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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk menguji kualitas semen beku babi duroc dalam pengencer Tris modifikasi dengan
waktu ekuilibrasi yang berbeda. Semen dikoleksi dari dua ekor pejantan duroc dan dievaluasi secara
makroskopis dan mikroskopis. Semen dengan motilitas > 75%, konsentrasi > 200 x 106sel/ml dan abnormalitas
< 20% diencerkan dalam pengencer Tris modifikasi, selanjutnya di holding time selama dua jam pada suhu
ruang (27-28°C). Semen yang telah di holding time kemudian disentrifuge dengan kecepatan 2000 rpm selama
15 menit. Pellet hasil sentrifuge diencerkan kembali dengan pengencer Tris modifikasi + gliserol 3%. Semen
yang telah diencerkan dikemas dalam mini straw 0,5 ml dan diekuilibrasi sesuai dengan waktu ekuilibrasi
perlakuan, yaitu P1: waktu ekuilibrasi 1 jam, P2: waktu ekuilibrasi 2 jam dan P3: waktu ekuilibrasi 3 jam.
Setelah diekuilibrasi dibekukan di atas uap nitrogen cair (-110°C) pada jarak 5 cm selama 10 menit, kemudian
disimpan dalam nitrogen cair (-1960C) dan dibiarkan selama 24 jam. Kemudian di thawing dengan air bersuhu
37°C selama 30 detik dalam water bath. Hasil penelitian menunjukkan bahwa motilitas, viabilitas, abnormalitas,
MPU dan recovery rate nyata lebih tinggi (P<0,05) pada ekuilibrasi 2 jam, yakni secara berturut-turut 23,12%,
45,44%, 4,65%, 50,15%, 33,03% dibandingkan dengan ekuilibrasi 1 dan 3 jam, yakni secara berturut-turut 20%,
42,17%, 8,19%, 42,67%, 28,57% dan 16,87%, 36,39%, 7,64%, 37,73%, 24,99%. Penelitian ini menyimpulkan
bahwa lama waktu ekuilibrasi 2 jam menghasilkan kualitas semen beku babi duroc yang lebih tinggi
dibandingkan 1 dan 3 jam.

Kata-kata kunci: ekuilibrasi, tris modifikasi, babi duroc, semen beku

ABSTRACT

This study aimed to examine the quality of frozen sperm of duroc boar in modified Tris diluent with different
equilibration time. Semen was collected from two duroc males and evaluated macroscopically and
microscopically. Semen with motility 75%, concentration 200x106 cell/mL and abnormality <20% was diluted
in Tris modified diluent, then held for two hours at room temperature (27-28°C). The semen that has been in the
holding time is then centrifuged at 2000 rpm for 15 minutes. The pellet from centrifuge were diluted again with
modified Tris diluent + 3% glycerol. The diluted semen was packed in 0,50 mL mini straws and equilibrated
according to the treatment equilibration time, namely P1: 1 hour equilibration time, P2: 2 hour equilibration
time, P3: 3 hour equilibration time. After equilibration , it was frozen over liquid nitrogen vapor (-110°C) at a
distance of 5 cm for 10 minutes, then stored in liquid nitrogen (-196°C) and left for 24 hours. Then thawing
with warm water at 37°C for 30 seconds in a water bath. The result showed that motility, viability, abnormality,
intact plasma membrane and recovery rate were significantly higher (P<0,05) at two hour equilibration , namely
23.12%, 45.44%, 4.65%, 50,15%, 33.03% respectively compared to one and two hour equilibration time,
namely 20%, 42.17%, 8.19%, 42.67%, 28.57% and 16,87%, 36.39%, 7.64%, 37.73%, 24.99% respectively. This
study conclude that the equilibration time of two hours resulted in higher quality of frozen sperm of duroc boar
than one and three hours.

Keywords: equilibration, modified tris, duroc boar, frozen semen
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PENDAHULUAN

Salah satu teknologi reproduksi yang
cukup efektif dan efisien untuk percepatan
peningkatan populasi babi duroc adalah
teknologi IB menggunakan semen cair maupun
semen beku. Teknologi IB disamping mampu
meningkatkan populasi dan mutu genetik ternak
juga diharapkan dapat mempercepat penyebaran
bibit ke wilayah produksi ternak yang masih
terbelakang. Keberhasilan dari IB pada ternak
dipengaruhi beberapa faktor, diantaranya adalah
kualitas semen cair maupun semen beku yang
digunakan (Yusuf et al., 2006). Namun aplikasi
IB pada ternak babi masih menemukan banyak
kendala, terutama terbatasnya penyediaan semen
beku babi karena sulit didapatkan, biayanya
cukup mahal dan masih minimnya informasi
tentang metode kriopreservasi yang tepat dalam
mempertahankan motilitas spermatozoa setelah
pembekuan.

Masalah utama yang sering terjadi dalam
kriopreservasi semen adalah pengaruh cold
shock terhadap sel spermatozoa yang dibekukan
dan perubahan-perubahan intraseluler akibat
pengeluaran air yang berlebihan, 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,
permeabilitas membran sel akan berubah dan
menyebabkan  kematian sel  spermatozoa
(Toelihere, 1993). Disisi lain, penyimpanan
semen dalam kondisi beku memungkinkan
penggunaan semen dalam jangka waktu lama,
tetapi pembekuan dapat mengakibatkan stres
pada sel yang sering menghasilkan kerusakan
membran serta penurunan motilitas dan
viabilitas spermatozoa (Barrios et al., 2000)

Permasalahan cold shock dan perubahan
intraseluler tersebut dapat disiasati dengan
menggunakan zat-zat pelindung (senyawa
krioprotektan) dalam media pengencer, menurut
Aboagla & Terada (2004) untuk menghasilkan
kualitas semen beku yang berkualitas perlu

diperhatikan jenis dan konsentrasi krioprotektan
yang digunakan dan teknik atau metode yang
tepat dalam pembekuan semen. Salah satu bahan
pengenceran semen adalah Tris kuning telur
yang berfungsi sebagai penyangga atau buffer,

yang berguna dalam menstabilkan pH,
mempertahankan ~ tekanan ~ osmotik  dan
keseimbangan elektrolit, melindungi

spermatozoa dari kejutan dingin (cold shock)
(Hoesni, 1997). Krioprotektan yang paling
umum digunakan pada mamalia adalah gliserol
(Kusumaningrum,  2002).  Gliserol  akan
berdifusi, menembus dan memasuki
spermatozoa dan akan digunakan untuk aktivitas
metabolisme oksidatif, menggantikan sebagian
air yang bebas dan menurunkan konsentrasi
elektrolit intraseluler dan mengurangi daya
merusaknya terhadap spermatozoa dengan jalan
memodifikasi pembentukan kristal-kristal es
(Tambing et al., 2000).

Efisien penggunaan zat pelindung selama
pembekuan sangat dipengaruhi oleh waktu
ekuilibrasi (Arifiantini, 2005). Waktu ekuilibrasi
merupakan periode yang diperlukan
spermatozoa  sebelum  pembekuan  untuk
menyesuaikan diri dengan pengencer supaya
sewaktu pembekuan kematian spermatozoa yang
berlebihan dapat dicegah. Penelitian mengenai
pengaruh waktu ekuilibrasi terhadap kualitas
semen telah banyak dilaporkan pada semen sapi
FH (Arifiantini et al., 2005) 4 jam, Arruda et al.
(2002) pada semen kuda selama 2 jam dalam
krioprotektan gliserol dan etilen glikol 5%,
Pasarelli et al. (2020) pada semen babi hibrida
selama 2 jam dan Yi et al. (2002) pada semen
babi hutan selama 2 atau 3 jam.

Mengetahui pentingnya waktu ekuilibrasi
pada proses pembekuan semen dan penelitian
tentang waktu ekuilibrasi pada ternak babi masih
sangat kurang. Oleh karena itu, perlu dilakukan
penelitian tentang kualitas semen beku babi
duroc dalam pengencer tris modifikasi dengan
waktu ekuilibrasi yang berbeda.

METODE PENELITIAN

Materi Penelitian

Ternak yang digunakan sebagai sumber
semen adalah dua ekor pejantan duroc berumur
2-3 tahun yang telah terlatih  dalam
penampungan semen dan memiliki organ
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reproduksi yang sehat. Pengambilan semen
dilakukan pada pagi hari dengan periode dua
kali seminggu. Semen hasil koleksi ditampung
dalam tabung penampung yang dilengkapi
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dengan kain kasa pada bagain atas tabung untuk
menyaring fraksi gelatin.
Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode
eksperimen dengan rancangan percobaan yang
dipakai adalah rancangan acak lengkap (RAL),
terdiri atas 3 perlakuan dan 4 ulangan, Ketiga
perlakuan tersebut adalah: waktu ekuilibrasi 1
jam, waktu ekuilibrasi 2 jam dan waktu
ekuilibrasi 3 jam.

Pembuatan Pengencer Semen

Tris  (Hiydroxymethil) aminomethane
ditimbang sebanyak 3,63 gram, asam sitrat 1,99
gram dan 0,50 gram fruktosa dilarutkan dalam
100 ml aquabidest. Kemudian 20 mL kuning
telur dilarutkan kembali dalam 80 mL larutan
Tris, selanjutnya ditambahkan penicillin 1000
IU/mL dan streptomycin 1000 pg/mL.
Penambahan kedua antibiotic ini disesuaikan
dengan rumus pengenceran serta banyaknya
semen Yyang akan diencerkan, kemudian
tambahkan minyak zaitun sebanyak 12%.
Kemudian dihomogenkan pada suhu 37°C.
Untuk pengencer perlakuan sebanyak 96 mL
Tris-kuning  telur  disiapkan  kemudian
tambahkan sukrosa 2 gram, gliserol 3%.

Penampungan dan Evaluasi Semen

Penampungan semen babi dilakukan
dengan cara manual glove and hand method
menggunakan dummy sow. Semen segar hasil
koleksi segera dilakukan evaluasi secara
makroskopis dan  mikroskopis.  Evaluasi
makroskopis meliputi volume, warna, pH,
konsentrasi dan evaluasi secara mikroskopis
meliputi motilitas, viabilitas, abnormalitas dan
membran plasma utuh.

Pengenceran Semen
Semen yang telah dievaluasi diencerkan
dalam 4 tabung yang berisi pengencer dasar
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dengan perbandingan 1:1, dilakukan secara
perlahan-lahan  melewati dinding tabung,
kemudian tabung diputar secara perlahan sampai
larutan tersebut homogen. Selanjutnya holding
time selama 2 jam pada suhu ruang (27-28°C).
Semen yang telah mengalami holding time
disentrifuge dengan kecepatan 2000 rpm selama
15 menit, pellet yang dihasilkan diencerkan
kembali menggunakan pengencer dasar dengan
perbandingan 1:1. Kemudian diencerkan dalam
pengencer perlakuan dengan  konsentrasi
500x106 sel/mL.

Pre Freezing, Freezing, dan Thawing

Semen vyang telah diencerkan dalam
pengencer perlakuan dikemas dalam mini straw
0,50 mL dan diberi kode atau label. Kemudian
diekuilibrasi pada suhu 3-5°C sesuai dengan
waktu ekuilibrasi perlakuan. Setelah
diekuilibrasi dibekukan diatas uap N2 cair
bersuhu -110°C pada jarak 5 cm selama 10
menit. Kemudian meletakkan straw di dalam
container N2 cair dan dibiarkan selama 24 jam.
Untuk mengetahui  kualitas semen  belu
dilakukan pencairan kembali semen beku
(thawing) menggunakan air bersuhu 37°C
selama 30 detik dalam water bath.

Variabel Penelitian

Variabel yang diukur dalam penelitian ini
adalah: (1) motilitas, (2) viabilitas, (3)
abnormalitas, (4) membrane plasma utuh, (5)
recovery rate.

Analisis Data

Keseluruhan data yang diperoleh
dianalisis dengan Analysis Of Variance
(ANOVA) dan perlakuan yang berpengaruh
nyata diuji lebih lanjut dengan menggunakan
Duncan Multiple Range Test dengan program
software SPSS 20.0 for windows.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Semen Segar

Evaluasi semen segar dilakukan bertujuan
untuk mengetahui kelayakannya untuk diproses
lebih lanjut, Kkarakteristik semen segar babi
duroc dapat dilihat pada Table 1.

Dari Tabel 1 dapat dilihat rataan volume
semen segar yang diperoleh selama penelitian
adalah 164,75+24,11 ml. Hasil ini berbeda
dengan penelitian Robert (2006) dan Ax et al.
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(2000) yang menyatakan volume semen babi
tanpa gelatin berkisar 200-250 ml. Hal ini
disebabkan oleh volume semen tergantung
spesies ternak, bangsa, bobot badan, umur, dan
frekuensi penampungan (Kartasudjana, 2001),
tingkat rangsangan, frekuensi ejakulasi dan
kualitas pakan (Johnson et al., 2000), fraksi
semen yang ditampung (Robert, 2006),
perbedaan ras, lingkungan serta perbedaan
buffer (Evans dan Maxwel, 1987).
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Tabel 1. Karakteristik semen segar babi duroc

Dongkot et al.

Karakteristik Semen Nilai Rataan

Volume semen (mL) 164,75+24,11
Warna semen Putih susu
pH semen 6,55+17
Bau semen Khas
Motilitas sperma (%) 70+00
Viabilitas sperma (%) 86,3475+5,12
Konsentrasi x 10° sel sperma/mL 370,25+85,89
Abnormalitas sperma (%) 3,4275+0,51
Membran plasma utuh (MPU) sperma (%) 87,315,15

Warna semen yang didapatkan selama motilitas ~ 50-80%. Faktor-faktor ~ yang
penelitian dari 4 kali penampungan dari seekor memengaruhi motilitas spermatozoa adalah

babi duroc adalah putih susu. Hal ini sesuai
dengan pendapat Robert (2006) dan Ax et al.
(2000) yang menyatakan bahwa karakteristik
warna semen babi adalah putih krem. Sumardani
(2007) menjelaskan bahwa warna semen
berkaitan erat dengan konsentrasi  dan
kekentalan. Disamping itu warna dan konsistensi
semen babi tergantung dari fraksi yang
ditampung, vyaitu fraksi pra spermatozoa dan
fraksi kaya spermatozoa. Menurut Johnson et al.
(2000) beberapa faktor yang mempengaruhi
warna semen adalah tingkat rangsangan,
frekuensi ejakulasi, kualitas pakan.

Derajat keasaman (pH) semen yang
didapatkan selama penelitian ini adalah pH
6,5+17. Hasil penelitian pH semen masih berada
pada kisaran pH semen hasil penelitian Garner
dan Hafez (2000) vyaitu 6,4-7,8 tetapi lebih
rendah dari hasil penelitian Sumardani (2007)
yaitu 7,78. Faktor-faktor yang mempengaruhi
perubahan pH tersebut terjadi karena umur,
tingkat  rangsangan, frekuensi  ejakulasi,
lingkungan dan kualitas pakan (Feradis, 2010).
Semakin rendah atau semakin tinggi dari pH
normal, dapat membuat spermatozoa lebih cepat
mati (Sumardani, 2007).

Motilitas spermatozoa dinilai segera
sesudah penampungan. Dari hasil pengamatan
semen segar secara mikroskopik diperoleh
rataan motilitas spermatozoa 70+00%. Hasil
penelitian  ini  tergolong  rendah  bila
dibandingkan dengan penelitian Feka et al.
(2016) yang mendapatkan motilitas mencapai
89,00% dan Yusuf et al. (2017) memperoleh
motilitas sebesar 76,31%. Meskipun demikian
hasil ini masih dalam kategori normal, hal ini
sesuai menurut Garner dan Hafez (2000) yang
menyatakan standar minimum kualitas semen
yang dipakai untuk inseminasi buatan memiliki
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perbedaan bangsa, inidividu, umur ternak yang
digunakan (Johnson et al., 2000).

Viabilitas yang diperoleh dari hasil
evaluasi semen dengan rata-rata 86,3475. Hasil
penelitian ini kategori tinggi bila dibandingkan

dengan  penelitian  Kaka (2020) yang
mendapatkan viabilitas 71,67+5,85%.

Penilaian  konsentrasi semen sangat
esensil karena faktor inilah yang
menggambarkan jumlah spermatozoa yang
terkandung dalam satu ejakulasi. Rataan

konsentrasi spermatozoa yang diperoleh yaitu
370,25+85,89 sel/mL, hasil ini lebih tinggi
dibandingkan dengan penelitian Feka et al.
(2016) yang hanya memperoleh konsentrasi
280,20 x 106 sel/mL. Namun demikian hasil ini
masuk kategori normal sesuai dengan hasil
penelitian Garner dan Hafez (2000), yakni
karakteristik semen babi salah satunya adalah
memiliki Kkisaran konsentrasi 130-300 x 106
se/mL.

Dari penelitian yang dilakukan terhadap
semen segar babi duroc yang dievaluasi secara
mikroskopik didapatkan persentasi abnormalitas
spermatozoa yang diperoleh pada penelitian ini
tergolong rendah dan masih memenuhi kriteria
untuk diolah menjadi semen beku yaitu dengan
persyaratan sperma abnormal < 20% (Hafez,
2000). Bentuk abnormal spermatozoa pada
penelitian ini kebanyakan abnormalitas skunder
seperti ekor bergulung, leher patah, kepala dan
leher putus. Abnormalitas skunder disebabkan
perlakuan ketika pembuatan preparat ulas
(Solihati et al., 2008).

Hasil perhitungan rataan nilai MPU pada
semen segar babi duroc adalah 87,3%5,15%.
Hasil penelitian ini tergolong tinggi bila
dibandingkan dengan penelitian Sangma et al.
(2020) yang memperoleh persentase MPU pada
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babi  hampshire  sebesar  81,74+0,45%.
Perbedaan nilai MPU spermatozoa antar ternak

dapat dipengaruhi oleh perbedaan individu
ternak, pola pemeliharaan, dan kandungan
pengencer (Lubis et al., 2013). Keutuhan

membran plasma dapat memengaruhi kondisi
tudung akrosom, pengamatan MPU sangat
penting karena dapat menentukan kualitas dan
kemampuan fertilitas spermatozoa (Sutama et
al., 2000).

Dongkot et al.

bahwa semen layak diproses lebih lanjut baik
dalam bentuk semen cair maupun semen beku.

Pengaruh Perlakuan Terhadap Motilitas

Spermatozoa

Widiastuti  (2001) mengatakan bahwa
motilitas atau daya gerak spermatozoa
digunakan sebagai penilaian kemampuan

spermatozoa untuk membuahi sel telur, oleh
karena itu motilitas mempunyai peranan yang

Berdasarkan hal tersebut, karakteristik  penting dalam proses fertilisasi. Motilitas
semen segar babi duroc yang diperoleh memiliki spermatozoa ditampilkan pada Tabel 2.
kualitas yang baik. Hal ini dapat disimpulkan
Tabel 2. Pengaruh waktu ekuilibrasi terhadap motilitas spermatozoa
Variabel Waktu ekuilibrasi (Jam)

1 2 3
Pasca pengenceran 70+00% 70+00° 70+00%
Pasca ekuilibrasi 64,37+3,75% 63,12+3,14% 63,12+3,14°
Pasca thawing 20+1,53% 23,12+2,39" 16,87+3,75°

Superskrip yang sama pada baris yang sama menunjukan perbedaan yang tidak nyata antar perlakuan (P>0,05)

Berdasarkan hasil analisis  statistik,
perlakuan tidak memberikan pengaruh nyata (P
> 0,05) terhadap kualitas spermatozoa pasca
pengenceran dan pasca ekuilibrasi.

Nilai motilitas pasca pengenceran pada
semua perlakuan adalah 70+00%, setelah
ekuilibrasi terjadi penurunan nilai motilitas
spermatozoa sebesar 5,625% pada P1, 6,875%
pada P2 dan P3. Sugiarti et al. (2004)
menyatakan bahwa proses pendinginan pada

suhu 5°C akan menyebabkan penurunan
motilitas spermatozoa akibat adanya asam laktat
sisa metabolisme spermatozoa yang

menyebabkan kondisi medium menjadi semakin
asam karena penurunan pH. Kondisi tersebut
menyebabkan perubahan kondisi asam yang
bersifat toksik bagi spermatozoa. Meskipun
demikian penurunan maotilitas ini masih dalam
kisaran normal matillitas yakni 50-80%. Hasil
ini sesuai yang dilaporkan Aminasari (2009)
yang meyatakan bahwa nilai  motilitas
spermatozoa yang sudah didinginkan pada suhu
5°C tidak boleh berada dibawah 50%.

Hasil analisis statistik menunjukkan
bahwa waktu ekuilibrasi memberikan perbedaan
nyata (P < 0,05) terhadap maotilitas spermatozoa
babi duroc setelah pembekuan. Waktu
ekuilibrasi 2 jam menunjukkan perbedaan nyata
(P<0,05) antara waktu ekuilibrasi 3 jam dan 1
jam.

Setiap peningkatan waktu dan penurunan
suhu penyimpanan, dari suhu ekuilibrasi ke suhu
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pembekuan (5°C ke -190°C) terlihat bahwa
motilitas spermatozoa semakin menurun. Pada
P1 terjadi penurunan motilitas sebesar 44,375%,
P2 40%, dan P3 sebesar 46,25%. Dari ketiga
penurunan angka motilitas tersebut, terlihat
bahwa penurunan persentase motilitas terendah
teramati pada perlakuan ekuilibrasi 2 jam.

Persentase penurunan terendah pada
perlakuan ekuilibrasi 2 jam mengindikasikan
bahwa pada waktu tersebut gliserol telah
mencapai keseimbangan yang optimal dengan
spermatozoa babi duroc untuk menyesuaikan
dengan pengencer Tris kuning telur-modifikasi,
spermatozoa memberi kesempatan yang optimal
terhadap gliserol untuk masuk kedalam
membran plasma spermatozoa. Hasil penelitian
ini tidak jauh berbeda yang dilaporkan oleh Yi et
al. (2002) yang menyatakan waktu ekuilibrasi 2
atau 3 jam merupakan waktu yang cocok untuk
pembekuan spermatozoa babi dan Passarelli et
al. (2020) melaporkan bahwa ekuilibrasi 2 jam
dengan nilai motilitas sebesar 26,16% pada babi
hibrida komersil.

Sedangkan penurunan pada perlakuan
ekuilibrasi 1 jam mengindikasikan bahwa
gliserol belum dapat dimanfaatkan sebagai
krioprotektan sel karena waktu pemaparan yang
kurang optimum dan penurunan pada perlakuan
ekuilibrasi 3 jam diduga terjadi karena
pemaparan gliserol yang terlalu lama dengan
spermatozoa sehingga menimbulkan efek yang
merugikan bagi spermatozoa. Hal ini sesuai
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yang dilaporkan Umar dan Maharani (2005)
yang menyatakan bahwa ekuilibrasi yang terlalu
lama akan menyebabkan toksik terhadap sel
spermatozoa. Hal yang sama juga dilaporkan
oleh Toelihere (1993) pemaparan gliserol yang
terlalu lama dapat bersifat toksik sehingga akan
menyebabkan gangguan motilitas. Sebaliknya,
efek toksik gliserol dapat diminimalisir dengan
mempersingkat waktu pemaparan. Namun, efek
pemaparan gliserol yang singkat tidak
memberikan kesempatan kepada gliserol untuk
berdifusi kedalam sel spermatozoa.

Penurunan persentase motilitas ini juga
terjadi menurut Sugiarti et al. (2004) disebabkan
penyimpanan spermatozoa dalam rentang waktu
yang lama akan mengakibatkan penurunan
motilitas akibat adanya asam laktat sisa dari
metabolisme sel yang menyebabkan kondisi

medium menurun  menjadi asam  akibat
penurunan pH.
Penurunan persentase motilitas pada

waktu ekuilibrasi menurut Salisbury dan Van
Denmark (1985) bahwa tenaga yang dibutuhkan
spermatozoa berasal dari perombakan ATP
(Adenosin Trisphosphate) yang berada di dalam
selubung mitokondria teraktifkan oleh enzim
tertentu  sehingga  ikatan  fosfat  yang
mengandung banyak energi terurai dan
melepaskan energi, akan tetapi penyimpanan
spermatozoa pada suhu dingin dan terlalu lama
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hilang sehingga mengakibatkan motilitas yang
rendah pada spermatozoa. Hal serupa juga
dilaporkan oleh Colenbrander et al. (1992)
menyatakan bahwa kerusakan membran plasma
menyebabkan terlepasnya enzim
aminotransferase (AspaT) kedalam plasma
semen, sehingga produksi ATP akan terhenti
dan menyebabkan spermatozoa tidak dapat
bergerak.

Selain itu, penurunan persentase motilitas
juga terjadi karena pada suhu ruang terjadi
proses peroksidasi yaitu reaksi oksidatif yang
berasal dari adanya deaminasi asam amino oleh
enzim aromatic amino acid aminase (AAAQO).
Enzim ini akan meningkat seiring meningkatnya
suhu penyimpanan (Vishwanath and Shannon,
2000). Enzim AAAO ini tidak aktif pada
spermatozoa yang masih hidup, tetapi aktif pada
spermatozoa yang mati, sehingga semakin
banyak spermatozoa yang mati meningkatkan
produksi enzim AAAO dan bersifat toksik bagi
spermatozoa hidup.

Pengaruh Perlakuan Terhadap Viabilitas
Spermatozoa

Toelihere (1993) pada waktu semen
dicampur dengan zat warna, sel-sel spermatozoa
yang hidup tidak atau sedikit sekali menghisap
zat warna sedangkan sel-sel yang mati akan
mengambil warna karena permeabilitas dinding

membuat membran spermatozoa rusak dan sel meninggi waktu mati. Viabilitas
menyebabkan enzim untuk merombak ATP spermatozoa ditampilkan pada Tabel 3.
Tabel 3. Pengaruh perlakuan terhadap viabilitas spermatozoa post thawing
Variabel Waktu ekuilibrasi (Jam)
1 2 3
Pasca pengenceran 86,20+5,30% 86,20+5.30° 86,20+5,30°
Pasca ekuilibrasi 85,15+7,13% 79,97+6.78° 80,13+2,35°
Pasca thawing 42,17+0,35° 45 44+3.29" 36,79+7,41°

Superskrip yang sama pada baris yang sama menunjukan perbedaan yang tidak nyata antar perlakuan (P>0,05)

Berdasarkan  hasil analisis  statistik
menunjukkan perlakuan tidak memberikan
pengaruh nyata (P > 0,05) terhadap spermatozoa
pasca pengenceran dan pasca ekuilibrasi.

Nilai viabilitas sperma pasca
pengenceran untuk waktu ekuilibrasi 1, 2, 3 jam
adalah sebesar 86,20£5,30%. Setelah ekuilibrasi
terjadi penurunan viabilitas spermatozoa sebesar
1,05% pada P1, 6,235% P2, dan 6,067% P3.
Penurunan persentase viabilitas ini masih dalam
kisaran normal yaitu >80% (Ax et al., 2000).
Kemudian Kostaman dan Sutama (2006)
menyatakan  bahwa  persentase  viabilitas
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spermatozoa lebih tinggi dari pada motilitas
spermatozoa karena dari jumlah spermatozoa
yang hidup belum tentu semua motil progresif.
Berdasarkan  hasil analisis statistik
menunjukkan bahwa waktu ekuilibrasi tidak
berpengaruh nyata (P > 0,05) terhadap viabilitas
spermatozoa babi duroc pasca thawing. Namun,
pada uji lanjut Duncan menunjukan bahwa
waktu ekuilibrasi 2 jam berbeda nyata (P < 0,05)
dengan waktu ekuilibrasi 3 jam dan 1 jam.

Hasil dari penelitian ini menunjukan
bahwa  viabilitas  spermatozoa  tertinggi
4544+3,29%  terdapat pada  perlakuan
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ekuilibrasi 2 jam. Hasil ini tergolong rendah bila
dibandingkan dengan hasil penelitian Dapawole

et al. (2017) yang memperoleh persentasi
viabilitas  sebesar  69,17+3,62%. Waktu
ekuilibrasi 2 jam gliserol sudah dapat

dimanfaatkan sebagai krioprotektan sel. Efek
perlindungannya adalah menjaga keseimbangan
elektrolit intraseluler dan ekstraseluler sehingga
proses biokimia yang terjadi di dalam sel
spermatozoa tetap berlangsung dan mengurangi
kematian sel spermatozoa yang berlebihan.

Gliserol akan berdifusi, menembus dan
memasuki spermatozoa dan akan dipakai oleh
spermatozoa untuk metabolisme oksidatif-
elektrolit intraseluler serta mengurangi daya
merusaknya  terhadap  sel  spermatozoa
(Toelihere, 1993).

Selain itu, gliserol akan menurunkan

konsentrasi natrium di dalam medium diluar sel
sehingga kematian spermatozoa akibat solution-
effect dapat dihindarkan dan pembentukan
kristal es di dalam sel dapat dikurangi.
Mekanisme Kkerjanya adalah dengan jalan
mengubah bentuk dan ukuran kristal es yang
terbentuk  sehingga mengurangi  tekanan
mekanik dan menurunkan titik beku medium
sehingga kristal-kristal es tidak terbentuk.
Solution-effect ini akan timbul bila terjadi
perubahan yang drastis dari larutan dalam sel
yang dibekukan sebagai akibat terbentuknya
kristal es di luar dan dalam sel, perubahan air
menjadi es dan adanya peningkatan konsentrasi
larutan di dalam dan di luar sel. Membran
plasma pada kondisi seperti ini menunjukan
kestabilan fungsi yang baik sehingga tidak
mudah ditembus oleh zat warna pada saat uji
viabilitas spermatozoa (Anggarsari, 2015)

Disisi lain, nutrisi yang terdapat dalam
pengencer Tris-kuning telur dan antioksidan
yang terkandung dalam minyak zaitun dapat
meningkatkan ketahanan membran plasma
spermatozoa, sehingga membran plasma
berfungsi secara maksimal untuk melindungi

organel-organel sel dan mengatur tekanan
0SMOSis selama proses metabolisme
berlangsung. Kandungan antioksidan pada

minyak zaitun yang ditambahkan ke dalam
pengencer dapat mempertahankan viabilitas
spermatozoa.

Penambahan antioksidan minyak zaitun
dalam pengencer dapat melindungi spermatozoa
dari  kerusakan oksidatif, dan akhirnya
berpengaruh  pada  kelangsungan  hidup
spermatozoa. Hal ini diperkuat oleh Mittal et al.
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(2010) dimana kematian sel spermatozoa atau
yang disebut apoptosis dapat terjadi apabila
tidak ada perlindungan antioksidan. Menurut
Zhenganddan Wang (2009)  mekanisme
hambatan dari antioksidan biasanya terjadi pada
saat reaksi-reaksi inisiasi atau propagasi pada
reaksi oksidasi lemak atau molekul lainnya di
dalam tubuh dengan cara menyerap dan
menetralisir radikal bebas. Kemudian Al-Daraji
(2012) menyatakan bahwa suplementasi minyak
zaitun menghasilkan viabilitas lebih  baik
dibandingkan tanpa minyak zaitun.

Hasil penelitian ini yang menunjukkan
bahwa nilai viabilitas spermatozoa terendah
36,79+7,41%  terdapat pada  perlakuan
ekuilibrasi 3. Waktu ekuilibrasi yang lama
kemungkinan membuat gliserol menjadi toksik
sehingga membuat kerusakan pada membran
plasma spermatozoa dan menyebabkan viabilitas
spermatozoa rendah (Apriyanti, 2012). Gliserol
akan menarik air secara berlebihan dari dalam
sel spermatozoa yang menyebabkan dehidrasi

dan selanjutnya terjadi  kerusakan  sel
spermatozoa (Best , 2006).
Penurunan persentase viabilitas

spermatozoa mungkin disebabkan oleh kondisi
membran plasma spermatozoa yang telah rusak.
Membran plasma spermatozoa berfungsi sebagai
penjaga organel sel dan pengatur keseimbangan
elektrolit dalam metabolisme (Salmah, 2014).
Apabila membran plasma mengalami kerusakan
membuat metabolisme spermatozoa terganggu
dan spermatozoa kehilangan kemampuan
fertilitasnya dikarenakan komponen seluler lepas
dan kehilangan daya inaktivasi komponen
protein enzim penting di dalam akrosom.
kejadian ini membuat spermatozoa mengalami
kematian dan akan berdampak pada viabilitas
spermatozoa (Yulnawati dan Agus, 2005).

Pengaruh Perlakuan Terhadap Abnormalitas
Spermatozoa

Ada dua macam abnormalitas
sperrmatozoa menurut Partodihardjo (1992)
yaitu abnormalitas primer yang meliputi
kelainan seperti kepala terlalu kecil, kepala
terlalu besar, kepala kerucut, kepala miring,
kepala dua, kepala salah bentuk, berleher besar,
sedangkan abnormalitas sekunder meliputi
kepala terpisah dari leher, leher patah, ekor

kusut, ekor patah dan ekor tergulung.
Abnormalitas  spermatozoa ditampilkan pada
Tabel 4.
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Tabel 4. Pengaruh waktu ekuilibrasi terhadap abnormalitas spermatozoa

Variabel Waktu ekuilibrasi (Jam)

1 2 3
Pasca pengenceran 3,67+0,49*  3,67+0,49° 3,67+0,49°
Pasca ekuilibrasi 4,11+0,52° 3,84+0,36% 3,88+0,33°
Pasca thawing 8,19+0,38° 4,65+0,36" 7,64+0,84°

Superskrip yang sama pada baris yang sama menunjukan perbedaan yang tidak nyata antar perlakuan (P>0,05)

Berdasarkan  hasil analisis  statistik
menunjukan  perlakuan tidak memberikan
pengaruh (P > 0,05) nyata terhadap kualitas
spermatozoa pasca pengenceran dan pasca
ekuilibrasi, dimana memiliki nilai sebesar
3,67+0,49%. Setelah ekuilibrasi terlihat adanya
peningkatan abnormalitas spermatozoa sebesar
0,4375% pada ekuilibrasi 1 jam, 0,1675% pada
ekuilibrasi 2 jam dan 2,075% pada ekuilibrasi 3
jam. Persentase abnormalitas spermatozoa yang
semakin meningkat pada setiap tahapan
perlakuan dipengaruhi oleh perlakuan pada saat
pencampuran semen, pembuatan  preparat
(Wiratri et al.,, 2014). Namun demikian,
peningkatan abnormalitas ini masih dalam
kisaran normal karena menurut Johnson et al.
(2000) abnormalitas spermatozoa tidak melebihi
20%.

Hasil analisis statistik yang telah
dilakukan, menunjukan bahwa P2 memberikan
perbedaan nyata (P < 0,05) pada P3 dan P1
terhadap abnormalitas spermatozoa babi duroc
pasca thawing.

Peningkatan abnormalitas spermatozoa
terendah pasca thawing dari pasca ekuilibrasi
didapati pada perlakuan ekuilibrasi selama 2 jam
dengan penurunan persentase sebesar 0,81%
dibandingkan pada perlakuan ekuilibrasi selama
1 jam dan 3 jam yang memperoleh peningkatan
abnormalitas sebesar 4,0775% dan 3,755%.
Persentasi abnormalitas yang diperoleh dalam
penelitian ini  jauh lebih rendah bila
dibandingkan dengan penelitian Bebas et al.
(2020) memperoleh persentasi viabilitas sebesar
27,60£1,14%.

Perbedaan  persentase  abnormalitas
spermatozoa pada setiap perlakuan dikarenakan

dalam  larutan  pengencer  keseimbangan
intraseluler dan ekstraseluler dengan
spermatozoa tidak stabil karena adanya

penurunan suhu pada saat ekuilibrasi (Tuhu et
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al., 2013). Hal ini diperkuat oleh Herdiawan
(2004) perbedaan konsentrasi cairan intarseluler

dengan  ekstraseluler akan  menimbulkan
perubahan tekanan osmotik sel selama
pembekuan, sehingga akan menyebabkan

selubung lipoprotein pecah dan membran sel
mengalami kerusakan, kondisi inilah yang dapat
menyebabkan spermatozoa abnormal.

Perbedaan laju pembekuan spermatozoa
pada media berbeda akan berpengaruh pada
tingkat abnormalitas spermatozoa sebagai akibat
terjadinya perubahan fisik media hidupnya, baik
perubahan tekanan osmotik, maupun
pembentukan kristal-kristal es intraseluler. Hal
tersebut  dapat membuat struktur pada
spermatozoa berubah seperti bentuk
spermatozoa ekor tergulung atau kepala terlepas
(Siregar, 2018). Abnormalitas spermatozoa
terjadi karena adanya suhu dingin dan tekanan
osmotik yang tidak seimbang akibat dari proses
metabolik yang terus berlangsung selama masa
penyimpanan pada suhu 5°C. Hal ini diperkuat
oleh Solihati dan Kune (2009) yang menyatakan
bahwa meningkatnya abnormalitas pada
spermatozoa dipengaruhi oleh lamanya waktu
penyimpanan. Kemudian ditambahkan
Acrifiantini et al. (2006) peraparasi, cold shock,
genetik, stres, suhu lingkungan, penyakit dan
bahkan perlakuan pada saat pembekuan semen
dapat mempengaruhi tingkat abnormalitas
spermatozoa.

Pengaruh Perlakuan Terhadap Membran
Plasma Utuh (MPU) Spermatozoa

Fungsi  keutuhan membran plasma
spermatozoa adalah sebuah faktor penting dalam
metabolisme spermatozoa, kapasitasi, reaksi
akrosom, dan pengikatan spermatozoa pada
permukaan sel telur (Bagir et al., 2009). MPU
spermatozoa ditampilkan pada Tabel 5.
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Tabel 5. Pengaruh waktu ekuilibrasi terhadap MPU spermatozoa

Variabel Waktu ekuilibrasi (Jam)

1 2 3
Pasca pengenceran 86,92+5,18% 86,92+5,18% 86,92+5,18°
Pasca ekuilibrasi 86,25+6,83" 81,06+7,926° 81,09+2,57%
Pasca thawing 42,67+0,43"°  50,15+4,82° 37,73+7,27°

Superskrip yang sama pada baris yang sama menunjukan perbedaan yang tidak nyata antar perlakuan (P>0,05)

Berdasarkan  hasil analisis  statistik
menunjukkan bahwa perlakuan tidak
memberikan pengaruh nyata (P > 0,05) terhadap
kualitas spermatozoa pasca pengenceran dan
pasca ekuilibrasi.

Hasil pemeriksaan MPU spermatozoa
pasca pengenceran untuk waktu ekuilibrasi 1, 2,
dan 3 jam menunjukkan nilai sebesar
86,92+5,18%. Terlihat adanya penurunan
persentase MPU setelah ekuilibrasi sebesar
0,6675% pada P1, 5,8625% pada P2, dan
5,825% pada P3. Penurunan MPU terendah
terdapat pada P1, kemudian diikuti P3 dan P2.
Kondisi ini menggambarkan bahwa semakin
lama waktu penyimpanan menyebabkan MPU
spermatozoa semakin menurun. Hal ini
berkaitan dengan spermatozoa babi sangat
sensitiv terhadap temperatur dingin yang biasa
disebut cold shock (Holt, 2000; Watson, 2000).

Hasil analisis statistik menunjukan bahwa
waktu ekuilibrasi memberikan perbedaan nyata
(P < 0,05) terhadap P2 dan P3 membran plasma
utuh spermatozoa babi duroc pasca thawing.

Nilai MPU tertinggi pasca thawing
terdapat pada perlakuan ekuilibrasi 2 jam yaitu
50,15+4,82% dengan penurunan nilai MPU
terendah sebesar 30,9025%, kemudian diikuti P3
dan P1 dengan besar angka penurunan masing-
masing 43,3629% dan 43,585%. Perolehan nilai
MPU dalam penelitian ini tidak berbeda jauh
dengan hasil penelitian Bebas et al. (2020) yang
memperoleh persentasi MPU  sebesar
53,80+3,36%. Persentasi MPU tertinggi pada P2
dalam penelitian ini menunjukkan bahwa
gliserol dalam pengencer Tris-modifikasi sudah
dapat beradaptasi dengan membran sel
spermatozoa, sehingga dapat dimanfaatkan
sebagai agen protektif, sumber energi dan
kandungan antioksidan dalam minyak zaitun
mampu memutuskan rantai reactive oxygen
species (ROS) selama penyimpanan pada suhu
dingin.

Penggunaan pengencer Tris
(Hydroxymethyl) aminomethane sebagai buffer
berperan untuk memertahankan tekanan osmosis
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dan keseimbangan elektrolit (Siswanto, 2006)
dan dikenal sebagai penyangga yang baik
(Steinbach and Foote, 1992). Kuning telur
mempunyai komponen berupa lipoprotein dan
lesitin yang mempertahankan dan melindungi
spermatozoa dari cekaman dingin. Umumnya
kuning telur ditambahan ke dalam pengencer
semen sebagai sumber energi, agen protektif,
dan dapat memberikan efek sebagai penyangga
terhadap sperma (Watson and Martin, 1975).
Kuning telur juga mengandung glukosa, vitamin
yang larut dalam air dan larut dalam lemak
sehingga menguntungkan spermatozoa
(Salisbury dan Van Denmark, 1985). Disisi lain,
kandungan lesitin (phosphatidil choline) pada
kuning telur mampu melindungi dan menjaga
keutuhan membran sel spermatozoa (Moussa et

al., 2002).
Penurunan nilai MPU pasca thawing
dengan waktu ekuilibrasi selama 1 jam

disebabkan gliserol dan bahan pengencer yang
digunakan belum optimal digunakan sebagai
krioprotektan ~dan sumber nutrisi  bagi
spermatozoa. Sedangkan penurunan persentasi
MPU pada waktu ekuilibrasi 3 jam disebabkan
oleh efek racun dari krioprotektan gliserol dan
energi telah habis terpakai.

Menurut Umar dan Maharani (2005)
ekuilibrasi yang terlalu lama akan menyebabkan
kontak gliserol dengan spermatozoa berlebihan
sehingga  bersifat  toksik  terhadap  sel
spermatozoa. Kemudian ditambahkan Mc
Laughin et al. (1992) mengemukakan bahwa
efek  toksisitas  dari  gliserol  adalah
memodifikiasi struktur membran plasma dan
pada konsentrasi yang tinggi dapat menghambat
metabolisme energi.

Faktor yang memengaruhi penurunan
nilai  MPU juga disebabkan tingginya
metabolisme seluler yang menggunakan banyak
energi di dalam plasma semen babi duroc untuk
mempertahankan kondisi intraseluler terhadap
perubahan suhu, dimana lama berada pada suhu
ruang mengakibatkan terjadinya kerusakan
membran plasma. Perubahan suhu dapat memicu
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stress pada spermatozoa yang berdampak pada
terjadinya perubahan konfigurasi fosfolipid
membran plasma, adanya disfungsi dan
permeabilitas membran sel.

Pengaruh Perlakuan Terhadap Recovery
Rate Spermatozoa

Recovery rate adalah kemampuan
pemulihan spermatozoa setelah pembekuan
dengan cara  membandingkan  motilitas
spermatozoa setelah thawing dengan dengan
motilitas spermatozoa segar (Hafez, 2000).
Recovery rate spermatozoa ditampilkan pada
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Gambar 1. Pengaruh perlakuan terhadap recovery
rate spermatozoa

Hasil analisis statistik menunjukkan
bahwa perlakuan tidak meberikan pengaruh (P >
0,05) terhadap recovery rate spermatozoa pasca
thawing, namun pada uji lanjut waktu ekuilibrasi
2 jam berbeda nyata (P < 0,05) dengan waktu
ekuilibrasi 1 jam dan 3 jam.

Adanya perbedaan nilai recovery rate
yang nyata pada P2 dengan perlakuan lainnya
menunjukan bahwa waktu ekuilibrasi 2 jam
merupakan waktu yang optimum bagi
spermatozoa  untuk  beradaptasi  dengan
pengencer pembekuan semen sehingga pada
tahap pembekuan dan thawing, spermatozoa
masih terjaga. Tingkat kerusakan spermatozoa
yang teramati dalam penelitian ini berbeda
dengan yang dilaporkan Hafez (2000) bahwa
spermatozoa yang dibekukan akan mengalami
kerusakan sekitar 40%.

Menurut Alvarez and Strorey (1982)
kerusakan sel selama proses pembekuan dan
thawing  disebabkan  karena  terjadinya
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peroksidasi lipid pada spermatozoa sehingga
menurunkan daya hidup. Dilanjutkan Park and
Graham (19932) kerusakan pertama pada
membran sel spermatozoa terjadi pada proses
pembekuan dan thawing antara suhu -15°C
sampai -60°C tetapi tidak terjadi selama
penyimpanan di nitrogen cair. Pendinginan dan
pemanasan kembali akan merusak lipoprotein
yang ada pada membran plasma sperma.

Campbell et al. (2003) melaporkan
persentase sperma motil pasca thawing minimal
30% untuk dapat diinseminasikan. Berdasarkan
teori ini semen beku babi duroc yang dihasilkan
pada penelitian ini tidak layak digunakan untuk
IB. Hal ini diduga disebabkan susbstansi yang
terdapat dalam kuning telur dapat menghambat
respirasi dan mengurangi persentase sperma
motil (Moussa et al., 2002). Substansi yang
dibutuhkan sperma dari kuning telur dalam
kriopreservasi adalah Low Density Lipoprotein
(LDL). Low Density Lipoprotein ini didapatkan
melalui ultrasentrifugasi. Namun kuning telur
yang digunakan dalam penelitian ini adalah
seluruh komponen lipoprotein (LDL dan high
density lipoprotein (HDL) vyang dapat
menghambat respirasi dan motilitas
spermatozoa.

Arifiantini et al. (2005) melaporkan
bahwa nilai RR semen beku pada tiga jenis
pengencer TF, Tris-kuning telur dan pengencer
paten Andromed masing-masing  sebesar
59,40%, 63%, 48%, dan 69,96%. Sedangkan
Komariah et al. (2013) melaporkan nilai RR
semen beku pada tiga bangsa sapi Limousin,
Simental, dan FH masing-masing sebesar
58,87%, 56,27% dan 58,87%.

Perbedaan nilai RR yang diperoleh dan
penurunan nilai RR yang melebihi batas normal
ini kemungkinan disebabkan karena ternak babi
mempunyai lipid penyusun membran plasma
yang rasionya lebih rendah dari membran
plasma sperma sapi. Hal ini yang menyebabkan
sperma babi lebih rentan terhadap cold shock
selama penyimpanan pada suhu rendah dan lebih
peka terhadap serangan reactive oxygen spesies
(ROS).

SIMPULAN

Penelitian ini  menyimpulkan bahwa
waktu ekuilibrasi dua jam dalam pengencer Tris-

modifikasi menghasilkan kualitas semen beku
babi duroc yang lebih baik.
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