
ANIMAL PRODUCTION, September 2007, hlrn. 145 - 152 
ISSN 141 1 - 2027 Terakreditasi No 56/DIKTI/Kep/2005 

Vol. 9 a No.3 a 

Penentuan Waktu Ekuilibrasi pada Pembekuan Semen Kuda 
Menggunakan Bahan Pengencer Susu Skim 

(Determinat ion of  E q u i l i b r a t i o n  T i m e  of  Stal l ion'  S e m e n  F r e e z i n g  w i t h  E x t e n d e r  S k i m  Milk)  

Raden Iiu Arifiantini*, Irnan Supr ia tna  dan  San~sur iza l  

Fakulras Kedokteran Hewan, 1nstitut Pertanian Bogor 
JI. Agatis Kampus 1PB Darmaga, Bogor 16680 

ABSTRACT: The objectives of this experiment were to determine the best equilibration time with extender skim milk in 
order to maintain the quality of frozen stallion semen. The semen was collected from three 5-8 years old stallions using 
artificial vagina. The semen characteristics and quality were evaluated macro- and microscopically and extended with skim 
milk extender (1 : 1). The semen was centrifuged at 3000 rpm for 15 minutes. Supernatant was removed and the pellet was 
re-extended with skim milk extender with 5% glycerol. The extended semen then packed in mini straw (0.5 mLj, 
equilibrated at 5°C for 1 hr (El), 2 hrs (E2) and 3 hrs (E3), frozen in the liquid nitrogen (N2) vapor for 15 minutes and then 
stored in liquid N2 container for 24 hrs. The straw than thawed at 37'C for 30 seconds. The percentages of sperm motility 
and viability were observed. The result of this research showed that there were no significant differences between 
equilibration at 1, 2 and 3 hrs on the percentages of sperm motility with the average of post thawed motility was 23.60 2 
7.10%. The equilibration time affected the sperm viability (P<0.05) in all stallions, with the percentages of viable sperm 
between 38.10 % and 46.50%. 
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Pendahuluan 

Waktu ekuilibrasi adalah periode yang 
diperlukan spermatozoa sebelum pembekuan untuk 
menyesuaikan diri dengan pengencer supaya pada 
saat pembekuan kematian spermatozoa yang 
berlebihan dapat dicegah. Waktu ekuilibrasi 
didefinisikan sebagai waktu yang dibutuhkan oleh 
krioprotektan untuk mencapai keseimbangan pada 
kedua sisi membran plasma (Bearden et al., 2004). 
Pada saat ekuilibrasi spermatozoa akan beradaptasi 
dengan pengencernya, sehingga dapat menurunkan 
persentase mortalitas (kematian) spermatozoa pada 
saat pembekuan, Menurut Kacker dan Panwar 
(1996), ekuilibrasi bertujuan melindungi 
spermatozoa dari kematian yang disebabkan oleh 
penurunan tekanan osmotik yang mengganggu 
keutuhan membran spermatozoa akibat pembekuan. 

Waktu ekuilibrasi pada semen berbagai ternak 
berbeda-beda. Menurut Bearden et al. (2004) pada 
pernbekuan semen domba, waktu ekuilibrasi pada 
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suhu 5°C terbaik adalah 2 jam dan 4 jam pada rusa. 
Pada semen sapi Friesian Holstein (FH) (Arifiantini 
et al., 2005) juga melakukan ekuilibrasi selama 4 
jam dengan suhu 5°C. Han et al. (2005) mem- 
bandingkan waktu ekuilibrasi pada pembekuan 
semen itik dengan waktu 10 dan 60 menit, ternyata 
ekuilibrasi selama 10 menit menunjukkan kualitas 
semen setelah thawing lebih baik dibandingkan 60 
menit. Pada pembekuan semen kambing Peranakan 
Etawah (PE) ekuilibrasi selama 4 jam pada suhu 3- 
5°C lebih baik dibandingkan dengan 1, 2 ataupun 3 
jam (Raya, 2000). Untuk semen kuda, Arruda et al. 
(2002) melakukan ekuilibrasi pada suhu 5°C selama 
2 jam dengan krioprotektan gliserol dan etilen glikol 
5%, sedangkan Medeiros et al. (2002) dengan waktu 
ekuilibrasi selama 1 jam pada suhu yang sama. 
Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk 
menentukan waktu ekuilibrasi terbaik (1, 2 dan 3 
jam) pada pembekuan semen kuda menggunakan 
pengencer susu skim. 

Metode Penelitian 

Semen yang digunakan dalam penelitian ini 
berasal dari tiga ekor kuda jantan yang sudah 
mencapai sexual maturity (antara 5 dan 8 tahun), 
terdiri atas: satu ekor generasi empat (G4) 
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Thoroughbred (Spirit of Jatim; SJ), satu ekor 
American Pinto (Sony Boy; SB) dan sat1.1 ekor 
Warmblood (Prince Couperos; PC) daYam Icondisi 
sehat dan terseleksi melalui pengujian daily sperm 
output (produksi spermatozoa harian) dan sai:u ekor 
kuda betina sebagai pemancing, seluruhnya. milik 
Athena Stable Depok. 

Bahan pengencer dasar yang digunakan untuk 
sentrifugasi adalah susu skim glukosa, ~clengan 
komposisi sebagai berikut: susu skin1 2,4 g dan 
glukosa 4,O g (Kenney et al., 1975) dalam altuades 
ad 100 ml, dipanaskan pada suhu 92-95OC selama 10 
menit, didinginkan kemudian ditambah antibiotika 
streptomisin 100 mg dan penisilin 100.0(310 IU. 
Pengencer untuk semen beku adalah bahan 
pengencer dasar ditambah gliserol 5 %. 

Penampungan semen kuda dilakukan dua kali 
dalam satu minggu menggunakan vagina buatan tipe 
Nishikawa dengan tabung penampung modifikasi 
tipe Missouri (Arifiantini et al., 2006). Semen segar 
yang diperoleh dievaluasi terhadap volume, warna, 
konsistensi dan derajat keasaman (pH). Secara 
mikroskopis dievaluasi persentase spermatozoa 
motil, viabilitas, konsentrasi dan morfologi 
spermatozoa. Motilitas spermatozoa dinilai dengan 
mikroskop cahaya listrik (Olympus CH20) clengan 
pembesaran 400 x secara subjektif kuantitatif 
(Mickelsen et al., 1993). Viabilitas spermatozoa 
dilakukan dengan pewarnaan eosin nigrosin 
(MacPherson, 200 1). Konsentrasi spermatozoa 
(xl o ~ ~ L " )  menggunakan Neubauer chamber 
dengan pengenceran 100 kali dalam NaCl 3 %, dan 
morfologi spermatozoa (normalitas) dilakukan 
dengan pewarnaan Williams. 

Semen yang mempunyai persentase motilitas 
>65% dengan konsentrasi >200 x106 mL'l dengan 
morfologi spermatozoa normal >70%, diencerkan 
dengan susu skim (1:l). Disentrifugasi (Hettrich, 
EBA 3 s  Tuttlingen) dengan kecepatan 3000 rpm 
selama 15 menit. Supernatan dibuang dan pellet 
(spermatozoa) diencerkan kembali dengan 
pengencer susu skim yang mengandung gliserol 5 % 
dengan konsentrasi spermatozoa 200 X lo6 mL *'. 
Semen tersebut kemudian dikemas ke dalam straw 
0.5 mL. Diekuilibrasi pada suhu 4-5°C masing- 
masing selama 1 jam (El), 2 jam (E2) dan 3 jam 
(E3). Kemudian dibekukan pada uap N2 cair (suhu 
* -1 50°C) selama 10 menit, disinlpan dalam 
kontainer NZ cair (suhu - 196°C). Keberhasilan 
pembekuan dievaluasi 24 jam kemuclian. Semen 
beku di-thawing pada suhu 37°C selama 30 detik 
dengan menggunakan water bath (Chenier et  al., 

1998). Parameter yallg d iuku~ dalam penelitian ini 
adalah persentase motilitas darl viabilitas 
spermatozoa. Persent~ise spermatozoa yang berhasil 
pulih dari proses pembekuan yang disebut recovery 
rate (RR) dihitung dengall cara niembandingkan 
motilitas spermatozoa setelah pembekuan dengan 
motilitas semen segar dikalikari 100% (Han et al, 
2005). 

Persentase spermatozoa motil setelah thawrng 
RR= x iOO% 

Persentase spermatozoa mot11 senien segar 

Rancangan percobaan yang digunakan adalah 
rancangan acak kelompok (RAK) dan untuk masing- 
masing pejantan diulailg sebdnyak empat kali. Data 
yang diperoleh dianalisis dengan analisis variansi 
dan dilanjutkan dengan 11ji jarak berga~lda Duncan 
(Steel dan Torrie, 1995). 

Hasil dan Pembahasan 

Kualitas Semen Segar 
Hasil dari evaluasi semen yang telah dilakukan 

menunjukkan kualitas yang cukup baik. Volume 
semen segar sebesar 27,70*9,80 mL, benvarna putih 
keruh dengan konsistensi e w e r  dan pH 7,10*0,10. 
Secara mikroskopis persentase spermatozoa motil 
progresif adalah 67,1*7,20%, viabilitas 
78,80*3,30%, spermatozoa normal 73,60*4,90% 
dengan konsentrasi 222,90*17,30xl o6 mL-' Secara 
individu dari ketiga kuda jantan yang digunakan SJ 
menunjukkan kulitas semen cair yang paling rendah 
dibandingkan dengan PC dan SB (Tabel 1). 

Karakteristik semen segar tersebut secara 
keseluruhan masih dalam kisaran normal untuk kuda 
(Brinsko et al., 2000; Quintero-Moreno et al., 
2003). Tingginya standar deviasi menunjukkan 
besarnya variasi volume semen dari ketiga pejantan 
yang berbeda bangsa. Menurut Dowsett dan Knott 
(1996) bangsa dan umur kuda mempengaruhi 
karakteristik semen yang dihasilkan. 

Pengaruh Lama Ekuilibrasi terhadap 
Persentase Motilitas dan Viabilitas 
Spermatozoa setelah Thawing 

Waktu ekuilibrasi yang optimum dalam 
pembekuan semen pada berbagai ternak bervariasi. 
Pada pembekuan semen kuda hasil penelitian ini, 
lama ekuilibrasi berbeda pengaruhnya untuk tiap 
individu. Pada jantan SJ, perlakuan E l ,  E2 dan E3 
tidak menunjukkan perbedaan motilitas setelah 
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Tabel 1. Karakteristik semen cair kuda - - - -- - - --- 
Evaluasi -- Nama kuda- 

Ma kroskopis Spirit of Jatim Sony Boy Prince Couperous 
Volume (mL) 25,O * 6,lO 22,50 * 2,50 36,25 * 11,40 
Wama putih keruh putih keruh putih keruh 
PH 7,lO * 0,10 7,lO * 0,lO 6,95 * 0,20 
Konsistensi encer encer encer 

Mikros kopis 
Motilitas spermatozoa (%) 57,50 * 2,50 71,30 * 2,20 72,50 * 2,50 
Viabilitas spermatozoa (%) 78,90 * 2,OO 77,70 * 3,30 79,80 * 4,OO 
Normalitas spermatozoa (%) 71,80 * 3,50 75,30 * 2,40 76,lO * 1,40 
Konsentrasi (x lo6 m ~ - ' )  207,OO * 12,80 227,30 *15,90 234,50 * 8,60 

SS SE ST 

Tatlap Pengobhan Semen 

SS SE ST 

Tahap Pengolahan Semen 

Gambar 1. Persentase motilitas dan viabilitas spermatozoa pada berbagai tahapan pengolahan semen 
untuk Spirit of Jatim (SS = semen segar; SE = setelah ekuilibrasi; ST = setelah thawing) 

thawing dengan motilitas rata-rata 17,30% (P>0,05), 
sedangkan viabilitas spermatozoa setelah thawing 
pada jantan SJ, ternyata E3 (47,80%) menunjukkan 
persentase yang lebih tinggi dibanding E2 (45,30%), 
dan El (38,40%) (Gambar 1). 

Pada kuda SB dan PC, persentase spermatozoa 
motil setelah thawing masing-masing (30,00%; 
28,90%) dan 3 jam (28,30% ; 30,60%) lebih tinggi 
dibandingkan El (20,60%; 23,30%) (P<0,05). 
Persentase viabilitas spermatozoa setelah thawing 
pada PC tertinggi pada E3 (50,00%) diikuti oleh E2 
(44,60%), sedangkan El menunjukkan nilai yang 
lebih rendah yaitu 37,30%. Untuk kuda SB, E2 
menunjukkan persentase viabilitas spermatozoa 
49,70%, lebih tinggi dibandingkan El (40,10%) dan 
E3 (38,40%) (Gambar 2 dan 3). 

Secara keseluruhan lama ekuilibrasi ini tidak 
mempengaruhi persentase motilitas setelah thawing 
dari ketiga kuda yang digunakan (P>0,05) dengan 
persentase motilitas setelah thawing 23,60 * 7,10% 
(Gambar 4). Lama ekuilibrasi mempengaruhi 
persentase viabilitas spermatozoa baik secara 
individu atau secara keseluruhan. Waktu ekuilibrasi 
selama 2 dan 3 jam menunjukkan persentase 
viabilitas spermatozoa lebih baik dibandingkan 
dengan 1 jam. 

Penurunan kualitas dari semen segar ke setelah 
ekuilibrasi masih rendah, untuk motilitas 
spermatozoa turun antara 4,40% dan 7,50%, 
sedangkan untuk viabilitas spermatozoa turun antara 
1,80% - 11,10%. Dari setelah ekuilibrasi ke setelah 
thawing penurunan kualitas terjadi cukup tinggi 
yaitu berkisar antara 30,70% dan 45,60% untuk 
motilitas spermatozoa dan 18,80% - 38,20% untuk 
viabilitas spermatozoa. Sehingga total penurunan 
kualitas yang terjadi mulai semen segar ke setelah 
thawing antara 37,50% dan 50,60% untuk motilitas 
spermatozoa dan 28,60% - 42,50% untuk viabilitas 
spermatozoa (Tabel 2). 

Keberhasilan pembekuan semen tidak hanya 
dinilai dari persentase motilitas setelah thawing, ha1 
ini disebabkan oleh motilitas semen segar yang 
berbeda pada ketiga kuda yang digunakan. 
Persentase spermatozoa yang dapat pulih kembali 
setelah pembekuan disebut dengan recovely rate 
(RR) yang memberikan gambaran keberhasilan dari 
proses pembekuan itu sendiri. Tanpa melihat lama 
ekuilibrasi yang dilakukan, secara keseluruhan 
ternyaia PC mempunyai nilai RR tertinggi yaitu 
38,10% diikuti oleh SB 36,90% dan SJ sebesar 
29,60% (Gambar 5). 
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Gambar 2. Persentase motilitas dan viabilitas spermatozoa pada berbagai tahapan pengolahan 
semen untuk Sony boy (SS=semen segar; SE= Setelah ekuilibrasi; ST = Setelah thawing) 
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tiambar 3. Persentase motilitas dan viabilitas spermatozoa pada berbagai tahapan pengolahan 
semen untuk Prince couperos (SS = semen segar; SE = setelah ekuilibrasi; 
ST = setelah thawing) 
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Gambar 4. Persentase motilitas dan viabilitas spermatozoa pada berbagai tahapail 
pengolahan semen untuk seluruh kuda jantan (SS = semen segar; SE = setelah 
ekuilibrasi; ST = setelah thawing). 
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S 0 
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Gambar 5. Recovely rate semen beku kuda dengan waktu ekuilibrasi 
yang berbeda 

Tabel 2. Penurunan kualitas semen pada berbagai tahap pengolahan semen dengan lama ekuilibrasi 
yang berbeda 

Penurunan (%) 
Nama Waktu 

SS-SE SE-ST SS-ST : I I F I  kuda Ekuilibrasi 
M M V M V 

' , 8 1 ,  v 
Spirit of 1 7,50 6,20 35,60 35,30 43,lO 4 I ,5 () ,, ,.~ ;: 'c' ; 

Jatim 2 6,80 10,lO 30,70 24,50 37,50 34,60 : I , '  -‘ 

3 4,90 11,lO 35,lO 18,80 40,OO 29,90 
Rataan 6,40 9,lO 33,80 26,20 40,20 35,30 

Sony Boy 1 6,30 1,80 44,40 35,60 50,60 37,40 
2 5,OO 2,60 36,90 26,OO 4 1,90 28,60 
3 6,30 4,70 36,90 34,90 43,lO 39,60 

Rataan 5,80 3,OO 39,40 32,20 45,20 35,20 
Prince 1 4,40 4,40 45,60 38,20 50,OO 42,50 

Couperous 2 4,40 4,40 38,80 29,60 43,lO 34,OO 
3 6,30 3,30 35,60 25,60 4 1,90 28,90 

Rataan 5,OO 4,OO 40,OO 31,lO 45,OO 35,lO 
Rataan ke tiga kuda 5,80 5,50 37,50 29,70 43,30 35,20 

SS-SE (semen segar ke setelah ekuilibrasi), SE-ST (setelah ekuilibrasi ke setelah thawing), 
SS-ST ( semen segar ke setelah thawlng ), M: motilitas , V, viabilitas spermatozoa 

Berdasarkan persentase spermatozoa motil yang 
dihasilkan setelah thawing dan dibandingkan 
kualitas semen segar, ternyata nilai RR tertinggi 
sebesar 42,10% terdapat pada PC (E3) dan SB (E*), 
sedangkan nilai RR paling rendah adalah pada SJ 
(25,10%) dengan waktu ekuilibrasi selama 1 jam. 

Waktu ekuilibrasi pada semen berbagai ternak 
berbeda-beda. Pada pembekuan semen domba 
ekuilibrasi sebaiknya dilakukan selama 2 jam 
sedangkan pada semen rusa ekuilibrasi selama 4 jam 
memberikan hasil yang cukup baik (Bearden et al., 

L 
2004). Pada semen sapi FH ekuilibrasi biasanya 
dilakukan selama 4 jam dengan suhu 5°C. 
(Arifiantini et al., 2005). 

Menurut Raya (2000), ekuilibrasi semen 
kambing PE pada suhu 3-5°C selama 4 jam lebih 
baik dibandingkan dengan 1, 2 ataupun 3 jam. Han 
et al. (2005) membandingkan lama ekuilibrasi pada 
pembekuan semen itik yaitu 10 dan 60 menit, 
ternyata ekuilibrasi selama 10 menit menunjukkan 
kualitas semen setelah thawing lebih baik 
dibandingkan dengan 60 menit Untuk semen kuda 
ekuilibrasi dapat dilakukan selama 1 jam pada suhu 
5°C (Medeiros et al., 2002) ataupun 2 jam (Arruda, 
et al., 2002). 

Penurunan kualitas semen setelah ekuilibrasi 
dan setelah thawing dalam proses pembekuan semen 
dimulai saat penambahan krioprotektan, perubahan 
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volume sel pada saat pembekuan diikuti peregangan 
d m  pengkerutan membran plasma sebagai respon 
terhadap larutan hiperosmotik (Devireddy et al., 
2002) ataupun 2 jam Arruda et al. (2002). 

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, 
terlihat bahwa penurunan kualitas semen setelah 
ekuilibrasi tidak terlalu besar. Tetapi penurunan 
sangat besar terjadi setelah thawing. Penurunan 
motilitas spermatozoa dari semen segar sampai 
setelah thawing pada penelitian ini berkisar antara 
37,50% dan 50,60%. Penurunan ini sangat besar, 
karena menurut Kavak et al. (2003) pada kuda 
jenis Tori dan Estonian penurunan motilitas dari 
semen segar ke setelah thawing hanya berkisar 
antara 24.4 dan 25,20%, demikian juga pada kuda 
jenis warmblood penurunan motilitasnya sekitar 
26% ( Aurich et al., 1996) 

Penurunan motilitas dan viabilitas spermatozoa 
setelah thawing ini bervariasi antar individu, ha1 ini 
berhubungan dengan permeabilitas dari membran 
plasma spermatozoa dan efek toksik gliserol yang 
ditambahkan (Chenier et al., 1998) Menurut White 
(1993) kerusakan yang terjadi selama proses 
pembekuan dan thawing karena terbentuknya 
peroksidasi lipid sehingga akan menurunkan daya 
hidup spermatozoa, Peroksidasi lipid diawali dengan 
terbentuknya reactive oxygen species (ROS) sebagai 
produk samping dari metabolisme spermatozoa. 
Reactive oxygen species tersebut akan menyerang 
substrat yang terdekat yaitu ikatan rangkap rantai 
asam lemak tidak jenuh yang terdapat pada bagian 
midpiece. Pengaruhnya secara langsung masih 
dalam penelitian tetapi kelihatannya berhubungan 
dengan proses kapasitasi sehingga spermatozoa 
kehilangan fertilitasnya (Gadella et al., 2002). 

Spermatozoa kuda sangat mudah terkena cold 
shock. Rentannya spermatozoa kuda ini disebabkan 
oleh perbedaan komposisi phospholipid yang 
terdapat pada membran plasmanya. Pada 
spermatozoa kuda kandungan asam lemak tak jenuh 
arakidonat (20:4) sangat tinggi yaitu 18,20% (Chow 
et al., 1986) sedangkan pada spermatozoa sapi dan 
domba hanya 3,5 dan 4,50-5% (White, 1993). 
Selain itu perbandingan kandungan antara asam 
dokosapentaenoat (DPA; 22:5) dan dokosaheksa- 
enoat (DHA; 22:6) pada phosphatidylcholine dan 
phosphathidyletholamin jumlahnya terbalik (Gadella 
et al., 2001). Pada spermatozoa sapi dan domba 
kandungan DPA sangat sedikit, sedangkan pada 
kuda 17,20%, sebaliknya kandungan DHA pada 
spermatozoa sapi dan domba sangat tinggi yaitu 

61,30 d m  61,40% (White, 1993) tetapi ,pada 
spermatozoa kuda hanya 7,60% (Chow et al., 1986). 

Penambahan gliserol sebagai krioprotektan ke 
dalam bahan pengencer pada waktu ekuilibrasi 
membutuhkan waktu yang optimum. Pemaparan 
gliserol yang terlalu lama atau terlalu singkat 
sebelum dibekukan akan merusak spermatozoa. 
Ekuilibrasi yang terlalu lama akan menyebabkan 
kontak gliserol dengan spermatozoa yang berlebihan 
sehingga gliserol akan bersifat toksik terhadap sel 
spermatozoa (sitotoksik). Gliserol akan menarik air 
secara berlebihan dari dalam sel spermatozoa yang 
menyebabkan dehidrasi dan selanjutnya terjadi 
kerusakan sel spermatozoa (Best, 2006). 

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 I 

gliserol dapat bersifat toksik sehingga akan merusak ' 
membran plasma spermatozoa dan menyebabkan 
gangguan motilitas maupun viabilitas dari 
spermatozoa (Toelihere, 1993). 

Dengan waktu ekuilibrasi yang singkat efek 
sitotoksik gliserol dapat diminimalkan, sehingga 
penurunan kualitas juga dapat ditekan. Han (2005) 
menyatakan bahwa efek toksik krioprotektan 
berhubungan dengan konsentrasi krioprotektan yang 
ditambahkan dan waktu pemaparan krioprotektan 
dengan semen sebelum dibekukan. Namun ha1 
tersebut menyebabkan berkurangnya kesempatan 
gliserol untuk penetrasi secara sempurna ke dalam 
sel spermatozoa, sehingga terjadi kerusakan 
spermatozoa karena terbentuknya kristal es 
intraseluler. 

Kesimpulan 

Ekuilibrasi selama 1, 2 dan 3 jam tidak 
menunjukkan perbedaan motilitas spermatozoa 
setelah thawing pada ketiga kuda yang digunakan, 
Ekuilibrasi selama 2 dan 3 jam menunjukkan 
persentase viabilitas spermatozoa lebih baik pada 
ketiga kuda yang digunakan. Penurunan persentase 
motilitas tertinggi terdapat pada Sony Boy dengan 
waktu ekuilibrasi selama 1 jam dan terendah pada 
Spirit of Jatim selama 2 jam. Penurunan persentase 
viabilitas spermatozoa tertinggi pada Prince 
Couperous dengan lama El dan terendah pada Sony 
Boy dengan ekuilibrasi selama 2 jam. Recovery rate 
terbaik terdapat pada kuda Sony Boy dan Prince 
Coupetous. 
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