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Abstract 

The aims of this experiment was to obtain the effects of different time of glycerolisation on the quality of 
frozen ram semen diluted in Tris Egg Yolk (TEY). Semen fiom seven sexually mature local rams were collected 
using artificial vagina weekly, evaluated macroscopically anu microscopically. Good qu~ l ; ty  semen then diluted 
with TEY ana 6% glycerol adoeu in three different periods. The first step was diluted in room temperature ( 
treatment I), the second glycerolisation was at the end of equilibration (treatment 2) and the third period was 
several steps of glycerolisation during equilibration (treatment 3). Diluted semen was packed in straws 
(Minitub, Germany), equilibrated at 5°C for three hours, freezed in liquid nitrogen vapor for 10 minutes and then 
stored in a container of -196 'C liquid nitrogen. After 24 hours, the semen was thawed at 37'C for 30 second. 
The results of showed that there was no significant differences among treatments (P'" 05). The percentage of 
post thawing motility was 42.50% (treatment I), compared to 38.75% (treatment 2), and 30.00% (treatment 3). In 
conclusion, the glycerolization on frozen ram semen can be done any time of the equilibration without 
influencing the sperm motility 
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Pendahuluan 

Keberhasilan inseminasi buatan pada temak 
domba dipengaruhi beberapa faktor diantaranya 
adalah kualitas semen cair atau semen beku yang 
digunakan. Untuk menghasilkan semen beku 
domba yang berkualitas dibutuhkan bahan 
pengencer semen yang mampu mempertahankan 
spermatozoa selama proses pendinginan, 
pembekuan maupun pada saat thawing (Ahoagla 
dan ierada, 2004a). Saiah s a t  komponen 
penting yang harus ditambahkan pada bahan 
pengencer semen beku adalah krioprotektan. 
Krioprotektan yang umum digunakan pada 
pembekuan semen adalah gliserol, yang 
mempakan krioprotektan intraseluler dengan 

Gliserol akan rnelindungi sel spermatozoa 
pada saat pembekuan dari kristal es tajam yang 
akan merusak membran spermatozoa (Park dan 
Graham, 1992). Disamping fungsinya sebagai 
krioprotektan, gliserol juga bersifat toksik, 
sehingga beberapa peneliti rnenganjurkan untuk 
~ J a k u k a n  pemaparan gliserol sesaat sebelum 
pembekuan. 

Konsentrasi gliserol pada pengencer berbeda- 
beda. Rizal et al. (2003) melaporkan hunsentrasi 
gliserol 5% dalam pengencer tris kuning telur 
pada pembekuan semen domba garut 
menunjukkan hasil yang lebih baik dibandingkan 
konsentrasi gliserol 3% dan 7%. Hasil ini 
diperkuat oleh Herdis (2005) pada semen beku 
domba yang sama. Penelitian Fiser dan Fairfull, 

berat molekul 92,lO ( Hafez, 2000). (1986) pada semen dornba menggunakan 
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konsentrasi gliserol 1 sampai dengan. 16% 
menunjukkan hasil yang optiinum adalah 4-6%. 
Konsentrasi gliserol 7% pada pcngencer tris 
dilaporkan oleh Feradis, (1999) pada'domba St. 
Croix dengan motilitas pasca thuwing yang 
memuaskan. Dalam penelitian ini, akan dikaji 
waktu pemaparan gliserol (gliserolisasi) dalam 
pengencer tris kuning telur, satu tahap phda awal 
pengenceran, satu tahap setelah ekuilibrhsi dan 
beeahap selama ekuilibrasi. Dari penelitian ini 
diharapkan akan dibsilkan metode pembekuan. 
semen domba yang l&ih baik dalam 
mempertahankan motilitas spermatozoa pasca 
thawing. 

Metode Penelitian 

Materi 

Hewan percobaan yang digunakan adalah 
tujuh ekor domba lokal jantan dewasa berumur 
2-3 tahun dengan bobot badan 25-29 kg. Pakan 
yang diberikan berupa hijauan rumput segar 
sebanyak 5 kg dan tambahan konsentrat seban;.ak 
1/4 kg ekor-' hari-' dan air minum diberikan ad 
libitum. 

Metode 

I .  Penampungan dun Evaluasi Kualitas Semen 
Segar 
Semen ditampung satu kali dalam satu zinggu 

menggunakan vagina buatan sebanyak 2 ejakulat 
dalam satu kali penarnpungan sebanyak 4 kali 
ulangan. Penilaian semen dilakukan secara 
makroskopis meliputi wama, volume (mL), pH, 
konsistensi dan secara mikroskopis y a i t ~  g m k m  
massa, konsentrasi spermatozoa m ~ - '  dan 
motilitas sperma (% SM). Gerakan massa 
dilakukan dengan cara meneteskan satu tetes 
semen menggunakan pipet Pasteur di atas gelas 
objek, lalu diperiksa di bawah mikroskop dengan 
pembesaran 100 X. Nilai gerakan massa terdiri 

dari sangat baik (+++), baik (*), cukup-(+) dan 
buruk (-). Untuk melihat % SM dilakukan dengail 
menambahkan NaCl fisidogis dengan 
perbandingan 1 berbanding 6 tetes, diamati di 
bawah mikroskop dengan pembesaran 400 I: dzn 
dinilai secara-subyektif dari 5 lapang pandang 
skala n-5%; penilaian dimulai dari 0% ridak 
bergerak sampai 100% bergerak seluruhnya 
(~Gish's ,  2003). ~engamatan konsentras'l 
dilakukan menggunakan kamar hitung Nclrbauer 
dengan bahan pengencer eosln 0,23%. 
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2. Pengenceran Semer 

Semen segar yang memenuhi syarat (gerakan 
massa +++, sperma motil -70%, konsentrasi 
>2000 juta per ml) di pool menjadi satu dan 
diencerkan sesual dengan perlakuan de-::n 
jumlah spermatozoa per straw 100 juta 
spermatozoa. 

Pengenceran .dmen yang digunakan adalah 
Tris kuning telur (TKT) dengan komposisi buffer 
Tris (BT) terdiri dari Tris (h:~droxymefhyl 
ammomethane) 2.42 g; asam sitrat 1,36 g; 
fruktosa 0,88 g dan aquadest sampai mencapai 
100 ml. Selanjutnya dibuat tiga macam bahan 
pengencer yaitu pengencer A yang terdiri dari BT 
80%, kuning telur (KT) 20% (vlv). Yxgencer 
B terdiri dari BT 74%, KT 20% dan gliserol (G) 
6% (vlv) dan pepzencer C terdlri dari BT 68%, 
KT 20% dan G 12% (vh)  setiap pengencer 
ditambah antibiotik penisilin 1000 IU dan 
streptomicyn 1 mg per ml bahan pengencer semen. 

a. Pemaparan gliserol satti tahap (GST) 

Semen dilarutkan dengan pengencer B (yang 
didalamnya sudah mengandung gliserol) pada 
suhu ruang secara perlahan-lahan tetes demi tetes, 
kemudian dikemas dalam straw 0.3 mL (Minitub, 
Jerman) dan selanjutnya diekuilibrasi dalam 
lemari es (3-S°C) selama tiga jam. 



b. Pemaparan gliserol pada akhir ekuilibrasi 
(G'W 
Semen dicampur pada suhu ruang dengan 

pengencer A dan disimpan dalam lemari es 
5 5 ° C )  selaina tiga jam. Setelah tiga jam 
ditambahkan gliserol 6% (vlv) secva perlahan- 
lahan tetes demi tetes, kemudian semen langsung 
aikemas dplam straw (gliserol, peralatan dan 
pe,,gemasan dilakukan dalam lemari es ). 

c. Pemaparun gliserol b ~ ~ t u l t a p  (GdT) 
Semen dicampur dengan pengencer A (ranpa 

gl~serol) setengah dari volume pengenceran dan 
dimasukkan ke dalam lemari es. Setelah satu 
jam, semen tersebut ditambahkan pengencer C 
yang disimpan pada suhu yang sama seperempat 
volume pengenceran secara bertahap setiap satu 
jam sebar:.~.k dua kali. Splanjutnya d:l~kukan 
ekuilibrasi lanjutan selama satu jam dan kemudian 
semen dikemas dalam straw. Pengemasan dan 
semua peralatan yang d ~ ~ u n a k a n  disimpan dan 
dilahkan dalam lemari es. 

3. Pembekrtan 
Setelah ekuilibrasi tiga jam (perlakuan 

pertama) dan setelah ekuilibrasi serta yngemasan 
(untuk perlakuan kedua dan ketiga). Dilanjutkan 
dengan proses pembekuan. Pembekuan 
menggunakan boks styrofoam yang bcrukuran 
30x30 cm dan aiisi nitrogen (N2) cair setinggi 7 
cm. Straw ditempatkan pada rak pembekuan 
dengan jarak 3 cm dari permukaan N2 cair, selama 
sepuluh menit. Suhu uap nitrogen cair ini 
diperkirakan -130°C. Setelah beku, sti.aw 
disimpan dalam kontainer N2 cair (-19G°C). 

4. Thawing 
Untuk mengetahui keberhasilan pembekuan, 

semen beku dicairkan kembali ( t lm~ing) dengan 
air hangat bersuhu 37" selama 30 detik dan 
semen dikeluarkan seluruhnya dari straw pada 

gelas objek yang telah dihanzatkan. Satu tetes 
semen diambil dan ditutup dengan gelas penutup. 

5. Peubah yang Diamati 
Pcubah yang diamati adalah motilitas yznq 

dinilai secara subyektif kuantitatif pa6a sepuluh 
lapang pandang dengan jumlah sel spermatozoa 
per lapang pandang antara 10 aan 20 sel 
(Sorenson, 1979) p d a  bebeiapa tahap yaitu pada 
semen segar, pasca penynceran dan pasca 
tnaWng. Data yang dipero!eh dari hasil PTM 
dianalisis dengan sidik ragam Rdncangan Acak 
Lengkap (ANOVA) jikp ada perbedaan antar 

perlakuan dllaniutkan dengan uji Duncan (a = 

0,05). 

Hasil dan Pembahasan 

Karakteristik Semen Segar 

H d d  evaluasi semen segar secara 
makroskopis menunjukkan bahwa rata-rata 
volume yang didapat 0,66*0,09mL; pH 
6,88*0,91; berwama krem dengan konsistensi 
yang kental. Hal ini menunjukkan bahwa 
konsentrasi semen tinggi, sedangkan secara 
mikroskopis gerakan massa yang nampak adalah 
+++, dengan konsentrasi spermatozoa 
2418,75=%,03 juta m ~ '  dan SM 75,00*4,08% 
(Tabel 1). 

Pengaruh Waktu Pemaparan Gliserol 
Terhadap Motilitas Sperxtatozoa 

Motilitas spermatozoa yang dinilai adalah 
gerakan spermatozoa yang maju ke depan 
(progresif). Meskipun tidak mempunyai korelasi 
langsung dengan fertilitas (Hafez dan Hafez, 
2000), tetapi merupakan parameter utama yang 
banyak dilaporkan oleh para peneliti. Hasil 
penelitian waktu pemaparan gliserol ini tidak 
mempengaruhi % SM (P>0,05). Motilitas pasca 
rlzawing (PTM) perlakuan pemaparan 
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Tabel 3. Penurunan persentase motilitas spermatozoa pada setiap tahapan pengamatan 

Tahapsn psngamalan Perlakuan 
GS1 GAE GBT 

Semen segar ke tasca tkuilibrasi 5.00 i 0.00' 0.00 * 0.00" 7.50 * 2.89" - 
Pascaekuilibrasi ke pasca thawing 27,50 * 8,%" 36125 i 4;7ga 37;50 2 5;00a 
Semen segar ke pasca thawing 32,50 i 8,6Ga 36,25 2 4,79' 45,OO i 4,OV 

GST = pemqaran gliserol satu tahap; GAE = pemaparan giiser31 pada akhir eknilibrasi dan 
GBT = pemaparan gliserol benahap 

organel-organel spematozoa, seperii mitokondria 
yang akan mengakibatkan proses oksidasi terputus 
sehingga Droses metabolisme di dalam r-l tidak 
terjadi (Park dan Sraham, 1992) 

Perlakuan GBT pada penelitian menunjukkan 
PTM yang paling rendah 30% dengan tingkat 
penurunan % SM dari semen segar ke pasca 
thawing tertinggi 45,00*4,08% , hasil ini berbeda 
dengan hasil penelitian Fabbrocini et al. (2000), 
yang melaporkan bahwg p a m b a h a n  g1is:rol 
dalam pengencer dengan metode dua tahap pada 
akhir ekuilitr:si menghasilkan PTM yang lebih 
baik dibandingkan penambaban gliserol satu 
tahap. Hal ini diduzo hrena faktor indiviclllnl, 
pengencer dan metode penambahan :'kerol yang 
berbeda. Penurunan % SM yang paling tinggi 
yaitu sebesar 45,00*4,08% pada GBT 
dibandingkan perlakuan GST (32,50*8,66%) dan 
GAE (36,2514,79%). Penunman %SM GBT ini 
kemungkinan karena pengaruh gliserd yang 
ditambahkan secara bertahap mengakibatka~~ 
spermatozoa barus lebih sering beradaptasi dengan 
perbedaan tekanan osmotik dari pengencer. Selain 
peruba!-22 tekanan osmotik yang berulang-ulang 
ha1 lain yang memberikan konstribusi adalah 
penggunaan lemari es biasa (home refi,-:;.ator) 
dan tidak menggunakan cool top (lemari es 
dengan pintu di atas) gang dapat diatur 
kelebarannya. Penggunaan lemari es biasa dengan 
gliserolisasi yang berulang-ulang pada perlakuan 
GBT menyebabkan suhu didalam lemari es 
berubah-ubah, sehingga subu yang tidak konstan 
ini juga sangat mempengaruhi kualitas 

Penurunan motilitas spermatozoa pada 
penehtian ini 32,50 - 45,00% Lampir sama d,;lgan 
penurunan pada domLa garut yaitu berkisar antara 
36,67-44,17% (Rizal et al., 2002) dan sebesar 
24,29% pada kambing PE (TambLg, i999). 
Penurunan motilitas pada proqes pembekuan 
semen umumnya dapat berkisar antara 10-80% 
(Partodihardjo, 1992) dengan rata-rata 50% 
(Sorenson, 1979). Penurunan motilitas tersebut 
dis&bkan akibat kejuvan dingin (cold shock) 
berupa kontraksi selubung lipoprotein sel 
spermatozoa yang disebabkan oleh tinpinya ior 
ca2' intraseluler dan intoksikasi ion caZi 
(Toelihere, 1985). 

Selain gliserol penambahan kuning telur pada 
pengencer juga mampu memberikan efek 
perlindungan pada spermatozoa selama proses 
pxdinginan dan pembekuan. Fraksi protein non 
dialisis pada kuning telur yang mengakibatkan 
kuning telur dapat mempunyai sifat proteksi yang 
sangat baik pada spermatozoa domba selama 
penyimpanan dingin. Selain itu diduga karena 
adanya kaitan yang erat antara low density 
lipoprotein dengan membran plasma sperma 
seperti yang ditemukan pada spermatozoa sapi 
(Molinia et al., 1994). 

Kesimpulan 

Hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa 
waktu pemaparan gliserol (gliserolisasi) yang 
berbeda tidak mempengaruhi persentase motilitas 
spermatozoa pasca thawing semen beku domba 

spermatozoa (Aboagla dan Terada, 3904b) lokal dengan pengencer tris kuning telur. 
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