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Abstrak. Penggunaan konsentrasi gliserol yang tepat sangat menentukan kualitas spermatozoa 

sapi PO pada saat proses pembekuan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh 

penambahan gliserol dengan bahan pengencer Tris Kuning Telur terhadap motilitas spermatozoa 

sapi PO setelah thawing. Penelitian ini telah dilaksanakan di Unit Pelaksana Teknis Daerah 

(UPTD) Balai Perbibitan dan Pakan Ternak, Dinas Tanaman Pangan dan Peternakan Provinsi 

Sulawesi Tenggara. Materi yang digunakan dalam penelitian ini adalah seekor pejantan sapi PO  

umur 9 tahun dengan bobot badan 450 kg/ekor sebagai sumber semen dan spermatozoa yang 

dievaluasi. Pada penelitian ini digunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 3 perlakuan 

dan 6 kali ulangan. Perlakuan terdiri atas: P1 = Penambahan gliserol 5 %, P2= Penambahan 

gliserol 6% dan P3= Penambahan gliserol 7%. Variabel yang dievaluasi dalam penelitian ini 

meliputi kualitas semen (volume, warna, bau dan konsistensi), sedangkan spermatozoa meliputi 

(gerakan massa, konsentrasi, Persentase motilitas, viabilitas dan abnormalitas). Data yang 

diperoleh dianalisis menggunakan analisis ragam dan dilanjutkan dengan uji Duncan 

menggunakan aplikasi IBM SPPS Statistic 25. Hasil penelitian menunjukkan bahwa rataan 

volume semen sapi PO yang diperoleh 5,17±1,83 ml, warna semen putih susu, bau khas semen, 

konsistensi agak kental, rataan gerakan massa ++ dan rataan konsentrasi spermatozoa 

1.462±299,92 juta/ml. Sedangkan rataan nilai persentase motilitas spermatozoa sapi PO setelah 

thawing untuk P1 (23,33%), P2 (45%) dan P3(21,67%), rataan persentase viabilitas untuk 

P1(28,75%), P2(51,17%) dan P3(28,75%) dan rataan persentase abnormalitas untuk P1(4,33%), 

P2 (5,67%) dan P3(5,00%). Selanjutnya hasil sidik ragam menunjukan penambahan gliserol 

dengan konsentrasi berbeda berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap motilitas, viabilitas 

spermatozoa sapi PO tetapi tidak berpengaruh sangat nyata terhadap abnormalitas spermatozoa 

sapi PO setelah thawing. Penambahan gliserol dengan konsentrasi 6% menghasilkan angka 

motilitas dan viabilitas spermatozoa sapi PO yang lebih baik dibandingkan dengan penambahan 

konsentrasi gliserol 5% dan 7%.  

Kata kunci: PO, Gliserol, Motilitas, Viabilitas, Abnormalitas  

Abstract. The quality of PO bovine spermatozoa during the freezing process is largely 

determined by the use of the correct glycerol concetration. The aim of this study is to determine 

the effect of adding glycerol with the diluent Tris-egg yolk on the motility of PO bovine 

spermatozoa after thawing. This research was conducted at the UPTD Centre for Breeding and 

Animal Feed Department of Food Crops and Livestock, Southeast Sulawesi Province. The 

material used in this research was a 9-year-old PO bull with a body weight of 450 kg/cow as the 

source of semen and spermatozoa to be evaluated. A completely randomised design (CRD) with 

3 treatments and 6 replications was used in this study. Treatment consisted of P1 = addition of 

5% glycerol, P2 = addition of 6% glycerol and P3 = addition of 7% glycerol. The variables 

evaluated in this study include semen quality (volume, colour, odour and consistency) and 

spermatozoa (mass movement, concentration, percentage of motility, viability and 

abnormalities). The data obtained were analysed using the analysis of variance and continued 

with the Duncan test using the IBM SPPS Statistics 25 application. The results showed that the 

average volume of PO semen obtained was 5.17 ± 1.83 ml, the colour of the cement was milky 
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white, the odour was typical of cement, the consistency was slightly thick. and the average 

concentration of spermatozoa was 1,462 ± 299.92 million/ml. Meanwhile, the average 

percentage value of sperm motility after thawing in PO cows for P1 (23.33%), P2 (45%) and P3 

(21.67%), the average percentage of viability for P1 (28.75%), P2 (51.17) %) and P3 (28.75%) 

and the average percentage of abnormalities for P1 (4.33%), P2 (5.67%) and P3 (5.00%). 

Furthermore, the results of variance showed that the addition of glycerol at different 

concentrations had a very significant effect (P<0.01) on the motility and viability of PO cow 

spermatozoa, but did not have a very significant effect on the abnormalities in PO cow 

spermatozoa after thawing. The addition of glycerol at a concentration of 6% resulted in better 

motility and viability of PO bovine spermatozoa compared to the addition of glycerol 

concentrations of 5% and 7%. 

Keywords: PO, Glycerol, Motility, Viability, Abnormality.  

1. Pendahuluan  

Tekonologi inseminasi buatan atau IB merupakan salah satu bentuk bioteknologi yang diterapkan 

dalam bidang reproduksi ternak dengan memungkinkan manusia mengawinkan banyak ternak tanpa 

perlu seekor pejantan. Keuntungan dalam program IB pada sapi diantaranya dapat meningkatkan mutu 

genetik yang lebih cepat sebab menggunakan semen yang berasal dari pejantan unggul. Salah satu 

bangsa sapi yang dapat digunakan dalam produksi semen beku adalah sapi PO. Prinsip penerapannya 

adalah dengan cara menyebarluaskan semen dari ternak yang dianggap unggul [1]. 

Keberhasilan dalam pelaksanaan IB diakibatkan oleh banyak faktor di antaranya yaitu kualitas 

semen. Program IB membutuhkan ketersediaan semen yang berkualitas baik. Kualitas semen khususnya 

semen beku ditentukan oleh cara pengolahan semen beku dimulai dari penampungan semen hingga 

proses pembekuan. Pembekuan semen memiliki titik kritis pada saat penambahan zat krioprotektan yang 

berfungsi untuk melindungi spermatozoa saat pembekuan dan saat penyimpanan pada suhu nitrogen cair 

-1960C [2]. 

Penambahan gliserol sebagai krioprotektan dengan konsentrasi berbeda berpengaruh terhadap 

motilitas spermatozoa karena gliserol dapat meminimalisir terjadinya kerusakan membran plasma akibat 

peroksidasi lipid dengan cara mengikat gugus fosfolopid [3]. Berdasarkan uraian latar belakang, maka 

perlu dilakukan penelitian tentang penambahan gliserol dengan bahan pengencer Tris Kuning Telur 

terhadap motilitas spermatozoa sapi PO setelah thawing. 

2. Metode Penelitian  

2.1. Waktu dan Tempat 

Penelitian ini telah dilaksanakan di Unit Pelaksana Teknis Daerah (UPTD) Balai Perbibitan dan 

Pakan Ternak, Dinas Tanaman Pangan dan Peternakan Provinsi Sulawesi Tenggara di Desa Morome, 

Kecamatan Konda, Kabupaten Konawe Selatan. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus sampai 

September tahun 2023. 

2.2. Materi 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu sapi PO umur 9 tahun dengan berat 450 

kg/ekor. Selain itu, juga digunakan pengencer semen Tris-Kuning Telur (Tris-KT), eosin 2% dan 

gliserol  dalam berbagai konsentrasi sesuai perlakuan serta antibiotik penicillin dan streptomycin. Pada 

proses pembekuan semen digunakan nitrogen cair.  

Alat-alat yang dipakai dalam penelitian ini yaitu satu set vagina buatan, thermometer, 

spektrophotometer, micropipet, gelas ukur, lemari es, cool top, aluminium foil, Counter, beaker glass, 

mikroskop, objek glass, pipet tetes, spoit, kertas label, alat tulis, pingset, labu erlenmeyer, cover glass, 

korek api. 

2.3. Metode 

Metode kegiatan dimulai dengan persiapan penampungan semen, dilanjutkan dengan proses 

penampungan yang dilakukan dua kali seminggu menggunakan metode vagina buatan (Artificial 

Vagina/AV). Tiga hari sebelum penampungan, dilakukan persiapan bahan pengencer dengan langkah 

awal menimbang tris aminomethan sebanyak 7,74 gram, asam sitrat 4,34 gram, dan fruktosa 3,12 gram.  
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Selanjutnya masukkan ketiga bahan ke dalam Erlenmeyer dan tambahkan aquadest hingga 

mencapai volume 200 ml, lalu aduk hingga homogen menggunakan magnetic stirrer. Selanjutnya, 

siapkan buffer antibiotik (200 ml) dengan menimbang 1 gram reptomisin, lalu larutkan dalam 4 ml 

aquadest. Setelah itu, timbang 3 juta IU penisilin dan tambahkan 15 ml aquabides. Selanjutnya 

menimbang buffer sebanyak 198,2 ml, 0,8 ml streptomycine dan 1 ml penicillin kemudian 

dihomogenkan dengan magnetic stirer [4]. 

Proses pengenceran diawali dengan pengenceran semen yang diperoleh setelah penampungan 

dengan cara, menuliskan batas volume pengencer yang akan diperlukan dengan spidol non permanen 

kemudian memberikan label pada gelas ukur sesuai kode perlakuan, selanjutnya menuangkan pengencer 

part A yang telah disiapkan kedalam tabung spermatozoa, selanjutnya menggoyangkan gelas ukur agar 

terjadi larutan semen baru yang homogen, lalu didiamkan selama 35 menit di dalam cool top (water 

jacket dengan suhu 37C) kemudian setelah 15 menit dicampurkan dengan  ¼ pengencer part B dan hal 

tersebut dilakukan sebanyak 3 kali kedalam gelas ukur [5]. Semen yang telah diencerkan selanjutnya 

diekuilibrasi pada suhu 4-5°C selama 2-6 jam didalam cool top, penyimpanan 35 menit pertama dengan 

kondisi 4°C, harus dilengkapi dengan water jacket suhu 37°C [5]. 

Selanjutnya dilakukan proses filling and sealing dimana semen dimasukkan ke dalam straw (0,25 

ml) dengan menggunakan spoit, proses filling and sealing dilakukan pada suhu mendekati suhu 

refrigerator [6]. Setelah straw dimasukkan, selanjutnya dilakukan proses pembekuan semen dengan cara 

meletakkan straw berisi semen di atas uap nitrogen cair dengan suhu -80oC. Setelah itu semen 

dimasukkan ke dalam straw dan disusun pada rak dalam wadah styrofom berisi nitrogen cair dengan 

jarak 10 cm dari permukaan nitrogen cair hal ini bertujuan agar straw terpapar uap nitrogen selama 4-5 

menit. Straw dimasukkan ke dalam nitrogen cair kemudian disimpan dalam kontainer yang berisi N2 

cair (suhu -196°C) [7]. 

Kemudian thawing semen beku dilakukan dengan mencelupkan straw yang berisi semen ke dalam 

air dengan suhu 37°C selama kurang lebih 30 detik. Semen yang telah dicairkan diteteskan pada objek 

gelas yang dihangatkan dan ditutup dengan gelas penutup. Kemudian diamati motssssssilitas, viabilitas 

dan abnormalitas.  

2.4. Rancangan Penelitian 

Penelitian ini telah dilakukan dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri 

dari 3 perlakuan dengan 6 ulangan. Setiap perlakuan menggunakan konsentrasi krioprotektan gliserol 

yang berbeda yaitu : 

Perlakuan 1 (PI) = Penambahan gliserol 5% 

Perlakuan 2 (P2) = Penambahan gliserol 6% 

Perlakuan 3 (P3) = Penambahan gliserol 7% 

2.5. Analisis Data  

Data dianalisis menggunakan analisis ragam. Apabila Perlakuan memberikan pengaruh yang  

nyata terhadap variabel yang dievaluasi, diuji lanjut menggunakan uji jarak berganda Duncan  pada 

aplikasi IBM SPSS Statistics 25. 

 

3. Hasil dan Pembahasan 

3.1. Evaluasi semen segar 

Evaluasi semen segar pada sapi PO dilakukan secara langsung setelah proses penampungan 

semen. yang bertujuan untuk mengetahui kelayakan semen dan spermatozoa segar tersebut untuk 

diproses lebih lanjut. Hasil evaluasi semen dan spermatozoa segar secara makroskopis  dan mikroskopis 

dilihat pada Tabel 3.1. 
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Tabel 1. Rataan karakteristik semen dan spermatozoa segar sapi PO 

Variabel Pengamatan Hasil Pengamatan

  

Volume (ml) 5,17±1,83  

Warna Putih Susu 

Bau Khas Semen 

Konsistensi Agak kental 

Gerakan Massa   ++ 

Konsentrasi (juta/ml) 1.462±299,92 

Motilitas (%) 80±8,94 

Via bilitas (%) 88,50±4,58 

Abnormalitas (%) 1,83±0,93 

Volume semen sapi PO yang dihasilkan dalam penelitian ini termasuk cukup tinggi tetapi masih 

bisa disebut dalam kisaran normal yaitu 5,17 ml. Semen sapi pejantan normalnya berkisar antara 5-8ml 

[8]. Warna semen sapi PO yang diperoleh dari penelitian ini yaitu berwarna putih susu. Warna semen 

pada sapi umumnya masih berwarna putih kekuning-kuningan atau hampir putih seputih susu karena 

adanya ribovlavin didalam semen yang bersifat autosomal resesif [9]. 

Bau semen sapi PO yang dihasikan adalah bau khas semen. Hasil penelitian tersebut 

menggambarkan terdapat semen dalam keadaan normal tanpa adanya kontaminasi akibat dari bakteri 

ataupun penyakit yang dapat menyebabkan bau busuk. Hal tersebut menggambarkan bahwa semen 

tersebut normal seperti bau amis khas spermatozoa yang disertai bau hewan itu sendiri [10]. Konsistensi 

semen sapi PO yang dihasilkan dalam penelitian tersebut agak kental. [11] semen segar yang baik 

memiliki konsistensi sedang sampai pekat. 

Konsistensi semen juga dipengaruhi oleh musim. Rataan konsentrasi spermatozoa segar  sapi PO 

yang diperoleh dalam penelitian ini adalah 1.462±299,92 juta/ml. Konsentrasi spermatozoa pada 

penelitian ini menggambarkan kesesuaian standar yaitu diatas 1000 juta/ml. gerakan massa spermatozoa 

sapi PO yang diperoleh dalam penelitian ini adalah ++ yang dimana memperlihatkan adanya pergerakan 

spermatozoa yang yang cenderung bergerak bersama-sama dalam kelompok, sehingga membentuk 

gelombang-gelombang tebal dan tipis. 

Menurut [12], gerakan massa dikategorikan ke dalam tiga golongan, yaitu 1) pergerakan massa 

spermatozoa menyerupai awan tebal dan bergerak cepat (+++), 2) pergerakan massa spermatozoa 

menyerupai awan tebal tetapi bergerak agak lambat (++), 3) pergerakan massa spermatozoa menyerupai 

awan tipis dan bergerak lambat. Motilitas spermatozoa segar sapi PO yang diperoleh dalam penelitian 

ini adalah 80±8,94%. Adanya perbedaan motilitas pada spermatozoa sapi PO di duga dipengaruhi oleh 

perbedaan umur ternak yang digunakan sebagai materi penelitian. 

[13] menyatakan bahwa perbedaan umur ternak  mempengaruhi motilitas spermatozoa karena 

perbedaan umur dipengaruhi oleh energi untuk daya gerak hidup spermatozoa dan hormone testosteron. 

Viabilitas spermatozoa segar yang diperoleh dalam penelitian ini adalah 88,50±8,58%. Semen segar 

yang boleh diproses menjadi semen beku harus memiliki nilai persentase  spermatozoa hidup normal 

antara 60% sampai 75% [14]. Abnormalitas spermatozoa sapi PO yang dihasilkan dalam penelitian 

tersebut sebesar  1,83±0,93%, Pejantan dengan fertilitas semen yang baik harus memiliki persentase 

jumlah abnormalitas kurang dari 20% [15].  

3.2 Evaluasi Spermatozoa 

Hasil evaluasi persentase motilitas, viabilitas dan abnormalitas spermatozoa sapi PO setelah thawing 

dapat dilihat pada tabel 2.  
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Tabel 2. Rataan nilai persentase motilitas, viabilitas dan abnormalitas spermatozoa  sapi PO setelah 

thawing 

  Perlakuan   

Variabel P1 P2 P3 Rataan Umum 

Motilitas 23,33a ±8,16 45,b±12,25 21,67 a±4,08 30±13,72 

Viabilitas 28,75 a ±8,22 51,17 b ±13,95 28,75 a ±5,55 36,22±14,30 

Abnormalitas 4,33±1,94 5,67±2,86 5,00±1,38 5,00±2,09 

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan sangat  nyata 

(P<0,01). 

3.2.1. Motilitas  

Hasil analisis ragam menggambar perlakuan gliserol dengan konsentrasi berbeda dan 

berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap perentase motilitas spermatozoa sapi PO setelah thawing. 

Hasil uji Duncan menggambarkan rataan persentase motilitas spermatozoa  pada perlakuan P2 (45%) 

nyata lebih tinggi dibandingkan perlakuan P1(23,33%) dan P3(21,67%). Hal tersebut diduga gliserol  

dengan konsentrasi 6% bekerja dengan optimal sehingga spermatozoa dapat beradaptasi dengaan 

pengencer dan gliserol setelah melewati proses ekuilibrasi selama 4 jam yang mengakibatkan terjadinya 

kematian spermatozoa. 

[16], Menyatakan bahwa gliserol akan memasuki siklus perombakan fruktosa pada tri-fosfat dan 

selanjutnya akan dirombak menjadi asam laktat, fruktosa yang tersedia ini akan membuat spermatozoa 

tetap bergerak dalam menghasilkan energi berupa ATP. Energi tersebut mengandung fosfat anorganik 

yang kaya akan energi.  

Hasil analisis ragam menggambarkan perlakuan gliserol dengan konsentrasi yang berbeda dan 

berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap persentase viabilitas spermatozoa sapi PO setelah thawing. 

Selanjutnya hasil uji Duncan menggambarkan rataan persentase viabilitas spermatozoa pada perlakuan 

P2(51,17%) nyata lebih tinggi dibandingkan perlakuan P1(28,75%) dan P3(28,75%). Hal ini diduga 

karema penambahan dosis gliserol 6% yang optimal memberikan pengaruh terhadap persentase 

spermatozoa hidup sebesar 51,17%.  

3.2.2. Viabilitas  

[17] menyatakan bahwa persentase spermatozoa hidup dari semen sapi Brahman yang diencerkan 

dengan pengencer tris sitrat kuning telur dengan penambahan gliserol sebanyak 6% memiliki hasil yang 

terbaik yaitu sebesar 55,52%. Perubahan lingkungan yang sangat ekstrim selama proses prefreezing 

diduga menyebabkan penurunan persentase hidup spermatozoa. Selama prefreezing dosis gliserol 6% 

memberikan hasil optimal, hal ini diduga karena gliserol mampu memberikan perlindungan yang efektif 

terhadap cold shock jika dibandingkan dengan dosis gliserol yang lainnya. Hal ini sesuai dengan 

pendapat [18] bahwa kosentrasi gliserol yang tinggi diduga terjadi kerusakan kriogenik yang 

menyebabkan kematian spermatozoa (apoptosis). [19] menyatakan bahwa penurunan viabilitas diduga 

karena adanya berbagai proses yang terjadi pada spermatozoa antara lain penyimpanan pada suhu 

rendah. Persentase hidup spermatozoa ditentukan berdasarkan perbandingan antara jumlah spermatozoa 

hidup dengan total spermatozoa yang akan dihitung. Jumlah total spermatozoa yang dihitung sebanyak 

200 spermatozoa [20]. 

3.2.3. Abnormalitas  

Hasil analisis ragam menggambarkan perlakuan gliserol dengan konsentrasi yang berbeda tidak 

berpengaruh nyata (P>0,01) terhadap persentase abnormalitas spermatozoa sapi PO setelah thawing. 

Persentase abnormalitas spermatozoa sapi PO setelah thawing yang diperoleh pada penelitian ini 

berkisar antara 4,33- 5,67% dengan rataan umum senilai 5,00%. Nilai tersebut berada di bawah angka 

abnormalitas yang menjadi syarat dalam program inseminasi buatan, yaitu sebesar 10%. [21] 

mengemukakan bahwa semen yang memiliki angka abnormalitas 15% tidak dapat digunakan untuk 

program IB. 
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4. Kesimpulan  

  Pengggunaan gliserol dengan konsentrasi yang berbeda berpengaruh nyata terhadap persentase 

motilitas dan viabilitas spermatozoa sapi PO setelah thawing, Tetapi tidak berpengaruh nyata terhadap 

persentase abnormalitas spermatozoa sapi PO setelah thawing. Gliserol dengan konsentrasi 6% 

menghasilkan persentase motilitas dan viabilitas spermatozoa sapi PO setelah thawing yang lebih baik 

dibandingkan  gliserol dengan konsentrasi 5% dan 7%. 
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