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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi substitusi madu asli sebagai pengganti gliserol dalam proses
pembekuan pada kualitas spermatozoa pasca-thawing pada sapi bali. Sebanyak empat ekor sapi bali dengan umur
sekitar 4 tahun bobot badan 600-650 kg digunakan dalam penelitian ini. Subtitusi madu asli pengganti gliserol dilakukan
secara bertahap pada pengencer utama skim, kuning telur, dan glukosa. Perlakuan terdiri atas 6 yang terdiri atas level
substitusi gliserol dengan madu asli, yaitu: 8% gliserol + 0% madu (Mo);, 7% gliserol+1% madu (M1);,5% gliserol + 3% madu
(M2);, 3% gliserol +5%madu (M3); gliserol 1% + madu 7% (M4),; dan 0% gliserol + 8% madu (M5). Parameter yang diamati
meliputi viabilitas, motilitas, dan abnormalitas spermatozoa pasca-thawing. Hasil penelitian menunjukkan bahwa rata-
rata persentase viabilitas dan motilitas spermatozoa pasca-thawing tidak berbeda nyata (P>0,05) antara penggunaan
gliserol dengan madu sebagai krioprotektan. Sementara itu, rata-rata persentase abnormalitas pasca-thawing menun-
jukkan perbedaan nyata (P<0,05) antara dosis pemberian krioprotektan 8% gliserol dengan semua perlakuan.
Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa penggunaan madu pengganti gliserol sebagai krioprotektan pada
pengencer skim kuning telur dapat meningkatkan motilitas dan viabilitas spermatozoa sapi bali.

Kata kunci: madu asli, spermatozoa, viabilitas, motilitas, dan abnormalitas

ABSTRACT

The objective of the present study was to study the effect of substitution of glycerol with pure honey in the semen cry-
opreservation on the after thawing quality of spermatozoa. Four bali bull cattle with an average body weight of 600-
650 kg and aged approximately four years were used in the study. The substitution of glycerol with pure honey was
conducted gradually from 0% to 8&. The treatment was the substitution of glycerol by pure honey consisted of 6 levels,
i.e., 8% glycerol + 0% pure honey (Mo); 7% glycerol + 1% pure honey (M1); 5% glycerol + 3% pure honey (M2); 3% glycerol +
5% pure honey (M3); 1% glycerol + 7% pure honey (M4). and 0% glycerol + 8% pure honey (M5). Parameters measured
were the qualities od spermatozoa after thawinf the frozen semen including percentage of viability, motility, and ab-
normality. The result showed that sperm viability and motility were not significantly different (P>0.05) by substituting
glycerol with pure honey as a cryoprotectant. However, the percentage of sperm abnormality was significantly higher
(P<0.05) when glycerol was substituted with pure honey.Base on the results of the study, it was concluded that the use
of honey as a substitute for glycerol can be used as a cryoprotectant.
Keywords: originil honey, spermatozoa, viability, motility, and post-thawed abnormality
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PENDAHULUAN

Sapi bali merupakan sapi asli Indonesia yang
perkembangannya tersebar hampir di seluruh
wilayah Indonesia. Salah satu teknologi yang telah
digunakan untuk perkembangbiakan sapi adalah
Inseminasi Buatan (IB). Faktor penting yang
menentukan dalam keberhasilan 1B adalah kualitas
spermatozoa pasca-thawing. Sementara itu, kualitas
spermatozoa pasca-thawing dipengaruhi beberapa
faktor di antaranya adalah bahan pengencer, proses
pembekuan, dan pemberian gliserol dalam proses
pembekuan (Toelihere,1993).

Pembekuan semen adalah suatu proses
penghentian sementara kegiatan hidup sel tanpa
mematikan fungsi sel, reaksi metaboliknya berhenti
mendekati total (Susilawati, 2000). Menurut Toeli-
here (1993) penggunaan bahan pengencer semen
harus dapat mempertahankan viabilitas spermato-
zoa sebelum digunakan pada waktunya. Syarat ba-
han pengencer adalah harus dapat menyediakan nu-
trisi bagi kebutuhan spermatozoa selama penyim-
panan, dapat memungkinkan spermatozoa bergerak
secara progresif, tidak bersifat racun, menjadi pen-
yangga, melindungi spermatozoa dari kejutan dingin
(cold shock) pada saat proses pembekuan semen.
Mayoritas kerusakan spermatozoa terjadi pada saat
pembekuan akibat adanya pengaruh kejutan dingin
(cold shock) yang dapat merusak membran plasma
sel yang berakibat pada kematian spermatozoa. Pa-
da saat pembekuan, spermatozoa mengalami
penurunan kualitas sekitar 10-40% hingga 50% (Par-
rish, 2003). Untuk meminimalkan kerusakan sel
dapat dilakukan penambahan zat tertentu ke dalam
pengencer semen (Fitriati, 2008). Zat tersebut
dikenal dengan nama krioprotektan. Salah satu jenis
krioprotektan yang sering digunakan pada proses
pembekuan semen adalah gliserol.

Dosis penambahan gliserol pada beberapa pen-
gencer berbeda-beda. Menurut Evan dan Maxwell
(1987) untuk melakukan pembekuan semen, standar
penggunaan gliserol yang dianjurkan adalah 6%-8%.
Jika kurang dari dosis tersebut, maka giserol tidak
akan memberikan efek yang berarti, sedangkan jika
lebih tinggi akan menimbulkan efek toksik pada
spermatozoa. Menurut Mumu (2009) penambahan
gliserol 3%, 5%, dan 7% masih dapat melindungi sper-
matozoa selama proses pembekuan pada sapi Bali.
Adanya variasi penambahan gliserol tersebut
menunjukkan bahwa dosis penggunaan gliserol
masih memungkinkan untuk disubstitusi dengan
jenis krioprotektan lainnya. Krioprotektan secara
umum dapat diklasifikasikan menjadi dua jenis, yakni
agen penetrasi dan agen nonpenetrasi membran
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plasma (Lemma, 2011). Salah satu krioprotektan
yang nonpenetrasi adalah gula sederhana yang
membentuk  konsentrasi ekstraseluler yang
seimbang dengan mengubah gradien osmotik dari
pengencer sperma dan memungkinkan air dari
spermatozoa untuk berdifusi keluar (Fuller, 2004).
Salah satu bahan yang diharapkan dapat menjadi
alternatif untuk krioprotektan adalah madu. Madu
dengan berbagai kandungan nutrisi yang lengkap
seperti energi berupa gula sederhana
(monosakarida) antara lain fruktosa dan glukosa
dibutuhkan oleh spermatozoa sebagai sumber
energi dan krioprotektan nonpenetrasi selama
proses pembekuan (Fuller, 2004).

Penambahan fruktosa atau glukosa dalam
pengencer berguna untuk mendukung daya hidup
spermatozoa pascapengenceran. Proses
pembentukan Adenosin  Trifosfat (ATP) dan
Adenosin Difosfat (ADP) harus terus dilakukan agar
motilitas dapat terus berlangsung. Berdasarkan data
dari United States Department of Agriculture (USDA),
madu mengandung 38% fruktosa dengan 31%
glukosa; 17,1 % air; 7,2% maltose; 4,2% trisakarida, dan
beberapa polisakarida, 1,5% sukrosa, 0,5% mineral,
vitamin, dan enzim. Penggunaan madu sebagai kri-
oprotektan dalam proses pembekuan spermatozoa
manusia dan kambing dapat meningkatkan kualitas
pasca-thawing (Olayeni et al., 2014; Fakhrildin dan
Alsaadi, 2014)). Berdasarkan alasan di atas maka
perlu kiranya dilakukan penelitian mengenai potensi
madu sebagai pengganti gliserol dalam proses
pembekuan semen beku pada sapi bali. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi subtitusi
madu asli sebagai pengganti gliserol dalam proses
pembekuan pada kualitas semen sapi bali setelah
thawing.

BAHAN DAN METODE

Sebanyak empat ekor sapi bali jantan umur
sekitar 4 tahun dengan berat badan berkisar antara
600-650 kg digunakan dalam penelitian ini. Kegiatan
penelitian ini dilaksanakan di Balai Inseminasi Buatan
(BIB) Provinsi Kalimantan Selatan di Banjarbaru.
Koleksi semen pada masing-masing pejantan
dilakukan sekali dalam satu minggu selama dua
bulan menggunakan vagina buatan.

Pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis
segera dilakukan setelah pengambilan semen.
Pemeriksaan makroskopis yang dilakukan meliputi
volume, warna, kekentalan, pH, dan bau.
Pemeriksaan mikroskopis yang dilakukan meliputi
konsentrasi, viabilitas (daya hidup), motilitas, dan
abnormalitas. Bahan pengencer utama yang



digunakan dalam penelitian ini adalah skim, kuning
telur, glukosa, dan gliserol (sebagai perlakuan)
dengan penambahan antibiotik (sesuai SOP BIB
Banjarbaru). Konsentrasi madu asli dari Banjarbaru
yang digunakan dalam penelitian ini adalah 10% yakni
1 ml madu asli dan 9 ml distilled water mengadopsi
dari Reda et al. (2014).

Tahapan Penelitian

Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi efek
substitusi madu sebagai krioprotektan pengganti
gliserol. Dalam penelitian ini penggunaan madu pada
proses pembekuan semen dilakukan dengan cara
subtitusi dengan gliserol. Penelitian ini menggunakan
rancangan acak lengkap dengan 6 perlakuan yang
masing masing perlakuan diulang sebanyak 4x
ulangan. Perlakuan pertama (M,) gliserol 8%, kedua
(M,) gliserol 7% + madu 1%, ketiga (M,) gliserol 5% +
madu 3%, ke empat (M,) gliserol 3% + madu 5%, ke lima
(M,) pemberian gliserol 1% + madu 7%, dan perlakuan
ke enam (M;) adalah madu sebanyak 8%.

Metode pembekuan semen dibuat dengan dosis
per straw minitub (0,25 mL) dengan konsentrasi 100
x 10° spermatozoa/mL. Kemudian straw yang berisi
semen diekuilibrasi pada lemari es pada temperatur
4-5°C selama empat jam. Setelah ekuilibrasi, semen
dalam straw diletakan pada rak pembekuan dengan
jarak 3 cm di atas permukaan uap nitrogen (N2) cair
selama 10 menit dengan menggunakan kotak
styrofoam. Semen beku tersebut disimpan dalam
kontainer N,cair (-196°C) selama satu minggu
kemudian dithawing untuk dievaluasi viabilitas,
motilitas, dan abnormalitas.

Evaluasi Spermatozoa

Pemeriksaan viabilitas menggunakan eosin-
negrosin dengan tahapan sebagai berikut: pewarna
eosin-nigrosin dipersiapkan pada suhu sekitar 37°C
selama 15 menit dan straw dithawing pada water
bath dengan suhu 37-38°C selama 30 detik.
Kemudian straw dipotong pada bagian tengah, dite-
teskan satu tetes semen pada bagian pinggir gelas
objek. Lalu diteteskan Eosin-Negrosin 2-3 tetes di
samping semen, kemudian diratakan dengan ose
sampai homogen. Preparat ulas tipis dibuat dengan
menempelkan ujung gelas objek lain pada campuran
tersebut dengan sudut kemiringan 45° dan didorong
sepanjang gelas objek hingga diperoleh selapis
semen yang difiksasi. Objek diamati di bawah
mikroskop dengan pembesaran 400x. Persentase
spermatozoa hidup dan mati dihitung dari 10 lapang
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pandang yang berbeda atau sampai jumlah
spermatozoa yang dihitung mencapai 200 sel.
Spermatozoa yang mati permiabilitas membrannya
meningkat atau menyerap warna, sedangkan sperma-
tozoa yang hidup tidak menyerap warna. Sel sperma-
tozoa yang tidak menyerap warna akan berwarna
jernih, sedangkan sel spermatozoa yang mati akan
berwarna sesuai warna yang diserap (Tambing dkk.,
2001).

Untuk pemeriksaan motilitas, spermatozoa
diambil dari straw yang telah dithawing dengan ose
dan diletakkan pada gelas objek dan ditutup dengan
cover glass, selanjutnya ditempatkan di atas slide
warmer suhu 37°C dan diperiksa di bawah mikroskop
dengan pembesaran 400x (Padilla dan Foote, 1991;
Bayemi et al. 2010). Motilitas spermatozoa dihitung
dengan cara menghitung persentase spermatozoa
yang bergerak maju dalam satu bidang pandang
(Hafez et al., 2000). Perhitungan dilakukan sebanyak
10 kali yang kemudian diambil rata-rata.
Pemeriksaan abnormalitas dilakukan sekaligus
dengan pengamatan viabilitas, yaitu dengan
menghitung jumlah spermatozoa normal dan
abnormal kemudian menentukan presentasenya.

Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian ditabu-
lasi dan dilakukan uji homogenitas, kemudian
dilakukan analisis ragam dengan menggunakan uji F
pada taraf 5%. Jika hasil analisis ragam menunjukkan
berpengaruh, maka dilanjutkan dengan uji wilayah
berganda Duncan (DMRT).

HASIL

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pemeriksaan semen segar dari masing-masing
pejantan menunjukkan  rata rata volume, pH,
motilitas, konsentrasi, viabilitas, dan abnormalitas
hasilnya adalah standar sesuai dengan parameter
normal pada sapi pejantan (Gambar 1). Kualitas
sperma pasca-thawing merupakan salah satu faktor
penting dalam menentukan keberhasilan fertilisasi
pada ternak sapi. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa rata-rata persentase viabilitas dan motilitas
sperma pasca thowing tidak berbeda nyata
(P>0,05) antara penggunaan gliserol dan madu
sebagai krioprotektan pada semua perlakuan (Mo,
M1, M2, M3, M4, dan Ms). Rata-rata persentase
abnormalitas pasca thowing menunjukkan terdapat
perbedaan (P<0,05) antara dosis pemberian kriopro-
tektan full gliserol dengan semua perlakuan.
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Gambar 1 Rata -rata persentase viabilitas sperma pasca-thawing
pada semua perlakuan

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penelitian antara pemeriksaan
semen segar dan pasca-thawing pada berbagai
perlakuan mengenai viabilitas, motilitas, dan
abnormalitas menunjukkan bahwa rata-rata hasilnya
menurun antara semen segar (sebelum pembekuan)
dan sesudah pembekuan. Hasil persenatase viabilitas
pada spermatozoa segar dari 82,19%1,41% menjadi
60% pada rata-rata semua perlakuan. Persentase
motilitas spermatozoa segar dari 76,63%3,21%
menjadi 49,84% pada rata-rata semua perlakuan, dan
persentase abnormalitas spermatozoa segar dari
7,35%0,16 (Tabel 1) menjadi 25,68%. Penurunan
viabilitas, motilitas, dan abnormalitas tersebut
disebabkan karena adanya berbagai proses yang
terjadi pada spermatozoa tersebut, antara lain
proses pembekuan dan thawing setelah pembekuan.
Hal tersebut didukung oleh Haugana et al. (2007)
dan Hong et al. (2000) yang menyatakan bahwa
penyebab utama penurunan kualitas spermatozoa
seperti viabilitas, motilitas, dan abnormalitas adalah
adanya proses pembekuan dan thawing atau
pencairan kembali setelah sperma dibekukan.

Viabilitas  pasca-thawing  merupakan faktor
penting dalam menentukan tingkat keberhasilan IB.
Analisis ragam menunjukkan bahwa

perlakuan penggunaan madu pengganti gliserol
sebagai krioprotektan berpengaruh tidak nyata pada
rata-rata viabilitas spermatozoa pada semua
perlakuan. Meski tidak berpengaruh pada semua
perlakuan namun terdapat tren penurunan viabilitas
sperma seiring dengan pengurangan dosis gliserol
dan penambahan dosis madu untuk krioprotektan
(Gambar 1). Hasil tersebut setidaknya selaras dengan
penelitian yang dilakukan oleh Olayeni et al. (2011)
yang menyatakan bahwa penambahan madu dalam
pengencer kuning telur dapat meningkatkan
motilitas, persentase hidup mati dan viabilitas
spermatozoa kambing pasca-thawing. Adanya
variasi terhadap hasil penelitian tersebut di duga
karena adanya perbedaan basik pengencer yang
digunakan.Di sisi lain hasil penelitian Fakhrildin dan
Alsaadi (2014) juga menyatakan bahwa pemberian
sekitar 10% madu untuk krioprotektan dapat
meningkatkan kualitas sperma manusia pasca-
thawing. Mekanisme kerja gliserol dengan berdifusi
ke dalam sel spermatozoa dan dapat dimetabolisir
dalam proses-proses yang menghasilkan energi dan
membentuk fruktosa, yang juga terdapat pada
kandungan nutrisi dalam madu sehingga bisa
mengganti fungsi gliserol meski belum sempurna
pada penelitian ini.

Tabel 1 Hasil pemeriksaan semen segar pada masing masing sapi bali setelah pengambilan semen

Parameter Rata- rata
Volume (mL) 6,10+ 1,1
pH 6,53% 0,15
Motilitas (%) 76,63 3,21
Konsentration (million) 910,.33 x 10°
Abnormalitas spermatozoa (%) 8,35%0,16
Viabilitas (%) 82,19+1,41
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Indikator utama yang sering digunakan dalam
menilai salah satu kualitas spermatozoa adalah
motilitas. Motilitas spermatozoa merupakan salah
satu faktor penting dalam evaluasi pejantan yang
akan digunakan sebagai pejantan (Malik et al., 2016).
Hal ini penting mengingat sperma yang baik harus
menunjukkan motilitas yang tinggi karena deposit
sperma pada saat terjadi perkawinan dan IB masih
relatif jauh dari tempat pembuahan. Berdasarkan
analisis  ragam, diketahui bahwa perlakuan
penggunaan madu sebagai pengganti gliserol
berpengaruh tidak nyata pada rata-rata motilitas
spermatozoa. Persentase motilitas pada masing-
masing perlakuan Mo, M1, M2, M3, M4, dan M5
secara berturut-turut adalah 51,36+1,3%, 50,13+0,4%,
50,42+2,3%, 49,09+0,6%, 48,82+1,6%, dan 49,25+1,3%,
seperti disajikan pada Gambar 2.

Hasil data tersebut menunjukkan bahwa selisih
motilitas antara penggunaan full gliserol dan full
madu  sebagai  krioprotektan dalam  proses
pembekuan spermatozoa tidak berbeda. Artinya
penggunaan madu sebagai krioprotektan pengganti
gliserol bisa dilakukan. Hal tersebut terkait dengan
kandungan madu yang kaya akan nutrisi seperti
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fruktosa, glukosa, serta sukrosa akan mampu
melindungi sperma selama proses pembekuan
sehingga akan berdampak pada kualitas pasca-thawing.
Hal ini sesuai dengan pendapat Fuller (2004) bahwa
gula sederhana yang terkandung dalam madu
bertindak sebagai krioprotektan dengan cara
mengubah gradien osmotik spermatozoa diperpanjang
dan memungkinkan kadar air dari spermatozoa
menyebar. Di sisi lain Hu et al. (2008) yang menyatakan
bahwa sukrosa berperan aktif saat sebelum dan
setelah proses pembekuan sehingga mempunyai efek
yang baik bagi motilitas spermatozoa baik sebelum
maupun setelah proses pembekuan.

Pada penelitian ini, salah satu parameter yang
dievaluasi adalah abnormalitas spermatozoa pasca-
thawing. Abnormalitas spermatozoa sangat penting
karena akan berpengaruh pada fertilitas. Analisis
ragam menunjukkan bahwa penggunaan madu
sebagai krioprotektan pengganti gliserol berdampak
pada peningkatan persentase  abnormalitas
spermatozoa pasca-thawing yaitu sebesar 18,18+0.3,
24,17+1,6%, 26,25+1,1%, 27,83+0,6%, 26,02+2,1%, dan
28,50+1,6%, secara berturut-turut untuk Mo, M1, M2,
M3, M4, dan Ms, seperti terlihat pada Gambar 3.
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Gambar 2 Rata -rata persentase motilitas sperma pasca-thawing
pada semua perlakuan
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Gambar 3 Rata -rata persentase abnormalitas sperma pasca-
thawing pada semua perlakuan
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Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa rata-rata

persentase abnormalitas spermatozoa pasca-
thawing pada perlakuan full gliserol sebesar
18,18+0.3% mengalami  peningkatan  menjadi

28,50+1,6% pada perlakuan full madu. Hasil tersebut
juga lebih tinggi abnormalitasnya dari pada yang
didapatkan oleh Bezerra et al. (2011), yakni
23,90%1,70%, begitu pula jika dibandingkan dengan
penelitian Garner & Hafez (2000) yang menyatakan
bahwa abnormalitas spermatozoa jumlahnya tidak
melebihi 20% dari total spermatozoa agar tidak
memengaruhi fertilitas.

Bila dilihat dari proses kejadian abnormalitas
spermatozoa, maka proses kejadian tersebut dapat
dikelompokkan menjadi tiga tahapan, yakni tahap
abnormalitas primer, sekunder, dan tersier (Hafez et
al., 2000;Parkinson, 2004). Abnormalitas primer
terjadi pada saat proses spermatogenesis dalam
testis, abnormalitas sekunder terjadi selama
perjalanan spermatozoa di epididimis, sedangkan
abnormalitas spermatozoa tersier terjadi pada
kerusakan spermatozoa yang disebabkan selama
atau setelah ejakulasi atau dari penanganan yang
salah saat inseminasi (Hafez et al.,2000). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa rata-rata
abnormalitas semen segar adalah sekitar 8,35+0,16%
kemudian mengalami peningkatan sampai pada rata-
rata 25%. Kenaikan abnormalitas hampir tiga kali lipat
ini terjadi pada saat setelah pengambilan semen atau
pada tahap abnormalitas tersier, dan hal tersebut
sesuai dengan pendapat Utami (2014) bahwa
abnormalitas tersier kemungkinan  bisa terjadi
karena pengaruh penanganan, proses pembekuan
yang mengakibatkan cekaman dingin/cold shock, dan
pencairan kembali spermatozoa (thawing) saat mau
digunakan. Namun fenomena yang terjadi ialah hasil
penelitian ini menunjukkan kenaikan abnormalitas
seiring dengan pengurangan jumlah gliserol pada
setiap perlakuan. Hal tersebut diduga karena dari
rendahnya dosis gliserol sebagai krioprotektan
dalam pembekuan sehingga menyebabkan
pecahnya membran yang dapat menyebabkan stres
osmotik, perubahan membran, dan perubahan
dalam mikrotubulus ekor spermatozoa.

Berdasarkan hasil penelitian tersebut dapat
disimpulkan bahwa penggunaan madu pengganti
gliserol sebagai krioprotektan pada pengencer skim
kuning dapat meningkatkan motilitas dan viabilitas
spermatozoa sapi bali.
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