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ABSTRAK

Telah diketahui bahwa plasma semen dapat menurunkan motilitas spermatozoa selama proses 
pembekuan. Sentrifugasi adalah metode yang digunakan untuk memisahkan plasma semen pada 
spermatozoa. Oleh karena itu, dilakukan penelitian pada spermatozoa domba yang dibekukan dan 
diberi perlakuan sentrifugasi untuk memisahkan plasma semen dan spermatozoa domba. Terdapat 
tiga perlakuan pada sampel spermatozoa domba yaitu kontrol (tanpa sentrifugas) dan sentrifugasi 
dilakukan selama 5 menit dan 10 menit dengan kecepatan 3000 rpm. Ketiga sampel diekuilibrasi selama 
2 jam pada suhu 4 ºC, kemudian dibekukan dengan nitrogen cair dan di thawing pada suhu 37 ºC selama 
30 detik. Hasil yang didapat dengan menggunakan program analisis data SPSS dengan Anova dan uji 
lanjut Duncan menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan nyata pada motilitas, viabilitas, dan integritas 
membran plasma utuh (MPU) antara spermatozoa dari kelompok kontrol dan perlakuan setelah 
thawing (P>0,05). Dari data tersebut dapat disimpulkan bahwa keberadaan plasma semen selama 
proses pembekuan tidak mempunyai pengaruh negatif terhadap kualitas spermatozoa domba pasca 
pembekuan.

Kata kunci: domba, pembekuan, sentrifugasi, spermatozoa 

ABSTRACT

It has been known that seminal plasma (SP) can be deleterious for sperm motility while freezing. 
Centrifugation is a method to remove seminal plasma from sperm. The aim of this research is to get 
better quality of frozen-thawed ram sperm by removed the seminal plasma. In this research, ram semen 
were centrifuged for 5 minutes and 10 minutes at 3000 rpm (480 g) and non-centrifuged semen was 
used as control. After that, semen were equilibrated for 2 hours at temperatur 4 ºC and freezed with 
liquid nitrogen then thawed at 37 ºC for 30 seconds. The effects of treatment on motility, viability, 
and membran integrity was determined using SPSS analysis program with Anova and Duncan’s test. 
The result showed that there was no differences on motility, viability, and membran integrity after 
thawed (p>0.05). Based on this result, we concluded that the existance of seminal plasma during 
cryopreservation did not have negative effects on post-thawed quality of ram sperm.
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PENDAHULUAN

Sperma mamalia diproduksi oleh testis yang ke-
mudian disalurkan ke epididimis dalam bentuk ha-
ploid. Sperma yang dikeluarkan dalam tubuh (fresh 
ejaculate) belum dapat dikatakan fertil atau dapat 
membuahi ovum apabila belum mengalami proses 
kapasitasi. Plasma semen yang merupakan bagian 
dari semen memiliki peranan penting dalam proses 
kapasitasi tersebut (Töpfer-Petersen et al., 2005). 
Plasma semen adalah campuran sekresi yang di-
hasilkan dari beberapa kelenjar pada saluran re-
produksi jantan. Hampir sama dengan cairan tubuh 
lainnya, plasma semen mengandung protein dalam 
konsentrasi yang tinggi (Pilch dan Mann, 2006). 
Plasma semen berfungsi menjaga kestabilan dari 
membran plasma spermatozoa hingga kapasitasi 
dimulai di saluran reproduksi betina (Cross, 1996). 
Disisi lain dilaporkan bahwa konsentrasi plasma se-
men yang tinggi selama proses pendinginan dan 
penyimpanan dapat merusak spermatozoa (Pickett 
et al., 1975). Plasma semen juga dilaporkan dapat 
menghambat kapasitasi pada semen segar (Suzuki 
et al. 2002; Vadnais et al. 2005) dan semen beku 
babi (Vadnais et al., 2005). Pada kerbau, plasma 
semen mengandung faktor antimotilitas (Goyal et 
al., 1996) dan faktor spermiostatik (Ahmad et al., 
1996) yang dapat menurunkan motilitas dan viabili-
tas postthawed spermatozoa. Kandungan lipid ter-
utama asam lemak tak jenuh ganda pada plasma 
semen yang tinggi menyebabkan spermatozoa 
rentan terhadap reaksi peroksidasi sehingga 
memengaruhi ketahanan terhadap cold shock 
(White, 1993). Pemisahan spermatozoa dari plasma 
semen sebelum dibekukan dilaporkan dapat 
meningkatkan kualitas spermatozoa pasca     thawing. 
Pemisahan plasma semen berkontribusi dalam 
kestabilan membran plasma selama dibekukan, 
meningkatkan kekebalan terhadap hypo-osmotic 
shock dan mengurangi respon terhadap reaksi 
akrosom (Barrier-Battut et al., 2010). Pemisahan 
spermatozoa dan plasma semen dapat dilakukan 
dengan cara sentrifugasi. Pada kuda, sentrifugasi 
menjaga persentase motilitas spermatozoa setelah 
dibekukan selama 48 jam (Brinsko et al., 2000). 
Selain itu pemisahan plasma semen berkontribusi 
terhadap stabilitas membran spermatozoa 
selama pendinginan, meningkatkan ketahanan 
spermatozoa terhadap kondisi hipoosmotik, dan 
mengurangi respon induksi farmakologis dari reaksi 
akrosom (Barrier-Battut et al., 2010). Berdasarkan 
sumber-sumber di atas, penelitian ini dilakukan 
untuk mengetahui pengaruh pemisahan plasma 
semen dengan sentrifugasi pada kualitas post-
thawed spermatozoa domba.

BAHAN DAN METODE

Bahan Pengencer

Pengencer yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah Niwa-Sasaki Freezing Medium (NSF) (Kikuchi 
et al., 1999) Pengencer NSF ini terdiri atas dua ba-
gian yaitu NSF 1 dengan komposisi  laktosa 8.8%, 
kuning telur 20%, dan ampisilin 20 mg/mL dalam 
deionized water dan NSF 2 dengan komposisi NSF 1 
92.52%, OEP (Orvus ES Paste) 1.48%, dan gliserol 6%.

Koleksi Semen Domba

Semen dikoleksi dari seekor domba garut jan-
tan sehat dengan umur 1-2 tahun yang diberi pa-
kan hijauan dan konsentrat. Pengambilan semen 
dilakukan dua hari sekali. Koleksi semen dilaku-
kan dengan menggunakan vagina buatan. Semen 
ditampung dua sampai tiga kali ejakulat yang ke-
mudian dievaluasi di laboratorium.

Sentrifugasi dan Pembekuan Semen

Semen hasil koleksi segera dievaluasi motilitas, 
viabilitas dan integritas membran plasma utuh 
(MPU). Semen diencerkan dengan NSF1 kemudian 
dibagi dalam tiga tabung dengan volume sama. 
Kemudian semen disentrifugasi (EBA 20 Hettich 
zentrifugen) selama 5 menit dan 10 menit dengan 
kecepatan 3000 rpm. Setelah disentrifugasi super-
natan dibuang kemudian ditambahkan NSF 1 hingga 
2 mL dan dihomogenkan. Semen dievaluasi motili-
tas, viabilitas dan integritas membran plasma utuh 
(MPU) untuk yang kedua kalinya. Kemudian semen 
diekuilibrasi pada suhu 4 ºC selama 2 jam. Setelah 
2 jam, semen ditambahkan NSF 2 dengan 2 tahap. 
Setengah bagian NSF 2 dimasukkan terlebih dahulu 
pada tabung yang telah terisi semen+NSF 1 seba-
nyak 1 mL. Setengah bagian lainnya ditambahkan 
5 menit kemudian. Semen dimasukkan ke dalam 
straw dan diekuilibrasi pada uap nitrogen cair se-
lama 20 menit. Dilanjutkan dengan dimasukkan 
dalam nitrogen cair untuk penyimpanan. Thawing 
dilakukan selama 30 detik pada suhu 32 ºC. Setelah 
itu semen dievaluasi motilitas, viabilitas dan integri-
tas membran plasma utuh (MPU) untuk yang ter-
akhir kali.

Analisis Data

Data yang diperoleh segera setelah koleksi, 
setelah sentrifugasi, dan setelah thawing disajikan 
dalam bentuk persentase. Hasil yang diperoleh 
dengan lima kali pengulangan dianalisis dengan 
menggunakan program analisis data SPSS 16 de-
ngan Anova dan uji lanjut Duncan.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari penelitian yang dilakukan diperoleh mo-
tilitas spermatozoa segera setelah dikoleksi ada-
lah 85%. Segera setelah disentrifugasi persentase 
motilitas sperma pada kelompok control (tanpa 
sentrifugasi) lebih tinggi dibandingkan motilitas 
kelompok sperma yang disentrifugasi (P<0.05) (Ta-
bel 1). Hal ini menunjukkan bahwa setrifugasi mem-
berikan pengaruh terhadap motilitas spermatozoa. 
Menurut Katila dan Kareskoski (2006) terlepas dari 
tujuan penghilangan plasma semen, sentrifugasi 
sendiri dapat merugikan karena kerusakan mekanis 
yang ditimbulkan. Pada penelitian ini, sentrifugasi 
pada semen domba dilakukan pada kecepatan 
3000 rpm supaya plasma semen seluruhnya dapat 
dihilangkan. Pemilihan waktu selama 5 menit dan 
10 menit sentrifugasi untuk mendapatkan hasil sen-
trifugasi yang optimal dan tidak adanya spermato-
zoa pada supernatan. Menurut Alvarez et al. (1993) 
bahwa kerusakan pada spermatozoa selama sen-
trifugasi dapat disebabkan efek mekanis langsung 
dari sentrifugasi yang memengaruhi membran 
spermatozoa.

Pemisahan plasma sperma dari plasma semen 
pada penelitian ini tidak memberikan pengaruh 
terhadap motilitas spermatozoa setelah dibekukan 
karena motilitas spermatozoa post-thawed tidak 
berbeda di antara kelompok perlakuan (Tabel 1) 
(P>0.05). Walaupun banyak penelitian yang me-
laporkan bahwa pemisahan plasma semen sebelum 
proses pembekuan memberikan pengaruh yang 
baik terhadap motilitas spermatozoa post-thawing, 
salah satunya pada spermatozoa kuda (Brinsko et 
al., 2000) tetapi pada keledai, perlakuan sentrifu-
gasi dalam proses pembekuan spermatozoa tidak 
menunjukkan pengaruh yang positif (Rota et al., 
2008).

Menurut Rijsselaere et al. (2002) bahwa sentrifu-
gasi menunjukkan dampak positif apabila terdapat 
penambahan pasta Equex STM dalam pengencer 
yang digunakan sehingga motilitas progresif dan 
viabilitas spermatozoa pada semen beku anjing da-
pat dipertahankan. Selain pada spermatozoa anjing 
juga dilakukan penelitian pada spermatozoa kuda 
oleh Moore et al. (2005) bahwa sentrifugasi untuk 
menghilangkan plasma semen, pada penyimpanan 

Tabel 1	Motilitas spermatozoa domba setelah disentrifugasi sebelum dibekukan pasca thawing

Kelompok (menit) Setelah disentrifugasi (%± SD) Setelah dibekukan (%± SD)
0 85,0 ± 0a 30,0 ± 7.9
5 79,0 ± 2.2b 38,0 ± 9,1
10 80,0 ± 0b 41,0 ± 7,4

Superskrip huruf berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (p<0,05), kelompok 0= kon-
trol, kelompok 5= sentrifugasi selama 5 menit, dan kelompok 10= sentrifugasi selama 10 menit.

Tabel 2	Viabilitas spermatozoa domba setelah disentrifugasi sebelum dibekukan pasca thawing

Kelompok (menit) Setelah disentrifugasi  (%± SD) Setelah dibekukan (%± SD)
0 92,0 ± 4,6 74,0 ± 7,0
5 91,0 ± 3,4 78,0 ± 10,1
10 91,0 ± 2,3 81,0 ± 10,0

Kelompok 0= kontrol, kelompok 5= sentrifugasi selama 5 menit, dan kelompok 10= sentrifugasi selama 10 
menit.

Tabel 3	Integritas membran plasma utuh (MPU) spermatozoa domba setelah disentrifugasi sebelum 
dibekukan pasca thawing

Kelompok (menit) Setelah disentrifugasi (%± SD) Setelah dibekukan (%± SD)

0 95,0 ± 2,9 85,0 ± 7,7
5 96,0 ± 1,5 91,0 ± 1,8
10 92,0 ± 1,5 91,0 ± 2,1

Kelompok 0= kontrol, kelompok 5= sentrifugasi selama 5 menit, dan kelompok 10= sentrifugasi selama 10 
menit.
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jangka pendek plasma semen tidak akan menimbul-
kan efek yang signifikan terhadap motilitas sperma-
tozoa tetapi apabila semen disimpan dalam jangka 
waktu lama maka akan menimbulkan efek yang da-
pat merusak spermatozoa tersebut. 

Hasil yang didapat dari penelitian, menunjukkan 
bahwa tidak adanya perbedaan nyata selain pada 
motilitas spermatozoa kontrol dengan setelah di-
sentrifugasi dimungkinkan karena semen kontrol 
adalah semen segar yang belum mendapatkan 
perlakuan apapun. Dalam penelitian Schäfer-Somi 
et al. (2006) mereka menyimpulkan bahwa pem-
bekuan dengan menggunakan suhu yang sangat 
rendah pada awal prosedur dapat mencegah keru-
sakan membran karena pembentukan kristal es.

Viabilitas spermatozoa segera setelah dikoleksi 
adalah 92%. Proses sentrifugasi tidak berpengaruh 
terhadap viabilitas spermatozoa karena viabili-
tas spermatozoa segera setelah sentrifugasi dan 
setelah dibekukan tidak berbeda di antara kelom-
pok perlakuan (Tabel 2) (P>0.05). Len et al. (2010) 
melaporkan bahwa sentrifugasi pada kecepatan 
400 g maupun 900 g tidak memiliki pengaruh yang 
nyata terhadap viabilitas spermatozoa kuda setelah 
dibekukan. Meskipun konsentrasi plasma semen 
yang tinggi dapat menurunkan viabilitas sperma-
tozoa pada beberapa spesies. Namun pada Ilama, 
viabilitas spermatozoa tidak berbeda nyata antara 
semen yang diencerkan dan tidak diencerkan (Gi-
uliano et al., 2010). Hasil viabilitas yang lebih baik di-
dapat dengan tetap mempertahankan keberadaan 
plasma semen atau ketika semen tidak diencerkan. 
Hampir sama dengan rusa, plasma semen sangat 
menguntungkan untuk menjaga viabilitas sperma-
tozoa (Martinez-Pastor et al., 2006). 

Hasil rataan intergritas membran plasma utuh 
(MPU) spermatozoa  pada semen segar adalah 
94.8%. Integritas membran plasma utuh (MPU) 
baik setelah sentrifugasi dan post-thawing tidak 
menunjukkan perbedaan yang nyata (P>0.05) (Ta-
bel 3).  Hal ini berlawanan dengan penelitian Barri-
er-Battut et al. (2010) yaitu persentase intergritas 
membran plasma utuh didapat hasil yang lebih baik 
pada sampel dengan sentrifugasi. Penghilangan 
plasma semen sebelum dibekukan berkontribusi 
pada stabiltas membran spermatozoa. Meningkat-
kan kekebalan terhadap hypo-osmotic shock dan 
mengurangi respon terhadap reaksi akrosom. Akan 
tetapi, sentrifugasi tidak memengaruhi motilitas. 
Rota et al. (2008) penelitian yang dilakukan pada 
spermatozoa keledai juga menunjukkan bahwa 
penghilangan plasma semen selama pembuatan 
semen beku tidak terlalu menguntungkan. Hal ini 
dikarenakan persentase tertinggi motilitas total 

dan spermatozoa motil didapat pada spermatozoa 
tanpa sentrifugasi. 
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