

merupakan rumpun sapi asli Indonesia yang mempunyai karakteristik fisik dan

komposisi genetik serta memiliki kemampuan adaptasi pada berbagai lingkungan

di Indonesia. Wahyuni (2000) mengatakan bahwa Sapi Bali memiliki beberapa

keunggulan karakteristik yaitu mempunyai fertilitas tinggi, lebih tahan terhadap

kondisi lingkungan yang kurang baik, cepat beradaptasi apabila dihadapkan

dengan lingkungan baru, dan cepat berkembang biak. Keunggulan yang dimiliki
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sapi Bali sangat penting untuk dikembangkan sebagai salah satu sumber daging

sapi dalam negeri yang berperan untuk memenuhi kebutuhan daging nasional.

Semen beku memiliki keunggulan dapat digunakan dalam jangka waktu yang

lama namun memiliki kelemahan yaitu kualitas semen setelah pembekuan dapat

menurun. Semen beku berasal dari pejantan sapi unggul yang sehat yang

diencerkan dengan menggunakan pengencer organik atau anorganik dengan

jumlah sel spermatozoa minimal 25 juta/straw untuk mini straw dan 30-50

juta/straw untuk medium straw. Kualitas semen beku sesudah dicairkan kembali

(post thawing) pada suhu 37 C selama 30 detik harus menunjukkan spermatozoa

hidup dan bergerak maju (motil spermatozoa) minimal 40 %(empat puluh persen)

dan gerakan individu spermatozoa minimal 2 (dua) (Standar Nasional Indonesia

Semen Beku, 2008). Spermatozoa mudah mengalami kerusakan pada saat

perlakuan maupun penyimpanan dalam keadaan beku, oleh karena itu, mutu

semen beku harus selalu terjaga agar fertilitasnya tetap terjaga dengan baik.

Pada saat diproses menjadi semen beku, semen segar membutuhkan proses yang

sangat panjang dari mulai proses koleksi hingga penanganan di dalam

laboratorium dan menjadi semen beku yang siap digunakan untuk IB. Dalam

prosesing semen beku, tahap-tahap yang perlu diperhatikan yaitu pada tahap pre-

freezing dan freezing semen. Pre freezing merupakan proses pembekuan semen

dengan suhu tertentu sampai mencapai suhu yang diinginkan. Pre-freezing

merupakan tahap pembekuan awal semen beku yang akan mempengaruhi kualitas

semen yang dibekukan, seperti gerakan individu atau daya gerak spermatozoa,

persentase hidup, dan abnormalitas spermatozoa.
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Proses pembekuan biasanya menyebabkan cold shock karena adanya tekanan

udara yang drastis sehingga spermatozoa banyak mengalami kematian dan

perubahan intraseluler karena adanya pembentukan kristal-kristal es. Proses pre

freezing dilakukan untuk meminimalisir terjadi cold shock pada semen yang akan

dibekukan dalam proses freezing. Proses penanganan yang salah akan

menyebabkan semen banyak mengalami cold shock atau tekanan dingin sehingga

semen mengalami kerusakan. Lama waktu pre freezing menurut beberapa sumber

berbeda. Menurut BIB Ungaran (2011), straw yang telah berisi semen diletakkan

pada permukaan nitrogen cair 4 cm dengan suhu berkisar −110 C sampai−120 C selama 9 menit. Salamon (1971) menunjukkan ketika semen (0,03 ml)

yang diuapkan di atas permukaan nitrogen cair (pre freezing) selama 9 menit

sebelum dimasukkan ke dalam nitrogen cair akan mempertahankan persentase

gerakan individu spermatozoa setelah diperiksa post thawing motility.

Peraturan Direktur Jenderal Peternakan Nomor :1220/HK.060/F/12/2007 tentang

Petunjuk Teknis Produksi dan Distribusi Semen Beku menyatakan proses pre

freezing dilakukan dalam storage kontainer, straw disusun dirak dan dilakukan

2—4 cm di atas permukaan nitrogen cair selama 5—9 menit, sedangkan di Balai

Inseminasi Buatan Daerah (BIBD) Lampung melakukan proses pre freezing

dengan jarak straw di atas permukaan nitrogen cair yang diterapkan yaitu 4 cm

selama 9 menit. Balai Besar Inseminasi Buatan (BBIB) Singosari melakukan

proses pre freezing straw yang berisi semen diatur pada rak straw dan ditempatkan

dalam uap nitrogen cair sekitar 4,5 cm di atas permukaan nitrogen cair selama 10

menit, kemudian dimasukkan langsung ke dalam nitrogen cair.
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Jarak antara straw dengan nitrogen cair pada pre freezing juga mempengaruhi

kualitas semen yang dibekukan.  Menurut pendapat Kaiin et. al. (2004), bahwa

ketinggian straw dari permukaan nitrogen cair sebesar 10 cm dengan volume

nitrogen cair delapan liter menghasilkan motilitas spermatozoa sebesar 43%,

spermatozoa hidup sebesar 39%. Feradis (2010) menyatakan bahwa pembekuan

semen dalam straw ini dapat dilakukan dengan menempatkan straw pada uap

nitrogen cair dan kecepatan pendinginan diatur dengan mengontrol jarak straw

dengan permukaan nitrogen cair. Lama waktu pre freezing menurut beberapa

sumber adalah beragam. Straw yang telah diisi semen diletakkan pada permukaan

nitrogen cair ±4 cm dengan suhu berkisar antar -110⁰C sampai -120⁰C selama 9

menit (BIB Ungaran, 2011).

Sampai saat ini belum banyak informasi lebih lanjut mengenai lama waktu dan

jarak straw dengan nitrogen cair yang terbaik terhadap kualitas semen beku sapi

Bali setelah pembekuan sehingga perlu dilakukan penelitian lama waktu dan

jarak straw yang terbaik dengan nitrogen cair pada proses pre freezing terhadap

kualitas semen beku.

B. Tujuan Penelitian

Tujuan dalam penelitian ini adalah:

1. mengetahui interaksi antara lama waktu dan jarak straw dengan nitrogen cair

pada proses pre freezing terhadap kualitas semen beku sapi Bali

2. mengetahui pengaruh lama waktu pre freezing terhadap kualitas semen beku

sapi Bali
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3. mengetahui pengaruh jarak straw dengan nitrogen cair pada proses

pre freezing terhadap kualitas semen beku sapi Bali

C. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi yang bermanfaat

kepada petugas laboratorium di berbagai Balai Inseminasi Buatan mengenai lama

waktu dan jarak straw dengan nitrogen cair yang terbaik pada proses pre freezing.

D. Kerangka Pemikiran

Sapi Bali adalah jenis sapi potong asli Indonesia yang berpotensi besar untuk terus

dikembangkan.  Handiwirawan dan Subandriyo (2004) menyatakan bahwa sapi

Bali memiliki beberapa keunggulan karakteristik yaitu memiliki daya adaptasi

tinggi terhadap lingkungan yang kurang baik, dapat memanfaatkan pakan dengan

kualitas rendah, mempunyai fertilitas tinggi dan nilai conception rate yang sangat

baik, persentase karkas tinggi yaitu 52-57,7%, dan memiliki daging dengan kadar

lemak rendah (kurang lebih 4%).

Semen beku adalah semen yang disimpan pada suhu di bawah titik beku yaitu

antara -79°C sampai -196°C.  Kelebihan semen beku adalah dapat disimpan lama

dengan daya membuahi yang tetap baik, tidak ada semen beku yang terbuang

walau sudah lama disimpan, dan semen beku dapat dikirim dengan jarak

pengiriman yang jauh dan waktu pengiriman yang lama (Hardijanto et al., 2010).

Pre freezing merupakan salah satu tahapan proses pembekuan.  Proses dalam
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pre freezing dilakukan dengan cara meletakkan straw pada uap nitrogen cair,

menggunakan boks styrofoam yang berukuran panjang x lebar x tinggi masing-

masing 60 x 40 x 30 cm dengan suhu −110 C sampai −120 C selama 9 menit.

Suhu tersebut diperoleh bila straw yang disusun di atas rak yang ditempatkan

kurang lebih 4 cm di atas permukaan nitrogen cair. Hal ini bertujuan sebagai

proses adaptasi semen untuk tahap selanjutnya, supaya tidak terjadi temperatur

shock yang dapat menyebabkan abnormalitas atau kematian spermatozoa di dalam

semen. Setelah pembekuan, semen beku disimpan di dalam storage kontainer

yang berisi nitrogen cair −196 C (Nilna, 2010).

Pembekuan semen dibagi ke dalam dua tahap, yaitu proses pre freezing dan

freezing straw. Pada proses pembekuan semen ini biasanya akan mengakibatkan

terjadinya cold shock dan perubahan intraseluler yang berkaitan dengan

pembentukan kristal-kristal es. 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. Menurut Parrish (2003), semen akan mengalami penurunan kualitas

sekitar 10 − 40% pada saat pembekuan.

Banyak faktor yang dapat mempengaruhi terjadinya penurunan kualitas semen

pada saat proses pembekuan semen, salah satunya yaitu lama waktu yang

digunakan dalam proses pre freezing straw.  Lama waktu yang tidak sesuai bagi

semen akan meyebabkan terjadinya cold shock, sehingga menyebabkan kualitas

semen akan menurun. Hal tersebut karena adanya penurunan suhu yang terlalu
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cepat atau terlalu lambat sehingga kurangnya waktu adaptasi spermatozoa

terhadap suhu dingin sebelum dimasukkan ke dalam nitrogen cair ( −196 C)

menyebabkan spermatozoa banyak mengalami kerusakan akibat cold shock dan

perubahan-perubahan intraseluler yang berkaitan dengan pembentukan

kristal-kristal es, sedangkan  yang terlalu lama menyebabkan gliserol akan

menarik air secara berlebihan dan menyebabkan dehidrasi sel sehingga terjadi

kerusakan sel spermatozoa. Menurut Pratiwi et. al. (2014), bahwa persentase

spermatozoa hidup tertinggi yaitu 50,74% diperoleh pada perlakuan waktu

pre freezing selama 9 menit dan terendah 17,15% diperoleh pada perlakuan waktu

pre freezing selama 5 menit.

Pada proses pembekuan, jarak straw nitrogen cair akan memengaruhi kualitas

semen beku setelah pembekuan. Menurut Said et. al. (2004), ketinggian straw

dari permukaan nitrogen cair sebesar 10 cm dengan volume nitrogen cair delapan

liter menghasilkan motilitas sperma sebesar 43% sehingga layak digunakan dalam

proses IB karena masih diatas nilai minimal 40% yang ditentukan oleh Badan

Standarisasi Nasional tahun 1998. Persentase motilitas spermatozoa tertinggi

yaitu 40% diperoleh dari perlakuan jarak straw 4 cm dan 6 cm, sedangkan

persentase motilitas spermatozoa terendah yaitu 5% dihasilkan oleh perlakuan

jarak straw 2 cm. Hal ini disebabkan karena proses pembekuan dapat

menyebabkan perubahan kualitas semen beku yang dihasilkan.  Rendahnya

motilitas spermatozoa setelah thawing disebabkan karena spermatozoa banyak

mengalami kerusakan bahkan terjadi kematian akibat penurunan suhu terlalu cepat

(Aini et. al. 2014).
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Menurut Imran (2012), jarak ketinggian straw dengan permukaan nitrogen cair

sangat berpengaruh terhadap motilitas spermatozoa semen beku. Jarak ketinggian

yang memberikan hasil motilitas spermatozoa yang baik pada jarak ketinggian

straw dengan permukaan nitrogen cair 2 cm. Interaksi antara kedua faktor lama

waktu dan jarak straw dengan nitrogen cair diharapkan dapat mengurangi atau

bahkan dapat mempertahankan kualitas semen beku pada proses pre freezing.

E. Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah :

1. terdapat interaksi antara lama waktu dan jarak straw dengan nitrogen cair pada

proses pre freezing terhadap kualitas semen beku sapi Bali;

2. terdapat pengaruh lama waktu pre freezing terhadap kualitas semen beku sapi

Bali;

3. terdapat pengaruh jarak straw dengan nitrogen pada proses pre freezing

terhadap kualitas semen beku sapi Bali.
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II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Sapi Bali

Sapi Bali merupakan salah satu jenis sapi lokal Indonesia yang berasal dari Bali

yang sekarang telah menyebar hampir ke seluruh penjuru Indonesia bahkan

sampai luar negeri seperti Malaysia, Filipina, dan Australia (Oka, 2010).

Sapi Bali memiliki keunggulan dibandingkan dengan sapi lainnya antara lain

mempunyai angka pertumbuhan yang cepat, adaptasi dengan lingkungan yang

baik, dan penampilan reproduksi yang baik.  Sapi Bali merupakan sapi yang

paling banyak dipelihara pada peternakan kecil karena fertilitasnya baik dan

angka kematian yang rendah (Purwantara et al., 2012).

Sapi Bali mempunyai ciri-ciri khusus antara lain: warna bulu merah bata, tetapi

yang jantan dewasa berubah menjadi hitam (Hardjosubroto, 1994). Sapi Bali

merupakan sapi potong asli Indonesia dan merupakan hasil domestikasi dari

Banteng (Bos-bibos banteng) (Hardjosubroto, 1994).

B. Semen Beku

Inseminasi buatan (IB) adalah salah satu bentuk bioteknologi dalam bidang

reproduksi ternak yang memungkinkan untuk mengawinkan ternak betina yang
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dimilikinya tanpa perlu seekor pejantan, dalam penggunaannya dapat

memanfaatkan pejantan yang memiliki pejantan potensi genetik unggul

(Wuragil, 2008).

Semen beku adalah semen yang telah diencerkan kemudian dibekukan di bawah

suhu 0 C atau titik beku air. Pembekuan semen merupakan usaha untuk

menjamin daya tahan spermatozoa dalam waktu yang lama, melalui proses

pengolahan, pengawetan, dan penyimpanan semen sehingga dapat digunakan pada

suatu waktu sesuai kebutuhan (Graha, 2005). Semen beku sapi merupakan semen

yang berasal dari pejantan sapi terpilih yang diencerkan sesuai prosedur proses

produksi sehingga menjadi semen beku dan disimpan dalam rendaman nitrogen

cair pada suhu −196 C pada kontainer (SNI 01.4869. 1-2005).

Semen beku adalah semen yang telah diencerkan menurut prosedur dengan tujuan

untuk menyediakan makanan bagi spermatozoa dan meningkatkan volume dengan

menurunkan konsentrasi semen sehingga didapat 25 juta sel spermatozoa dalam

satu straw yang sebelumnya telah dilakukan pemeriksaan saat semen segar,

kemudian dibekukan jauh dari titik 0 C tergantung pada zat yang dipakai untuk

membekukan semen tersebut. Pembekuan bisa menggunakan es kering, cairan

udara, O cair, dan nitrogen cair. nitrogen cair yang populer digunakan sebab

dapat membekukan pada suhu yang paling rendah dan dapat menyimpan semen

dalam waktu yang lama. Kombinasi es kering dan kristal CO dapat mencapai titik−70 C, cairan nitrogen suhunya −196 C., sedangkan CO cair, dan udara cair

suhunya −190 C (Partodiharjo, 1992).
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C. Kualitas Semen Beku Sapi

Banyak hal-hal yang dapat menyebabkan rendahnya kualitas semen beku terutama

terhadap motilitas diantaranya suhu dan kelembaban, thawing, jarak straw, cara

penyimpanan semen beku, dan penambahan nitrogen cair. Suhu berperan sangat

besar dalam menentukan motilitas sebab kadar metabolisme dan motilitas

spermatozoa berbeda (Toelihere, 1993).

Penilaian gerakan individual spermatozoa menggunakan mikroskop dan melihat

pola pergerakan progresif atau gerakan aktif maju ke depan merupakan gerakan

terbaik. Gerakan melingkar atau gerakan mundur merupakan tanda cold shock

atau media yang kurang isotonik terhadap semen. Gerakan berayun dan berputar-

putar di tempat biasanya terlihat pada semen yang sudah tua dan apabila

kebanyakan spermatozoa berhenti bergerak dan dianggap mati. Motilitas

spermatozoa dipengaruhi oleh kemampuan metabolisme spermatozoa yang

ditunjang oleh lingkungan yaitu suhu dan komponen-komponen yang terdapat di

dalam medium (Toelihere, 1993).

Persentase motilitas spermatozoa Sapi Limousin setelah pre freezing berkisar

antara 40—50% (Aini et al., 2004). Gerakan massa spermatozoa yang normal

berkisar antara (++) dan (+++) (Toelihere, 1985).

Gerakan spermatozoa normal pada umumnya adalah pergerakan progresif

atau gerakan aktif maju ke depan. Gerakan melingkar dan gerakan mundur

merupakan tanda-tanda akibat dari cold shock. Gerakan berputar di tempat sering

terlihat pada semen yang sudah tua, apabila banyak spermatozoa yang telah
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berhenti bergerak maka dianggap mati (Feradis, 2010).

Motilitas spermatozoa dapat dilihat melalui pengamatan secara mikroskopis.

Semen yang diperoleh diletakan dalam preparat yang dibuat diatas gelas obyek

kemudian diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 10 x 10. Preparat

semen tersebut dinilai untuk mengetahui gerakan individu spermatozoa di dalam

semen. Standar penilaian gerakan individu yang terlihat pada mikroskop adalah

0 % : spermatozoa tidak bergerak;

0--30 % : gerakan berputar ditempat; pergerakan progresif;

30--50 % : gerakan berayun atau melingkar; pergerakan progresif;

50--80 % : ada gerakan massa; pergerakan progresif;

80--90 % : ada gelombang; pergerakan progresif;

90--100 % : gelombang sangat cepat; pergerakan sangat progresif,

(Toelihere, 1981).

Terdapat tiga tipe pergerakan spermatozoa yaitu pergerakan progresif (maju ke

depan), pergerakan rotasi (gerakan berputar), dan osilator atau konvulsif tanpa

pergerakan ke depan atau perpindahan posisi (Evans dan Maxwell, 1997).

Pendinginan dan pemanasan kembali akan merusak lipoprotein yang ada pada

membran sperma (Gillan et al. 2004)

Motilitas spermatozoa dipengaruhi oleh kemampuan metabolisme spermatozoa

yang ditunjang oleh lingkungan yaitu suhu dan komponen-komponen di dalam

medium pengencer (Toelihere, 1993).
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Motilitas spermatozoa mengalami penurunan setelah pre preezing yaitu dari 75%

menjadi 40%. Hal ini diduga karena terjadi kerusakan membran plasma yang

menyebabkan motilitas spermatozoa menurun  (Aini et al., 2004)

Penurunan motilitas spermatozoa setelah pendinginan diduga karena turunnya

kandungan phospholipid yang merupakan komponen membran sel spermatozoa.

Phospholipid berfungsi untuk melindungi sel spermatozoa dari cold shock

(Situmorang, 2002)

Pergerakan gerak individu ini sangat dipengaruhi oleh peneliti terutama

keterampilan dan pengalaman dari pemeriksaan secara mikroskopis. Oleh karena

itu penelitian dari seseorang dengan orang lain berbeda (Susilawati et al., 2003).

Proses pendinginan pada suhu 5°C akan menyebabkan penurunan motilitas

spermatozoa akibat adanya asam laktat sisa metabolisme sel yang menyebabkan

kondisi medium menjadi semakin asam karena penurunan pH. Kondisi ini dapat

bersifat racun bagi spermatozoa yang akhirnya menyebabkan kematian

spermatozoa (Sugiarti et al., 2004),

Konsentrasi elektrolit yang berlebihan akan melarutkan selubung lipoprotein pada

dinding sel spermatozoa sehingga permeabilitas membran sel akan berubah dan

menyebabkan kematian sel. Kerusakan membran plasma spermatozoa pada saat

proses pembekuan semen juga terjadi akibat terbentuknya peroksidasi lipid.

Membran plasma spermatozoa banyak mengandung asam lemak tidak jenuh yang

sangat rentan terhadap kerusakan peroksidasi tersebut

(Maxwell dan Watson, 1996).
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Persentase spermatozoa hidup tinggi serta gerak progresif dan kuat merupakan

tanda semen berkualitas baik. Persentase spermatozoa hidup dan mati dapat

ditentukan melalui cara pewarnaan. Perbedaan penyerapan zat warna antara

sel-sel spermatozoa mati dan hidup dapat digunakan menghitung secara objektif

jumlah spermatozoa hidup atau mati, sewaktu semen dicampur dengan zat warna,

maka spermatozoa hidup (viabil) tidak akan menyerap warna karena membrannya

masih bagus. Spermatozoa yang motil dan hidup tidak berwarna (Suyadi dan

Susilawati, 1992).

Penurunan motilitas spermatozoa setelah pre freezing diduga karena turunnya

kandungan phospolipid dan kolesterol. Kedua senyawa tersebut merupakan

komponen membran. Phospolipid 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

pre freezing (Situmorang, 2002).

Proses perhitungan sel yang hidup dilakukan dengan cara membuat preparat ulas

menggunakan pengecatan eosin sebesar 2%. Pada gelas obyek larutan eosin

diteteskan kemudian dicampur dengan satu tetes semen hingga homogen. Setelah

itu dibuat menjadi preparat ulas tipis dengan cara menempelkan ujung kaca

penutup pada kedua cairan sehingga cairan tersebut tercampur homogen. Setelah

itu didorong gelas penutup ke ujung gelas obyek sehingga terbentuk lapisan tipis

dan dikeringkan menggunakan pengering. Proses evaluasi dilakukan dengan

menggunakan mikroskop dengan perbesaran obyektif 10 x 40 (40 kali).

Spermatozoa yang mati dan hidup memiliki perbedaan diantaranya spermatozoa
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hidup akan terlihat tidak berwarna dan untuk spermatozoa mati akan berwarna

merah muda atau merah karena dindingnya menyerap warna akibat permeabilitas

dindingnya meningkat. Proses pengamatan dapat dilakukan dengan membedakan

sel yang hidup dan mati dengan jumlah minimal sel yang diamati sebanyak 200

sel. Perhitungan spermatozoa hidup dapat dilakukan dengan cara :

Spermatozoa hidup (%) = x 100%

(Kristanto, 2004).

Abnormalitas merupakan suatu penyimpangan morfologis yang dapat

menurunkan fertilitas semen (Butar-butar, 2009). Semen yang masih layak

diinseminasikan yaitu memiliki nilai abnormalitas spermatozoa <20%

(Partodihardjo, 1992).

Abnormalitas primer meliputi kepala yang terlampau besar (macrocephlalic),

kepala terlampau kecil (microcephalic), kepala pendek melebar, pipih

memanjang, kepala rangkap, ekor ganda, bagian tengah melipat, membengkok,

membesar, ekor melingkar, putus atau terbelah. Abnormalitas sekunder meliputi

ekor yang putus, kepala tanpa ekor, bagian tengah yang melipat (Toelihere, 1985).

Abnormalitas sekunder disebabkan karena gangguan sperma setelah

meninggalkan tubulus seminiferi contohnya seperti pada saat pematangan,

gangguan mekanis akibat penanganan dan temperature shock (Suyadi dan

Susilawati, 1992).

Setiap spermatozoa yang abnormal tidak dapat membuahi ovum, tanpa

memandang apakah abnormalitas tersebut terjadi di dalam tubulus seminiferi atau
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di dalam saluran kelamin jantan atau waktu ejakulasi (Partodiharjo, 1992).

Persentase abnormalitas spermatozoa dihitung menggunakan preparat ulas yang

diwarnai dengan eosin-negrosin (Aminasari, 2009).

D. Pembekuan Semen

Proses pembuatan semen beku terdiri dari: (1) proses pengenceran, yaitu

perhitungan volume pengencer dan proses pengenceran dengan pengencer organik

(skim milk) ataupun anorganik (tris); (2) pemeriksaan before freezing, setelah

proses pengenceran selesai maka dilakukan pemeriksaan secara mikroskopik

terhadap motilitas sel spermatozoa yang bergerak aktif maju ke depan (progresif)

dengan nilai minimal 70%; (3) proses filling dan sealing, dilakukan di dalam cool

top yang bersuhu 3 −5 C; (4) pre freezing, straw yang telah dikemas disusun

diatas rak, kemudian diletakkan di atas nitrogen cair dalam kontainer, prosessing

sampai suhunya mencapai −140 C, yang membutuhkan waktu selama 9 menit;

(5) freezing (pembekuan), straw dimasukkan ke dalam goblet dan setelah itu

direndam dalam nitrogen cair −196 C dalam kontainer. Proses pembekuan

semen meliputi:

1. Cooling (pendinginan) merupakan proses pendinginan semen setelah proses

pengenceran, dimasukkan dalam gelas ukur tertutup dan ditempatkan pada beaker

glass berisi air. Cooling sampai 5 C dapat dilakukan dengan memasukkan

tabung-tabung yang berisi semen yang telah diencerkan dalam bak yang berisi air

(Toelihere, 1985).

2. Pre freezing (pembekuan awal) yaitu straw yang berisi semen diatur pada
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rak straw dan ditempatkan dalam uap nitrogen cair sekitar 4,5 cm diatas

permukaan nitrogen cair. Pembekuan ini berlangsung sekitar 10 menit, kemudian

dimasukkan langsung ke dalam nitrogen cair (Toelihere, 1985).

3. Freezing (pembekuan)

Freezing merupakan proses penghentian sementara kegiatan hidup sel tanpa

mematikan fungsi sel dan proses hidup dapat berlanjut setelah pembekuan

dihentikan sedangkan semen beku adalah semen yang telah diencerkan

menurut prosedur lalu dibekukan di bawah suhu 0 C atau titik beku air

(Partodiharjo, 1992).

Pembekuan dapat menggunakan CO padat, udara basah, O cair dan nitrogen cair.

Pembekuan dengan nitrogen cair lebih sering digunakan karena suhunya yang

sangat rendah dapat menyimpan semen dalam jangka waktu yang lama. Pada

proses ini straw direndam dengan suhu −196 C. Volume nitrogen cair harus

dikontrol secara periodik, karena jika kehabisan akan menaikkan suhu sehingga

akan mematikan spermatozoa. Untuk menjamin kelangsungan hidup spermatozoa

yang terkandung di dalam straw maka nitrogen cair di dalam kontainer tidak boleh

kurang dari ukuran minimal yang ditentukan yaitu setinggi 13,3 cm. Seandainya

13,3 cm, maka penambahan N cair harus dilakukan segera dalam waktu 12 jam

(Toelihere, 1993),

Tahapan freezing dilakukan dengan mencelupkan straw yang berisi semen ke

dalam nitrogen cair yang bersuhu −196 C. Tujuan dari proses ini untuk

penghentian sementara kegiatan hidup dari sel tanpa mematikan fungsi sel, reaksi

metaboliknya berhenti mendekati total (Susilawati, 2000).
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E. Jarak straw pada proses pre freezing

Ketinggian straw dari permukaan nitrogen cair sebesar 10 cm dengan volume

nitrogen cair delapan liter menghasilkan motilitas spermatozoa sebesar 43%,

spermatozoa hidup sebesar 39% (Kaiin et al., 2004),

Jarak straw 2 cm memiliki nilai motilitas yang rendah yaitu 14,12%, namun

meningkat pada jarak straw 4 cm dengan nilai motilitas 27,62% kemudian

mengalami peningkatan lagi pada jarak straw 6 cm dengan nilai motilitas

spermatozoa 34%. Pada jarak straw 8 cm mengalami penurunan motilitas

spermatozoa yaitu 33,26% dan terjadi penurunan kembali pada jarak straw 10 cm

yaitu 25,4% (Aini et al., 2014).

Pada jarak straw 6 cm dari permukaan nitrogen cair merupakan jarak straw yang

terbaik terhadap motilitas spermatozoa setelah thawing. Hal ini diduga jarak

straw 6 cm tidak mengalami penurunan suhu secara drastis sehingga spermatozoa

tidak banyak mengalami kerusakan akibat cold shock (Aini et al., 2014).

F. Waktu Pre freezing

Proses pendinginan pada suhu 5°C akan menyebabkan penurunan motilitas

spermatozoa akibat adanya asam laktat sisa metabolisme sel yang menyebabkan

kondisi medium menjadi semakin asam karena penurunan pH. Kondisi ini dapat

bersifat racun bagi spermatozoa yang akhirnya menyebabkan kematian

spermatozoa (Sugiarti et al.,2004). Straw yang telah diisi semen di atas
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permukaan nitrogen cair ±4 cm dengan suhu berkisar antar -110⁰C s/d -120⁰C
selama 9 menit (BIB Ungaran, 2011).

Proses pre freezing selama 9 menit memberikan pengaruh yang baik terhadap

kualitas semen beku Sapi Simmental yang menggunakan pengencer Andromed®

sehingga semen beku yang dihasilkan memenuhi syarat untuk dipergunakan

dalam inseminasi buatan yaitu mempunyai persentase motilitas post thawing

sebesar 40% (Pertiwi, et al, 2014)

Rata-rata persentase spermatozoa hidup tertinggi yaitu 50,74% diperoleh pada

perlakuan waktu pre freezing selama 9 menit dan terendah 17,15% diperoleh pada

perlakuan waktu pre freezing selama 5 menit (Pertiwi, et al, 2014).

G. Evaluasi Post Thawing

Evaluasi motilitas spermatozoa post thawing adalah salah satu parameter yang

banyak digunakan untuk menentukan kualitas semen sapi yang akan digunakan

untuk Inseminasi Buatan. Syarat minimal motilitas individu semen post thawing

agar semen dapat dipergunakan dalam Inseminasi Buatan adalah 40% (Garner dan

Hafez, 2000).

Proses fertilisasi membutuhkan spermatozoa motil sekitar sepuluh juta

spermatozoa, maka syarat spermatozoa sebagai standar inseminasi adalah

2,5 x 10 spermatozoa per straw dengan motilitas 40% (Susilawati et al.,2003)
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Metode thawing yang tidak tepat dapat menurunkan kualitas spermatozoa dan

mempengaruhi kualitas IB sehingga perlu dilakukan evaluasi terhadap semen

yang telah di-thawing (Tambing et al., 1999).

Pengambilan semen dari kontainer menggunakan tangan juga dapat menurunkan

kualitas karena perubahan suhu dari −196 C ke tubuh manusia menjadi 37 C

menyebabkan metabolisme spermatozoa menjadi lebih cepat.  Hal ini

menyebabkan produksi asam laktat yang bersifat toxic meningkat sehingga

menyebabkan penurunan daya gerak spermatozoa hingga menyebabkan kematian

(Watson, 1996).
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III. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Mei 2018 di BIBD Lampung, Kecamatan

Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah, Provinsi Lampung.

B. Bahan dan Alat Penelitian

1 Bahan penelitian

Bahan yang digunakan adalah semen segar sapi Bali, zat pewarna (eosin), NaCl

fisiologik, NaCl 3%, bahan pengencer yang terdiri dari tris kuning telur (20 %),

fruktosa (2,5%), asam sitrat (0,88 %), antibiotik (penisilin (100.000 IU/100 ml),

dan streptomisin (0,1 %), gliserol (6,5%), aquabidestilata (80 %), dan nitrogen

cair.

2 Alat penelitian

Peralatan yang digunakan adalah vagina buatan, tabung penampung berskala,

labu didih dan penangas, timbangan elektrik, termometer, spatula, corong, gelas

ukur dan tutupnya, kertas label, kertas whatman, waterbath, object dan cover

glass, spektrofotometer, micropipet, beaker glass, mesin filling and sealing, pH
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meter, boks untuk pre freezing dan freezing, mikroskop, air hangat untuk proses

thawing, tisu, counter number, stopwatch, hairdryer dan kontainer, serta alat tulis.

C. Rancangan Percobaan

Penelitian ini dilaksanakan menggunakan Rancangan acak lengkap (RAL)

faktorial 3x3 dengan dua faktor perlakuan.  Faktor pertama adalah lama waktu

pre freezing yang terdiri dari 3 taraf perlakuan (7 menit, 9 menit, dan 11 menit).

Faktor kedua adalah jarak straw dengan nitrogen cair yang terdiri dari 3 taraf

perlakuan (4 cm, 6 cm, dan 8 cm).

D. Prosedur penelitian

Kegiatan penelitian ini terbagi dalam beberapa tahap kegiatan yaitu proses koleksi

atau penampungan semen, evaluasi semen segar, proses pengenceran, ekuilibrasi,

pemeriksaan before freezing, filling dan sealing, pre freezing (diikuti evaluasi

semen), freezing (evaluasi semen post thawing), dan penyimpanan semen beku.
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Prosedur kerja penelitian dapat dilihat pada Gambar 1

Gambar 1. Prosedur kerja penelitian

1. Koleksi dan penampungan semen

Proses koleksi semen diawali dengan persiapan alat koleksi semen berupa

vagina buatan serta persiapan pejantan pemancing. Pejantan pemancing

yang digunakan harus diikat di dalam kandang jepit agar ketika digunakan

Koleksi  dan penampungan

semen

Pengenceran semen

Ekuilibrasi

Filling dan sealing

Pre freezing

Jarak ( 4, 6, dan 8 cm)
Waktu ( 7, 9, dan 11 menit)

Freezing

Evaluasi semen segar

Evaluasi pasca ekuilibrasi

Evaluasi pre freezing

Evaluasi post thawing
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sebagai pemancing tidak akan lari dan mengurangi stress saat proses

penampungan. Usaha untuk meningkatkan libido pejantan dengan

melakukan teasing sebanyak 2--3 kali sebelum semen ditampung.

Penampungan dilakukan menggunakan vagina buatan (Artificial Vagina/

AV).  AV dibuat meyerupai vagina ternak betina sesungguhnya seperti

temperatur dan kekenyalannya.  Semen ditampung dalam tabung khusus

kemudian segera setelah ditampung semen yang telah dikoleksi segera

dibawa ke laboratorium untuk diperiksa dan diproses lebih lanjut.

2. Evaluasi semen segar

Evaluasi semen segar dilakukan setelah semen ditampung.  Evaluasi yang

dilakukan meliputi pemeriksaan warna, bau, konsistensi (kekentalan) serta

pemeriksaan motilitas dan gerakan massa spermatozoa menggunakan

mikroskop dengan perbesaran 200 x.  Dalam evaluasi semen segar ini juga

dilakukan penghitungan konsentrasi spermatozoa yang bertujuan untuk

menentukan jumlah pengencer yang akan digunakan dalam pengenceran

semen.

3. Pengenceran semen

Semen diencerkan dengan menggunakan bahan pengencer tris sitrat

kuning telur. Bahan pengencer tris sitrat kuning telur terdiri dari kuning

telur, asam sitrat, fruktosa, antibiotik (penisilin dan streptomisin),

aquabides.
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Proses pembuatan bahan pengencer tris sitrat kuning telur terdiri dari dua

tahap yakni pembuatan larutan stock solution dan pengenceran. Pembuatan

larutan stock solution dilakukan dengan cara menambahkan tris

aminomethan, citric acid, fruktosa, aquabides dengan dosis yang telah

ditentukan. Proses pengenceran dilakukan dengan cara menambahkan

larutan ±74% stock solution, ±20% kuning telur, gliserol (dengan dosis

yang telah ditentukan), streptomisin dan penisilin. Setelah larutan

tercampur, dilakukan pengadukan dengan tujuan untuk menghomogenkan

bahan pengencer (BIB Poncowati, 2012). Volume bahan pengencer

dihitung dengan rumus sebagai berikut

Jumlah pengencer (ml) = Volume semen x % Motilitas x Konsentrasi100

juta/0,25(dosis straw IB) - Volume

4. Ekuilibrasi

Proses ekuilibrasi dilakukan setelah semen dicampur dengan bahan

pengencer. Ekuilibrasi dilakukan selama 3--4 jam dengan suhu 4--5 C

di dalam cool top. Ekuilibrasi merupakan waktu yang diperlukan

spermatozoa sebelum pembekuan untuk menyesuaikan diri dengan

pengencer agar pada saat pembekuan dapat mencegah kematian

spermatozoa yang berlebihan.

5. Pemeriksaan pasca ekuilbrasi

Evaluasi dilakukan setelah semen melewati proses ekuilibrasi selama 4

jam. Evaluasi semen meliputi pengamatan motilitas massa dan motilitas
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individu dari sampel tersebut. Cara evaluasi semen pada tahap pasca

ekuilibrasi sebagai berikut

a. mengambil semen dalam cool top setelah tahap ekuilibrasi ± 4 jam

b. meneteskan satu tetes semen dalam gelas objek kemudian ditutup

dengan cover glass

c. mengamati semen pada mikroskop dengan perbesaran 200 x untuk

melihat motilitas individu dan massa

d. mencatat hasil evaluasi (BIB Poncowati, 2012)

6. Filling dan sealing

Proses filling sealing merupakan proses pengisian dan pengemasan semen

yang telah diencerkan karena telah memenuhi syarat setelah proses

ekuilibrasi. Semen dikemas di dalam mesin cool top dengan suhu 5--6 C

secara otomatis dan diisi ke dalam straw yang berisi 0,25 ml semen

dengan konsentrasi sperma 25x10 sel/dosis (BIB Poncowati, 2012).

7. Proses pre freezing

Proses pre freezing semen dilakukan dengan cara meletakan straw

menggunakan boks diatas uap nitrogen selama 7, 9, dan 11 menit pada

kisaran suhu mencapai −140 C. Boks yang digunakan untuk proses

pre freezing diisi dengan nitrogen cair dengan batas ketinggian 10 cm.

Sedangkan, jarak permukaan nitrogen cair dalam boks dengan straw 4, 6,

dan 8 cm. Proses pre freezing dilakukan dalam kondisi tertutup dengan

tujuan untuk mengurangi proses penguapan nitrogen cair di dalam boks.
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8. Evaluasi pre freezing

Evaluasi pre freezing merupakan pengujian kualitas semen untuk

mengetahui motilitas massa dan motilitas individu serta daya tahan hidup

sperma setelah proses pre freezing. Adapun cara pengujian pada tahap ini

sebagai berikut:

a. mengambil satu semen yang telah di pre freezing

b. meneteskan satu tetes semen dalam gelas objek kemudian ditutup

dengan cover glass

c. mengamati semen pada mikroskop dengan perbesaran 200 x untuk

melihat motilitas individu dan massa

d. mencatat hasil evaluasi

9. Proses freezing

Freezing merupakan suatu proses semen mengalami pembekuan.  Setelah

dilakukan pre freezing, mini straw akan langsung dimasukkan ke dalam

goblet dan kemudian dibekukan kedalam nitrogen cair dengan suhu±− 196 C selama 3--4 detik. Semen beku tersebut siap disimpan dalam

kontainer dan dapat digunakan sesuai kebutuhan.

10. Evaluasi post thawing

Evaluasi semen beku setelah pencairan kembali (post thawing) merupakan

pengujian kualitas terakhir dalam pengolahan semen beku.
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Evaluasi pada tahap post thawing sebagai berikut:

a. mengambil satu semen yang telah di freezing

b. meneteskan satu tetes semen dalam gelas objek kemudian ditutup

dengan cover glass

c. mengamati semen pada mikroskop dengan perbesaran 200 x untuk

melihat motilitas individu dan massa

d. mengamati presentase hidup mati semen dengan metode pewarnaan

diferensial menggunakan larutan eosin

e. mencatat hasil evaluasi tersebut

E. Peubah Yang Diamati

1. Motilitas spermatozoa

Cara memeriksa motilitas spermatozoa pada penelitian ini sebagai berikut:

a. menempatkan satu tetes semen pada gelas objek kemudian ditutup dengan

gelas penutup dan ditempatkan di bawah mikroskop dengan pembesaran

200 x.

b. Persentase motilitas dinilai secara kuantitatif dengan membandingkan

spermatozoa hidup bergerak kedepan (progresif) dengan yang tidak

progresif.  Penilaian yang diberikan dari angka 0% (tidak bergerak)

sampai 100% (gelombang sangat cepat dan spermatozoa bergerak sangat

progresif ) (Feradis, 2010).
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2. Persentase spermatozoa hidup

Cara memeriksa persentase spermatozoa hidup pada penelitian ini sebagai berikut:

a. meneteskan satu atau dua tetes eosin 2% pada ujung gelas obyek yang bersih;

b. meneteskan semen segar dengan ukuran yang sama dengan zat pewarna pada

ujung gelas obyek yang sama;

c. menempelkan ujung gelas obyek yang lain atau ujung gelas penutup pada

kedua cairan sehingga keduanya bercampur, kemudian didorong ke ujung

gelas obyek;

d. preparat ulas tersebut kemudian dikeringkan dengan cara menggerakkan di

atas nyala lilin atau pemanas buncen;

e. setelah kering, memeriksa spermatozoa yang hidup dan mati dengan

menggunakan  mikroskop pada perbesaran sedang (10 X 40) atau kuat

(10 X 100, bila perlu gunakan minyak emersi). Spermatozoa yang hidup tetap

tidak berwarna, sedangkan spermatozoa yang mati akan berwarna merah atau

merah muda.  Jumlah spermatozoa yang dihitung minimal 210 sel;

Spermatozoa hidup (%) = x 100%

(Mulyono, 1998).

4. Presentase abnormalitas

Cara memeriksa persentase abnormalitas pada penelitian ini sebagai berikut:

a. meneteskan satu atau dua tetes eosin 2% pada ujung gelas obyek yang

bersih;

b. meneteskan semen segar dengan ukuran yang sama dengan zat pewarna

pada ujung gelas obyek yang sama;
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c. menempelkan ujung gelas obyek yang lain atau ujung gelas penutup pada

kedua cairan sehingga keduanya bercampur, kemudian didorong ke ujung

gelas obyek;

d. preparat ulas tersebut kemudian dikeringkan dengan cara menggerakkan di

atas nyala lilin atau pemanas buncen;

e. setelah kering, abnormalitas pada spermatozoa dengan melihat kecacatan

pada spermatozoa, yaitu  spermatozoa yang memiliki bentuk bentuk yang

tidak normal. Terdapat dua macam kelompok bentuk abnormalitas pada

spermatozoa, yaitu abnormalitas primer yaitu : Ukuran kepala lebih besar

(macrocephalic) atau lebih kecil, (microcephalic) dari ukuran normal,

kepala ganda atau ekor ganda, bentuk kepala tidak normal (penyok, benjol,

pipih atau tidak beraturan), yang kedua adalah bentuk abnormalitas

sekunder yaitu kepala pecah, ekor putus (pada bagian leher atau tengah-

tengah) , ekor melipat, terpilin, atau tertekuk dengan menggunakan

mikroskop pada perbesaran sedang (10 X 40) atau kuat (10 X 100) bila

perlu gunakan minyak emersi).  Jumlah spermatozoa yang dihitung

minimal 200 sel, perhitungan presentase abnormalitas dapat dilakukan

dengan cara:

Spermatozoa abnormal (%) = x 100%

(Salmah, 2014).

F. Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan ANOVA ( Analisis Of Varians )

dengan tingkat kepercayaan 5 %.
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V. SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat disimpulkan

1. tidak terdapat interaksi antara lama waktu dan jarak straw dengan nitrogen cair

pada proses pre freezing terhadap persentase motilitas spermatozoa, persentase

hidup spermatozoa dan persentase abnormalitas spermatozoa;

2. lama waktu pre freezing tidak berpengaruh terhadap kualitas semen beku sapi

Bali;

3. jarak straw dengan nitrogen cair pada proses pre freezing tidak berpengaruh

terhadap kualitas semen beku sapi Bali.
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