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ABSTRACT 

One of the strategies employed to augment the population of Pasundan cattle is the 

implementation of an Artificial Insemination (AI) program. The efficacy of the insemination 

process is significantly contingent upon the quality of the spermatozoa following the thawing 

of frozen semen. The selection of an appropriate frozen semen diluent can enhance the efficacy 

of the AI process. The objective of this study was to analyze the impact of egg yolk tris and skim 

milk diluent on the quality of spermatozoa derived from frozen semen of Pasundan cattle 

following thawing. Additionally, the study aimed to assess the extent of variation in 

spermatozoa quality produced after thawing, based on the type of frozen semen diluent utilized. 

The study was conducted using a completely randomized design (CRD). A total of 30 frozen 

semen samples of Pasundan cattle were randomly assigned to two treatment groups, with 15 

replicates in each group. The two treatments were a frozen semen dilution using egg yolk tris 

and skim milk. The parameters observed included motility, viability, and intact plasma 

membrane (IPM) of spermatozoa following the thawing of frozen semen. Moreover, to 

ascertain the extent of the discrepancy between the two treatments, the data were subjected to 

a t-test. The findings indicated that the use of yellow tris as a diluent resulted in a higher 

spermatozoa motility rate (p<0.05) compared to skim milk as a diluent (47.73 ± 0.67 vs. 14.16 

± 1.55).  Furthermore, the two types of diluents did not have a significant effect on post-thawing 

spermatozoa viability (p>0.05). In contrast, the variable of intact plasma membrane (IPM) 

demonstrated a higher number for the skim milk diluent (p<0.05) than the egg yolk tris (79.71 

± 1.30 vs. 75.59 ± 1.38). The motility of post-thaw spermatozoa is the factor that plays the most 

pivotal role in the effectiveness of artificial insemination. It can be concluded that egg yolk tris 

is a superior type of frozen semen diluent for Pasundan cattle, as evidenced by its ability to 

produce a greater of spermatozoa motility than skim milk diluent. 

Keywords: Egg Yolk, Frozen Semen Diluent, Post-Thowing, Skin Milk 

 

PENDAHULUAN 

Sapi pasundan merupakan Sumber Daya Genetik Ternak (SDGT) lokal Indonesia sudah 

ditetapkan dalam peraturan Menteri Pertanian Republik Indonesia 

Nomor:1051/Kpts/SR.120/10/2014. Asal usul sapi pasundan berasal dari adaptasi sepuluh 

generasi antara Bos javanicus atau banteng atau sapi bali dengan sapi jawa, sapi madura dan 

sapi sumba ongole (Kementan 2014). Sapi pasundan jantan memiliki potensi reproduksi yang 

baik untuk diproses menjadi semen beku (Baharun, 2015). Pengembangbiakan sapi pasundan 

saat ini adalah dengan teknik inseminasi buatan (IB) menggunakan semen beku. Semen beku 

sapi pasundan diproduksi oleh dua balai, yakni Balai Inseminasi Buatan (BIB) Lembang dan 

Unit Pelaksana Teknis Daerah (UPTD), Balai Perbibitan dan Pengembangan Inseminasi 
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Buatan Ternak Sapi Potong (BPPIBT) Ciamis. 

Untuk menghasilkan semen beku yang berkualitas tinggi dibutuhkan bahan pengencer 

semen yang mampu mempertahankan kualitas spermatozoa selama proses pendinginan, 

pembekuan, maupun pada saat thawing (Aboagla dan Terada, 2004). Pengencer semen 

diperlukan untuk menambah volume semen, memberi media untuk hidup spermatozoa, 

memberi perlindungan, tidak bersifat toksik terhadap spermatozoa, mengandung sumber 

energy, bersifat isotonis, mengandung buffer serta melindungi spermatozoa dari pendinginan 

secara cepat (cold shock) menghambat pertumbuhan bakteri (Susilawati 2022). Bahan 

pengencer semen yang umum digunakan di Indonesia adalah Tris kuning telur dan susu skim. 

Tris Bersama asam sitrat berperan sebagai penyangga untuk mempertahankan perubahan pH 

akibat terbentuknya asam laktat hasil metabolisme spermatozoa serta berperan 

mempertahankan tekanan osmolaritas dan keseimbangan elektrolit (Siswanto 2006). Kuning 

telur mengandung lipoprotein dan lesitin yang dapat mempertahankan dan melindungi 

integritas dan selubung lipoprotein dari sel spermatozoa (Baharun 2015). Bahan pengencer Tris 

kuning telur mampu mempertahankan kualitas semen pada sapi pasundan sama baiknya dengan 

pengencer komersial (Baharun et al. 2017). Pengencer skim kuning telur adalah pengencer 

yang dibuat dari campuran susu skim dan kuning telur. Susu skim merupakan susu yang sudah 

dikurangi kandungan lemaknya. Susu skim merupakan medium yang sangat menguntungkan 

bagi spermatozoa karena mengandung nutrien yang penting seperti karbohidrat dan mineral       

sebagai energi bagi spermatozoa (Lubis et al., 2013). Selain itu, susu skim juga mengandung 

zat lipoprotein dan lesitin yang berfungsi melindungi sperma dari kejutan dingin (Widjaya, 

2011). Namun, berdasarkan hasil penelitian, pengenceran semen dengan menggunakan      susu 

memiliki beberapa kelemahan. Kelemahan tersebut antara lain spermatozoa tertutupi oleh 

butir-butir lemak sehingga tidak jelas terlihat dan pergerakannya agak dibatasi (Manafi, 

2011). Kondisi tersebut pada akhirnya dapat menurunkan motilitas sperma pasca pencairan, 

dan berdampak pada tingkat kesuburan (Aires et al., 2003). Selanjutnya, penggunaan susu skim 

sebagai pengencer semen juga dapat menimbulkan risiko terkontaminasi mikrobiologis 

(Bousseau et al., 1998) serta kebiasaan penambahan gliserol bersamaan dengan susu skim 

dalam proses pengenceran semen dapat menurunkan tingkat kelangsungan hidup sperma 

(Colas, 1975). 

Semen beku adalah semen yang berasal dari pejantan terpilih yang diencerkan dan 

disimpan sesuai dengan prosedur proses produksi (Permentan 2016). Proses produksi semen 

beku antara lain: penampungan semen, uji kualitas/evaluasi semen, pengenceran semen, 

pendinginan semen dan pembekuan semen (Susilawati 2022). Pembekuan merupakan proses 

penurunan suhu secara bertahap sebelum disimpan dalam N2 cair yang bersuhu kurang 

lebih -1100C selama 9 menit (Feradis, 2010). Evaluasi keberhasilan semen beku adalah 

dengan melakukan kualitas semen post thawing motility dengan motilitas progresif pada suhu 

37oC selama 10 detik (Susilawati, 2022). Evaluasi semen setelah pembekuan (After thawing) 

yaitu dilakukan dengan menguji persentase hidup sperma minimal 40% dengan gerakan 

individu 3, test water incubator dan evaluasi semen dengan pewarnaan. (Feradis, 2010). 

Sedaangkan menurut Susilawati (2022) Parameter dari kualitas semen yaitu: Motilitas 

spermatozoa, Konsentrasi spermatozoa, Viabilitas spermatozoa, abnormalitas spermatozoa, 

Total sperma motil (TSM). 

Studi pendahuluan dalam pengalaman kerja, perbandingan antara jenis pengencer semen 

sapi Pasundan dalam proses penyimpanan semen beku dan pengujian kualitas spermatozoa 

post-thawing belum banyak dilakukan. Oleh karena itu, penulis tertarik untuk melakukan 

penelitian tentang “Pengujian Kualitas Spermatozoa Sapi Pasundan Post- thawing dengan Jenis 

Pengencer Berbeda” sebagai kajian ilmiah untuk meningkatkan keberhasilan tingkat konsepsi 

dari proses inseminasi buatan (IB). 
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MATERI DAN METODE 

Bahan dan Alat 

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah semen beku Sapi Pasundan kemasan 

0,25 ml/straw yang disimpan di dalam kontainer berisi nitrogen cair (N2) dengan suhu - 196
o 

C. Straw semen beku sapi pasundan diperoleh dari UPTD BPPIB Ternak Sapi Potong Ciamis 

hasil produksi dengan menggunakan pengencer tris kuning telur dan susu skim masing-masing 

sebanyak 15 dosis. Bahan lainnya yaitu air thawing bertemperatur 37o C dan Eosin-nigrosn. 

Alat yang digunakan dalam                 penelitian ini adalah water Bath 37oC, gelas ukur berskala 500 ml, 

thermometer air raksa 100oC, mikro tube, mikropipet, tips mikropipet, gunting, tissue, objek 

glas, cover glas, heating table, Chamber, mikroskop (untuk pemeriksaan motilotas, viabilitas     

dan Membran Plasma Utuh (MPU)). 

 

Metode Penelitian 
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah Penelitian dilakukan secara 

eksperimental untuk membandingkan kualitas spermatozoa post-thawing dari semen beku sapi 

Pasundan antara yang menggunakan pengencer tris kuning telur dengan susu skim. Jumlah 

total semen beku sapi pasundan yang digunakan yaitu sebanyak 30 straw yang terdiri atas 

semen beku sapi pasundan dengan pengencer tris kuning telur dan susu skim masing masing 

sebanyak15 straw. 

 

Variable yang Diamati 

Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah 1) Motilitas spermatozoa, yaitu 

menghitung sel sperma yang mampu bergerak secara progresif dan merupakan faktor penting 

dalam proses konsepsi alami dan inseminasi buatan, 2) Viabilitas spermatozoa, yaitu 

menghitung sel sperma yang mampu bertahan hidup dan berfungsi secara efektif dan 

merupakan hal penting untuk keberhasilan pembuahan, 3) Membran Plasma Utuh (MPU), 

yaitu mengamati dan menghitung sel sperma yang memiliki kondisi membran plasma utuh 

yang merupakan komponen penting untuk menjaga kelangsungan hidup dan fungsi sel. 

 

Lokasi dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2024 di Laboratorium Unit Pelaksana 

Teknis (UPTD) Balai Perbibitan dan Pengembangan Inseminasi Buatan (BPPIB) Ternak Sapi 

Potong Ciamis Dusun Kidul RT/RW 11/04 Desa/Kecamatan Cijeungjing Kabupaten Ciamis. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
Kualitas Semen Segar Sapi Pasundan  

Karakteristik semen segar sapi pasundan untuk proses kriopreservasi disajikan pada 

Tabel 1. Secara makroskopis semen sapi pasundan dengan nama pejantan Sastrawinata 

memiliki volume sebanyak 7,5 ml, warna putih susu, pH 6,4 dan konsistensi sedang. Menurut 

Arifiantini (2012) volume semen sapi berkisar antara 2-15 ml, dengan rata-rata volme semen 

sebanyak 4-8 ml. Jumlah semen segar yang akan di proses tersebut termasuk ke dalam kategori 

normal. Nilai pH semen pasundan pada penelitian ini masih terbilang normal karena menurut 

Aboagla and Terada (2004a), pH semen sapi berkisar antara 6.2 – 7.0. selanjutnya, konsistensi 

semen menggambarkan jumlah spermatozoa yang tekandung di dalam semen tersebut. 

Semakin kental semen maka kandungan spermatozoa semakin banyak. Brdasarkan 

karakteristiknya, semen sapi mempunyai konsistensi encer sampai dengan sedang (Arifiantini 

2012), sehingga konsistensi semen sapi pasundan masih sesuai dengan karakteristik semen 

sapi. 
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Tabel 1. Data Hasil Evaluasi Semen Segar Secara Makroskopis dan Mikroskopis 

No 
Kode 

Pejantan 
Volume Warna pH Konsistensi 

Gerak 

Massa 
Motilitas Konsentrasi 

1 251920 7.5 ml 
Putih 

Susu 
6.4 Sedang ++ 70.4% 966.106 

Sumber : hasil penampungan semen segar di UPTD Balai Perbibitan dan Pengmbangan Inseminasi Buatan 

Ternak Sapi Potong Ciamis Provinsi Jawa Barat 

 

Pemeriksaan mikroskopis menunjukkan nilai gerakan massa ++ yang masih dalam 

kategori normal. Nilai motilitas progresif spermatozoa pada penelitian kali ini adalah sebesar 

70,4% yang masih dalam kategori normal sesuai dengan SNI Nomor 4869-1 Tahun 2021 yang 

mensyaratkan motilitas semen segar minimum sebesar 70%. Menurut Garner dan Hafez (2000) 

konsentrasi spermatozoa sapi yang normal berkisar antara 800 – 2000 juta sel/ml sehingga 

semen segar pada penelitian kali ini masih dalam kategori normal yaitu sebanyak 966 juta 

sel/ml. Berdasarkan data tersebut, maka semen segar sapi Pasundan dalam penelitian ini dapat 

digunakan untuk pelaksanaan proses kriopreservasi. 

 

Motilitas Spermatozoa Sapi Pasundan Sebelum Pembekuan pada Dua Jenis Pengencer 

yang Berbeda 

Motilitas spermatozoa sapi pasundan sebelum pembekuan ditunjukkan pada Tabel 2. 

Data menunjukkan bahwa motilitas spermatozoa sapi pasundan sebelum pembekuan lebih 

tinggi (p<0,05) pada pengencer tris kuning telur (TKT) dibandingkan dengan susu skim. 

 

Tabel 2. Motilitas spematozoa sebelum pembekuan 

No 
Motilitas spematozoa sebelum pembekuan (%) 

Tris Kuning Telur (TKT) Susu skim 

1 70.7 % 30.8% 

 

 Hal tersebut terjadi diduga akibat pengencer TKT memiliki bahan penyangga dan 

kandungan nutrisi yang lebih baik sesuai dengan yang diperlukan oleh sel-sel spermatozoa. 

Komposisi bahan penyangga dalam pengencer TKT adalah tris amino methane. Bahan 

penyangga berfungsi mempertahankan pH pada bahan pengencer, sedangkan fruktosa 

berfungsi sebagai sumber nutrisi spermatozoa.  

Kuning telur mempunyai komposisi berupa lipoprotein dan lesitin yang dapat 

mempertahankan dan melindungi spermatozoa dari cekaman dingin. Kuning telur umumya 

ditambahakan ke dalam bahan pengencer sebagai agen krioprotektan. Pada pengencer susu 

skim terdapat perbedaan yang cukup jauh pada motilitas. Menurut Suharyati, et al (2011), 

rendahnya persentase motilitas disebabkan kandungan laktosa tinggi yang dapat mempercepat 

metabolisme spermatozoa selanjutnya terjadi penumpukan asam laktat yang akan menjadi 

racun bagi spermatozoa akibatnya banyak spermatozoa mati. Salisbury dan Van demark (1985) 

mengemukakan bahwa kecepatan gerak spermatozoa, umur spermatozoa dan tingkat viskositas 

media pengencer berpengaruh terhadap motilitas. Pengencer susu skim memiliki tingkat 
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viskositas tinggi karea kandungan lemak yang tinggi, sehingga persentase motilitas yang 

dihasilkan yang dihasilkan pada pengencer susu skim lebih rendah.  

 

Kualitas Spermatozoa Post-thawing dari Semen Beku Sapi Pasundan pada Dua Jenis 

Pengencer yang Berbeda 

Proses kriopreservasi spermatozoa adalah bioteknologi yang bertujuan untuk 

mempertahankan kelangsungan hidup spermatozoa dalam jangka waktu lama, sehingga dapat 

memastikan ketersediaan spermatozoa terus menerus dan dapat dimanfaatkan bila diperlukan 

(Carolsfeld et al 2003; Bakhach, 2009). Keberhasilan kriopreservasi semen pada sapi 

dipengaruhi oleh berbagai faktor salah satunya adalah jenis pengencer yang digunakan.  

Dua pengencer yang digunakan dalam penelitian ini yaitu Tris Kuning Telur (TKT) dan 

susu skim. Hal menarik dari fakta yang diperoleh pada penelitian ini yaitu, angka motilitas 

spermatozoa yang dihasilkan setelah dicairkan dengan pengencer TKT lebih tinggi (P<0.05) 

dari pengencer susu skim. Sementara itu, untuk variabel viabilitas spermatozoa tidak 

menunjukkan adanya perbedaan nyata (P>0.05) baik yang dicairkan dengan bahan pengencer 

TKT ataupun susu skim. Hal sebaliknya dari angka motilitas, nilai membran plasma utuh 

(MPU) spermatozoa dari semen beku sapi Pasundan yang menggunakan bahan pengencer TKT 

lebih rendah (p<005) dibanding dengan yang menggunakan bahan pengencer susu skim (Tabel 

3). 

 

Tabel 3. Perbandingan Kualitas Spermatozoa Pasca-thawing dengan Jenis Pengencer 

Berbeda 

Variabel 
Perlakuan Jenis Pengencer 

p-Value 
Tris Kuning Telur Susu Skim 

Motilitas (%) 47.73±0,67a 14.16±1.55b 0,000 

Viabilitas (%) 65.80±0,90 65.35±1,64 0,811 

Membran Plasma Utuh (%) 75.59±1.38a 79.71±1.30b 0,038 

Keterangan: Superscript berbeda pada baris yang sama menunjukan perbedaan yang nyata (p<0,05) 
 

Adanya perbedaan motilitas spermatozoa antara pengencer TKT dan susu skim diduga 

akibat teknik pembekuan semen yang digunakan. Menurut Susilawati (2022), teknik 

pembekuan sangat tergantung pada jenis pengencer yang digunakan, dengan pengencer Tris 

kuning telur dan susu skim dilakukan secara bertahap dan pemberian gliserol pada suhu 5°C. 

Namun, dalam penelitian ini, pengenceran dilakukan langsung pada suhu ruang dan penelitian 

sebelumnya seperti yang dilakukan oleh Fiser dan Fairfull (1989) juga menunjukkan bahwa 

penambahan gliserol ke dalam pengencer sebelum pembekuan lebih efektif jika dilakukan 

sekaligus pada suhu rendah (5°C), dari pada secara bertahap. 

Kandungan gliserol pada pengencer TKT dan susu skim pada penelitian ini memiliki 

komposisi yang berbeda, dimana pada pengencer TKT memiliki kandungan gliserol sebanyak 

6,5% sedangkan pada susu skim mengandung gliserol sebanyak 8%. Walaupun gliserol dapat 

memberikan perlindungan terhadap sel spermatozoa, namun dapat juga merusak struktur 

spermatozoa selama proses pembekuan semen, menyebabkan kejutan osmotik, dan 

menurunkan nilai antibiotika dalam pengencer semen, serta menurunkan volume sel sperma 

sebanyak setengah dari volume larutan isotonik sesudah pencairan kembali. Oleh karena itu, 
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kandungan gliserol di dalam pengencer semen bergantung pada metode 

pendinginan/pembekuan, komposisi pengencer, dan cara penambahan (Ghazali et al, 2002). 

Konsentrasi gliserol yang optimum umumnya adalah 6 sampai 8% untuk pembekuan lambat 

dalam ampul (Fiser etal., 1981). Sedangkan pada pembekuan cepat, gliserol memberikan daya 

tahan paling baik pada konsentrasi 3 samapi 4 % Lightfoot dan Salamon 1969 dan Salamon 

1970). 

Keutuhan membran plasma spermatozoa merupakan indikator penting dari kesehatan dan 

viabilitas sel sperma. Ketika membran plasma dalam keadaan utuh, spermatozoa dapat 

menjalankan fungsi fisiologisnya dengan baik, termasuk motilitas dan kemampuan untuk 

berfusi dengan ovum (Fannessia et al., 2015). Penambahan gliserol ke dalam pengencer adalah 

esensial untuk pembekuan semen. Penambahan gliserol dalam pengencer berfungsi untuk 

mencegah masuknya kristal es ke dalam pori-pori membran spermatozoa (Susilawati, 2022). 

Gliserol akan masuk ke dalam membran plasma dengan jalan menyeimbangkan konsentrasi 

intra dan ekstraseluler. Akibatnya air yang tadinya keluar dari membran dengan cara 

eksoosmosis, akan masuk kembali ke dalam membran dan selanjutnya akan menyeimbangkan 

kandungan air intra dan ekstraseluler sama seperti sebelum ada gliserol. Jadi respons membran 

plasma setelah dipaparkan dengan gliserol adalah terjadi pengeluaran air dari dalam sel terlebih 

dahulu, terjadi pengkerutan sel kemudian difusi gliserol ke dalam sel sehingga akhirnya ukuran 

sel spermatozoa kembali normal. Menurut Robbins et al. (1976) penambahan gliserol ke dalam 

larutan suatu sel akan mengurangi pemaparan sel terhadap larutan yang berkonsentrasi tinggi 

karena substansi ini tidak terkristalisasi, tetapi lebih dari itu membantu menjaga konsentrasi 

garam dalam larutan dari tingkat yang membahayakan selama pembekuan. 

Hasil dari penelitian ini menunjukan bahwa membran plasma utuh spermatozoa dengan 

penegencer TKT sebesar 75.59±1.38a dan susu skim sebesar 79.71±1.30. Dari data tersebut 

pengencer antara pengencer tris kuning telur dan susu skim berpengaruh secara signifikan 

(p<0,05). Dimana pengencer susu skim lebih efektif dibandingkan dengan pengencer tris 

kuning telur dalam mempertahankan membran plasma utuh. Hal ini dimungkinkan dapat 

mempengaruhi membran plasma utuh. Peningkatan gliserol 7 atau 7,5 % dapat menyebabkan 

kerusakan akrosom pada sebagian besar spermatozoa (Jones, 1965 dan Watson dan Martin, 

1975). Meskipun gliserol pada susu skim lebih tinggi (8% dibandingkan 6,5% pada TKT), hasil 

penelitian menunjukkan bahwa spermatozoa dalam susu skim mempertahankan membran 

plasma yang lebih baik dibandingkan dengan TKT. Ini mungkin menunjukkan bahwa pada 

konsentrasi gliserol yang lebih tinggi meskipun ada risiko kerusakan, susu skim mungkin 

mengandung komponen lain yang membantu melindungi spermatozoa dengan lebih baik 

daripada TKT. 

Selanjutnya, variabel viabilitas spermatozoa dengan pengencer TKT dan susu skim 

menunjukkan hasil yang hampir sama, masing-masing 65,80% dan 65,35%, dengan perbedaan 

yang tidak signifikan (p>0,05). Hal ini menunjukkan bahwa kedua pengencer tersebut sama-

sama efektif dalam mempertahankan viabilitas spermatozoa. Hal ini diduga akibat komposisi 

nutrisi yang ada dalam kedua pengencer tersebut yang mampu memenuhi kebutuhan hidup 

spermatozoa, termasuk penyediaan sumber energi yang penting bagi kelangsungan hidup 

spermatozoa. Spermatozoa tidak dapat hidup dalam waktu yang lama kecuali bila ditambahkan 

berbagai unsur kedalam semen diantaranya yaitu menyediakan zat-zat makanan sebagai 

sumber energi (Feradias, 2010).  

 

KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa jenis pengencer, komposisi 

nutrisi yang pengencer dan teknik pembekuan dapat mempengaruhi motilitas dan membran 

plasma utuh. Namun tidak mempengaruhi viabilitas. Tris kuning telur sebagai pengencer 
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memberikan perlindungan yang lebih baik terhadap motilitas spermatozoa selama proses 

pengenceran satu tahap pada suhu ruang. Sedangkan membran plasma utuh spermatozoa lebih 

baik dengan pengencer susu skim. 
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