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ABSTRACT

This research was aimed to determine of Seawater Extract (Nigarin) adding effect on
viability and motility Limousin bull sperm in post thawing examination in skim milk-egg yolk
extender. This research used fresh samples of Limousin bull semen collected by using artificial
vagina, then divided into 4 treatments. The control treatment (P0), Limousin bull semen with
skim milk-egg yolk extender without Seawater Extract {Nigarin) adding. The treatment groups
(P1, P2, and P3), Limousin bull semen with skim milk-egg yolk extender + Seawater Extract
(Nigarin) 0.109 pL, 0.426 uL and 1.09 pL, respectively. Data analyses using Analysis of
Variant (ANOVA) One Way followed with Duncan to determine significant differences
between treatments. Result showed that 1.09 pL Seawater Extract (Nigarin) in skim milk-egg
yolk extender is the best consentration to increase viability and motility Limousin bull semen
post thawing in this research.
Keywords: Limousin bull sperm, egg yolk skim milk extender, Nigarin, motility, viability.

Pendahuluan Permasalahan di lapangan yang masih
Penerapan teknologi inseminasi buatan sering terjadi yaitu kawin berulang, akan
ditujukan untuk meningkatkan produktivi- berpengaruh terhadap tingkat keberhasilan
tas sapi, disamping juga memperbaiki gene- kebuntingan dan jarak beranak. Kawin
tis sapi, namun akhir-akhir ini pelaksanaan berulang adalah suatu keadaan sapi betina
inseminasi buatan sering mengalami ken- yang mengalami kegagalan untuk bunting
dala, yaitu tingkat keberhasilan inseminasi setelah dikawinkan 3 kali atau lebih dengan
yang relatif rendah atau menurun diban- pejantan fertil tanpa adanya abnormalitas
dingkan dengan beberapa tahun yang lalu. yang teramati. Terjadinya kawin berulang
Kondisi yang muncul di lapangan temyata pada umumnya dapat disebabkan karena
angka konsepsi yang dihasilkan rendah dan kegagalan fertilisasi dan kematian embrio
kawin berulang banyak terjadi terutama dini. Kegagalan fertilisasi bisa disebabkan
pada sapi-sapi jenis limousine. Tingkat waktu thawing yang tidak sesuai sehingga
keberhasilan IB sangat dipengaruhi oleh terjadi penurunan kualitas spermatozoa.
empat faktor yang saling berhubungan dan Hasil survey eksistensi IB menunjukkan
tidak dapat dipisahkan satu dengan lainnya perlu dilakukan perbaikan terhadap infra-
yaitu pemilihan sapi akseptor, pengujian struktur IB yaitu dalam pengolahan dan
kualitas semen, akurasi deteksi birahi oleh pelaksanaan 1B oleh inseminator. Untuk itu
para peternak dan ketrampilan inseminator. diperlukan bahan yang dapat memperta-
Dalam hal ini inseminator dan peternak hankan kualitas semen beku ini terutama
merupakan ujung tombak pelaksanaan IB motilitas spermatozoa ke dalam pengencer
sekaligus sebagai pihak yang bertanggung yang sudah ada, karena pada dasarnya ha-
jawab terhadap berhasil atau tidaknya pro- nya sperma motil mempunyai peluang besar
gram IB di lapangan (Hastuti, 2008). untuk membuahi sel telur (Pratiwi dkk., -

2006; Nurhayati dkk., 2008).
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Pengencer yang digunakan adalah susu
im (bersifat buffer) kuning telur. Buffer
i sebagai pengatur tekanan osmotik
dan juga berfungsi menetralisir asam laktat
yang dihasilkan dari sisa metabolisme, se-
hingga buffer diharapkan mempunyai ke-
mampuan sebagai penyangga yang baik
dengan toksisitas yaf rendah dalam kon-
sentrasi yang tinggi. Kuning telur umumnya
ditambahkan ke dalam pengencer semen
sebagai sumber energi, agen protektif dan
dapat memberikan efek sebagai penyangga
te permatozoa. Kuning telur mem-
punyai komponen berupa lipoprotein dan
lesitin yang dapat mempertahankan dan
melindungi spermatozoa dari cekaman
dingin (celd shock). Kuning telur juga me-
ngandung glukosa, vitamin yang larut
dalam air dan larut dalam lemak sehingga
menguntungkan bagi spermatozoa (Perma-
tasari dkk, 2013).

Sari Air Laut (Nigarin) merupakan air
sisa mineral dari air laut yang dipekatkan
dengan bantuan sinar matahari. Proses pem-
buatan garam dengan cara penguapan
dengan sinar matahari dapat menghasilkan
nigarin (Sarwono dan Saragih, 2003). Sari
air laut diproses dari air tua. Air tua me-
rupakan lapisan air paling atas dalam pem-
buatan garam. Untuk bisa menjadi sari air
laut, air tua diproses lebih lanjut dengan
otoklaf kristalisasi (Duryatmo, 2006).
Menurut Levine (2002) Sari Air Laut
(Nigarin) banyak mengandung magnesium
6%, kalium 1,5-2%, dan dapat diman-
faatkan sebagai pencegah penyakit. Menu-
rut @'n (2004), magnesium sangat diperlu-
kan untuk metabolisme energi, penggunaan
glukosa, sintesis protein, sintesis dan
pemecahan asam lemak, seluruh fungsi
ATPase, hampir seluruh reaksi hormonal
dan menjaga keseimbangan ionik seluler.
Magnesium akan merangsang enzim
adenilat siklase yang berfungsi mengkatalis
cAMP yang akan memodulasi pergerakan
sperma. Manfaat magnesium tersebut sa-
ngat berpengaruh untuk kelangsungan hi-
dup sperma selama proses pembekuan.

Berdasarkan latar belakang di atas
penulis meneliti pengaruh penambahan Sari
Air Laut (Nigarin) berbagai konsentrasi
dalam pengencer skim kuning telur pada
semen sapi Limousin post thawing untuk
dapat memperpanjang kehidupan sperma-
tozoa.

Metode Penelitian

Sampel penelitian yang digunakan ada-
lah semen sapi Limousin yang ada di Ta
man Temak Pendidikan Fakultas Kedokic-
ran Hewan Universitas Airlangga. Semen
diambil setiap dua kali dalam seminggu: dan
ditampung menggunakan vagina buatan
Setelah pengambilan semen, dilanjutkan de-
ngan pemeriksaan makroskopis dan peme-
riksaan mikroskopis. Pemeriksaan itas
spermatozoa posr thawing diperiksa
cara menempatkan satu tetes semen yang
telah diencerkan pada gelaﬁjek yang
ditutup dengan gelas penutup. dan diperiksa
di bawah mikroskop dengan pembesaran
100 atau 400 kali. Pemeriksaan viabilitas
spermatozoa post thawing Jumlah sperma-
tozoa yang hidughirung dengan cara me-
neteskan semen yang telah diencerkan pada
objek [[fss yang bersih lalu dicampur de-
ngan zat wamna eosin negrosin kemudian
dibuat preparat ulas dengan cara slide dan
pudian difiksasi diatas api +15 detik.

engamatan dilakukan atas spermatozoa
yang hidup dan mati pada satu lapangan
pandang kemudian dilakukan perhitungan
atas 100 spermatozoa dengan perbesaran
400 kali.

Data yang diperoleh disusun dalam
satu tabel, selanjutnya untuk mengetahu
perbedaan motilitas dan viabilitas dianalisis
dengan menggunak: alysis of Variant
(ANOVA) One Way kemudian dilanjutkan
dengan uji jarak Duncan untuk mengetahui
perbedaan yang nyata antar perlakuan
(Kusriningrum, 2008).

Hasil dan Pembahasan

Pemeriksaan makroskopis dan mikro-
skopis semen segar sapi Limousin dilaku-
kan untuk mengetahui kualitas dan kuanti-
tas semen domba yang akan diproses men-
jadi semen beku. Hasil pemeriksaan semen
segar sapi Limousin dapat dilihat pada
Tabel 1.

Hasil pemeriksaan persentase motilitas
dan viabilitas spermatozoa sapi Limousin
posi-thawing setelah diberi perlakuan pe-
nambahan Sari Air Laut (Nigarin) dalam
pengencer skim kuning telur dengan ber-
bagai konsentrasi yaitu : kontrol (P0), 0,109
pL (P1), 0,426 pL (P2) dan 1,09 pL (P3)
dapat dilihat dalam tabel 2.




44 Mirza Nora Dwijayanti dkk.

Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Makroskopis-dan mikroskopis Spermatozoa sapi Limousin.

N Vol Konsistensi Bau Wama pH Konsentrasi GM  GI/Kecepatan
(ml) (juta/ml)

1 6 Kental Khas  Putih  6-7 1617 ++ 80/3

2 5 Kental Khas  Putih  6-7 1213 ++ 80/3

3 96 Sedang Khas  Putih  6-7 708 ++ 80/3

4 B85 Sedang Khas  Puth  6-7 876 ++ 80/3

5 85 Sedang Khas Putih 6-7 981 ++ 80/3

6 5 Kental Khas  Putih _ 6-7 1214 ++ 80/3

Keterangan : n (Ulangan), Vol (Volume), GM (Gerakan massa), GI (Gerakan individu).

Tabel 2. Motilitas dan Viabilitas Spermatozoa sapi Limousin Post Thawing

Perlakuan  Ulangan (n) Motilitas Spermatozoa (%) Viabilitas Spermatozoa (%)
(rerata + standar deviasi) (rerata + standar deviasi)
PO 6 33,33"+ 8,164 39,33°+ 7,941
P1 6 35,83+ 6,645 42,67"+ 6,408
P2 6 40,83%+9,174 47,17™ £ 8,256
47,50+ 9,874 53,83%+ 9,046

P3 6
@p@rsh‘ip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata

(P <0,05).

Pemeriksaan motilitas dan viabilitas
spermatozoa merupakan peranan sangat
penting terhadap penentuan kualitas semen
sesudah pengenceran dan merupakan salah
satu indikator yang penting untuk me-
ningkatkan fertilisasi Daya gerak sperma-
tozoa progresif menjadi suatu patokan yang
masuk kedalam hitungan. Sedangkan via-
bilitas spermatozoa adalah menghitung
jumlah spermatozoa yang hidup dan mati.

Motilitas (pergerakan) spermatozoa ter-
jadi karena adanya selubung mitokondria
pada bagian tengah ekor spermatozoa yang
berperan sebagai tempat sintesis energi un-
tuk pergerakan (Feradis, 2010). Pergerakan
ekor spermatozoa bergantung pada pro-
duksi ATP oleh mitokondria dengan sum-
ber energi metabolisme (Sonjaya, 2012).
Pada suhu rendah metabolisme sperma-
tozoa akan berlangsung secara perlahan
sechingga dapat menghemat penggunaan
sumber energi (Susilawati, 2011; Vishwa-
nath and Shannon, 2000). Akibat dari
metabolisme yang terus berlangsung me-
nyebabkan ketersediaan nutrisi akan se-
makin menipis, sedangkan konsentrasi sper-
matozoa semen segar sangat tinggi. Jumlah
spermatozoa yang banyak akan memper-
cepal penggunaan nutrisi untuk keperluan
metabolisme spermatozoa, sehingga nutrisi
akan cepat habis dan produksi ATP di
mitokondria akan terhambat sehingga dapat

mempengaruhi motilitas spermatozoa (Figri
dkk., 2014).

Penambahan Sari Air Laut (Nigarin) ke
dalam pengencer skim kuning telur me-
nyebabkan spermatozoa tetap bergerak@®ari
Air Laut mengandung magnesium, salah
satu fungsi magnesium yang paling utama
adalah sebagai kofaktor dalam produksi
energi. Spermatozoa membutuhkan magne-
sium untuk mengaktifkan ATP (adenosine
triphosphate), yang merupakan sumber
energi utama yang digunakan spermatozoa
muk bergerak (Hartwig, 2001). Energi
untuk motilitas spermatozoa berasal dari
perombakan ATP di luar mitokondria yaitu
sitosol melalui reaksi-reaksi penguraiannya
menjadi adenosine diphosphat (ADP) dan
adenosine monophosphat (AMP) (Hardijan-
to dkk., 2010). Pada saat pembekuan sper-
matozoa disimpan dalam keadaan ana-
erobik, sehingga spermatozoa memakai kar-
bohidrat yang terdapat pada bahan pe-
ngencer sebagai sumber energi. Energi
dalam bentuk ATP dihasilkan dengan meta-
bolisme karbohidrat terutama pada jalur
clikolisis. Glikolisis yang berlangsung
secara anaerob akan menghasilkan 2 mol
ATP dan membentuk asam laktat. Mg
dibutuhkan dalam reaksi glikolisis ana-
erobik sebagai kofaktor enzim heksokinase
untuk reaksi fosforilasi glukosa oleh ATP
menjadi glukosa 6-p (Murray et al., 2003).
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Metabolisme karbohidrat yang berjalan
cepat dan terus menerus pada saat pe-
nyimpanan akan menyebabkan kadar glu-
kosa dalam sel semakin rendah. Rendahnya
kadar glukosa pada spermatozoa akan
membentuk siklik AMP. Magnesium yang
terdapat pada Sari Air Laut (Nigarin) meru-
pakan stimulator kuat aktivitas dari me-
ssenger system seperti enzim adenilat sil-
klase yang berfungsi mengkatalis pemben-
tukan ERMP (Lapointe dkk., 1996). Cyclic
AMP merupakan second messenger yang
dibentuk dari senyawa ATP oleh kerja
enzim Adenilat siklase dengan adanya M?’*
yang membentuk suatu kompleks dengan
ATP untuk bertindak sebagai substrat untuk
reaksi (Murray er al., 2@fi§). Peningkatan
konsentrasi cAMP ini selanjutnya dapat
memfosforilasi enzim protein kinase A
(PKA) dan juga protein tirosin kinase
(PTK). Fosforilasi enzim-enzim tersebut
selanjutnya mengaktivasi tirosin kinase
yang ada dalam bagian ekor spermatozoa
sebagai biokatalisator dalam proses fos-
forilasi tirosin. Produk fosforilasi tersebut
memodulasi pergerakan spermatozoa dan
diikuti dengan terjadinya kapasitasi (Inaba,
2003).

Menurut Pramono dan Taswin (2008),
bertambahnya energi berupa ATP pada
spermatozoa akan meningkatkan angka via-
bilitas. ATP tersebut digunakan oleh sper-
matozoa sebagai energi untuk bertahan hi-
dup selama proses pernbekuan. Selain itu
pada penelitian ini menggunakan pengencer
skim kuning telur. Kuning telur mengan-
dung lesitin untuk melindungi spermatozoa
terhadap cekaman dingin selama proses
pembeku Permatasari dkk. (2013) me-
nyatakan 8&hwa fungsi kuning telur terletak
pada kandungan lipoprotein dan lesitinnya
yang dapat bekerja mempertahankan dan
melindungi integritas selubung lipoprotein
dari sel sperma terutama selama proses
pembekuan dan pencairan kembali. Lipo-
protein akan melindungi sperma dari luar
sel yaitu dengan jalan meletakkan diri pada
membrane plasma sperma sehingga sperma
terbungkus oleh lipoprotein. lipoprotein
adalah komponen utama di dalam kuning
telur yang mempunyai daya tarik menarik
dengan membrane plasma sperma.

Penambahan Sari Air Laut (nigarin) P1
0,109 pL menunjukkan persentase motilitas
dan viabilitas spermatozoa masih rendah

dibandj dengan P2 0,426 pL tetapi
sudah lebih tinggi apabila dibandingkan
dengan kontrol. Hal ini menunjukkan pem-
bentukan energi oleh Sari Air Laut (Niga-
rin) pada Pl sudah terjadi tetapi masih
sedikit karena tidak terlihat perbedaan nyata
dengan kontrol.. Pada perlakuan P2 0,426
pL pada spermatozoa hanya sebagian da-
lam menghasilkan energi, sechingga masih
belum terlihat perbedaan yang nyata bila
dibandingkan dengan kontrol. Sedangkan
perlakuan yang menghasilkan cukup ba-
nyak energi dan meningkatkan motilitas
dan viabilitas adalah pada P3 1,09 pl
dengan menghasilkan ATP melalui proses
metabolisme. Menurut Lapointe er al
(1996) juga menunjukkan bahwa penam-
bahan Magnesium dengan konsentrasi 5
mM mampu meningkatkan motilitas dan
viabilitas spermatozoa.

ﬂdmpﬂhn

Berdasarkan penelitian yang telah dila-
kukan, dapat disimpulkan bahwa Penam-
bahan Air Laut (Nigarin) 1,09 pL ke dalam
pengencer skim kuning telur dapat mening-
katkan motilitas dan viabilitas spermatozoa
sapi Limousin post thawing.
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