1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Sapi Bali

Sapi bali merupakan salah satu bangsa sapi asli Indonesia, yang
merupakan keturunan asli banteng (Bos bibos) dan telah mengalami proses
domestikasi sebelum 3.500 SM di wilayah Pulau Jawa atau Bali dan Lombok.
selain itu, sapi bali termasuk jenis sapi yang unik dan hingga saat ini masih hidup
liar di taman nasional bali barat, taman nasional baluran dan taman nasional ujung
kulon. sapi bali bukan satu subgenus dengan bangsa sapi Bos indicus.
Berdasarkan hubungan silsilah family Bovidae, kedudukan sapi bali
diklasifikasikan ke dalam subgenus Bovine tetapi masih termasuk genus bos
(Wibisosno, 2009).

Menurut Wibisono (2009), morfologi dan ciri-ciri sapi bali asli
mempunyai bentuk dan karakteristik yang sama dengan banteng. Warna bulunya
pada badannya akan berubah sesuai usia dan jenis kelaminnya. Pada saat masih
pedet, bulu badannya berwarna sawo matang sampai kemerahan, setelah dewasa
sapi bali jantan berwarna lebih gelap bila dibandingkan dengan sapi bali betina.
Warna bulu sapi bali jantan biasanya berubah dari merah bata menjadi coklat tua
atau hitam setelah sapi itu mencapai dewasa kelamin sejak umur 1,5 tahun dan
menjadi hitam mulus pada umur 3 tahun. Warna hitam dapat berubah menjadi
coklat tua atau merah bata apabila sapi itu dikebiri, yang disebabkan pengaruh
hormon testosteron.

Menurut Wibisono (2009), kaki di bawah persendian karpal dan tarsal
berwarna putih. Kulit berwarna putih juga ditemukan pada bagian pantatnya dan
pada paha bagian dalam kulit berwarna putih tersebut berbentuk oval (white
mirror). Warna bulu putih juga dijumpai pada bibir atas / bawah, ujung ekor dan
tepi daun telinga. Kadang-kadang bulu putih terdapat di antara bulu yang coklat
(merupakan bintik-bintik putih) yang merupakan kekecualian atau penyimpangan
ditemukan sekitar kurang dari 1 %. Bulu sapi bali dapat dikatakan bagus (halus)
pendek-pendek dan mengkilap.

Ditinjau dari segi ciri-ciri fisik, karakteristik sapi bali menyerupai banteng,

tetapi ukuran tubuh kecil akibat proses domestikasi. Dada dalam, badan padat,
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tidak berpunuk dan seolah tidak bergelambir, bertanduk agak pendek, dahi yang
datar, kaki yang ramping, agak pendek menyerupai kaki kerbau, tinggi sapi
dewasa 130 cm, berat rata-rata sapi jantan 450 kg, sedangkan yang betina 300-400
kg (Sudarmono dan Bambang, 2008).

2.2 Metode Peningkatan Kualitas Genetik Sapi Bali

Peningkatan kualitas sapi bali dapat dilakukan dengan dua cara, yaitu secara
alami (kawin dengan sapi jantan) dan dengan Inseminasi Buatan (IB). Dalam hal
ini, Inseminasi Buatan (IB) dilakukan menggunakan semen dari jantan sapi bali
unggul. Kawin alami dapat dilakukan dengan pengadaan sapi bali betina yang
baik dan sapi bali pejantan yang unggul (Wello, 2010). Mengingat pejantan
pemaceknya tidak cukup baik, untuk mendapatkan anak sapi yang baik,
perkawinan dengan Inseminasi Buatan (IB) lebih menjanjikan mengingat
menggunakan sperma dari sapi pejantan yang unggul (Hidayat, 2010). Teknologi
Inseminasi Buatan (IB) ini dipilih karena dari seekor pejantan IB yang
menghasilkan sekitar 20.000 keturunan dibandingkan jika secara alami yang
hanya 40 ekor dalam setahunnya.

Teknologi ini menuntut suatu jaminan bahwa pejantan yang digunakan
harus bermutu unggul dan tidak menurunkan karakter yang jelek. Oleh karena itu
setiap calon pejantan IB harus menjalani uji zuriat (progency test) terlebih dahulu.
Inseminasi buatan (IB) adalah proses memasukkan sperma ke dalam saluran
reproduksi betina dengan tujuan untuk membuat betina jadi bunting tanpa perlu
terjadi perkawian alami. Konsep dasar dari teknologi ini adalah bahwa seekor
pejantan secara alamiah memproduksi puluhan milyar sel kelamin jantan
(spermatozoa) per hari. Sedangkan untuk membuahi satu sel telur (oosit) pada

hewan betina diperlukan hanya satu spermatozoon (Parerah, dkk. 2009).

2.3 Organ Reproduksi Sapi Jantan dan Semen
2.3.1 Organ Reproduksi Sapi Jantan

Fungsi alamiah esensial seekor hewan adalah menghasilkan sel-sel
kelamin jantan atau spermatozoa yang hidup, aktif dan potensial fertil dan secara

sempurna meletakkannya ke dalam saluran kelamin betina. Inseminasi Buatan
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(IB) hanya memodifiser secara dan tempat peletakkan spermatozoa. Semua proses
fisiologi dalam tubuh hewan jantan, baik secara langsung baik secara tidak
langsung, menunjukkan produksi dan kelangsungan hidup spermatozoa. Akan
tetapi pusat kegiatan yang kedua proses ini terletak pada organ reproduksi hewan
jantan itu sendiri (Tolihere, 1977).

Organ reproduksi hewan jantan dapat dibagi atas tiga komponen yang
pertama organ kelamin primer, yaitu gonad jantan dinamakan testis atau
testiculus, kedua sekelompok kelenjar-kelenjar kelamin pelengkap yaitu kelenjar-
kelenjar vesikulares, prostat dan cowper dan saluran-saluran yang terdiri dari
epididimis dan vas deferens, ketiga alat kelamin luar atau organ kopulatoris yaitu
penis (Toelihere, 1977). Untuk lebih lengkapnya dapat dilihat gambar organ
reproduksi sapi jantan dibawah ini.
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Gambar 2.1 Organ Reproduksi Sapi Jantan (Toelihere, 1977).
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2.3.2 Semen

Semen adalah hasil sekresi kelamin jantan yang secara normal
diejakulasikan kedalam alat kelamin betina sewaktu kopulasi, tetapi dapat pula
ditampung dengan berbagai cara untuk keperluan Inseminasi Buatan (Toelihere,
1977).

Semen terdiri dari dua bagian yaitu spermatozoa dan plasma semen.
Spermatozoa atau sel-sel kelamin jantan yang bersuspesi dalam suatu cairan atau
medium semi gelatinous yang disebut plasma semen. Spermatozoa dihasilkan
dalam testes sedangkan plasma semen adalah campuran sekresi yang dibuat oleh
epididimis dan kelenjar-kelenjar kelamin pelengkap vyaitu kelenjar-kelenjar
vesikulares dan prostat. Produksi spermatozoa oleh testes ataupun produksi

plasma semen oleh kelenjar-kelenjar kalamin pelengkap kedua-duanya dikontrol



oleh hormon. Testes dipengaruhi oleh FSH dan FH dari adenohypopisa sedangkan
tes-tes sendiri menghasilkan hormon testoteron yang mengontrol perkembangan
sekresi kelenjar-kelenjar kelamin pelengkap (Toelihere, 1977).

Fungsi utama plasma semen adalah sebagai suatu medium pambawa
spermatozoa dari saluran reproduksi hewan jantan kedalam saluran reproduksi
hewan betina. Fungsi ini dapat dijalankan dengan baik karena pada banyak spesies
plasma semen mengandung bahan-bahan penyangga dan makanan sebagai sumber
energi bagi spermatozoa baik yang dapat dipergunakan secara langsung yaitu
fruktosa dan sarbitol, maupun secara tidak langsung vyaitu glycerilphos
phorylcholine (GPC), tetapi suatu enzim di dalam sekresi saluran kelamin betina
dapat merombak menjadi kesatuan-kesatuan yang lebih sederhana sehingga dapat

dimanfaatkan oleh spermatozoa (Toelihere, 1977).

2.4 Evaluasi Semen
Pemeriksaan semen segar menurut (Peraturan DIRJEN Peternakan, 2007).
Untuk mengetahuikelayakan semen segar yang akan diencerkan, dilakukan
pemeriksaan sebagai berikut:
1. Pemeriksaan makrokopis meliputi :
a. Warna : susu, krem dan kekuning-kuningan
b. Volume : rata-rata sapi 5 ml, kerbau 2mi
c. pH:6,2-6,8
d. Kekentalan (konsistensi) : sedang-pekat
e. Bau: Spesifik/normal
2. Pemeriksaan mikrokopis menggunakan mikroskop sebagai berikut :
a. Gerak massa : sapi minimal 2+, kerbau 1+
b. Gerak individu : sapi minimal 3, kerbau minimal 2
c. Motilitas : sapi minimal 70%, kerbau 50%
3. Pemeriksaan dan penghitungan konsentrasi dengan menggunakan

spectophotometer, konsentrasi minimal 1000 x 106 spermatozoa per ml.



2.5 Motilitas dan Penilaian Semen

Motilitas adalah gerak maju ke depan dari spermatozoa secara progresif.
Oleh karena tujuan akhir dari pengencer adalah untuk kegiatan Inseminasi Buatan
(IB) maka daya gerak spermatozoa secara progresif (maju kedepan) menjadi
patokan yang mutlak diperhitungkan. Jika ini berarti sperma yang bergerak
berputar-putar atau bergerak di tempat apalagi yang tidak bergerak tidak dijadikan
tolak ukur penilaian kualitas semen beku atau semen cair. Artinya parameter
motilitas disamping konsentrasi sperma merupakan parameter utama dalam
menilai kelayakan semen yang akan digunakan dalam kegiatan IB (Solihati dan
Kuna, 2010).

Motilitas spermatozoa merupakan ciri utama dalam penilaian semen untuk
Inseminasi Buatan (IB). Motilitas spermatozoa membantu perjalanan spermatozoa
dari tempat penyimpanannya menuju ke tempat terjadinya konsepsi (Triana,
2006). Faktor-faktor yang mempengaruhi motilitas spermatozoa adalah umur
sperma, maturasi sperma, penyimpanan energi (ATP), agen aktif, biofisik dan

fisiologi, cairan suspense dan adanya ransangan hambatan (Triana, 2006).

2.5.1 Gerakan Massa

Menurut Feradis (2010) gerak masa spermatozoa dapat dilihat dengan jelas
dibawah mikroskop dengan pembesaran kecil (10x10) dan cahaya dikurangi.
Berdasarkan penilaian gerak masa, kualitas semen dapat ditentukan sebagai
berikut :

Tabel 2.1. Kriteria pergerakan massa spermatozoa
No Kriteria Nilai Tanda Pengamatan

Terlihat gelombang-gelombang besar,
il Sangat baik 3 +++ banyak, gelap, tebal dan aktif.

Bila terlihat gelombang-gelombang
7 Baik 2 ++ kecil, tipis, jarang, kurang jelas dan

bergerak lambat.

Jika  tidak  terlihat  gelombang
3  Kurang Baik 1 + melainkan hanya gerakan-gerakan

individual aktif progresif.

N/0 . . )
4 Buruk 0 (neosper Bila hanya sedlle atau tidak ada
mia) gerakan-gerakan individual.

Sumber : Feradis (2010)



2.5.2 Gerakan Individu

Riady (2006) Menyatakan bahwa penilaian dinyatakan dalam persentase
sel spermatozoa yang gerak maju (motil Progresif) terhadap keseluruhan jumlah
sel spermatozoa serta gerak individu sperma sebagaimana ditetapkan dalam
standar mutu semen beku sapi SNI 01-4869.1-2005 dan semen beku kerbau SNI
01-4869.2-2005.

1. 0 — spermatozoa imotil atau tidak bergerak.

2.1 — gerakan berputar ditempat.

3. 2 — gerakan berayun atau melingkar, kurang dari 50% bergerak progresif, tidak
ada gelombang.

4.3 — 50% sampai 80% spermatozoa bergerak progresif dan menghasilkan
gerakan masa.

5. 4 — pergerakan progresif yang gesit dan segera membentuk gelombang, dengan
90% sperma motil.

6. 5 — gerakan yang sangat progresif, gelombang yang sangat cepat, menunjukkan
100% motil aktif.

Skala persentase pergerakan dari 0-100 atau 0-10 merupakan alat untuk
mencapai tujuan yang sama. Motilitas spermatozoa dibawah 50% menunjukan
nilai semen yang kurang baik karena kebanyakan persentase yang fertil itu
50-80% spermatozoa yang motil aktif progresif (Feradis, 2010).

2.6 Pengenceran Semen

Agar penggunaan pejantan yang bebas penyakit dan bermutu genetik
tinggi secara maksimal dapat tercapai dalam program IB, maka daya tahan
fertilisasi optimum spermatozoa harus dipreservasi atau di awetkan untuk
beberapa lama setelah penampungan. Untuk itu semen perlu dicampur dengan
larutan pengencer yang menjamin kebutuhan fisik dan kimiawinya dan disimpan
pada suhu dan kondisi tertentu yang mempertahankan kondisi spermatozoa salama
waktu yang diinginkan untuk kemudian dipakai sesuai dengan kebutuhan
(Feradis, 2010).
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Untuk evaluasi atau pemeriksaan semen rutin mengenai motilitas dan
konsentrasi spermatozoa, biasanya diperolen waktu 10 sampai 15 menit. Jika
kualitasnya memuaskan, semen segar yang diencerkan dengan suatu pengencer
pada suhu 21°C sampai 32°C, ditempatkan dalam bejana berisi air dengan suhu
yang sama, kemudian dimasukkan dan disimpan dalam lemari es untuk
didinginkan berlahan-lahan sampai mencapai suhu 5°C dalam waktu 3-4 hari atau
dapat dibekukan untuk dijadikan semen beku untuk disimpan dalam jangka waktu
yang lama lagi (Feradis, 2010). Semen tersebut dapat langsung dipakai sebagai
semen cair dalam waktu 3 sampai 4 hari di bekukan menjadi semen beku
(Yendraliza, 2008).

2.6.1 Fungsi Pengenceran dan Syarat-Syarat Bahan Pengencer

Menurut Feradis (2010) spermatozoa tidak dapat tahan hidup untuk waktu
yang lama kecuali ditambahkan berbagai unsur kedalam semen. Unsur-unsur ini
yang membentuk suatu pengencer yang baik, mempunyai fungsi sebagai berikut:
1. Menyediakan sumber makanan sebagai sumber energi bagi spermatozoa.
2. Melindungi spermatozoa terhadap kejutan dingin (Cold shock).
3. Menyediakan suatu penyangga terhadap pertumbuhan pH akibat pembentukan

asam laktat dari hasil metabolism spermatozoa.

4. Mempertahankan tekanan osmotik dan keseimbangan elektrolit yang sesuai.
5. Mencegah pertumbuhan kuman.
6. Memperbanyak volume semen sehingga banyak hewan betina dapat

diinseminasi dengan satu ejakulat.

2.6.2 Syarat-Syarat Pengencer
Suatu pengencer yang baik memenuhi syarat-syarat sebagai berikut:
1. Bahan pengencer murah sederhana dan praktis dibuat, tetapi mempunyai daya
preservasi yang tinggi.
2. Pengencer harus mengandung unsur-unsur yang hampir sama sifat fisik dan
kimianya dengan semen dan tidak boleh mengandung zat-zat toksik terhadap

spermatozoa atau saluran alat kelamin betina.
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3. Pengencer harus tetap mempertahankan dan tidak membatasi daya fertilisasi
spermatozoa.
4. Pengencer harus memberi kemungkinan penilaian spermatozoa sesudah

pengenceran.

Syarat tersebut terakhir terpenuhi oleh karena, misalnya susu pengencer,
spermatozoa tertutup oleh butir-butiran lemak sehingga tidak jelas terlihat dan

pergerakan agak lambat (Feradis, 2010).

2.7 Bahan Pengencer
2.7.1 Tris Kuning Telur

Bahan pengencer tris kuning telur terdiri dari tris aminomethane, natrium
sitat, kristal glucosa, kuning telur, penicillin dan aquabides. Tris aminomethane
berfungsi sebagai buffer dan mempertahankan tekanan osmotik dan keseimbangan
elektrolit. Penggunaan buffer yang sesuai dalam media pengenceran merupakan
salah satu faktor penting terhadap kelangsungan hidup spermatozoa (Rasul et al.
2000). Buffer yang digunakan adalah Tris nartrium, tris asam sitrat, tris-tes dan
tris-hepes. Sekitar 30% dari berat telur adalah bagian dari kuning telur. Kuning
telur memiliki komposisi gizi yang lengkap dibanding putih telur. Komposisi
kuning telur terdiri dari air, protein, lemak, karbohidrat, mineral, vitamin
(Sarwono, 1995).

Protein telur termasuk sempurna karena mengandung semua jenis asam
amino esensial dalam jumlah yang cukup seimbang (Haryanto, 1996). Menurut
Toelihere (1985) kuning telur mengandung lipoprotein dan lechitin yang
mempertahankan dan melindungi integritas dan selubung lipoprotein dari sel
spermatozoa dan mencegah cold shock. Sekitar 30% dari berat telur adalah kuning
telur, kuning telur memiliki komposisi lengkap dibandingkan putih telur. Enzim
lesitin dapat menggumpalkan medium yang mengandung kuning telur akibat
terjadi hidrolis lesitin kuning telur menjadi lisolesitin dan asam lemak yang
dikatalis oleh enzim tersebut (Amalia, 2002). Kasiat kuning telur terletak pada
lipoprotein dan lebitin yang terkandung di dalamnya yang bekerja

mempertahankan dan melindungi integrasi selubung lipoprotein dari sel
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spermatozoa. Kuning telur juga mengandung glukosa, yang lebih suka digunakan
oleh sel-sel spermatozoa sapi untuk metabolisme dari pada fruktosa yang terdapat
di dalam semen, sebagai protein, vitamin yang larut di dalam air maupun yang
larut di dalam minyak dan mungkin memiliki viskositas yang mana ini

menguntungkan bagi spermatozoa (Feradis, 2010).

2.7.2 Vitamin E (a-tokoferol)

Antioksidan merupakan senyawa yang bersofat nukleopilik, mereka
memadamkan atau menekan reaksi bebas dan mampu mengakhiri siklus reaksi
(Hammersted, 1993). Menurut Hammilton et al, (1997) kecepatan reaksi
antioksidan (Vitamin E, Vitamin C, BHT, dan BHA) dengan radikal bebas lebih
tinggi dari pada radikal bebas dengan asam lemak, sehingga kerusakan yang
diakibatkan peroksidasi lipid dapat dicegah. Kecepatan reaksi antioksidan dan
asam lemak dengan radikal bebas. Menurut Feradis (2009), mekanisme reaksi
radikal bebas dengan asam lemak tak jenuh dimulai dari satu atom hidrogen yang
dilepaskan sehingga menghasilkan raidak lipid bebas. Kemudian radikal lipid
bebas bereaksi dengan oksigen memberntuk lipid peroksida atau endoperoksida.
Jika asam lemak tak jenuh mula-mula berupa asam lemak yang mengandung
paling sedikit tiga ikatan rangkap, maka produk akhirnya adalah malondialdehid
(MDA).

Menurut Lenzi et al., (2002) antioksidan adalah suatu senyawa yang pada
konsentrasi rendah diharapkan pada substrat yang dapat dioksidasi dan secara nyata
menunda atau menghambat oksidasi dari substrat tersebut. Sementara White (1993),
menyatakan bahwa dengan konsentrasi oksigen yang rendah semen dapat
disimpan dan diawetkan dengan kehadiran antioksidan (Vitamin E). karena
sebagai zat lipid yang terlarut vitamin E dapat secara efektif mengatur kerusakan
dalam membran pertama kali proses dimulai. Sehingga antioksidan berfungsi
melindungi sistem biologi yang berpotensi merusakkan dari suatu proses atau reaksi yang
menyebabkan oksidasi yang meluas. a-tokoferol merupakan sumber vitamin E yang
sangat efektif terhadap oksidasi sehingga dapat digunakan sebagai antioksidan
(Winarno, 1997).
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Pada penelitian ini penulis menggunakan a-tokoferol, a-tokoferol adalah

suatu zat yang menyerupai minyak yang berwarna kuning dan dapat dikristalkan.

Menurut Winarno (1997) sifat-sifat vitamin E sebagai berikut :
1. Berwarna kuning pucat yang berbentuk minyak kental;
2. Larut dalam lemak dan minyak tetapi tidak larut dalam air, tahan terhadap

suhu tinggi serta asam.

Gambar 2.2. Rumus Bangun a-tokoferol (Sediaoetama, 1976)

Walaupun mulanya terdapat perdebatan apakah fungsi vitamin E semata-
mata sebagai antioksidan lipid atau apakah vitamin E dibutuuhkan untuk beberapa
fungsi lain, tetapi informasi yang berbeda menunjukkan bahwa seluruh pengaruh
nutrisional vitamin E konsisten dengan peranannya sebagai antioksidan biologik.
Dalam hal ini, o-tokoferol diperkirakan mempunyai fungsi dasar yang penting
dalam pemeliharaan integritas membran pada sel tubuh. Fungsi antioksidan
vitamin E meliputi reduksi radikal bebas yang kemudian menghambat reaksi yang
mempunyai kemampuan merusak seperti tingginya spesies oksidasi reaktif
(Combs, 1992). Beconi et al. (1993) menyatakan pembuktian secara in vitro
menunjukkan bahwa fungsi vitamin E sebagai pemakan radikal bebas yang
melindungi membran sel melawan peroksidasi lipid. Menurt Maxwel dan Watson
(1996), salah satu manfaat dari antioksidan adalah memperlambat ketidak stabilan
membran dihubungakan dengan penuaan sperma.

Vitamin E mempunyai sifat mampu menekan terjadinya oksidasi asam
lemak tidak jenuh, maka dengan demikian membantu mempertahankan fungsi
membrane sel (Gamman dan Sherrington, 1981). Vitamin E telah sejak lama
digunakan dalam penyimpanan dan pembekuan sperma. Combs (1992),

menyatakan vitamin E diperkirakan mempunyai fungsi dasar yang penting dalam
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pemeliharaan integritas membran pada seluruh sel tubuh. Fungsi antioksidan
vitamin E meliputi reduksi radikal bebas yang kemudian menghambat reaksi yang
mempunyai kemampuan merusak seperti tingginya spesies oksidasi reaktif.
Kandungan nilai nutrisi pada Natur E adalah tokoferol § "Y' 100 IU, gelatin ,
safflower oil, aqua, FDC blue, dan FDC yellow.

Menurut Mayes (1995) Vitamin E tampaknya merupakan baris pertama
pertahanan terhadap proses peroksidasi asam-asam lemak tidak jenuh ganda yang
terdapat dalam pospolipid membran seluler dan subseluluer. Pospolipid pada
mitokondria, retikulum endoplasmik serta membran plasma mempunyai afinitas
terhadap a-tokoferol, dan vitamin E tampaknya terkonsentrasi pada tempat-tempat
ini, Tokoferol bertindak sebagai antioksidan dengan memutuskan berbagai reaksi
rantai radikal bebas sebagai akibat kemampuannya untuk memindahkan
hidrogen fenolat kepada radikal bebas peroksil dari asam lemak tak jenuh ganda
yang telah mengalami peroksil (Feradis, 2009). Peroksidasi lipid yang
berkepanjangan merusak struktur matrik lipid, menyebabkan instabilitas pada
memban. Kerusakan minimal mengubah viskositas (sifat merekat/kekentalan)
membran dan merangsang aktivitas pospolipase. Peningkatan kerusakan pada
sistem non membran juga telah dilaporkan, karena spermatozoa tidak dapat
melakukan biosintesis untuk memperbaiki kerusakan, maka menyebabkan

perubahan pada fungsi spermatozoa (Feradis, 2009).

2.8 Penambahan Gliserol dalam Pengencer

Kerusakan spermatozoa akan terjadi akibat adanya pengaruh kejut dingin
(cold shock) yang dapat merusak membran plasma sel yang berakibat kematian
pada spermatozoa. Pada saat pembekuan, semen mengalami penurunan kualitas
sekitar 10 sampai 40% hingga 50% (Parrish, 2003). Untuk meminimalkan
kerusakan sel dapat dilakukan dengan menambahkan zat tertentu kedalam
pengencer semen (Solihati dkk, 2008). Zat tersebut dikenal dengan nama
krioprotektan. Salah satu jenis krioprotektan yang sering digunakan pada mamalia
adalah gliserol. Gliserol dapat masuk ke dalam sel spermatozoa untuk mengikat

sebagian air bebas, sehingga kristal-kristal es yang terbentuk pada medium
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pengencer pada waktu pembekuan dapat dicegah (Azizah dan Arifiantini, 2009).
Fungsi lain gliserol adalah menjaga keseimbangan elektrolit intra dan ekstra
seluler sehingga proses biokimia yang terjadi di dalam sel spermatozoa tetap
berlangsung dan mengurangi kematian sel spermatozoa yang berlebihan (Tambing
etal., 2000)

Gliserol merupakan subtansi yang lansung berdisfusi ke dalam
spermatozoa dan mungkin dioksidir oleh spermatozoa untuk proses energinya dan
membentuk fructose (Salisbury dan VVan Demark, 1985). Selanjutnya gliserol juga
dapat mempertahankan lama hidup spermatozoa bila gliserol di tambahkan ke
dalam pengencer semen yang disimpan pada suhu 5°C. Pada semen beku sapi
dengan pengencer Tris konsentrasi gliserol yang digunkan adalah 6,4 % (Arifianti
dan Yusuf, 2006).

2.9 Ekuilibrasi dan Pembekuan Semen

Waktu ekuilibrasi adalah waktu yang diperlukan spermatozoa untuk
beradaptasi dengan lingkungan yang baru yaitu bahan pengencer. Waktu
ekulibrasi ini gliserol diberi kesempatan untuk memasuki kepala spermatozoa
sebelum pembekuan agar kerusakan mekanis pada spermatozoa dapat dihindari.
Pembekuan semen domba dan kambing masih bersifat percobaan dan waktu
equlibrasi pada domba dan kambing belum baku seperti pada sapi yang sudah
baku yaitu 2 jam. Kandungan kolesterol spermatozoa pada domba dan kambing
yang lebih sedikit dibanding sapi akan mempengaruhi membran, semakin sedikit
kandungan kolesterol pada membrane akan menyebabkan spermatozoa mudah
mengalami kerusakan (Hardijanto dkk., 2010).

Toelihere (1979) ,menyatakan bahwa waktu ekuilibrasi adalah priode yang
diperlukan spermatozoa sebelum pembekuan untuk menyesuaikan diri dengan
pengencer supaya sewaktu pembekuan kematian spermatozoa yang berlebih-
lebihan dapat dicegah. Ekulibrasi secara tradisional dianggap sebagai waktu total
selama spermatozoa tetap berhubungan dengan gliserol sebelum pembekuan. Pada
tahap ini, gliserol menembus ke dalam sel spermatozoa untuk membentuk
konsentrasi intraseluler dan ekstraseluler yang seimbang. Tidak boleh diabaikan

bahwa pada ekuilibrasi tidak hanya terjadi keseimbangan konsentrasi gliserol,
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tetapi juga komponen ekstender osmotis aktif lainnya (Salamon dan Maxwell,
2000).

Waktu ekuilibrasi berbeda-beda pada berbagai jenis, bangsa dan individu
pejantan. Menurut Robert (1993), bahwa semen harus berada didalam pengencer
dengan atau tanpa gliserol selama kurang lebih 4 jam pada suhu 5°C. Menurut
(Arifianti, dkk. 2007), ekuilibrasi bertujuan melindungi spermatozoa dari
kematian yang disebabkan oleh penurunan tekanan osmotik yang mengganggu
keutuhan membran spermatozoa akibat pembekuan. Berdasarkan penelitian Umar
dan Maharani (2005) diketahui bahwa pada waktu ekuilibrasi 6 jam didapatkan
kualitas semen yaitu motilitas spermatozoa 47,17 % dan persentase hidup
spermatozoa 82,17 % dengan angka kebuntingan 66,7 %. Toelihere (1979)
menyatakan bahwa problema pembekuan semen berkisar pada fenomena
pengaruh cold shock terhadap sel yang dibekukan dan perubahan-perubahan
intraseluler akibat pengeluaran air yang bertalian dengan pembentukan-
pembentukan kristal es.

Menurut  Apriyanti, (2009) pembekuan adalah suatu fenomena
pengeringan fisik. Pada pembekuan semen, dimana terbentuk kristal-kristal es,
terjadi penumpukan elektrolit dan bahan terlarut lainnya di dalam larutan atau di
dalam sel-sel. Spermatozoa sapi banyak mengalamai kerusakan pada suhu-suhu
kritik antara -1,5 °C dan 30 °C, rata-rata pada suhu -17 °C. Untuk
mempertahankan kehidupan spermatozoa maka semen beku harus selalu disimpan
dalam bejana vakum atau konditioner bersisi nitrogen cair yang bersuhu -196 °C
dan terus dipertahankan pada suhu tersebut sampai waktu dipakai. Sesudah
pencairan kembali (thawing) semen beku merupakan barang rapuh dan tidak
dapat tahan lama seperti semen cair. Semen beku yang sudah dicairkan tidak dapat
dibekukan kembali Apriyanti, (2009).
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2.10 Thawing

Thawing sama pentingnya dengan fase pembekuan bagi kelangsungan
hidup spermatozoa. Spermatozoa yang telah bertahan salama pendinginan dalam
suhu -196 °C harus dilakukan pencairan kembali (Marshall, 1984). Pengaruh
pencairan tergantung pada apakah tingkat pendinginan telah cukup tinggi untuk
menginduksi pembekuan intraselular, atau cukup rendah untuk menghasilkan
dehidrasi sel. Dalam kasus yang pertama, pencairan cepat diperlukan untuk
mencegah rekristalisasi dari setiap es intraseluler dalam spermatozoa. Thawing
dengan waktu yang cepat menyebabkan keseimbangan intraselular dan
ekstraselular lebih cepat dari pada pencairan lambat (Salamon dan Maxwell,
2000).

Thawing pada temperatur tinggi untuk waktu yang terlalu lama dapat
mengakibatkan fluktuasi pH dan kemudian denaturasi protein dan kematian sel.
Thawing praktis untuk spermatozoa ternak sapi, yang direkomendasikan oleh
kebanyakan peneliti, adalah menggunakan air kran 35 °C selama minimal 30 detik
(Marshall, 1984). Thawing adalah pencairan kembali semen beku yang dilakukan
dengan menigkatkan suhu secara konstan selama waktu tertentu (Sumarlin 2003).
Thawing semen beku dilakukan dengan menggunakan air pada suhu 37°C selama
kurang lebih 30 detik. Semen yang telah cair diteteskan pada gelas objek yang
telah dihangatkan dan ditutup dengan gelas penutup.
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