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FENGARUH BAHAN PENGENCER GLUCOSE-CITRATE-KUNING TELUR DAN ARAS
GLYCEROL PADA KUALITAS SPERMATOZ0A KAMBING BLIGON SETELAL
DICUCT DAN DIBEKURAN PADA SUHTU -1%6 °C

Ismava dan Sunardi’
INTISARI

Pujwan penclitian inl aduldly witue mengetahui pengarili pencucian spermaiuzon, s
kg telur (3%6.10%6.15% dan 20%) dun aras glisero] (5% dan 10%) pada molilitas spernialosog,
prersumtise epeemarozed Didup: don sbnormalias spermisfoces sesiblah dibekuban padi wirrogen
i (196 'C) Meslog-masing perlakosn dissmpan didalion mittogen cair selama 1, 2, 3. dan 4
migsen. Empat kall wlangen dilakukan dalom penelitian . Diata dianalisis dengan mengzunakan
analgs vavian pola Fekrorial, Hasil perelitian menunjukkan balwa pencacian dan peryimpanan i
dalam nitrozen eair berpenparil secsra nyvam (P<0.3) Pl motias speenadnz, tetapt tdak
pads persentase spermatozon. hidup dan sbnormalitas spermatozon berfluktuasl, Tidak ada
InieraRst antars amay kuning 1elue dan arms gliserol pads  motilitas. daya hiduep dms abponpallos
sperninatizan. Pencucion spermatozoa mempunyan kualitas vang lebih baik dibanding Kpermatorod
sang: tidak dieues

(Kata kunei: Kambing Bligon, Pencucian, Penpenceran, Pembekuan sperma)
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EFFECTS OF DILUTION OF GLUCOSE-CITRATE-EGG YOLE AND GLYCEROL
LEVEL ON THE QUALITY OF BLIGON GOA'T SPERM AFTER
WASHING AND FROZEN IN -196 °C

ABSTRACT

The objectives of this study were 10 determine the effects of washing of goat sperm, level
of ege yalk (3%, 10%, 153% and 20%), level of glyeerol (5% and 10%) on the motility and
percentage of life sperm and abnocmality of sperm afler frozen in the liquid nitragen (-1496 "C),
Each treatiment was storaged at the liguid nitrogen for 1,2, 3 and 4 weeks. Four replications wers
used in this experiment. Data were analyzed using analysis of variance in factorial desipn, The
resubts showed that washing and storaging in the liquid nitrogen were affecied significantly
{P<0.05) on the matility of sperm, but not on the percentage of life sperm. and abnormality of
sperm wias Micluated, There was no interaction between the level of epg yolk and the level of
glycerol on the motility, life sperm and abnormality of sperm. Washing sperm had a hetter quality

compared with unwashing sperm,

(Key words: Blipon Goat, Washimg, Dilution, Frosen senen)

Pendalnluan

Masma sperma kambing mengandung
enzim phospholipare 4 yvang disekresikan oleh
kelenjar  budbowrethralls yang  dapaf
meigkataliv hidrolisa feedihin dalam kuning
telw menjadi gsam lemak dan Jwelechitin
yang menyebabkan moun bagl spermdtozoa,
Schingge dionjurkan sgar plasma - $perma
dibuang segern mungkin setelah penampungan
vailu dengan mencuci sporma mengunakan
lorutany  dorehy ringer  phosplate oivcose
(Chemineau dan Capnig, 19910

Kuning telir mengandung cholesteral
dan karoten yzng mampo menstimuli aktivitas
dehidrogenase suksinat, malat, ghseraldehide,
phosphate sperma dan mengandung komponen
lnin wang bekerja sebagal subsingt oksidasi
pelindung  enzyme  wulfidel dan lactor
aplutinasi didalam seminal plasma (Salishury
dan VanDemark, 1983%, Lechinin mengandung
glheerol dun  wsam lemak, remapi  juga
mengandung phosphat dan cholin Lechitin
memputyni finesi struetoral don metabolisme
pada  membrane  spermdrozod,  sedangkan
lipoprotein berfunpsi schagl pengemban utama
lipida plasma. Gabungan lipida dan protein
tersebul, merupakan fungsi unwk lruftsport
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lemak dalam  medium terutama ale, sepett
plasma sperma (Harper e 2f., 1980),

Sperma kambing PE vang diencerkan
dengan glikosa sirat-kuming telur 20% dapat
disimpan pada suhu 3 °C selama 34 han
(Sutardl, 1989), Decka dan Rao {1986)
renyatakan hwa aras kuning telur 10% dan
20% dakanr bahan pengencer Tris sitrat-kuning
telur,  fuktose dan  glweeral mampu
memberikan  motilitas vang balk, Glucers!
sering ditambabkan pada bahan pengencer
sperme, karena glveerad sebagai krioprotektan
viang  mampu melindungl  spermatozoa dari

kerusakan  akibat proses  pencinginan/
pembekuan  (Salishury  dan  VanDemark,

1983). Penambshan  gfpearnl pada  sitrat-
kunng felur secarn optimal berkisar antara 7%
- 1.6% (Hafez, 1993,

Pepelitian  ini bertujoan untuk
mengetahui pengaruh pencucian spermatozoa,
bahan pengencer glvcose-cimare- kuning telur
dan fevel gplycerol yany berbeds  dengan
menggunakan  fflling and sealing machine
dalarn  proses  pengisian sperma dan
pembekuannva didalam kontainer pada subu -
196 °C,
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Materi dan Metode

Penampungan sperma

Dalam penelitian o digunakan 6 ekor
kambing Bligon janten fertil berwmir 1.5
tahian dan seekar nduk  Kambing hetina
sebogal  peningsane  ddal | penampungan
sperma.  Penampungan  sperma dilakokan
dengan  menggumakan  vagina buatan,
berdasarkan standar penampungan (Evans and
Maxwell, 1987)  Penampungan  dilakukan
pada pagl harl sekitar jam 7.00 — BOH, hasil
penampungan darl 6 ekor kombing dijadikay
satu dalam thung PCRAMPIINE, PErLmmEam
dilakukan  semioggu dus kall  selama 6
mingaEn

Pencucian sperms

Dl penelitidn inl, hisil
penompungon sperma dibagh menjadi dua
bagian (A den B), hapian A dicucl dan bagian
B tiduk dicuci, Penencian spermatozon: dengan
mengommakan laruten Kreb Ringer Phosphate

Glucese (Chemineau dan Cagnie, 1991)
Percucian dilikulkan dengan Eari

menambahkan larutan Kreb Einger Phosphote
Glucose sebanyak 8 bagian pada satu bagian
spermia pada tabung sentrifugasi, Sentrifugasi
dilakukan selama 15 menit (800 rpm} pada
sub 20 °"C, Cairan  bening  (supemnatan)
dibuang  dengan menggunakan  mikmopipet,
kemudian sisanya ditambahkan larumn Kreh
Kinger Phosphate Glucose Jsg dan ditakuokan

sontrifugasi  dan  pembuangen  supematan
sebnraiman diatas,
Mrosesing sperma

Bemudian  masing-masing  sperme

{(bagian A dan' B) diencerkan berdasarkan
perlakuannys, vaitu sms koning telur vang
berbeda (5%, 100, 15% dan 20%) dan aras
Llveerol (5% dan 10%5), Volume tiap bahan
pengencer lerschut dibagi dalam 3 baglan
antara lain part A - Primer, part A - Extra dan
part B. Untuk pengencer part A - Primer dan
parl A - Extra terdin dari bahan penpencer
dasar plwcose-citrate  ditambahkan  dengan
kuning telur sesuai dengan perfakuanmya,
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sodangkan  untuk bagion B terdirn  dard
pengencer parl A ditambahkan  dengan
peilakuan  glveers!  Sperma wang  zkan

diproses dicampur dehgan part A primer yang
telah disimpan dalam werer jacker sulu 37° C
diberi Inbel dan disimpan dalan refrigersror
sihu 5% C selama 35 meni) c.::lunjur.nsru tisebut
campuran |, Sctelali 35 menit warer jocket
dilepaskan 'dari campuran | dan 50 menit
kemudian difakukan pencampuran parl A —
Extra yang telah dipersiapkan di  dalam
refrigorator, selanjultys distbut cempuran 11

Setelab 15 menit, pengencer pant B
dicampurkan ke dalam  campumn L,
pencampuran  dengan pait B lersehut

dilakukan 4 kali sctiap 15 wenit di dalem
refrigerafor proses im disebut gliserolisas:.
Setelah part B tercampur seluruhnya meaka
dilakukan proses ekuilibmsi selama 2,5 jam.
Setelah proses ekuflibrasi selesai, dilakukan
proses pengemasan sperms cale dalam straw
L5 mi dengan bamuan mesin fifling seafing
Proses filling sealing dilakukan pada suhu
ruangan 20°C. Straw yang sudah terisi sperma
calr disusun dulam goblet dan dimasukkan
thalorn  canistér  kemudian  dilakukan e
Jreezing  dengan  menempatkan conivter
tersebut 3 em di atos mitrogen cair selama 9
menit tujuan  pre  freezing - adalah  untuk
mencegah Jethal akibat cold shook Seelah ¥
menit, camister dimasukkan perlaban ke dulam
nitrogen cair unluk tabap fieezivg. Sperma
beku tersebut disimpan dalam kontaines XT 10
merk Fiplor Wharan, USA. Prinsip tersebut
diatas dilakukan pada setiap perlakuan:

Analisis data

Data wvang mellputi motilitas, daya
hidup dan abnormalitas spermatozoz setelal
dibekukan pada nitrogen cair. baik pada
sperma yang dicuc) maupun vang tidak dicue:
dianalisi= dengan andlisis varan dengan
rancangan  faktorial, dengan menggunakan
SPSS software program (SPSS 11.0 Brief
Guide; New Jersey, USA).
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Haslil dan Pembahasan

Dart hasil penelitian inl  diwojukkan
balwa  motilitas spermatozos  setelab
dinekukan mengalom penurunmm dan 30%
saat sebelum dibekukan menjadi 30 % setelah
dibekukan pads spermatozoa yang mengalami
pencucian dan  menjadi 10% pada
spermatozon vang tidak dicuci (Gambar 1 dan
2}, Hasil penelitian menunjukkan  bahwa
motilites  spermatozoa  sebelum  dibekukan
relative sama (Gambar | dan 2), walay
demikian  pada  perlakuan  denpan  bahan
pengencer kuning tefur 10% dan glycero! 10%
{Gambar 1 D) motilitas spermatozoa vang
dicuct plasma spermanya menunjokkan lebih
binik secars nyata (P=<0,05),

Setelah spermatozoa dibekuksn pada
suby minus 196 °C selama 1, 2, 3 dan 4
minggu  motilites spermatozoa  mengalami
perurunan - secara nyata  (P<D05)  jika
dibanding  dengan  monilitas sebehim
diencethan (Gambar | dan 2). Motilitas
spermatozoa selelah dibekukan pada minggu
ke 1, 2, 3 dan 4 menunjukkan perbedaan yang
nyuta ([P<0,05)) balwa spermutozoa yang
dicuct plasina spermanys scbelum dilakukan
pengenceran dan pembekuan lebih baik dard
jacy spermatozoa yang lidak dicuci (Gambar
I, 2). Hasil penelitisn ini sejalun dengan apa
yang dilaporkan aleh Wibowo (1997) bahwa
gencucian  spermatozoa  memberikan  hasil
motilitas yang lebih baik darl pada vang tidak
dicuct

Persentase SPETMAloEDa hidup
meigalipmi  ponumnan secara  nyata  dan
schelum  dibekukan (80%) menjadi sekitar
3 — 60% setelal dibekukan selama empat
mimggu  {Gambar 3 dan 4).  Persentose
spermatozea hidup setelah dibekukan hingga
empit minggy uga mengslami penurunan
haitk pada spermatozos yang dicuci manpun
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yang tidak dheues, Namun demikian pada
setiap perlakuan antara spermotoroa  yang
dicuch mawpun yang tdak dicuc | selama
dibekukan Lidak ada perbedaan persentase
spermalozoa yang hidup, kecoali pada minggu
ke 2 (Gambar 3 13) dan minggy ke 4 (Gambar
3 C).  Hal tersebut belum diketahui apa
penyebabnya,

Persentase abnormalitas  spermatozoa
pada spermatozon yang dicuct maupun yang
tidak diouei mengalami kenaikan dari schelum
dibekukan (15%) menjadi 20% (Gambar 5, 6).
Ierseninse abnormalitas SPErMATDTL
lampaknys ocendening  meningkat  setelah
spermatozea dibekukan hingea empat mingpy
(Gambar 5, 6). Abnormalilas spermatozoa
pada spermatoeon yang dicucd menunjukkan
perbedaan yang nyata (P<0,05) pada minggu
kel (Gammbar 5 A), mingzu ke O dan ke
I{Gambar 5 B), minggu ke | (Gambar 5 C)
dan pada minggu ke 0 dan ke 1(Gambar 5 D)
hal tersebut dimungkinkan karena pengaruh

samt  dilakukan sentrifugasi banyak
spermatoyoa menjadi rusak., Namun
schaliknya  pada mingoe ke 4 justru

spermatozoa yang lidak dicuci mempunyai
abnormalitas spermatozoa yang lebih tinggi
dari pada spemmatozoa vang dicuei (Gambar 5
D) Dalam  penclitian  ini  juga  tidak
ditunjukkan  adanya interaksi  antars aras
kuning telur dengan aras glycersl terhadap
mofilias,  dava  hidup  dan abnormalitas
spermatozoa setelah dibebukan,

Abnormalitas SpermaAlene yvang
diencerkan dengan kuning telur 15% dan 20 %
dengan glyceral 3% dan 10% (Gambar 6
ABCD) mepunjukkan  peningkatan yang
sangal  pyata(P<0,05)  sewelah  dibekukan
selama 4 minggy  dibanding  sebelum
dibekukan. Abnormalitas spermatozon yang
dicuci dan ‘iaduk  dicuci cukop bervariasi
(CGambar 6,
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Gambar 1. Metilitas spermatozoa beku pada bahan pengencer yang mengandung Kuning telur 5%,
Gliserol 3% (Gambar 1A}, Kuning telur 5%, Gliserol 10% {Gambar 18); Kuning telur 10%,
Glyeeral 5% (Gambar I €) dan Kuning telur 10%, Gliseral 10% (Gambar 1D}, Frazen FpeErn
motility in dilutant of egs voik (5%), Glvceral 5% (Figure 14); Epg volk 3%, Glyeerol 10%
(Figure 18); Egg yolk 1035, Glveerol 5% (Figure 1C) and Egg yolk 10%, Glyeeral 10% (Fivure
10y

21




Buleein Peternafan Val 30¢1), 2006 FESN (0] 252400

3 A
# an okl
oo B
o
= 4 A b & a g8 i
E - h b B Tak dicuc
e
-_'_'_3, i}
v n 1 2 b | L]
Lama-Peryirnpannn (o)
n
(=]
A
"
=
[T,
i |
i
E
x
Lamn Penympsnan (minggu)
m £
R
g g 2 a
E S obicus)
w o &l 2 d @ 3 & Tak ey
a 1] b
coll [m [ [ [T
]
= 04— . . - - W -
0 1 o 3 &
|- e Pt mpaman fireng g
#
m
(=]
&
"'! Ol
E B Tk dizc
¥
(5]
I
i
<

Lama Fenymeanals {mingu’

* Superkrip vang berbeds pada kolom yang smnd mepumukkan perbedaon yang mvata (P <05 (Diferent
ugparseripd in the same cofoumn indicating significant difference (P<0.05))

Gambar 2. Motilitas spermatozoa beku peda bahan pengencer yang mengandung Kuning telur
15%, Glisera| 3% (Gambar 2A): Kuning telur 15%, Gliseral 10% {Gambar 2B); Kuning telur
20%, Glisernl 3% (Gambar 2C) dun Kuning telur 20%, Gliserol 10% (Gumbar 2D) (Frozen sporTi
metility in the diliant of egge volk 13%, Glyeerol 5% (Fignre 24): Ego valk 15%. Gloeerol 0%
(Frgure 2B)! Ege yolk 2026 Glicerol 3% (Figure 2C); and Ege volk 20%. Glyeoral 10% (Fipure
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Gambar 3, Persentase spermatozoa hidup setelah dibekukan dengan bahan pengencer Kuning telur
5%, Gliserol 5% (Gambar 3A); Kuning telur 5%, Gliserol 10% (Gambar 3B, Kuning telur 10%,
Gliserol 5% (Gambar 3C) dan Kuning telur 10%, Gliserol 10% (Gambar 3D) {(Percentape of life
sperm after frozen by dilutant of Egg yolk 5%, Glycerol 3% (Figure 34); Egg yolk 5%, Glvearal

10% (Figure 15); Egg yolk 10%, Glycero! 3% (Figure 3C); and Egg yoll 10%, Glyceral 10%
(Figure 30))
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Gamber4, Persentase spermatoeca hidup sstelah dibekukan dengan bahan pengencer Kumng telur
1 5%, Gliserol 5% (Gambar 4A); Kuning telur 1 5%, Gliscrol 10% (Gambar 4B); Kuning telur
0%, Gliserol 5% (Gambar 4C) dan Kuning telur 20%, Gliseral 10% (Gambar 4D) setelah
dibekukan pada nitrogen cair. (Perceniage of (ife sperm ajter frozen by dilwant of Kog volk | 5%,
Glveeral 5% (Figure 44)) Evg yolk 15%, Glycerol 10% (Figure 48): Ege yoll 20%, Glyeeral 15%
(Figure 4C) and Efg volk 2004 Glyveerol 10% (Figure 4D). after frozen in liguid nitrogeny)
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Gambar 5. Persentase abnormalitas spermatozoa di dalam hahan pengencer Kuning telur 5%,
Gliserol 5% (Gambar SA); Kuning telur $%, Gliserol 10% (Gambar 58); Kunin g telur 10%,
Glisersl 5% (Gembar 5C) dan Kuning telur 10%, Gliserol 10% (Garmbar 303).setelah dibekukan
pada nitrogen cair (Percentage of sperm abnormality i the dilutant of Egg volk 3%, Glveerol 5%
(Figure 34); Egg volk 5%, Glyeerol 10% (Figure 5B): Egg volk 10%, Glycerol 5% (Figure 5C)
and Fgg yolk 10%, Glycerol 10% (Figure 5D) after frozen in liquid nitrogen))
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Gumibar 6, Persentase abnormalitas spermatozoa di dalam bahan pengencer Kuning telur 15%,
Gliserol 5% (Gambar 6A); Kuning telur 15%, Gliserol 10% (Gambar 6B); Kuning telur 20%,
Gliseral 3% (Gambar 60) dan Kuning telur 20%, Gliserol 10% {Gambar 1)) setelah dibekukan
pada nitrogen eair {Percentare of sperm abparmality in dilitant of Ege vall 15%, Glycerol 5%
{Figure 64} Egyg volk 13%, Glveerol 10% (Figure 6B). Ege volk 20%, Giveerol 5% (Figure 60)
and gz yolk 20%, Glveerel 10% (Figure 6D) after frozen in liguid nitragen))
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Dart hasil penelitian inl, ditunjukkan
behwa masth  belum adanya  hasil vang
kongisten  memberikan  pambarmn baban
pengencer  yang  cukup baik, dan masih
diperlukan  Aldi-studi yang  lain untuk
menentukan bahan  pengencer vang baik dan
dengan fertilitas vang linggl. Persoalan bahan
pengencer, sperma cair dun proses pembekuan
sperme kambing dan domba masih menjadi
persoalan vang menarik untuk  didiskusikan
(Leboeul dan Salamon, 2000: Salaman dan
Maweal], 20007,

Kesimpufan
Persentnse  motilitas  spermutozos
sélelah  dibekukan  mengalami  penuronan

sampai 0% dari sebelum dibekukan, Dengan
persertase  spermatozed hidup setelah
dibeckukan juga menpalami penurunam sekitar
2% dibanding sebelum dibekokan. Persentase
abnermaliles  apermatosos ving  dibekukan

sedikil  meninglar dibanding sebelum
dibhekukan.  Pencucian.  sperma sebelum
diercerkan  dan dibekukan  memberikan

pengaruh yang bak jiks dibanding dengan
sperma yang tidak dicuci. Bahan penpencer
kuning lelur 15% dan ams glyeeral 5% adalah
merapakan kombinasi perlakuan vang lerbaik.
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