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PENAMBAHAN L-ARGININ DALAM PENGENCER SUSU SKIM KUNING
TELUR TERHADAP VIABILITAS DAN MOTILITAS SPERMATOZOA SAPI
LIMOUSIN POST THAWING PADA SEMEN BEKU

 ADDING L-ARGININ IN SKIM MILK-EGG YOLK EXTENDER OF
VIABILITY AND MOTILITY LIMOUSIN BULL SPERM POST THA WING’S IN
FROZEN SEMEN

Islakhul Aila®, Nunuk Dyah Retno L.? ,Erma Safitri”, Tri Wahyu Suprayogi®,
Indah Norma Triana?, Tjuk Imam Restiadi¥
DMahasiswa, 2 Departemen Reproduksi Veteriner, ¥Departemen Iimu Peternakan,
9Departemen Reproduksi Veteriner
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga
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ABSTRACT

This research was aimed to determine of adding L-arginin in viability and motility limousin
bull’s sperm on post thawing examination in skim milk-egg yolk extender. This research used
fresh samples of limousine bull’s semen collected by using artificial vagina, then were devided
into 4 treatments, adding L-arginin 0,004 M (P1), adding L-arginin 0,005 M (P2), adding L-
arginin 0,006 M (P3) and without adding L-arginin (P0). The experimental design that used was
Complete Randomized Design (CRD). Analysis of the data using -Analysis of Variant
(ANOVA) One Way then proceed to the duncan to determine significant differences between
treatments. Persentage viability showed significant differences between P3 to PO, P1 and P3, but
PO to P1 and PO to P2 no real difference. Persentage motility showed significant differences
between P3 to PO, P1 and P3, but between PO, Pl and P2, there no real difference. Results
showed that adding L-arginin 0,006 M in skim milk-egg yolk extender as the best consentration
to increase viability and motility limousin bull semen post thawing with significant (P < 0.05)
differences when compared with the control and consentration of L-arginin 0,004 and 0,005 M

Keyword : Viability, Motility, Limousin bull sperm, L-arg'ﬂin, Skim milkfgg yolk extender.

Pendahuluan salah satu kebijakan penting peme-rintah,
Seiring waktu penduduk Indonesia melalui Kementerian Pertanian adalah be-
yang semakin meningkat, maka semakin rupa swasembada daging sapi berbasis sum-
meningkat pula kesadaran masyarakat ber daya domestik (Ditjennak, 2010°).
terhadap pentingnya protein hewani. Hal ini Kebijakan swasembada daging sapi
tentu saja meningkatkan kebutuhan akan diharapkan mengurangi ketergantungan im-
. daging sapi secara nasional (Dwiyanto, por sampai 10%, sehingga mampu mening-
2008). Namun demikian, permintaan da- katkan potensi sapi dalam negeri. Berbagai
ging sapi yang me-ningkat tidak diimbangi program dilakukan pemerintah untuk me-
peningkatan produksi daging sapi dalam ningkatkan populasi sapi lokal sehingga
negeri schingga ketersediaan daging sapi menjadi sumber daging sapi yang utama
secara nasional masih kurang, oleh karena antara lain : 1). Pengurangan pemotongan
itulah pemerintah melakukan impor sapi sapi lokal yang masih produktif dan 2).
dan daging sapi sebesar 35% dari Memperluas jang-kauan program kawin
kebutuhan daging sapi secara na-sional silang sapi betina lokal dengan inseminasi
(Ditjennak, 2010%). Di sisi lain, pemerintah buatan (Ditjennak, 2010°).
berkeinginan  menyediakan  kebutuhan Dibutuhkan semen beku yang berkua-
konsumsi daging dari produksi peternakan litas tinggi agar bisa membuahi sel telur.
sapi dalam negeri secara mandiri. Untuk itu Namun demikian, proses pembekuan dan
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pencairan semen beku dapat menyebabkan
kerusakan spermatozoa, schingga menye-
babkan kualitas dan daya fertilitas menu-
run, oleh karena itulah spermatozoa harus
tetap terjaga kualitasnya agar dapat menem-
bus sel telur sehingga fertilisasi dapat terja-
di. Akrosom merupakan bagian penting
yang terdapat pada kepala spermatozoa. Di
bagian akrosom terdapat enzim spesifik
yaitu hyaluronidase, corona penetrating
enzyme (CPE), dan akrosin (Hardijanto,
2010). Fertilisasi selalu melibatkan reaksi
akrosom pada spermatozoa. Reaksi akro-
som adalah reaksi pelepasan enzim-enzim
dari akrosom untuk menembus lapisan-
lapisan oosit dengan diinduksi oleh protein-
protein zona. Reaksi akrosom hanya terjadi
pada spermatozoa berkualitas dengan mem-
bran yang masih utuh pada saat penetrasi
pada zona pelusida (Griveau et al., 1995).

Standar minimal semen beku yang
layak digunakan untuk inseminasi buatan
adalah yang mempunyai motilitas 40 % dan
kecepatan ++ (Susilowati dkk., 2010). Ber-
bagai upaya untuk menjaga kualitas semen
beku sampai saat ini terus dilakukan
melalui penambahan berbagai zat ke dalam
pengencer semen. L-arginin merupakan sa-
lah satu zat tambahan yang bisa mening-
katkan motilitas spermatozoa lebih tinggi
dari standar yang ada. L-arginin adalah
asam amino semi esensial yang berperan
dalam sistem ketahanan tubuh berupa
imunitas seluler dalam proses pembentukan
sperma-tozoa. Senyawa ini dapat memblok
inhibitor glkolisis pada proses metabolisme
sel sperma sehingga menyebabkan pening-
katan aktivitas metabolik hingga delapan
kali lipat. Proses tersebut akan mening-
katkan ketersediaan energi spermatozoa
(Srivas-tava et al., 2006).

Mekanisme lain dari L-arginin adalah
meningkatkan produksi NO (Nitrogen
Oksi-da). Nitrogen oksida adalah senyawa
yang dapat melindungi sel sperma dari
kerusakan membran yang diakibatkan oleh
lipid peroksidase. Suatu penelitian me-
ngemukakan bahwa pemberian L-arginin
pada penderita oligospermia dan asthenos-
permia menunjukkan peningkatan viabilitas
dan motilitas sperma-tozoa tanpa menim-
bulkan efek samping. Sebaliknya, keku-
rangan L-arginin dapat membuat metabolis-
me spermatozoa terganggu sehingga me-

ngakibatkan penurunan motilitas dan gang-
guan pembentukan spermatozoa (Srivastava
et al., 2006)

Di pasaran Indonesia, sapi jenis
limousin merupakan salah satu sapi prim-
adona untuk penggemukan. Sapi limousin
memiliki presentase karkas yang besar dan
mudah beradaptasi di iklim tropis seperti
negara Indonesia. Selain itu, karakteristik
sapi limousin adalah pertambahan badan
yang cepat sekitar 1,1 kg perharinya,
sehingga sangat cocok untuk penggemukan
dan di ternakkan di Indonesia (Sugeng,
1998).

Perlu dilakukan penelitian dengan pem-
berian L-arginin sebagai upaya peningkatan
persentase viabilitas dan motilitas sperma-
tozoa dari sapi limousin. Penelitian ini juga
untuk menentukan konsentrasi L-arginin
terbaik yang dapat memberikan stimulasi
terbaik pada spermazoa sapi [limousin
melalui peningkatan kualitas spermatozoa,
sehingga dalam jangka panjang bisa mem-
bantu mewujudkan swasembada daging
dengan jalan peningkatan kualitas semen
beku.

Materi Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Taman
Temak Pendidikan Fakultas Kedokteran
Hewan Universitas Airlangga yang dilaksa-
nakan pada bulan September — November
2015. Penelitian ini menggunakan sampel
semen sapi limousin yang di ambil meng-
gunakan vagina buatan.

Peralatan yang digunakan dalam pe-
nelitian ini adalah satu set vagina buatan
sapi, kontainer, mikroskop, termometer,
termos, gelas obyek dan penutup, tabung
eppendorf, labu erlenmeyer, beaker glass,
hand tally counter, gelas ukur, timbangan
analitik, lemari es, pengaduk, kertas saring,
kertas lakmus, pipet hisap, pipet ukur, dan
tabung reaksi.

Metodologi Penelitian

Sapi yang akan diambil semennya
adalah sapi limousin dewasa yang sehat.
Pengambilan semen sapi dilakukan di
Taman Ternak Pendidikan Fakultas Kedok-
teran Hewan Universitas Airlangga. Semua
prosedur koleksi dan evaluasi semen dila-
kukan secara legeartis. Pengambilan semen
dilakukan sebanyak 2 kali dalam seminggu.
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Pengencer susu skim kuning telur
dibuat dengan cara membuat 2 macam dilu-
ter yaitu A dan B. diluter A terdiri dari susu
skim 10%, kuning Telur 5%, antibiotika
strep-tomycin 1 mg/ml, antibiotika peni-
cyllin 1000 TU/ml , fruktosa 1%, vitamin C
20 mg/100 ml, L-arginin, semen sapi limou-
sin segar yang telah memenuhi syarat,
dicampur dengan perbandingan 1 : 10.
Sedangkan diluter B terdiri dari glukosa 2%
dan diluter A + gliserol sebanyak 16% dari
total volume larutan.

Kemudian, masukkan diluter A dan B
ke dalam cool top sampai suhu 3 — 5 °C.
Laku-kanlah proses gliserolisasi dalam
suhu 5°C selama 1 jam. Dilanjutkan proses
equilibrasi pada suhu 5°C selama 1 jam.

Proses selanjutnya adalah pemeriksaan
before freezing, meliputi pemeriksaan
viabilitas dan motilitas. Kemudian dilaku-
kan pengisian semen yang sudah diencer-
kan (filling) ke dalam straw sebanyak
0,25ml/straw. Dilanjutkan dengan sealing
atau penyegelan straw, agar isi semen tidak
tumpah saat di simpan dalam container.
Straw yang telah disegel, kemudian dibeku-
kan dalam N, cair pada suhu -196°C.

Jumlah spermatozoa yang hidup di-
hitung dengan cara meneteskan setetes kecil
semen yang telah diencerkan pada objek
glass yang bersih lalu dicampur dengan
setetes besar zat warna eosin negrosin. Buat
preparat ulas dengan 'cara slide dan kemu-
dian difiksasi diatas api. Pengamatan sper-
matozoa yang hidup dan mati dilakukan
dengan perhitungan minimal 100 sperma-
tozoa dengan perbesaran 400x. Pada
spermatozoa yang hidup tidak menyerap zat
warna, schingga tidak terwarnai. Sedangkan
spermatozoa yang mati akan menyerap zat
warna, sehingga akan terwarnai (Susilowati
dkk., 2010).

Motilitas spermatozoa diperiksa de-
ngan cara menempatkan satu tetes semen

yang telah diencerkan pada gelas objek
vang ditutup dengan gelas penutup dan
diperiksa di bawah mikroskop dengan
pembesaran 100 atau 400 kali (Susilowati
dkk., 2010).

Dalam penelitian ini ada 4 perlakuan
yang dibandingkan dengan kontrol, yaitu :
a) Perlakuan kontrol (PO) : Semen sapi

limousin + pengencer susu skim kuning

telur, tanpa penambahan L-arginin
b) Perlakuan 1 (P1) : Semen sapi limousin

+ pengencer susu skim kuning telur +

L-arginin 0,004 M.
¢) Perlakuan 2 (P2) : Semen sapi limousin

+ pengencer susu skim kuning telur +

L-arginin 0,005 M.

d) Perlakuan 3 (P3) : Semen sapi limousin

+ pengencer susu skim kuning telur +

L-arginin 0,006 M.

Analisis Data

Data yang diperoleh disusun dalam
satu tabel, selanjutnya perbedaan moti-litas
dan viabilitas dianalisis dengan meng-
gunakan Analysis of Variant (ANOVA)
One Way kemudian dilanjutkan dengan uji
jarak Duncan untuk rhengetahui perbedaan
yang nyata antar perlakuan (Kusriningrum,
2008).

Hasil dan Pembahasan

Hasil pemeriksaan persentase viabilitas
spermatozoa sapi limousin pada pemerik-
saan post thawing setelah diberi perlakuan
seperti pada tabel 4.2 menunjukkan angka
rerata dan standar deviasi paling baik pada
P3 yaitu pada penambahan L-arginin
konsentrasi 0,006 M. Sedangkan angka
rerata dan standar deviasi paling rendah
terdapat pada P1 yaitu pada penambahan L-
arginin konsentrasi 0,004 M.

Tabel 4.2. Rerata dan Standar Deviasi Persentase Viabilitas Spermatozoa Sapi Limousin pada

Pemeriksaan Post Thawing
Perlakuan Ulangan (n) Viabilitas Spermatozoa (%)
(rerata + standar deviasi)
PO 6 44,26™ = 2,105
P1 6 41,87° + 2,567
P2 6 45,80° + 2,616
P3 6 52,41° % 3,107

Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05)
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Tabel 4.3. Rerata dan Standar Deviasi Persentase Motilitas Progresif Spermatozoa Sapi

Limousin Post Thawing

Perlakuan Ulangan (n) Motilitas Spermatozoa (%)
(rerata + standar deviasi)
PO 6 38,33° 4 2,582
P1 6 36,67 + 2,582
P2 6 38,33° + 2,582
P3 6 45,00" + 3,162

Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05)

Penambahan L-arginin dengan konsen-
trasi yang sesuai dapat mencegah kerusakan
spermatozoa. L-arginin melindungi sperm-
atozoa dari kerusakan akibat proses perok-
sidasi lipid di dalam sel. Mekanisme kerja
L-arginin mempunyai prinsip yang sama
dengan mekanisme antioksidan. L-arginin
dapat meningkatkan motilitas spermatozoa
dengan meningkatkan NO (Nitrogen Ok-
sida) melalui mekanisme NOS (Nitrogen
Oksida Sintase). NO dapat meningkatkan
atau menurunkan motilitas spermatozoa
tergantung dari konsentrasinya. Enzim NOS
dapat disintesa dari L-arginin menggunakan
oksigen dan NADPH (Nicotinamide Ade-
nine Dinucleo Phospate). Enzim ini dapat
ditemukan di akrosom dan daerah ekor de-
ngan konsentrasi yang rendah (O’Flaherty
et al., 2004).

Motilitas adalah gerakan maju secara
progresif dari spermatozoa. Motilitas sper-
matozoa merupakan indikator penting yang
digunakan untuk menentukan kualitas se-
men. Syarat minimal motilitas individu se-
men post thawing agar semen dapat diper-

dalam inseminasi buatan adalah 40
% (Garner dan Hafez, 1993).

Hiperaktifitas dari motilitas sperma-
tozoa didukung dengan penambahan NO
secara eksogen yang dapat meningkatkan
fosforilasi pada ekor spermatozoa, sehingga
gerakan spermatozoa akan semakin cepat.
Hiperaktivasi ini sangat penting bagi sper-
matozoa agar bisa penetrasi ke dalam zona
pellusida (Gagnon and de Lamirande,
2006).

Pada konsentrasi yang sesuai, yaitu P3
dengan konsentrasi penambahan L-arginin
0,006 M terjadi peningkatan spermatozoa
yang signifikan. Perlakuan 3 dibanding per-
lakuan lainnya menunjukkan perbedaan
yang sangat nyata. Hal ini membuktikan
bahwa penambahan L-arginin 0,006 M
dapat menstabilkan senyawa radikal bebas,

sehingga meningkatkan motilitas spermato-
zoa sapi limousin.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan dapat diambil kesimpulan bahwa
penambahan L-arginin 0,006 M dalam
pengencer susu skim kuning telur meng-
hasilkan persentase viabilitas dan motilitas
spermatozoa sapi limousin pada pemerik-
saan post thawing paling tinggi dibanding-
kan dengan perlakuan kontrol maupun kon-
sentrasi 0,004 M dan 0,005 M.
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