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Abstrak.  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh konsentrasi gliserol terhadap tudung 

akrosom, membran plasma, dan recovery rate. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2020 di 

Laboratorium Fakultas Peternakan Universitas Jambi. Rancangan penelitian ini menggunakan 

rancangan acak lengkap (RAL). Pengaruh perlakuan diuji lanjut dengan Uji Ducan dengan 5 perlakuan 

dan 6 ulangan. Perlakuan ini terdiri atas P0 = 0% gliserol dalam bahan pengencer, P1 = 6% gliserol 

dalam bahan pengencer, P2 = 12% gliserol dalam pengencer, P3 = 18% gliserol dalam pengencer, P4 = 

24% gliserol dalam pengencer trisitrat kuning telur. Peubah yang diamati meliputi tudung akrosom, 

membran plasma, dan recovery rate pada spermatozoa. Data yang didapatkan dari setiap peubah di 

analisis dengan sidik ragam. Bila perlakuan berpengaruh nyata maka diuji lanjut menggunakan Ducan. 

Proses penghitungan data menggunakan program SPSS. Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa 

pemberian gliserol berpengaruh meningkatkan dan mempertahankan kualitas tudung akrosom dan 

membran plasma spermatozoa sapi bali post thawing dengan konsentrasi gliserol 6% dalam pengencer 

tris-sitrat kuning telur melindungi spermatozoa dari berbagai cekaman selama proses kriopreservasi 

semen, sehingga dapat mempertahankan kualitas daya hidup tudung akrosom, membran plasma, 

recovery rate yang layak dipakai dalam program Inseminasi buatan. 

Kata kunci:   kualitas spermatozoa, tudung akrosom, membran plasma, recovery rate 

Abstract. This study aims to determine the effect of glycerol concentration on the acrosome cap, plasma 

membrane, and recovery rate. This research was conducted in October 2020 at the Laboratory of the 

Faculty of Animal Husbandry, Jambi University. The design of this study used a completely randomized 

design (CRD). The effect of treatment was further tested with the Ducan test with 5 treatments and 6 

replications. This treatment consisted of P0 = 0% glycerol in the diluent, P1 = 6% glycerol in the diluent, 

P2 = 12% glycerol in the diluent, P3 = 18% glycerol in the diluent, P4 = 24% glycerol in the egg yolk 

tricitrate diluent. The observed variables included the acrosome cap, plasma membrane, and recovery 

rate in spermatozoa. The data obtained from each variable were analyzed by means of a variance. If the 

treatment had a significant effect, it was further tested using Ducan. The process of calculating the data 

using the SPSS program. From the results of the study, it can be concluded that the administration of 

glycerol has an effect on increasing and maintaining the quality of the acrosome cap and plasma 

membrane of post thawing bali cattle spermatozoa with 6% glycerol concentration in egg yolk tris-

citrate diluent to protect spermatozoa from various stresses during the semen cryopreservation process, 

so as to maintain the quality of the sperm power. live acrosomal hood, plasma membrane, recovery rate 

that is suitable for use in artificial insemination programs. 

Keywords:   spermatozoa quality, acrosome hood, plasma membrane, recovery rate 

PENDAHULUAN 

Sapi bali merupakan sapi yang perkembangannya tersebar hampir di seluruh wilayah Indonesia. 

Keunggulan sapi lokal yang memiliki daya adaptasi tinggi terhadap pakan yang berkualitas rendah, 

sistem pemeliharaan ekstensif dan memiliki daya tahan tubuh yang baik di musim tropis.  Keunggulan 

yang dimiliki oleh sapi lokal perlu dipertahankan sebagai plasma nutfah Indonesia dan perlu 

dikembangkan sebagai kekayaan genetik yang dimiliki Indonesia (Johari, et al., 2007). Salah satu 

teknologi yang telah digunakan untuk perkembangbiakan sapi adalah inseminasi buatan (IB). 
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Reproduksi merupakan suatu barometer untuk menilai kehidupan normal seekor ternak. Teknologi 

reproduksi pada ternak meliputi Inseminasi buatan, transfer embrio, fertilisasi in vitro. Salah satu 

reproduksi yang cocok diekembangkan di Indonesia adalah teknologi inseminasi buatan, IB merupakan 

cara ampuh untuk mengatasi kekurangan pejantan dan meningkatkan produktivitas ternak baik secara 

kualitatif dan kuantitatif. Faktor penting yang menentukan dalam keberhasilan IB adalah kualitas 

spermatozoa post-thawing. Sementara itu, kualitas spermatozoa post-thawing dipengaruhhi beberapa 

faktor di antaranya adalah bahan penegencer, proses pembekuan, dan pemeberian gliserol pembekuan 

(Toelihere, 1993).  

Gliserol merupakan krioprotektan yang paling sering digunakan dalam pembekuan semen (Azizah 

et al., 2009). Menurut Mumu (2009) gliserol dapat mencegah pengumpulan molekul-molekul air dan 

akan memodifikasi kristal es yang terbentuk di dalam medium sewaktu pembekuan sehingga 

menghambat kerusakan sel secara mekanis pada pembekuan semen sapi simental. Hal ini sesuai dengan 

pernyataan Evan dan Maxwell (1987) level gliserol yang umum digunakan adalah 6%-8% penggunaan 

kurang dari level tersebut, gliserol tidak akan memberikan efek yang berarti sedangkan jika lebih tinggi 

akan menimbulkan efek toksik pada spermatozoa. Oleh sebab itu, penambahan gliserol ke dalam 

pengencer dengan konsentrasi yang optimal adalah essensial untuk pembekuan semen agar kualitas 

semen seperti daya hidup dan keutuhan tudung akrosom spermatozoa dapat dipertahankan. Pengencer 

Tris kuning telur merupakan larutan buffer yang mengandung asam sitrat yang berperan sebagai 

penyangga (buffer) dan fruktosa sebagai bahan energi, (Widjaya, 2011). Pengencer tris kuning telur 

memiliki kandungan yaitu tris aminomethane, asam sitrat, laktosa, raffinosa, kuning telur dan antibiotok 

(Mardiyah, 2001), 

Tudung akrosom memiliki fungsi yang cukup penting untuk keberhasilan fertilisasi saat perkawinan. 

Tudung akrosom merupakan suatu selubung yang terdapat pada bagian kepala spermatozoa yang 

berfungsi untuk melindungi keluarnya materi genetik dan enzim enzim dari bagian kepala spermatozoa. 

Kerusukan tudung akrosom akan menyebabkan hilangnya kemampuan spermatoza saat pembuahan 

(Arifianti,2012). Keutuhan membran plasma sangat diperlukan oleh spermatozoa, karena kerusukan 

membran plasma akan berpengaruh terhadap proses metabolisme. Menurut Rizal et al.,(2004) apabila 

membran plasma sel dapat di pertahankan keutuhanya selama proses pembekuan, maka akan 

memberikan efek yang baik pula terhadap motilitas, daya hidup dan keutuhan tudung akrosom 

spermatozoa. 

MATERI DAN METODE 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Fakultas Peternakan Universitas Jambi. Kegiatan 

penelitian berlangsung pada Oktober 2020. Semen yang digunakan berasal dari Sapi Bali dengan satu 

kali koleksi.  

Rancangan percobaan pada penelitian ini menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL) 

dengan lima perlakuaan dan enam ulangan, yaitu P1 (penambahan gliserol 0% dalam bahan pengencer), 
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P2 (penambahan gliserol 6 % dalam bahan pengencer), P3(penambahan gliserol 12% dalam bahan 

pengencer), P4 (penambahan gliserol 18% dalam bahan pengencer), P5 (penambahan gliserol 24% 

dalam bahan pengencer).  

Prosedur penelitian ini dimulai Proses penampungan semen menggunakan vagina buatan yang 

diperoleh dari Dinas Tanaman Pangan, Holtikultura dan Peternakan Provinsi Jambi (UPT Pembibitan). 

Semen yang sudah di tampung secepat mungkin dibawa ke laboratorium dengan menutup tabung reaksi 

dengan alumunium foil supaya semen tidak terkontaminasi bakteri. Untuk penyimpanan sementara dan 

membawa semen dari kandang ke laboratorium menggunakan termos es yang berisi air biasa. Kemudian 

di proses di Laboratorium Peternakan Universitas Jambi. Semen diencerkan dengan menggunakan 

bahan pengencer tris sitrat kuning telur. Komposisi bahan pengencer tris sitrat kuning telur yang 

digunakan terdiri dari kuning telur 20 ml, asam sitrat 1,86 g, fruktosa 1,37, antibiotik (penisilin 0,1 

100.000 IU/100ml dan streptomisin 0,1 g), aquabides 100 ml serta gliserol yang berbeda. 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). 

Setelah proses pengenceran dilakukan ekuilibrasi pada suhu 5°C. Kemudian dicampurkan dalam 

larutan Tris sitrat kuning telur tanpa gliserol dan disiapkan juga larutan Tris sitrat kuning telur dengan 

gliserol, kemudian dimasukkan kedalam lemari es dengan suhu 4-5°C selama 2 jam, setelah 2 jam 

larutan tersebut dicampurkan lalu dimasukan kedalam lemari es selama 2 jam. Sperma yang telah 

diencerkan dengan pengencer kemudian sperma dimasukan ke dalam straw 0,25 ml dengan masing-

masing konsentrasi menggunakan squid. Selanjutnya menempatkan straw pada rak di dalam goblet yang 

berisi nitrogen cair dengan jarak 10cm dari permukaan nitrogen cair selama 5 menit, Penyimpanan pada 

suhu kriogenetik dalam cairan nitrogen cair dapat bertahan dalam jangka waktu yang tidak terbatas. 

Selanjutnya Menyiapkan penangas air dengan suhu 37°C. Mengambil straw dengan penjepit (pinset) 

dari kontainer dan memasukkannya kedalam penangas air selama 30 detik dan selanjutnya dibiarkan 

pada suhu kamar selama 5 menit kemudian di lakukan evaluasi. 

Peubah Yang Diamati 

Tudung akrosom diamati menggunakan metode Saacke dan White (1972). Semen sebanyak 25 μl 

ditambahkan ke dalam 100 μl larutan NaCl fisiologis yang mengandung 1% formalin. Larutan campuran 

dikocok perlahan sampai homogen, dibiarkan selama 5 menit. Preparat ulas tipis dari semen dibuat pada 

gelas objek.  Pengamatan terhadap minimum 200 spermatozoa menggunakan mikroskop cahaya dengan 

pembesaran 400x. Spermatozoa yang memiliki tudung akrosom ditandai oleh ujung kepala yang 

berwarna hitam tebal,  sedangkan yang rusak tidak tampak tanda yang sama. 
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Membran plasma dievaluasi dengan metode osmotic resistance test (ORT) (Revell & Mrode 1994). 

Semen sebanyak 25 μl ditambahkan ke dalam 200 μl larutan hipoosmotik dan diinkubasi pada suhu 

37oC selama 60 menit. Hasil inkubasi dibuat preparat ulas tipis pada gelas objek. Pengamatan 

menggunakan mikroskop cahaya pembesaran 400x, jumlah minimum spermatozoa yang diamati adalah 

200. Spermatozoa dengan membran plasma utuh dicirikan ekor melingkar atau menggelembung, 

sedangkan  yang rusak dicirikan  ekor yang lurus. 

Analisis data primer nilai recovery rate (RR) menggunakan rumus (Mitchell and Doak 2004) sebagai 

berikut  

Perhitungan recovery rate : 

RR = 
motilitas spermatozoa setelah thawing

motilitas spermatozoa segar
X 100% 

Analisis data 

Data yang didapatkab dari setiap peubah yang diamati dengan sidik ragam. Bila perlakuan 

berpengaruh nyata aka dilakukan uji lanjut menggunakan uji duncan. Proses perhitungan data 

menggunakan program SPSS. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil rataan penelitian kualitas spermatozoa sapi bali post thawing. Hasil penelitian menununjukan 

bahwa rata-rata persentase tudung akrosom, membran plasma dan recovery rate spermatozoa post 

thawing tidak berbeda nyata (P<0,05). Menurut pendapat Haugana et.al (2007) dan Hong et.al (2000) 

penyebab utama penurunan kualitas spermatozoa seperti motilitas, viabilitas dan abnormalitas adalah 

adanya proses pembekuan dan thawing atau pencairan kembali setelah sperma dibekukan. Dengan 

adanya penambahan beberapa konsentrasi gliserol di dalam pengencer tris sitrat telur dapat 

meminimalisir kematian spermatozoa. Pengaruh konsentrasi gliserol terhadap persentase daya tahan 

hidup spermatozoa sapi post thawing dapat dilihat pada tabel 1: 

Tabel 1. Rataan Tudung Akrosom, Membran Plasma, dan recovery rate Spermatozoa Sapi Bali Post 

Thawing 

Perlakuan  Tudung Akrosom   Membran Plasma  recovery rate  

P0 20,00 ± 0a 41,50, ± 1,26a 5,00 ± 0,00a 

P1 45,49 ± 0,89d 55,55 ± 1,32c 58,00 ± 0,89d 

P2 38,67 ± 2,07c 53,50 ± 2,42bc 51,67 ± 2,07c 

P3 32,47 ± 9,17bc 46,67 ± 1,63ab 40,83 ± 9,17c 

P4 21,87 ± 5,84ab 44,50 ± 2,42a 19,17 ± 5,84b 

Keterangan: superskrip yang berbeda pada kolom yang sama dinyatakan tidak berbeda nyata (P<0,05) 

Tudung Akrosom 

Hasil penelitian menunjukan bahwa perlakuan berbagai level gliserol di dalam bahan pengencer tris 

sitrat kuning telur memberikan pengaruh terhadap tudung akrosom . Konsentrasi gliserol P1 nyata lebih 

tinggi yaitu 45,49% diikuti dengan P2 (38,67%), P3 (32,47%), dan P4 (21,87%). Pemberian gliserol 6% 

memberikan hasil yang paling optimal terhadap keutuhan tudung akrosom setelah thawing. Hal ini 

sesuai dengan pendapat Tabing et.,all (2000) dimana penambahan gliserol 6% memberikan presentase 
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TAU sebesar 47,58%. Hasil analisis sidik ragam menunjukkan bahwa level gliserol dalam pengencer 

tris sitrat kuning telur berpengaruh nyata terhadap keutuhan tudung akrosom.  

Penambahan dosis gliserol 6% pada bahan pengencer tris sitrat kuning telur mampu memberikan 

perlindungan sehingga pengaruh kerusakan sel akibat cekaman dingin (cold shock) dapat dicegah. 

Kerusakan tudung akrosom di sebabkan oleh kristal-kristal es akibat dehidrasi sel yang berlebihan dalam 

proses pembekuan semen yang menyebabkan enzim-enzim pelebur dinding ovum pada tudung akrosom 

akan turut pula rusak. Menurut Siswanto (2006) Penambahan gliserol yang tepat memberikan 

perlindungan berupa memodifisier kristal-kristal es yang terbentuk selama proses pembekuan, sehingga 

kerusakan organel-organel sel spermatozoa dapat dihindarkan. 

Pemberian gliserol pada konsentrasi 0%, 12%, 18%, dan 24%. Menghasilkan tudung akrosom yang 

rendah di bandingkan dengan konsentrasi 6%, hal itu dapat disebabkan karena konsentrasi yang terlalu 

tinggi akan mengakibatkan efek toksik bagi spermatozoa.  

Membran Plasma  

Hasil penelitian menunjukan bahwa perlakuan berbagai level gliserol di dalam bahan pengencer tris 

sitrat kuning telur memberikan pengaruh terhadap tudung akrosom . Konsentrasi gliserol P1 nyata lebih 

tinggi yaitu (55,55%) diikuti dengan P2 (53,50%), P3 (46,67%), dan P4 (44,50%). Pemberian gliserol 

6% memberikan hasil yang paling optimal terhadap keutuhan tudung akrosom setelah thawing. Pada 

perlakuan P1 memberikan rata-rata tertinggi atau terbaik setelah thawing, kualitas pengenceran 

spermatozoa sapi bali post thawing dalam pengencer tris sitrat kuning telur dengan konsentrasi gliserol 

yang berbeda yaitu dengan rata-rata (55,55%).  

Dengan demikian dosis gliserol sebesar 6% dalam pengencer Tris telah mampu berinteraksi dengan 

membran plasma, yaitu dengan jalan melenturkan membran dan tidak mudah rapuh sehingga kerusakan 

karena retak yang tidak dapat dipulihkan kembali dapat diatasi. Hal ini didukung lagi bila dilihat dari 

tingkat penurunan persentase MPU spermatozoa dari pengenceran sampai thawing dimana tingkat 

penurunan persentase MPU spermatozoa pada penambahan gliserol 6% nyata lebih rendah 

dibandingkan pada penambahan gliserol 12%, 18% dan 24%.  penambahan gliserol 6% dapat 

memberikan perlindungan terhadap keutuhan akrosom. Dengan terpeliharanya tudung akrosom 

selama proses pembekuan maka diharapkan enzim-enzim tetap ada, sehingga daya fertilitas 

tinggi. Protein berupa enzimenzim pada tudung akrosom memegang peranan penting dalam 

menginduksi reaksi akrosom  dan interaksi dengan zona pelusida (Sanchez et al., 1995). 

Recovery Rate 

Recovery rate adalah kemampuan pemulihan spermatozoa setelah pembekuan dengan cara 

membandingkan motilitas spermatozoa setelah thawing dengan motilitas spermatozoa segar (Hafez, 

2000). Berdasarkan hasil perhitungan di peroleh rataan yang tertera pada Tabel 1 yaitu sebesar P1 

(58,00%), P2 (51,67%), P3 (40,83%), P4 (19,17%) yang menunjukkan bahwa lama penyimpanan dapat 

menurunkan persentase dari recovery rate (P<0,05). 
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Nilai RR paling tinggi yang di dapat yaitu sebesar 58,00% dan nilai RR terendah yang di dapat yaitu 

19,17%. Semakin tinggi nilai recovery rate menandakan semakin tinggi pula ketahanan sperma dan 

sebaliknya semakin rendah nilainya maka menandakan semakin rendah kemampuan spermatozoa 

bertahan. Oleh karena itu, nilai recovery rate yang semakin tinggi akan menunjukkan kualitas 

spermatozoa yang semakin baik (Garner and Hafez, 2000). Kerusakan sel akibat pembekuan dapat 

terjadi karena dehidrasi, peningkatan konsentrasi elektrolit, serta terbentuknya kristal es intraseluler 

yang dapat mempengaruhi permeabilitas dinding sel (Kwon et al., 2002), dan pada akhirnya 

spermatozoa kehilangan daya motilitasnya.  

KESIMPULAN  

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa penambahan gliserol 6% didalam bahan 

pengencer tris sitrat kuning telur adalah dapat melindungi spermatozoa dari berbagai cekaman selama 

proses kriopreservasi semen, sehingga dapat mempertahankan kualitas daya hidup tudung akrosom, 

membran plasma, Recovery rate yang layak dipakai dalam program Inseminasi buatan. 
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