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Abstrak. Penelitian dilakukan untuk mengetahui pengaruh media pengencer dan
penggantian plasma semen kerbau dengan plasma semen sapi. Penelitian dilakukan dalam
rancangan pola faktorial 2x3, faktor pertama adalah pengencer (andromed vs laktosa) dan
plasma semen sapi (0, 50 dan 100%). Dua ekor sapi FH didigunakan sebagai sumber
plasma semen, plasma semen sapi diperoleh dengan jalan melakukan sentrifuse (3000 rpm,
10 menit), supernatan diambil untuk menggantikan plasma semen kerbau (0, 50 dan 100%).
Dua ekor kerbau rawa (Bubalis bubalus) digunakan sebagai sumber semen. Semen kerbau
di sentrifuse (3000 rpm, 10 menit), supernatan diambil (0, 50 dan 100%) digantikan dengan
plasma semen sapi. Konsentrasi sperma dihitung dan diencarkan menggunakan dua
macam pengencer semen untuk mendapatkan konsentrasi sebesar 100x106/ml dan
dibekukan menurut protokol yang sudah baku dikerjakan di Balitnak. Hasil penelitian
menunjukkan motilitas spermatozoa pascathawing pada medium andromed (P<0.05) lebih
tinggi (27,5 + 2,5 vs 6,0 + 1,0) dibanding laktosa. Persentase hidup saat thawing pada
andromed tidak berbeda dengan laktosa (44,2% vs 44,6%), sejalan dengan kondisi MPU
(74,5% vs 67,3%). Media pengencer juga tidak menghasilkan perbedaan yang nyata pada
membran tudung akrosum (TAU) sebesar 48,8 vs 48,3% untuk laktosa dan andromed.
Penggantian plasma semen kerbau dengan plasma semen sapi tidak menghasilkan
perbedaan yang nyata baik pada persentase motilitas, spermatozoa hidup, MPU dan TAU.
Tidak dijumpai adanya interaksi antara jenis media dengan penggantian plasma semen.
Dapat disimpulkan penggunaan Andromed dapat memperbaiki motilitas pascathawing.
Penggantian plasma semen kerbau dengan plasma semen sapi tidak memperbaiki kualitas
semen beku kerbau.
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Abstract. The study was conducted to determine the effect of dilution media and
replacement of plasma seminal of buffalo with bovine plasma semial. The study was
conducted in 2x3 factorial design, the first factor is diluents (andromed vs lactose) and
second factor is bovine plasma seminal (0,50 and 100%). Two FH cow bull were used as a
source of seminal plasma. Bovine Seminal plasma was obtained by centrifuging the semen
at 3000 rpm, for 10 min. Two bull of swamp buffaloes (Bubalis bubalus) are used as a
source of spermatozoa. Buffalo plasma seminal were separated from spermatozoa using
centrifution at 3000 rpm, 10 min, the supernatant taken then replaced with bovine plasma
seminal (0, 50, 100%). Sperm concentration was calculated and diluted using two kinds of
extender (Lactose and andromed) to obtain final concentrations of 100x10%/ml. The
preparation of frozen semen were done according protocols of Balithak. The results showed
that post-thawing motility of sperm on andromed medium was higher (P <0.05) than lactose
(27.6 vs 6.6 ). The percentage of life sperm (%H) of andromed was not different with
lactose (41.6% vs 43.6%), in line with Intac Apical Ridge (TAU) conditions (44,7% vs 48.8%)
for andromed and lactose, respectivelly. The replacement of buffalo plasma seminal with
bovine plasma seminal in any levels did not significantly differences in percentage of motility,
%H anf %TAU. There was no interaction between media and seminal plasma replacement.
It can be concluded that the use of AndroMed can improve post-thawing motility. The
replacement of plasma seminal of buffalo with bovine plasma seminal did not improve the
quality of buffalo frozen semen.
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PENDAHULIAN

Keberhasilan inseminasi buatan (IB) sangat tergantung pada berbagai aspek, baik aspek
ternak betina (kesehatan reproduksi dan kualitas sel telur), ternak jantan (kualitas
spermatozoa yang di IB) dan aspek manusia (keterampilan inseminator, ketepatan deteksi
berahi dan waktu inseminasi). Kerberhasilan IB pada kerbau telah dilaporkan lebih rendah
dibandingkan sapi, dan salah satu faktornya adalah karena kualitas semen beku kerbau
yang secara umum lebih rendah dibandingkan dengan sapi. Hal ini disebabkan karena lebih
mudah terjadi kerusakan selama proses pembekuan (Goyal et al. 1996; Anrabi 2009).

Seminal plasma baik pada sapi maupun pada kerbau diketahui dapat menurunkan
persentase motilitas, liveability maupun indeks liveability spermatozoa (Ahmad et al. 1994) .
Plasma semen kerbau diketahui mengandung inhibitory factor yang lebih tinggi dibanding
seminal plasma sapi (Sahni dan Mohan 1990). Hal tersebut terjadi karena tingginya
konsentrasi kalsium, fosfat teresterifikasi, dan berbagai enzim pemecah fosfat dalam plasma
darah (Cockril 1974). Bhattacharya (1974) juga menyatakan bahwa protein plasma semen
kerbau lebih rendah dibandingkan sapi (485 vs 756 mg/100 ml) sementara kandungan NPN
(Non Nitrogen Protein) lebih tinggi (109 vs 48 mg/100 ml). Kandungan protein dalam seminal
plasma juga lebih rendah dibandingkan sapi yang mempunyai tendensi menjadi penyebab
kerusakan membran plasma akibat pembekuan lebih tinggi mencapai 55,05% (Goyal et al.
1996; Asadpout et al. 2007; Anrabi 2009). Beberapa penelitian pembekuan semen ejakulat
maupun asal epididimis kerbau telah dilakukan dengan penggantian plasma semen sapi
(Lodhi et al. 1998, Amien et al. 1999, Herold 2004) dengan hasil yang masih bervariasi dari
cenderung lebih baik sampai sangat nyata memperbaiki viabilitas spermatozoa ejakulat,
namun respon negatif pada pembekuan spermatozoa epididimis.

Untuk mendapatkan konsentrasi spermatozoa yang efisien pada Inseminasi dan untuk
melindungi spermatozoa selama proses pembekuan spermatozoa maka dilakukan
pengenceran menggunakan media pengencer spermatozoa. Beberapa media yang umum
digunakan dalam pembekuan spermatozoa ruminansia adalah media laktose-kuning telur,
tris-kuning telur, tris-sitrat-kuning telur, skim-kuning telur. Media komersial berbasis soya
lechitin seperti AndroMed®, Bioxcell® and Triladyl® ( ) berkembang dengan adanya issue
animal contamination asal produk hewani. Andromed sebagai produk komersial merupakan
pengencer siap pakai yang lengkap mengandung telah mengandung antibiotik 200 ml /1000
ml.

Penelitian dilakukan untuk mengetahui bagaimana pengaruh penggunaan penggunaan
media pengencer (androMed dan Laktosa) serta penggantian plasma semen terhadap
kualitas semen beku kerbau.

METODE PENELITIAN
Penampungan semen

Dua ekor kerbau rawa jantan berumur 4-5 tahun, digunakan sebagai sumber semen
yang ditampung dua kali seminggu menggunakan vagina buatan. Segera setelah dilakukan
penampungan semen kerbau dibawa ke laboratorium untuk di periksa kualitas baik
makroskopis maupun mikroskopis yang meliputi, volume, warna, konsistensi, gerakan
massa, konsentrasi, persentase spermatozoa hidup (%H), tudung akrosum utuh (%TAU)
dan mempran plasma utuh (%MPU). Hanya semen kerbau yang normal dan layak
kualitasnya dipakai dalam penelitian ini.
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Dua ekor sapi perah jantan digunakan sebagai sumber plasma semen. Semen sapi
dikoleksi dua kali seminggu menggunakan vagina buatan. Semen dibawa ke Laboratorium
dan di sentrifus (3000 rpm 10 menit) untuk memisahkan plasma (supernatan) dari
spermatozoa (pelet). Supernatan diambil dan digunakan untuk menggantikan plasma semen
sapi (0, 50 dan 100%)

Pengenceran, Pembekuan dan Thawing

Semen kerbau dibagi menjadi 3 bagian dan disentrifuse (3000 rpm, 10 menit) selanjutnya
supernatan dipisahkan sesuai dengan perlakuan penggantian plasma semen kerbau yaitu
0% (BSO0), 50% (BS50) dan 100% (BS100). Untuk perlakuan kontrol BS-0 endapan
spermatozoa yang terbentuk dari semen kerbau yang di sentrifus dicampur kembali dengan
plasmanya. Pada perlakuan penambahan BS-50 sebanyak 50% seminal plasma kerbau
diganti dengan seminal plasma sapi dengan volume yang sama. Sedangkan pada perlakuan
penambahan BS-100, seluruh seminal plasma kerbau dibuang dan ditambahkan seminal
plasma sapi sebanyak volume seminal kerbau yang telah dibuang.

Tabel 1. Komposisi pengencer semen kerbau untuk proses pembekuan

Bahan / Media Andromed Laktosa
Larutan A Larutan B Larutan A Larutan B

Larutan Laktosa (ml) - - 80 80
Andromed (ml) 100 100
Kuning telor % (v/v) 20 20
Glukosa (gram) 0.5 0.5
Gliserol % (v/v) 2.4 11.6 2.4 11.6
Steptomycine (ug) 75.000 75.000
Peniciline (IU) 75.000 75.000
GSH (mM) 1.0 1.0 1.0 1.0

Catatan: *) 11 gram laktosa dilarutkan dalam 100 ml H;O ;

Selanjutnya semen kerbau dari tiga perlakuan seminal plasma (BS-0, BS-50 dan BS-100)
masing-masing dibagi dua bagian. Bagian pertama diencerkan dengan pengencer laktosa
(Tabel 1-A), bagian yang lain diencerkan dengan pengencer komersial Andromed, sehingga
total terdapat 6 perlakuan yaitu A-0, A50, A-100, L-0, L-50 dan L-100.

Pengenceran untuk mendapatkan konsentrasi akhir sebesar 100x10° dilakukan dalam
dua tahap pengenceran. Pengenceran tahap pertama dilakukan dengan menambahan (50%
total pengencer) pengencer menggunakan larutan pengencer A (Tabel 1) yang mengandung
2,4% Gliserol suhu 35°C. Pengenceran tahap ke dua dilakukan (50% total pengencer) pada
saat pendinginan.

Pendinginan dilakukan menggunakan mesin pendingin selama kurang lebig 60 menit
untuk mencapai suhu 5°C. Penambahan larutan pengencer B (Tabel 1) dilakukan secara
bertahap pada suhu 15°C, 10°C dan 5°C, sehingga ketika pengenceran selesai diperoleh
konsentrasi gliserol sebesar 7%.

Ekulibrasi pada 5°C dilakukan selama selama 4 jam. Dua jam equilibrasi, semen
dimasukan dalam mini straw (0,25 ml), dan ekuilibrasi dalam straw dilanjutkan selama 2 jam.

Pembekuan dilakukan setelah waktu ekuilibrasi tercapai, straw dibekukan dengan jalan
divuapkan diNitrogen (N2) cair (8 cm diatas N2 cair, selama 10 menit) dalam styrofoam yang
terutup rapat. Straw dimasukkan ke dalam nitrogen cair dan kemudian disimpan dalam tanki
nitrogen cair.

370



Prosiding Seminar Teknologi dan Agribisnis Peternakan V: Teknologi dan Agribisnis Peternakan untuk
Mendukung Ketahanan Pangan, Fakultas Peternakan Universitas Jenderal Soedirman 18 November 2017

Evaluasi kualitas semen beku pasca-thawing dilakukan setelah satu minggu
penyimpanan, straw di thawing dengan cara memasukkan starw ke dalam air (37°C) selama
15 detik. Pengamatan mikroskopik terhadap viabilitas spermatozoa (persentase
motilitas=%M, persentase spermatozoa hidup=%H dan persentase tudung akrosum
utuh=%TAU) dilakukan pada tiap tahapan yaitu saat pengenceran, ekuilibrasi (suhu 5°C),
setelah thawing.

Rancangan percobaan

Penelitian dilakukan dalam rancangan acak lengkap pola faktorial 2x3, sebagai faktor
pertama adalah jenis pengencer semen (Laktosa vs AndroMed) dan faktor kedua adalah
penggantian seminal plasma sapi sebanyak 0%, 50% dan 100% (BSO, BS50 dan BS100).
Semua data yang diperoleh, kecuali data semen segar di analisa statistik menggunakan
analisa variansi dan perbedaan rata-rata diuji dengan Duncan

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kualitas semen segar
Tabel 2. Rataan kualitas semen segar kerbau rawa yang digunakan dalam penelitian

Penilaian Kerbau 1 Kerbau 2 Rata-rata
Makroskopik:

Volume (ml) 1,44 + 0,52 1,76 + 0,92 1,80+0,67
Warna krem keputihan krem keputihan Krem keputihan
Konsistensi encer — kental encer — kental Encer-kental
Mikroskopik:

Konsentrasi (juta/ml) 1070+ 271 1983 + 283 97,88+18,23
Gerakan massa* ++s/d +++ +++ ++ - +++
Persentase sperma hidup (%) 82,17 + 6,40 87,93 +4,76 83,94+2,46
Persentase Tudung Akrosum Utuh (%) 82,67 + 2,07 81,59 + 3,65 64,18+12,30
Persentase Membran Plasma Utuh (%) 76,75+ 12,42 73,00 + 8,60 79.29+5,74

+++ sangat baik

Kualitas semen segar (Tabel 2) merupakan rataan dari enam kali penampungan semen
dari dua ekor kerbau rawa. Kualitas semen yang dipakai cukup baik dan dalam kisaran
normal yang layak untuk dilakukan proses pembekuan.

Secara umum baik volume, konsentrasi spermatozoa, gerakan massa dan persentase
sperma hidup, MPU dan TAU kedua kerbau baik dan layak baik dan layak untuk dilakukan
pembekuan sesuai dengan kualitas umum semen segar kerbau (Vale, 1997).

Semen segar dengan kualitas gerakan massa +++ dengan % sperma hidup yang lebih
dari 80% diharapkan akan menghasilkan semen beku dengan motilitas spermatozoa yang
baik, karena selama proses pembekuan semen akan menurunkan rata-rata kualitas semen
lebih 30%. Dengen motilitas awal minimal sebesar 70% (diperoleh dari nilai gerakan massa
++ - +++) diharapkan akan dapat diperoleh nilai PTM minimal 40% sesuai dengan (BSN
2017) yang berlaku untuk kualitas semen beku kerbau.

Kualitas Semen Beku

Penggunaan media AndroMed menghasilkan nilai Post thawing motility (PTM) yang lebih
baik (P<0.05) dibandingkan laktosa (27,6 vs 6,6%). Meskipun penggantian plasma semen
sapi mempunyai kecenderungan memperbaiki nilai PTM, namun nilai PTM yang didapatka
tidak bebeda nyata. Beberapa penelitian pembekuan semen ejakulat kerbau telah dilakukan
dengan penggantian plasma semen sapi (Lodhi et al. 1998, Amien et al. 1999, Herold 2004),
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hasil yang didapatka masih bervariasi dari cenderung lebih baik sampai sangat nyata
memperbaiki viabilitas spermatozoa ejakulat

Tabel 3. Motilitas pasca-Thawing Spermatozoa (PTM) kerbau dalam 0, 50 dan 100% seminal plasma
sapi
yang diencerkan dalam media pengencer AndroMed dan laktosa

Tahapan Media Plasma semen Rata-rata
BS-0 BS-50 BS-100
Pengenceran Andromed 25,0+11,6 30,0 +£10,6 27,8+£10,4 27,6+10,7°2
Laktosa 5,014,8 6,014,5 7,014,6 6,614,6°
Rata-rata 15,0+12,0° 18,0%10,6° 17,4+11,56°

3Superskrip yang berbeda dalam kolom dan baris yang sama berbeda nyata (P<0,05)

Penggunaan pengencer laktose menghasilkan nilai PTM yang jauh lebih rendah
dibandingkan AndroMed, mungkin disebabkan karena pengencer laktosa tidak memiliki
sistem buffer (Tabel 1). Selama proses pembuatan semen beku, spermatozoa dan
kontaminan mikrobia menghasilkan metabolit yang yang menyebabkan metabolisme dan
motilitas sperma menurun (Yeniz et al 2011). Tidak adanya sistem bufer pada pengencer
laktosa mungkin menjadi salah satu penyebab rendahnya nilai PTM laktosa, sementara
sebagai pengencer komersial AndroMed sudah pasti dilengkapi dengan sistem buffer. Buffer
diperlukan dalam pengencer karena produk metabolisme spermatozoa akan berpengaruh
terhadap pH lingkungan (Rasul et al. 2000). Penggunaan pengencer serupa (Bioxcell® and
the Biociphos) pada pembekuan semen kerbau dilaporkan juga memperbaiki PTM di
bandingkan penggunaan pengencer kuning telur yaitu pengencer tris-kuning telur (Bard
2008)

Tidak dijumpai adanya perbedaan nyata dari penggunaan androMed dan laktosa,
maupun pada penggunaan plasma semen sapi terhadap nilai %H dan TAU (Tabel 4 dan 5),
namun begitu pengencer laktosa cenderung lebih baik di banding AndoMed.

Tabel 4. Persentase hidup (%H) spermatozoa kerbau pasca-thawing dalam 0, 50 dan 100% seminal
plasma sapi yang diencerkan dalam media pengencer AndroMed dan laktosa

Tahapan Media Plasma semen Rata-rata
BS-0 BS-50 BS-100
Pengenceran AndroMed 41,9416,5 41,4+10,6 39,3+11,8 41,6+10,6,
Laktosa 42,8+13,9 43,9+13,8 43,9116,8 43,6 +14,6°
Rata-rata 43,4+12,2° 42,7+12,2° 41,6%12,2°

aSuperskrip yang berbeda dalam kolom dan baris yang sama berbeda nyata (P<0,05)

Tabel 5. Persentase Tudung Akrosum Utuh (%TAU) spermatozoa kerbau pasca-thawing dalam 0, 50
dan 100% seminal plasma sapi yang diencerkan dalam media pengencer AndroMed dan laktosa

Tahapan Media Plasma semen Rata-rata
BS-0 BS-50 BS-100
Pengenceran AndroMed 46,349,5 43,0+11,6 44,8+13,3 44,7+11,4°
Laktosa 50,118,3 49,8+13,1 46,3+10,5 48,813,9°
Rata-rata 48,2+9.0° 46.2+12,6° 45,6%+11,0°

3Syperskrip yang berbeda dalam kolom dan baris yang sama berbeda nyata (P<0,05)
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Kuning telur dengan kandungan phospolipid memberikan perlindungan yang cenderung
lebih baik terhadap membran plasma, terutama dalam melindungi membran akrosum.
Persentase hidup pada saat thawing pada media laktosa sebesar 43,6% cenderung lebih
tinggi dibandingkan pada androMed sebesar 41,6%. Hal yang sama ditemukan pada
parameter TAU yang lebih baik pada media laktosa yang mengandung kuning telur
dibandingkan androMed yang berbasis pada soya lechitin.

KESIMPULAN

Penggunaan media pengencer komersial AbdroMed nenghasilkan nilai PTM yang lebih
baik dibandingkan pengencer laktosa, namun tidak pada nilai %H dan %TAU. Penggantian
plasma semen kerbau dengan plasma semen sapi tidak menghasilka perbaikan kualitas
pascathawing.
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