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PENGUJIAN MOTILITAS DAN VALIDITAS KONSENTRASI SPERMATOZOA DALAM KEMASAN
SEMEN BEKU DARI SALAH SATU BALAI INSEMINASI BUATAN DAERAH (BIBD) INDONESIA

WM Nalley", A Pratama ?, RI Arifiantini *
! Program Studi Peternakan, Fakultas Peternakan Universitas Nusa Cendana-Kupang
? Fakultas Kedokteran Hewan, Institut Pertanian Bogor
Email : nalleywm@yahoo.co.id

ABSTRAK

The quality of bull frozen semenproduced by artificial insemination center refers to Indonesian National
Standard (SNI) 01-4869.1: 2008 for bull frozen semen. The requirements quality of frozen semen are at least
having >40% sperm motility with the velocity of spermatozoa at least two (0-5). Semen should be packed in
mini straw 0.25 ml consist al least 25 x 10° sperm cells. The purpose of this study was to evaluate sperm
motility, velocity and to calculate the sperm concentration in one straw produce by the regional artificial
insemination center in Indonesia. 30 samples of frozen semen (PO, Simmental and Limousine), used in this
study. The result demonstated that sperm motility and velocity of all bull were correspondingwith SNI of bull
frozen semen. Sperm concentration which correspondingwith SNI of bull frozen semen was only 3.33% (1/30),
others contained an average of >5 to <10 million 20%, 210 to <15 million 40%, and >15 to <20 million 20%.
The number of sperm cells in a straw which not meet with the packing requirements, will reduce the number of
spermthat have the ability to fertilize an ovum when inseminated.

Keywords:frozen semen, motility, concentration

PENDAHULUAN

Inseminasi buatan (IB) adalah teknologi di bidang reproduksi yang bertujuan untuk meningkatkan
populasi ternak dan mutu genetik ternak (Arifiantini 2016). Pelaksanaan IB di Indonesia sebagian besar
menggunakan semen beku yang diproduksi oleh dua Balai Inseminasi Buatan (BIB) nasional dan beberapa
Balai Inseminasi Buatan Daerah (BIBD).Kualitas semen beku yang baik merupakan salah satu faktor penting
untuk keberhasilan program IB (Rahmawati et al. 2015). Pembekuan semen merupakan metode yang dapat
membuat semen dapat digunakan dalam waktu yang lama, sehingga metode ini sangat ideal untuk digunakan
pada proses penyimpanan semen yang berasal dari pejantan unggul.

Kualitas semen beku sapi yang diproduksi dan didistribusikan di Indonesia mengacu kepada Standar
Nasional Indonesia (SNI) 01-4869.1:2008 bagian 1 tentang semen beku sapi. Persyaratan mutu yang tercantum
dalam SNI tersebut adalah motilitas spermatozoa minimal 40% dengan skor gerakan individu minimal bernilai
dua. Standar kemasan semen beku adalah mini straw(0.25 ml) atau medium straw (0.5 ml) dan harus
mengandung minimal 25-30 juta sel spermatozoa. Lembaga Sertifikasi Produk (LSPro) Benih dan Bibit Ternak,
Direktorat Perbibitan dan Produksi Térnak, Direktorat Jenderal Peternakan menyatakan sampai Desember
2015, baru ada tiga BIB atau BIBD yang memiliki sertifikat SNI terkait dengan semen beku sapi (Arifiantini
2016).

Laboratorium uji untuk pengujian mutu semen beku mengacu pada ISO/IEC 17025:2005, dengan
persyaratan mutu yang diuji motilitas spermatozoa dan skor gerakan individu. Konsentrasi spermatozoa dalam
satu straw belum termasuk ruang lingkup pengujian dalam ISO/IEC 17025:2005, sementara konsentrasi
spermatozoa semen beku juga sangat penting untuk diuji. Oleh karena itu, pengujian terhadap motilitas, skor
individu, serta konsentrasi spermatozoa perlu dilakukan.Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menguji
motilitas, gerakan individu, dan konsentrasi spermatozoa semen beku dari salah satu balai inseminasi buatan
daerah (BIBD) di Indonesia.

METODE PENELITIAN

Penyiapan Semen Beku

Semen beku yang digunakan adalah 30 straw, terdiri atas tiga rumpun sapi masing-masing 10 straw sapi
PO, Sapi Limousin, dan Sapi Simmental. Semen beku disimpan dalam container nitrogen cair bersuhu -196 °C.
Semen beku dicairkan kembali (thawing) pada suhu 37 °C sampai 38 °C selama 15 sampai 30 detik. Semen
beku yang telah di-thawing, dikeringkan menggunakan tisu. Sumbat laboratorium dan sumbat pabrik dari straw
digunting dan semen dimasukkan ke dalam mikrotub.
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Evaluasi Motilitas dan Gerakan Individu Spermatozoa

Satu tetes semen diletakkan di atas kaca objek, kemudian ditutup dengan gelas penutup. Pengamatan
dilakukan dengan menggunakan perbesaran 400 x. Motilitas spermatozoa dinilai menggunakan mikroskop
cahaya binokuler (Olympus CH 20) yang dilengkapi heatingtable dari lima lapangan pandang. Nilai dinyatakan
dalam bentuk persentase. Parameter motilitas yang diamati adalah kecepatan individu dari spermatozoa dan
perbandingan antara yang bergerak aktif progresif dengan gerakan spermatozoa yang lainnya. Gerakan individu
dinilai dari kecepatan spermatozoa bergerak maju ke depan, dinyatakan dalam bentuk skor (Tabel 1).

Tabel 1. Skor gerakan progresif individu

Skor Kriteria Keterangan
0 Tidak ada pergerakan Spermatozoa mati seluruhnya
1 Gerakan maju ke depan yang sangat Biasa ditemukan pada semen beku
lambat pasca thawing
2 Gerakan maju ke depan yang lambat Biasa ditemukan pada semen beku
pasca thawing
3 Gerakan maju ke depan yang sedang Biasa ditemukan pada semen beku
(moderate) pasca thawing
-+ Gerakan spermatozoa maju ke depan Biasa ditemukan pada semen segar
cepat
P Gerakan sangat cepat maju ke depan Biasa ditemukan pada semen segar

(sulit dilihat secara visual)
Adopsi dari : Australian Association of Cattle Veterinarians (AACV) scoring system

Konsentrasi Spermatozoa dalam satu mini straw

Konsentrasi spermatozoa dihitung menggunakan Neubauer chamber. Sepuluh pl semen dimasukkan ke
dalam mikrotub yang berisi 990 ul formol salin(perbandingan 1:100). Campuran semen dan formol salin
dihomogenkan, diambil 10 pl kemudian dimasukkan ke dalam Neubauer chamber. Perhitungan dilakukan
dengan menghitung jumlah spermatozoa pada lima kotak besar yaitu empat kotak pada masing-masing sudut
dan satu kotak pada bagian tengah. Penghitungan dilakukan pada dua kotak yang terdapat dalam Neuwbauer
tersebut. Jumlah spermatozoa didapat dari rerata kedua Neubauer chamber yang diamati. Adapun data
konsentrasi spermatozoa per mL didapat dengan rumus : Jumlah spermatozoa per ml =N x 5 x FP x 10.000

Keterangan :

N = Jumlah rerata spermatozoa dalam chamber

FP = Faktor pengenceran

5 = Faktor koreksi, yaitu ada lima kotak yang dihitung 25 kotak
10.000 = Faktor koreksi yang dibutuhkan karena kedalaman cover slip

Neubauer chamber sebesar 0.0001 ml/Neubauer chamber

Analisis Data
Analisis data pada penelitian ini dilakukan dengan uji Analysis of Variance (ANOVA). Apabila data
yang didapatkan tidak berbeda nyata, dilakukan uji lanjutan berupa uji Duncan (0=0.05).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Motilitas dan Skor Individu Spermatozoa Semen Beku Sapi PO, Sapi Limousin, dan Sapi Simmental

Motilitas spermatozoa adalah proporsi spermatozoa yang bergerak maju ke depan (progresif), berputar
(circuler), bergerak di tempat (local motility atau vibrator), gerakan mundur (reverse), dan tidak bergerak atau
mati (Arifiantini 2016). Motilitas spermatozoa semen beku secara umum dapat dipengaruhi oleh beberapa
faktor, yaitu kualitas genetik rumpun sapi, lama thawing, suhu thawing, dan kualitas pengencer. Penilaian
motilitas spermatozoa pada umumnya sering dibarengi dengan pemeriksaan kecepatan sel spermatozoa bergerak
maju ke depan.

Motilitas spermatozoa memiliki peran penting terhadap fertilitas spermatozoa (Nagy et al. 2015). Seluruh
nilai motilitas dari ketiga rumpun sapi sesuai dengan ketentuan persyaratan mutu dalam SNI 01-4869.1:2008,
yaitu minimal bernilai 40% (Tabel 2). Nilai motilitas spermatozoa semen beku sapi PO dan sapi Simmental
tidak berbeda, keduanya lebih tinggi dibandingkan sapi Limousin. Kualitas genetik yang berbeda-beda antar
rumpun sapi menjadi faktor penting yang menyebabkan perbedaan nilai motilitas antar rumpun sapi tersebut
(Sukmawati et al. 2014). Sementara itu, skor gerakan individu spermatozoa semen beku dari 30 sampel yang
diuji tidak berbeda antar rumpun sapi (Tabel 2). Skor gerakan individu spermatozoa dari ketiga rumpun sapi
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juga sesuai dengan ketentuan nilai gerakan individu spermatozoa dalam SNI 01-4869.1:2008, yaitu minimal
bernilai dua. Nilai motilitas dan gerakan individu spermatozoa yang sesuai SNI mengindikasikan spermatozoa
yang diuji pada penelitian ini masih memiliki fertilitas yang cukup baik.

Tabel 2. Motilitas dan gerakan individu spermatozoa semen beku sapi PO, sapi Limousin, dan sapi
Simmental pasca thawing (rata-rata=SD)

Rumpun Sapi Motilitas spermatozoa Gerakan individu
(%) (skor)

PO 44.90+1.37° 2.96+0.13

Limousin 41.50+2.42° 2.78+0.37

Simmental 43.60+1.71% 2.90+0.32

*Angka-angka pada kolom yang sama yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda menurut uji Duncan pada
taraf uji 5%.

Nilai motilitas dan gerakan individu spermatozoa yang sesuai dengan SNI mengindikasikan suhu dan
lama thawing yang digunakan pada penelitian ini sudah tepat. Suhu dan lama thawing yang tepat dapat membuat
spermatozoa bergerak secara optimum. Thawing yang dilakukan pada penelitian ini berada pada kisaran suhu
yang tidak jauh berbeda dengan suhu ideal untuk aktivitas spermatozoa, yaitu 37 °C (Utami et al. 2014).
Sementara itu, Aprilina et al. (2014) melaporkan dalam penelitiannya bahwa thawing yang dilakukan selama 15
detik pada suhu 37 °C mampu menghasilkan nilai motilitas yang paling tinggi dibanding dengan lama waktu
thawing lainnya. Samsudewa dan Suryawijaya (2008) dalam penelitiannya melaporkan bahwa nilai motilitas
spermatozoa semen beku tertinggi didapat dari thawing pada suhu 37 °C selama 30 detik. Kisaran lama thawing
yang dilakukan pada penelitian ini adalah 15 sampai 30 detik, sehingga sangat dimungkinkan lama thawing
yang dilakukan sudah ideal untuk spermatozoa. Lama thawing yang ideal mampu menghasilkan nilai motilitas
dan gerakan individu yang sesuai dengan standar yang ditetapkan.

Pemilihan jenis pengencer dan pemberian gliserol dalam jumlah yang tepat juga berpengaruh terhadap
normalnya nilai motilitas dan gerakan individu spermatozoa. Pemilihan pengencer yang tepat mampu
mempertahankan pH dan osmolaritas spermatozoa, serta mampu mempertahankan spermatozoa dari kerusakan
selama proses pembekuan (Ismaya 2009). Gliserol dalam jumlah yang tepat akan mampu secara optimal
melindungi spermatazoa dari kerusakan fisik dan fungsional selama proses pembekuan (Tambing ez al. 2000).

Spermatozoa yang terlindungi dari kerusakan selama pembekuan akan memiliki mitokondria yang masih
berfungsi dengan baik dalam menghasilkan Adenosine Tri Phosphate (ATP) (Sukmawati et al. 2014).
Perombakan ATP menjadi Adenosine Di Phosphate (ADP) dan Adenosine Mono Phosphate (AMP) memiliki
pengaruh penting terhadap daya gerak spermatozoa (Khairi et al. 2014).. Daya gerak yang baik sangat
diperlukan terkait dengan kemampuan spermatozoa membuahi ovum saat inseminasi buatan dilakukan
(Tambing et al. 1999).

Konsentrasi Spermatozoa dalam Satu Straw padaSapi PO, Sapi Limousin, dan Sapi Simmental

Konsentrasi spermatozoa adalah jumlah sel spermatozoa per ml semen (Yusuf 2015). Perhitungan
konsentrasi spermatozoa pada semen beku perlu dilakukan untuk memastikan jumlah sel spermatozoa yang ada
di dalam straw sesuai dengan standar yang ditetapkan. Konsentrasi spermatozoa per straw dari 30 sampel yang
diuji tidak berbeda antar rumpun sapi (Tabel 3). Jumlah sel spermatozoa tersebut di bawah standar yang
ditetapkan. Jumlah sel spermatozoa dalam satu straw dengan volume 0.25 ml dalam SNI semen beku sapi
nomor 01-4869.1:2008 harus mengandung minimal 25 juta spermatozoa. Semen beku yang tidak sesuai dengan
SNI mengindikasikan bahwa semen beku tersebut tidak layak untuk digunakan dalam proses inseminasi buatan
(Yusuf 2015).

Tabel 3. Konsentrasi spermatozoa semen beku sapi PO, sapi Limousin, dan sapi Simmental pasca thawing
(rata-rata:=SD)

Rumpun Sapi Konsentrasi spermatozoa (Juta/ml) Konsentrasi spermatozoa
(Juta/0.25ml)

PO 48.00+15.44 12.00+3.86

Limousin 63.50+17.24 15.90+4.31

Simmental 47.62+28.21 11.90+7.05

Sampel semen beku yang menunjukkan konsentrasi 25 juta/straw hanya 3.33% (1/30) (Tabel 4).
Konsentrasi spermatozoa dalam straw paling banyak (40%) terdapat dalam kisaran >10-<15 juta (Tabel 4).
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Nilai konsentrasi spermatozoa per straw yang di bawah standar akan menurunkan kuantitas spermatozoa yang
bergerak menuju ovum saat IB dilakukan. Pengurangan kuantitas tersebut tentu saja akan mengurangi kualitas
semen beku yang digunakan saat IB. Kurangnya kualitas semen beku akan dapat menyebabkan rendahnya
keberhasilan IB karena kualitas semen beku merupakan salah satu faktor keberhasilan IB pada sapi (Rahmawati
etal 2015).

Tabel 4. Sebaran konsentrasi spermatozoa semen beku sapi

Konsentrasi Persentase
(Juta/straw) (%)
<5 6.67 (2/30)
>5-<10 20 (6/30)
>10-<15 40 (12/30)
>15-<20 20 (6/30)
>20-<25 10 (3/30)
>25 3.33 (1/30)

Faktor-faktor yang dapat menjadi penyebab rendahnya nilai konsentrasi spermatozoa dalam satu straw
semen beku antara lain disebabkan oleh sumber daya manusia (SDM). Evaluator semen yang kurang teliti akan
menyebabkan kesalahan penghitungan konsentrasi spermatozoa pada semen segar. Kesalahan yang mungkin
terjadi adalah lalainya evaluator untuk menghapus ujung tip mikropipet setelah mengampil sampel sehingga
terhitung oleh alat fotometer yang digunakan. Kesalahan menentukan konsentrasi semen segar akan berimbas
pada jumlah bahan pengencer semen yang ditambahkan sehingga jumlah sel dalam straw tidak tepat (Arifiantini
2016).

Alat untuk mencampur semen dan pengencer untuk penghitungan konsentrasi adalah cuver. Cuvet terbuat
dari plastik dan hanya digunakan untuk satu kali pemakaianpada alat fotometer. Penggunaan cuvet berulang
sering ditemukan di lapangan. Cuver yang telah dicuci akan menjadi buram dan tergores, sehingga dapat
menyulitkan dalam pembacaan hasil konsentrasi spermatozoa yang didapat (Arifiantini 2016).

Kalibrasi alat sangat penting dilakukan. Alat yang tidak terkalibrasi juga dapat menjadi penyebab lain
dari kesalahan perhitungan konsentrasi semen segar, sehingga konsentrasi spermatozoa per straw akan Kurang
(Yusuf 2015). Hasil pengujian konsentrasi spermatozoa dalam straw semen beku ini, menunjukkan bahwa
penghitungan jumlah spermatozoa harus dilakukan. Penghitungan konsentrasi perlu ditambahkan dalam
persyaratan mutu dalam SNI Semen beku sapi dan dimasukkan dalam ruang lingkup pengujian pada
laboratorium uji semen beku yang menerapkan ISO/IEC 17025:2005.

KESIMPULAN .
Semen beku yang berasal dari salah satu BIBD di Indonesia memiliki nilai motilitas spermatozoa dan
skor individu yang sesuai dengan SNI semen beku sapi. Konsentrasi spermatozoa dalam satu straw masih belum
sesuai dengan SNI.
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