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ABSTRACT

RizAL, M. 2009. Viability of Bali bull epididymal spermatozoa preserved at 3-5°C in Tris extender with different lactose
concentrations. JITV 14(2): 142-149.

Cauda epididymal spermatozoa could be used as an alternative source of gamete in the application of various reproductive
technologies, because the spermatozoa is motile and has ability for fertilizing the oocyte. The objective of this research was to
examine the effectivity of lactose in maintaining viability of Bali bull epididymal spermatozoa preserved at 3-5°C. Five testis
with epididymides of Bali bulls were obtained from slaughterhouse. Epididymal spermatozoa was collected by the combination
of slicing, flushing and tissues pressure of cauda epididymides with physiological saline (0.9% NaCl). Collected-spermatozoa
was divided in equal volume into three tubes and diluted with Tris extender containing 20% egg yolk (control), Tris extender +
0.3 g lactose/100 ml (LO0.3), and Tris extender + 0.6 g lactose/100 ml (LO0.6), respectively. Diluted-spermatozoa was stored in
refrigerator at 3-5°C. Quality of diluted-spermatozoa including percentages of motile spermatozoa (MS), live spermatozoa (LS),
and intact plasma membrane (IPM) were evaluated every day during storage at 3-5°C for six days. Data were analyzed using
completely randomized design with three treatments and five replications. Results of this study showed that mean spermatozoa
concentration, percentage of MS, percentage of LS, percentage of abnormal spermatozoa, percentage of cytoplasmic droplet, and
percentage of IPM of Bali bull fresh epididymal spermatozoa were 11,222.5 million cell/ml, 75, 86.75, 10.5, 14, and 86.75%,
respectively. At day-7 storage, percentages of MS, LS, and IPM for L0.3 (39, 50.6, and 51.6%) and L0.6 (39, 51.4, and 51.8%)
were significantly (P<0.05) higher than control (29, 41.8, and 42.4%). In conclusion, addition of lactose in Tris extender
extended viability of Bali bull epididymal spermatozoa preserved at 3-5°C.
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ABSTRAK

RizAL, M. 2009. Daya hidup spermatozoa epididimis sapi Bali yang dipreservasi pada suhu 3-5°C dalam pengencer Tris dengan
konsentrasi laktosa yang berbeda. JITV 14(2): 142-149.

Spermatozoa yang dikoleksi dari cauda epididimis dapat dimanfaatkan sebagai salah satu alternatif sumber gamet dalam
penerapan berbagai teknologi reproduksi, karena spermatozoa tersebut telah motil dan memiliki kemampuan membuahi oosit.
Tujuan penelitian ini adalah menguji efektivitas penambahan laktosa dalam mempertahankan daya hidup spermatozoa
epididimis sapi Bali yang dipreservasi pada suhu 3-5°C. Sebanyak lima buah testis beserta epididimis sapi Bali diperoleh dari
rumah pemotongan hewan. Spermatozoa epididimis dikoleksi dengan metode kombinasi slicing, flushing, dan penekanan cauda
epididimis dengan larutan NaCl fisiologis (0,9% NaCl). Spermatozoa hasil koleksi dibagi ke dalam tiga buah tabung reaksi dan
masing-masing diencerkan dengan pengencer Tris yang mengandung 20% kuning telur (kontrol), pengencer Tris + 0,3 g
laktosa/100 ml (LO,3), dan pengencer Tris + 0,6 g laktosa/100 ml (L0,6). Spermatozoa yang telah diencerkan disimpan di dalam
lemari es pada suhu 3-5°C. Kualitas spermatozoa meliputi persentase spermatozoa motil (SM), spermatozoa hidup (SH), dan
membran plasma utuh (MPU) dievaluasi setiap hari selama enam hari. Data dianalisis dengan analisis ragam dalam bentuk
rancangan acak lengkap dengan tiga perlakuan dan lima kali ulangan. Perbedaan antar perlakuan diuji dengan uji beda nyata
terkecil. Hasil penelitian menunjukkan bahwa rata-rata konsentrasi spermatozoa, persentase SM, persentase SH, persentase
spermatozoa abnormal, persentase butiran sitoplasma, dan persentase MPU spermatozoa segar epididimis sapi Bali adalah
masing-masing 11.222,5 juta sel/ml, 75; 86,75; 10,5; 14; dan 86,75%. Pada hari ketujuh preservasi, persentase SM, SH, dan
MPU pada L0,3 (40; 50,6; dan 51,6%) dan L0,6 (40; 51,4; dan 51,8%) nyata (P<0,05) lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol
(29; 41,8; dan 42,4%). Dapat disimpulkan bahwa penambahan laktosa di dalam pengencer Tris mampu memperpanjang daya
hidup spermatozoa epididimis sapi Bali yang dipreservasi pada suhu 3-5°C.

Kata Kunci: Laktosa, Preservasi, Spermatozoa Epididimis, Sapi Bali
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PENDAHULUAN

Sapi Bali merupakan salah satu plasma nutfah asli
Indonesia yang memiliki produktivitas cukup baik,
sehingga berpotensi untuk dikembangkan menjadi suatu
peternakan komersial. Peningkatan produktivitas sapi
Bali dapat dipercepat dengan penerapan berbagai
teknologi di bidang peternakan yang telah berkembang
dengan pesat, mulai dari teknologi pakan hingga
reproduksi. Khusus untuk teknologi reproduksi, pada
saat ini, inseminasi buatan (IB) merupakan teknologi
yang tepat untuk diterapkan pada peternakan.
Inseminasi buatan merupakan teknologi yang dapat
mengatasi keterbatasan jumlah pejantan unggul, serta
kapasitas reproduksi pejantan dapat dimanfaatkan
secara maksimal.

Selama ini dalam aplikasi teknologi IB umumnya
spermatozoa yang dimanfaatkan adalah merupakan
hasil ejakulasi yang ditampung dengan vagina buatan.
Alternatif lain yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber
spermatozoa, yaitu spermatozoa asal cauda epididimis.
Cauda epididimis merupakan tempat penyimpanan
spermatozoa sebelum diejakulasikan  (TOELIHERE,
1981). Spermatozoa yang terdapat pada cauda
epididimis merupakan spermatozoa yang sudah matang
karena telah mengalami proses pematangan pada bagian
caput dan corpus (TOELIHERE, 1981; HAFEZ dan HAFEZ,
2000). Menurut RizAL (2005) upaya pengolahan
spermatozoa yang dikoleksi dari epididimis dalam
bentuk semen cair atau semen beku untuk keperluan
aplikasi berbagai teknologi reproduksi, menjadi metode
alternatif yang dapat diterapkan pada ternak atau hewan
yang memiliki kualitas genetik unggul tetapi tidak dapat
ditampung semennya. Selanjutnya dinyatakan bahwa
metode ini juga menjadi alternatif dalam upaya
penyelamatan plasma nutfah ternak atau hewan jantan
yang mati secara mendadak serta hewan-hewan langka
dan buas. Pada beberapa spesies hewan dan ternak,
upaya penyelamatan material genetik yang berasal dari
epididimis melalui pengolahan spermatozoa (cair dan
beku) serta aplikasi 1B dan fertilisasi in vitro (FIV)
sudah banyak dilakukan dengan hasil yang cukup
menjanjikan, di antaranya pada monyet (TOLLNER et
al., 1990; SANKAI et al., 1994; FERADIS et al., 2001),
domba (GRAHAM, 1994; RizAL, 2005), sapi (GRAHAM,
1994), badak (LUBBE et al., 1999), babi (KikucHI et al.,
1998), beruang (ANEL et al., 1999), kuda (SQUIRES et
al., 2000), lama dan alpaca (BRAVO et al., 2000), rusa
(GARDE et al., 2000; SOLER et al., 2003), kerbau Afrika
(HEROLD et al., 2004; HEROLD et al., 2006), dan kerbau
belang (RizAL et al., 2007; HERDIS et al., 2008).

Menurut WHITE (1993) dalam proses preservasi
semen pada suhu rendah (umumnya pada suhu 3-5°C
dan -196°C) kerusakan spermatozoa akan terjadi akibat
adanya pengaruh kejutan dingin (cold shock) yang
dapat merusak membran plasma sel dan berakibat

kematian spermatozoa. Untuk meminimalkan kerusakan
sel akibat pengaruh buruk suhu rendah, maka upaya
yang dapat dilakukan adalah dengan menambahkan zat
tertentu ke dalam pengencer semen (KAYSER et al.,
1992). Zat tersebut dikenal dengan nama krioprotektan
seperti gliserol (krioprotektan intraseluler) dan beberapa
jenis gula (krioprotektan ekstraseluler) (SUPRIATNA dan
PAsARIBU, 1992) yang dapat digunakan dalam proses
kriopreservasi dan preservasi semen pada suhu 3-5°C.
Di samping berperan sebagai senyawa krioprotektan,
gula juga dapat dimanfaatkan oleh spermatozoa sebagai
substrat sumber energi.

Peranan penting gula dalam mempertahankan
kualitas spermatozoa selama proses preservasi dan
kriopreservasi semen berbagai jenis hewan dan ternak
telah dilaporkan oleh beberapa peneliti dengan hasil
yang baik. Beberapa jenis gula yang sering
dimanfaatkan adalah: glukosa pada semen beku domba
(MoLINIA et al., 1993) dan semen beku babi (DE Los
REYES et al., 2000); rafinosa pada semen beku kambing
peranakan Etawah (SUwARsO, 1999); trehalosa pada
semen beku domba Pampinta (AISEN et al., 2000,
2002), dan semen beku domba Garut (HERDIS et al.,
2005); sukrosa dan trehalosa pada semen beku sapi
(WOELDERS et al., 1997); laktosa pada semen beku
kambing (SINGH et al., 1995), semen beku domba Garut
(RizaL, 2005), dan semen cair domba Garut (RizAL,
2006); maltosa pada semen beku domba Garut (HERDIS,
2005); serta dextrosa, trehalosa, rafinosa, dan sukrosa
pada semen beku domba Garut (RizAL et al., 2006).

Pada penelitian ini dilakukan penambahan laktosa
ke dalam pengencer Tris untuk mempreservasi
spermatozoa yang dikoleksi dari cauda epididimis sapi
Bali pada suhu 3-5°C. Diharapkan dengan penambahan
laktosa akan meminimalkan kerusakan spermatozoa
selama preservasi, sehingga daya tahan hidupnya dapat
diperpanjang.

MATERI DAN METODE
Koleksi dan pengolahan spermatozoa

Testis beserta epididimis sapi Bali sebanyak lima
buah (sebagai jumlah ulangan) diperoleh dari rumah
pemotongan hewan (RPH) di Mardika, Ambon. Testis
beserta epididimis dikumpulkan pada saat pemotongan
sapi sekitar jam 12 malam, kemudian ditranspor ke
Laboratorium Produksi Ternak, Jurusan Peternakan,
Universitas  Pattimura.  Selanjutnya  spermatozoa
dikoleksi sekitar jam 07.00 pagi. Epididimis dipisahkan
dari testis dan dibilas dengan larutan NaCl fisiologis
(0,9% NaCl). Spermatozoa dikoleksi dengan kombinasi
teknik slicing, pembilasan, dan penekanan (bilas-tekan)
pada setiap jaringan cauda epididimis (RizAaL, 2005)
menggunakan larutan NacCl fisiologis. Sebelum dibilas-
tekan dengan larutan NaCl fisiologis, spermatozoa
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disedot dengan eritrosit
konsentrasinya.

Spermatozoa hasil koleksi dibagi ke dalam tiga buah
tabung reaksi dengan volume yang sama. Spermatozoa
diencerkan dengan pengencer sesuai perlakuan, yakni:
80% pengencer dasar Tris + 20% kuning telur (kontrol),
80% pengencer dasar Tris + 20% kuning telur + 0,3 g
laktosa per 100 ml pengencer (LO0,3), dan 80%
pengencer dasar Tris + 20% kuning telur + 0,6 g laktosa
per 100 ml pengencer (L0,6). Komposisi pengencer
dasar Tris terdiri atas: 3,87 g Tris (hidroksimetil)
aminometan, 2,17 g asam sitrat, dan 1,56 g fruktosa
yang dilarutkan dengan akuabidestilata hingga
mencapai volume 100 ml, kemudian ditambahkan
penisilin dan streptomisin masing-masing sebanyak
1.000 11U per mililiter pengencer. Spermatozoa
diencerkan hingga mencapai konsentrasi 15 juta
spermatozoa motil per mililiter. Selanjutnya tabung
reaksi ditutup rapat kemudian dimasukkan ke gelas
piala yang berisi air bersih dan dipreservasi di dalam
lemari es (refrigerator) yang bersuhu sekitar 3-5°C.
Contoh masing-masing perlakuan dievaluasi
kualitasnya setiap hari selama enam hari.

pipet untuk dihitung

Variabel kualitas spermatozoa yang dievaluasi

Kualitas spermatozoa dievaluasi pada tahap setelah
koleksi (spermatozoa segar) serta setelah pengenceran
dan preservasi. Kualitas spermatozoa yang dievaluasi
pada tahap spermatozoa segar adalah: konsentrasi
spermatozoa, persentase spermatozoa motil, persentase
spermatozoa hidup, persentase spermatozoa abnormal,
persentase butiran sitoplasma, dan persentase membran
plasma utuh (MPU). Sementara itu, evaluasi terhadap
spermatozoa yang telah diencerkan dan dipreservasi

meliputi: persentase spermatozoa motil, persentase
spermatozoa hidup, dan persentase MPU.
Persentase ~ spermatozoa  motil;  persentase

spermatozoa yang bergerak progresif (bergerak ke
depan). Dievaluasi secara subyektif pada delapan
lapang pandang yang berbeda dengan mikroskop
cahaya pembesaran 400x (RAsuL et al., 2001). Angka
yang diberikan berkisar antara 0 dan 100% dengan
skala 5%.

Persentase spermatozoa hidup dievaluasi dengan
pewarnaan 2% eosin B (TOELIHERE, 1981).
Spermatozoa yang hidup ditandai oleh kepala berwarna
putih, sedangkan yang mati ditandai oleh kepala
berwarna merah. Sebanyak minimum 200 spermatozoa
dievaluasi dengan mikroskop cahaya pembesaran 400x.

Persentase MPU dievaluasi dengan metode osmotic
resistance test (ORT) (ReveLL dan MRODE, 1994).
Komposisi larutan hipoosmotik terdiri atas: 0,9 ¢
fruktosa + 0,49 g natrium sitrat yang dilarutkan dengan
akuabidestilata hingga mencapai volume 100 ml.
Sebanyak 200 pl larutan hipoosmotik ditambahkan
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dengan 20 pl semen dan dicampur hingga homogen
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 45 menit.
Buat preparat ulas tipis pada gelas obyek kemudian
evaluasi dengan mikroskop cahaya pembesaran 400x
terhadap minimum 200 spermatozoa. Spermatozoa yang
memiliki membran plasma utuh ditandai oleh ekor
melingkar atau menggelembung, sedangkan yang rusak
ditandai oleh ekor lurus.

Analisis data

Data dianalisis dengan analisis ragam dalam bentuk
rancangan acak lengkap dengan tiga perlakuan dan lima
kali ulangan. Perbedaan antarperlakuan diuji dengan uji
beda nyata terkecil (STEEL dan TORRIE, 1993).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik spermatozoa epididimis segar sapi
Bali

Data karakteristik spermatozoa segar epididimis
sapi Bali yang diperoleh (Tabel 1) menunjukkan bahwa
spermatozoa tersebut memiliki kualitas yang baik dan
memenuhi syarat untuk diproses lebih lanjut, baik
dalam bentuk semen cair-dingin maupun semen beku.
Hal ini karena spermatozoa segar tersebut memiliki
persentase  spermatozoa motil rata-rata  75%,
spermatozoa abnormal rata-rata 10,5%, dan persentase
MPU rata-rata 86,75%. Semen segar yang baik harus
memiliki persentase spermatozoa motil >70% (EVANS
dan MAXWELL, 1987), persentase spermatozoa
abnormal 6-10% (DELGADILLO, 1992), dan persentase
MPU >60% (ReVELL dan MRODE, 1994).

Tabel 1. Karakteristik spermatozoa segar epididimis sapi Bali

Variabel Rata-rata + SD
Konsentrasi spermatozoa (juta/ml)  11.222,50 + 455,21
Spermatozoa motil (%) 75,00 +£0,00
Spermatozoa hidup (%) 86,75+ 0,83
Spermatozoa abnormal (%) 10,50 £1,12
Butiran sitoplasma (%) 14,00 £0,71
Membran plasma utuh (%) 86,75+ 1,48

Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi
spermatozoa rata-rata 11.222,50 juta sel/ml (kisaran
10.590-11.780 juta sel/ml). Hasil yang diperoleh pada
penelitian ini lebih tinggi dibandingkan dengan yang
dilaporkan pada sapi sebesar 3.593-4.406 juta sel/ml
(SUHENDRA, 2002) dan pada sapi peranakan Ongole
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(PO) sebesar 5.053,3 juta sel/ml (FITRIATI, 2007).
Konsentrasi spermatozoa cauda epididimis pada hewan
mamalia dilaporkan sebesar 10.000-50.000 juta sel/ml
(SENGER, 1999), rata-rata 10.445 juta sel/ml pada
kerbau belang (YULNAWATI et al., 2008), dan rata-rata
13.993,33 juta sel/ml pada domba Garut (RizAL, 2005).

Rata-rata persentase spermatozoa motil yang
diperoleh pada penelitian ini adalah 75%. FITRIATI
(2007) melaporkan persentase spermatozoa motil
sebesar 70-75% pada spermatozoa segar epididimis
sapi PO. Hasil beberapa penelitian melaporkan bahwa
persentase spermatozoa motil asal cauda epididimis
segar adalah 64% pada monyet ekor panjang (FERADIS
et al., 2001), 70% pada badak putih (LuBBE et al.,
1999), 66% pada kuda (SQUIRES et al., 2000), 70-75%
pada domba Garut (RizAL, 2005), dan 65% pada kerbau
belang (YuLNAwATI et al., 2008). Persentase
spermatozoa hidup asal cauda epididimis sapi Bali pada
penelitian ini adalah rata-rata 86,75% (kisaran 86—
88%). Hasil yang kurang lebih sama dilaporkan
FITRIATI (2007) yaitu 84,16% pada spermatozoa asal
cauda epididimis sapi PO. YULNAWATI et al. (2008)
melaporkan persentase spermatozoa hidup pada cauda
epididimis kerbau belang rata-rata 79,3%.

Persentase spermatozoa abnormal yang diperoleh
dalam penelitian ini rata-rata 10,5% (kisaran 13-15%)
dan persentase butiran sitoplasma rata-rata 14%
(kisaran 9-11%). Persentase spermatozoa abnormal asal
cauda epididimis sapi PO rata-rata 9,33% (FITRIATI,

2007) dan rata-rata 15% pada kerbau belang
(YULNAWATI et al, 2008). Rataan persentase
spermatozoa abnormal dan butiran sitoplasma

spermatozoa epididimis domba Garut masing-masing
adalah 10,83 dan 8,5% (RizAL, 2005). Abnormalitas
yang terdapat pada spermatozoa asal cauda epididimis
sapi Bali dalam penelitian ini masih berada dalam
kisaran normal dan dapat digunakan untuk proses
selanjutnya, karena menurut BEARDEN dan FUQUAY
(1997) angka morfologi abnormal 8-10% tidak
memberikan pengaruh yang cukup berarti bagi fertilitas.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa persentase
MPU adalah rata-rata 86,75% (kisaran 85-89%).
Peneliti sebelumnya melaporkan persentase MPU yang
lebih rendah pada spermatozoa epididimis ternak yang
lain, yakni rata-rata 81,33% pada domba Garut (RizAL,
2005), dan rata-rata 80,8% pada kerbau belang
(YULNAWAT!I et al., 2008).

Kualitas spermatozoa setelah preservasi pada suhu
3-5°C

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan
laktosa ke dalam  pengencer Tris mampu
mempertahankan daya hidup spermatozoa hingga hari
keenam preservasi (selama lima hari), dan masih

memenuhi syarat untuk dimanfaatkan dalam program
IB karena memiliki persentase spermatozoa motil rata-
rata 45% (Tabel 2). Menurut EVANS dan MAXWELL
(1987) dan berdasarkan pada Standar Nasional
Indonesia (SNI), semen yang memenuhi syarat kualitas
digunakan dalam program IB harus memiliki persentase
spermatozoa motil minimum 40%. Pada perlakuan
kontrol, persentase spermatozoa motil sebesar 40%
dapat dipertahankan hanya hingga hari kelima
preservasi (selama empat hari).

Penambahan laktosa sebanyak 0,3 dan 0,6 g laktosa
per 100 ml pengencer Tris menunjukkan persentase
spermatozoa motil, spermatozoa hidup, dan MPU yang
nyata lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan
kontrol mulai dari hari ketiga hingga ketujuh preservasi
(Tabel 2). Hal ini menunjukkan bahwa laktosa mampu
memberikan perlindungan dan sekaligus sebagai
substrat sumber energi bagi spermatozoa selama proses
preservasi. Laktosa sebagai salah satu karbohidrat
golongan disakarida terdiri atas dua unit monosakarida,
yakni satu unit glukosa dan satu unit galaktosa yang
keduanya dapat dimetabolisir oleh spermatozoa melalui
glikolisis dan/atau siklus Krebs untuk menghasilkan
energi berupa adenosin trifosfat (ATP). Adenosin
trifosfat dimanfaatkan oleh spermatozoa sebagai
sumber energi dalam proses pergerakan sehingga dapat
tetap motil dan sekaligus untuk mempertahankan daya
hidupnya.

Laktosa juga  berperan  sebagai  senyawa
krioprotektan ekstraseluler, yang berfungsi melindungi
membran plasma sel spermatozoa dari proses perusakan
akibat pengaruh kejutan dingin (cold shock) selama
penyimpanan pada suhu rendah (3-5°C). Hal ini
ditandai oleh adanya pengaruh yang nyata akibat
penambahan laktosa terhadap persentase MPU
dibandingkan dengan kontrol, mulai dari hari ketiga
hingga ketujuh preservasi (Tabel 2). Menurut WHITE
(1993) pengaruh kejutan dingin berkaitan dengan
perubahan fosfolipid yang menyusun membran plasma
sel, yakni perubahan bentuk dari cair ke gel yang terjadi
pada suhu di bawah 20°C. Perubahan tatanan rantai
asam lemak dan protein pada membran plasma
menyebabkan kebocoran atau selektivitas membran
plasma rusak, yang menyebabkan ion-ion seperti ion
kalsium bebas masuk ke sel. Oleh karena itu, preservasi
spermatozoa pada suhu yang mendekati 0°C diperlukan
zat pelindung di dalam pengencer, seperti fosfolipid
kuning telur dan krioprotektan, serta proses
pendinginan harus dilakukan secara bertahap (KAYSER
et al., 1992). Menurut SUPRIATNA dan PASARIBU (1992)
karbohidrat merupakan senyawa yang dapat berperan
sebagai krioprotektan ekstraseluler, dan berfungsi
melindungi membran plasma sel dari kerusakan.
Membran plasma sel yang tetap utuh akan memberikan
pengaruh positif terhadap motilitas (daya gerak) dan
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Tabel 2 Persentase spermatozoa motil, spermatozoa hidup, dan MPU spermatozoa epididimis sapi Bali yang dipreservasi pada suhu 3-5°C

Preservasi hari ke-

Variabel kualitas Laktosa

spermatozoa (9/100 ml) 1 2 3 4 5 6 7

Spermatozoa motil (%) 0,0 75,00 + 0,00° 67,00 + 2,45° 53,00 + 4,00° 47,00 £2,45°  42,00+2,45"  37,00+2,45" 29,00 + 2,00°
0,3 75,00 £ 0,00% 68,00 + 2,45° 62,00 + 2,45 57,00+2,45°  49,00+2,00° 4500+0,00° 39,00 +2,00°
0,6 75,00 + 0,00% 69,00 + 2,00° 60,00 + 3,16" 55,00 +3,16°  50,00+3,16° 4500+0,00° 39,00 +2,00°

Spermatozoa midup (%) 0,0 85,80 + 0,98° 78,20 + 2,31° 63,00 + 3,16° 58,00 +1,09°  5040+273  47,00+2,61*° 41,80+ 1,17°
0,3 86,60 + 0,98 80,60 + 1,02° 71,60 1,74 69,20 +1,47°  61,60+206" 5540+206° 50,60+ 1,36"
0,6 86,60 + 0,98 82,60 + 1,02° 71,20 £1,17° 66,20 £2,31°  60,20+292° 5620+1,33" 5140+2,15"

MPU (%) 0,0 86,40 + 0,80° 77,80 £ 1,47° 69,60 + 0,80° 61,20+ 1,47%°  5840+314% 49,60+1,85" 42,40+ 1,85
0,3 85,60 + 0,54° 81,40 + 1,50° 73,20 £0,75" 67,80 +1,30°  6520+213" 5580%1,17° 51,60+ 1,62°
0,6 85,60 + 0,54° 81,60 + 1,02° 73,00 £1,41° 67,80 +£0,98"  6560+1,02° 5600+141° 51,80+1,33"

b Superskrip yang berbeda dalam kolom yang sama masing-masing variabel kualitas, menunjukkan berbeda nyata (P<0,05).

146



RizAL, M. Daya hidup spermatozoa epididimis sapi Bali yang dipreservasi pada suhu 3-5°C dalam pengencer Tris

daya hidup spermatozoa. Motilitas spermatozoa sangat
bergantung pada suplai energi berupa ATP hasil
metabolisme. Metabolisme sendiri akan berlangsung
dengan baik hanya jika membran plasma sel tetap
dalam keadaan utuh. Hal ini karena menurut
LEHNINGER (1994) membran plasma sel berperan dalam
mengatur lalu lintas masuk dan keluar sel seluruh
substrat dan elektrolit yang dibutuhkan dalam proses
metabolisme.

Membran plasma sel mengandung karbohidrat yang
berikatan dengan lipid (glikolipid) atau dengan protein
(glikoprotein) yang disebut selubung sel atau
glikokaliks (LEHNINGER, 1994). Hal ini yang dapat
menjelaskan mengapa karbohidrat disebut sebagai
senyawa  krioprotektan  ekstraseluler. Diduga
karbohidrat yang ditambahkan di dalam pengencer
berfungsi melindungi glikokaliks membran plasma sel
spermatozoa dari proses kerusakan selama preservasi
semen. Karbohidrat tidak dapat menembus membran
plasma sel secara difusi bebas karena tidak larut di
dalam lemak dan memiliki berat molekul besar,
sehingga sebagai senyawa krioprotektan ekstraseluler,
karbohidrat melindungi sel dari luar (SUPRIATNA dan
PASARIBU, 1992). Menurut VISWANATH dan SHANNON
(2000) senyawa krioprotektan golongan karbohidrat
seperti laktosa memiliki kemampuan menggantikan
molekul air secara normal dalam kelompok polar
hydrated. Sifat-sifat laktosa ini akan membantu
menstabilkan membran plasma sel spermatozoa selama
masa transisi melewati zona suhu yang Kkritis, serta
mengubah  sifat mekanik  pengencer  melalui
peningkatan viskositas. AISEN et al. (2002) menyatakan
golongan karbohidrat disakarida berperan
menggantikan posisi air pada permukaan membran
plasma sel yang langsung berhubungan dengan
pengencer. Selanjutnya dinyatakan bahwa laktosa dapat
berinteraksi langsung dengan gugus pusat fosfolipid
polar selama pembekuan, dan menurunkan interaksi
ikatan van der Walls di antara rantai karbon.

LEHNINGER (1994) menyatakan laktosa merupakan
salah satu senyawa pereduksi dan memiliki struktur
yang stabil. Sebagai senyawa pereduksi, laktosa
memiliki  fungsi yang mirip dengan senyawa
antioksidan karena mampu meredam senyawa-senyawa
pengoksidasi, sehingga juga berperan  dalam
meminimalkan terjadinya reaksi oksidasi. Reaksi
oksidasi bersifat merugikan karena menghasilkan
produk yang dapat merusak integritas membran plasma
sel. Sebagai senyawa yang stabil, laktosa tidak mudah
mengalami perubahan struktur menjadi bentuk ion yang
dapat mengubah tekanan osmotik larutan pengencer
semen. Perubahan tekanan osmotik larutan pengencer
menjadi  hipoosmotik atau  hiperosmotik  dapat
menyebabkan kematian spermatozoa.

Perbaikan kualitas spermatozoa epididimis akibat
penambahan gula ke dalam pengencer juga dilaporkan

pada kerbau belang. Penambahan sukrosa (RizAL et al.,
2007), maltosa (HERDIS et al., 2008), dan rafinosa
(YULNAWATI et al., 2008) ke dalam pengencer
komersial AndroMed® dapat meningkatkan kualitas
spermatozoa epididimis kerbau belang setelah thawing.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan
bahwa persentase spermatozoa motil, spermatozoa
hidup, dan MPU pada hari ketujuh preservasi masing-
masing sebesar 29; 41,8; dan 42,4% untuk perlakuan 0
g laktosa, 39; 50,6; dan 51,6% untuk perlakuan 0,3 g
laktosa, serta 39; 51,4; dan 51,8% untuk perlakuan 0,6 ¢
laktosa. Penambahan laktosa sebanyak 0,3 dan 0,6 g per
100 ml pengencer Tris mampu memperpanjang daya
hidup spermatozoa epididimis sapi Bali yang
diperservasi pada suhu 3-5°C dan masih memenuhi
syarat untuk dimanfaatkan dalam program IB setelah
lima hari preservasi, sedangkan yang tanpa penambahan
laktosa hanya selama empat hari.
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