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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effectiveness of carbohydrates
supplementation on the stallion semen cryopreservation. Semen was collected from 3
stallions using artificial vagina twice a week. Collected semen was evaluated macro-
and microscopically. Semen showed >60% progressive motility was then divided into 3
tubes and diluted with skim milk 1:1, centrifuged at 1006 g for 10 minutes. Supernatan
was removed and each pellet rediluted either with skim milk extender supplemented
with 50 mM trehalose (ST); 50 mM raffinose (SR) or 100 mM fructose (SF) with the
concentration of sperm were 200x10° ml'. Extended semen packed into minitub 0.3 ml
and equilibrates at 4 °C for 2 hours, freezes in the liquid nitrogen vapor for 10 minutes
and stored in liquid nitrogen container -196 °C for further evaluation. After 24 hours,
the semen was thawed at 37 °C for 30 second. The results of this experiment indicated
that trehalose supplementation in skim milk was found to significantly improve the
percentage of sperm motility (P<0.05) for stallion 1 and 3 compared to raffinose and
fructose. But in all stallions, trehalose and fructose were superior compared to raffinose.
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PENDAHULUAN

Kemampuan spermatozoa kuda bertahan
terhadap proses pembekuan (freezing capabil-
ity) sangat rendah, yaitu hanya 24% (Linfor
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et al, 2002) sampai 33% (Vidament et al.,
2002) atau 30%-40% (Alvarenga et al., 2004).
Proses pendinginan, pembekuan dan thaw-
ing akan menyebabkan perubahan suhu yang
drastis sehingga akan menyebabkan kerusakan
pada membran sel spermatozoa. Selain itu,
spermatozoa juga akan mengalami perubahan
tekanan osmotik saat dipaparkan pada bahan
pengencer yang mengandung krioprotektan.
Metabolisme spermatozoa ditekan sampai titik
terendah pada saat pembekuan dan penyim-
panan semen beku sehingga spermatozoa tidak
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membutuhkan sumber nutrisi. Selama proses
pengenceran, ekuilibrasi, thawing dan sebelum
semen dideposisikan pada alat kelamin betina,
spermatozoa akan membutuhkan sumber nu-
trisi untuk melakukan aktivitas fisiologisnya.
Oleh karena itu pada pengencer semen beku
dibutuhkan karbohidrat yang akan digunakan
sebagai sumber energi spermatozoa.

Karbohidrat dapat berfungsi ganda.
Karbohidrat sederhana seperti glukosa dan
fruktosa dibutuhkan sebagai sumber energi,
sedangkan karbohidrat molekul besar dapat
berfungsi sebagai krioprotektan ekstraseluler.
Penggunaan disakarida (trehalosa), trisakarida
(rafinosa), dan oligosakarida lainnya pada pe-
ngenceran semen beberapa ternak diduga lebih
mampu melindungi spermatozoa dalam proses
pembekuan (Yildiz et al., 2000). Trehalosa dan
rafinosa adalah karbohidrat dengan molekul
besar yang berfungsi sebagai krioprotektan
ekstraseluler (Rudolph & Crowe, 1985). Peng-
gunaan trehalosa dan ethylene diamine tetra
acetic acid (EDTA) pada pembuatan semen
beku domba dilaporkan dapat meningkatkan
persentase spermatozoa motil dibandingkan
dengan hanya menggunakan fruktosa (Aisen et
al., 2000).

Rafinosa dilaporkan oleh Suwarso
(1999) merupakan jenis karbohidrat yang baik
digunakan untuk pembekuan semen kambing,
karena selain berfungsi sebagai sumber energi
juga berfungsi sebagai krioprotektan ekstra-
seluler. Keunggulan penambahan trehalosa
telah dilaporkan pada semen tikus (Sztein
et al, 2001), sapi (Woelders et al., 1997),
anjing (Yildiz et al., 2000), domba (Aisen et
al., 2002), kambing (Suwarso, 1999; Aboagla
& Terada, 2004) dan babi (Hu et al., 2009).
Penelitian penggunaan trehalosa pada se-
men kuda baru dilaporkan oleh Squires et al.
(2004), tetapi menggunakan pengencer komer-
sial semen kuda (EZ Mixin Basic Formula).
Penelitian ini bertujuan menguji suplementasi
berbagai macam gula yaitu trehalosa, rafinosa
dan fruktosa dalam pengencer susu skim untuk
pembekuan semen kuda.
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MATERI DAN METODE
Sumber Semen

Tiga ekor kuda jantan yang digunakan
sebagai sumber semen dalam penelitian ini
milik Athena stable, Cinere-Depok, terdiri atas
satu ekor generasi empat (G4) thoroughbred
(Spirit of Jatim/jantan 1); satu ekor american
pinto (Sony Boy/jantan 2) dan satu ekor
swedish warmblood (Prince Couperos/jantan
3) berumur antara 5 dan 8 tahun hasil seleksi
dengan kriteria sehat dan teruji, serta menun-
jukkan kualitas terbaik dari evaluasi produksi
spermatozoa harian. Kuda-kuda tersebut dikan-
dangkan secara individual diberi pakan berupa
konsentrat dan bran masing-masing sebanyak
3 kg serta rumput yang telah dilayukan seba-
nyak 10 kg, air minum diberikan ad libitum.

Pengencer Semen

Penelitian dimulai dengan penyiapan
bahan pengencer, yaitu: (1) pengencer dasar
sentrifugasi terdiri atas skim glukosa (Kenney
et al., 1975) yang terdiri atas skim 2,4 g
(Tropicana slim, plain) dan glukosa 4 g (Merck,
KgaA, Darmstadt, Germany) dalam milli-Q
water ad 100 ml. Campuran dipanaskan pada
suhu 92-95 °C selama 10 menit, didinginkan
dan disaring. Diberi antibiotik streptomisin
100 mg (Meiji, Japan) dan penisilin 100
000 TU (Meiji, Japan). (2) Pengencer semen
beku terdiri atas tiga macam, yaitu pengencer
dasar skim untuk sentrifugasi disuplementasi
masing-masing dengan trehalosa 50 mM
(Sigma, Chemical Co. St. Louis, Mo, USA ),
raffinosa 50 mM (BDH Chemical Ltd. Poole,
England) atau fruktosa 100 mM (Merck,
KgaA, Darmstadt, Germany) (konsentrasi
gula yang digunakan merupakan hasil terbaik
dari uji pendahuluan pada semen cair), sebagai
krioprotektan digunakan gliserol 5%.

Koleksi dan Pengolahan Semen

Semen dikoleksi menggunakan vagina
buatan tipe Nishikawa (Jepang) dan dimodi-
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fikasi dengan tabung penampung semen tipe
Missouri (Nasco, Fort Atkinson, WI). Kain
kasa dipasang pada mulut botol penampung
untuk menyaring bagian gel (Arifiantini ef al.,
2006b). Semen yang diperoleh dievaluasi se-
cara makroskopis yang meliputi: volume (ml),
warna, konsistensi dan pH yang diukur meng-
gunakan pH special indicator paper (Merck,
interval 6-8 skala 0,2).

Evaluasi secara mikroskopis dilakukan
dengan menghitung persentase spermatozoa
motil (%SM); spermatozoa hidup (%SH),
konsentrasi  spermatozoa, dan morfologi
spermatozoa normal. Penentukan persentase
spermatozoa motil menggunakan metode
subjektif kuantitatif dari 5 lapang dengan nilai
0% (tidak motil) sampai dengan 100% (motil
seluruhnya). Persentase spermatozoa hidup
menggunakan pewarnaan eosin nigrosin (Barth
& Oko, 1989), spermatozoa hidup tidak akan
menyerap warna dan spermatozoa yang mati
akan menyerap warna eosin, dari 10 lapang
pandang dengan jumlah total sel terhitung
>200 sel. Konsentrasi spermatozoa per ml
dihitung menggunakan neubauer chamber
dengan pengenceran 100x dalam NaCl 3%
(Parish’s, 2003) dan morfologi (normalitas)
dengan pewarnaan williams (Arifiantini et al.,
2006a). Mikroskop yang digunakan adalah
Olympus CH 20. Semen dengan persentase
motilitas >60% dan persentase spermatozoa
yang abnormal <35% digunakan dalam pene-
litian ini.

Semen untuk kepentingan pengenceran
dibagi ke dalam tiga tabung ditambah bahan
pengencer skim 1:1 dan disentrifugasi meng-
gunakan sentrifuse portable (Hettich EBA 3S.
Tuttlingen. Jerman) dengan kecepatan 1006 x
g selama 15 menit (Arifiantini et al., 2006b).
Setelah sentrifugasi, supernatan dibuang dan
pellet  (spermatozoa) dilarutkan kembali,
masing-masing dengan pengencer skim treha-
losa, skim rafinosa dan skim fruktosa dengan
konsentrasi spermatozoa 200x10° ml'. Semen
selanjutnya dikemas ke dalam straw 0,3 ml
(minitiib, Tiefenbach, Germany) disusun di
dalam kaset dan diekuilibrasi pada suhu 4-5 °C
selama dua jam (Arifiantini ef al., 2007).
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Pembekuan dilakukan dalam uap N, cair
dengan jarak 4 cm dari permukaan N, cair
selama 10 menit. Semen beku disimpan di da-
lam kontainer N, cair untuk pengamatan lebih
lanjut. Thawing dilakukan pada air hangat (37
°C) selama 30 detik. Pengamatan persentase
spermatozoa motil dan persentase sperma-
tozoa hidup dilakukan pada semen segar,
setelah pengenceran, ekuilibrasi, dan thawing.
Keberhasilan pembekuan juga dinilai dari
recovery rate (RR), yaitu jumlah spermatozoa
yang berhasil pulih dari proses pembekuan
yang dihitung menurut (Hafez, 1993) dengan
rumus:

% spermatozoa motil setelah thawing

RR= .
% spermatozoa motil semen segar

x 100%

Data dianalisa menggunakan rancangan
acak lengkap (RAL) faktorial, diulang seba-
nyak empat kali. Jika perlakuan berpengaruh
nyata, maka dilakukan uji duncan (Walpole,
1995).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kualitas Semen Segar

Semen segar dari ketiga kuda yang digu-
nakan dalam penelitian ini mempunyai kualitas
yang berbeda (P<0,05). Semen jantan 3, mem-
punyai motilitas yang paling baik dibanding-
kan dengan jantan 2 atau jantan 1, dan tidak
ada perbedaan pada jumlah spermatozoa yang
hidup. Tanpa melihat faktor individu secara
keseluruhan semen segar mempunyai kualitas
yang cukup baik dengan volume semen tanpa
gel 27,8+6,2 ml, pH 7,0+0,1 berwarna putih
keruh dengan konsistensi encer. Secara mik-
roskopis menunjukkan persentase spermatozoa
motil rata-rata 67,8+4,2 dan spermatozoa hidup
78,8+4,0%. Konsentrasi spermatozoa adalah
219,6+9,2x10° ml' dengan spermatozoa nor-
mal mencapai 72,2+3,4% (Tabel 1).

Kualitas Semen Beku

Motilitas spermatozoa pada jantan 1,
jantan 2, dan jantan 3 sampai dengan setelah
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ekuilibrasi, mempunyai kemiripan dengan se-
men segar. Jantan 3 mempunyai motilitas dan
spermatozoa hidup paling tinggi dibandingkan
dengan 2 kuda lainnya. Karbohidrat yang
digunakan tidak mempengaruhi motilitas pada
jantan 3, tetapi pada jantan 1 dan 2 terlihat
bahwa fruktosa menunjukkan motilitas yang
lebih tinggi (P<0,05) dibandingkan trehalosa
ataupun rafinosa (Tabel 1). Kualitas semen
beku kuda pada pengencer skim yang disuple-
mentasi dengan trehalosa, rafinosa dan fruktosa
dengan gliserol 5% menunjukkan hasil yang
sangat bervariasi, antar individu yang diguna-
kan ataupun antar karbohidrat yang digunakan.

Berdasarkan individu kuda, pada jantan
1 dan 3 terlihat bahwa suplementasi trehalosa
pada pengencer skim menunjukkan persentase
motilitas setelah thawing yang lebih tinggi
dibandingkan dengan rafinosa ataupun fruktosa
(Tabel 1). Fruktosa dan trehalosa pada jantan

Media Peternakan

2 menunjukkan persentase motilitas setelah
thawing yang sama, yaitu 27,2%. Perbedaan
motilitas pada jantan 1 dan 3 dengan jantan
2 terhadap trehalosa dapat diartikan bahwa
pengaruh individu kuda berperanan dalam
hal ini. Secara keseluruhan tanpa melihat
individu kuda yang digunakan, trehalosa
dan fruktosa menunjukkan motilitas setelah
thawing yang hampir sama, yaitu 26,3% dan
22,2%, lebih tinggi dari rafinosa yang hanya
20%. Penemuan ini memperkuat hasil pene-
litian sebelumnya bahwa trehalosa merupakan
karbohidrat yang dapat melindungi sperma-
tozoa pada saat pembekuan seperti yang di-
laporkan sebelumnya oleh Sztein et al. (2001)
pada semen tikus; Woelders et al. (1997) pada
semen sapi; Yildiz et al. (2000) pada semen
anjing; Aisen et al. (2000) pada semen domba;
Aboagla & Terada (2004) pada semen kam-
bing serta Hu et al., (2009) pada semen anjing.

Tabel 1. Pengaruh suplementasi berbagai karbohidrat pada pengencer skim terhadap persentase spermato-

zoa motil pada kuda jantan

Jenis karbohidrat

Kuda jantan
Trehalosa Rafinosa Fruktosa
Semen segar 1 63,3+2,9* 63,3+2,92 63,3+2,9°
2 68,3+2,9° 68,3+2,9° 68,3+£2,9°
3 71,742,9¢ 71,742,9¢ 71,7+2.9¢
Rataan 67,8+4,2 67,8+4,2 67,8+4,2
Setelah ekuilibrasi 1 40,0+0,0° 40,0+0,0° 45,0+0,0°
2 63,3+2,9% 63,3+2.9% 68,3+2,9¢
3 70,0+0,0¢ 70,0+0,0¢ 70,0+0,0¢
Rataan 57,8+15,8 57,8+15,8 61,1£14,0
Setelah thawing 1 25,0+5,0° 17,8+4,4* 20,0+4,3?
2 27,24+6,2° 22,249, 1% 27,2436
3 26,7+2,5° 20,0+2,5° 19,444,6°
Rataan 26,3+1,2 20,04+2,2 22,2443
Recovery rate 1 39,5 26,8 31,6
2 39,8 32,5 39,8
3 37,2 27,9 27,1
Rataan 38,8 29,5 32,8

Keterangan: superskrip berbeda pada baris dan kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05); kuda jantan
1=Spirit of Jatim, generasi empat (G4) kuda thoroughbred; kuda jantan 2=Sony Boy, kuda american
pinto; kuda jantan 3=Prince Couperos, kuda swedish warmblood.
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Hasil penelitian ini berbeda dengan Squires et
al. (2004) yang menyatakan bahwa rafinosa
atau trehalosa pada pengencer skim tidak me-
ningkatkan motilitas spermatozoa dengan nilai
masing-masing adalah rafinosa 65%, trehalosa
66%, dan kontrol 63%.

Terdapat perbedaan yang cukup sig-
nifikan pada pengamatan spermatozoa yang
hidup. Jantan 1 menunjukkan nilai yang paling
baik pada trehalosa dan fruktosa dibanding-
kan dengan jantan 2 dan 3. Rataan dari ke-3
kuda yang digunakan ternyata trehalosa dan
fruktosa menunjukkan nilai yang hampir
sama, yaitu 44,29+8,77% dan 44,80+8,83%
lebih tinggi (P<0,05) dibandingkan rafinosa
(39,78+2,.41%) (Tabel 2). Hal ini dapat diar-
tikan bahwa jantan 1, meskipun mempunyai
kualitas semen segar yang paling rendah tetapi
motilitas atau pun persentase spermatozoa
hidup setelah thawing menunjukkan nilai yang
tidak berbeda dengan jantan 2 dan 3 yang
mempunyai kualitas semen segar yang lebih
baik. Hal ini terbukti dari nilai RR (spermato-
zoa-spermatozoa yang berhasil pulih kembali
setelah dibekukan) pada masing masing jantan

PERANAN FRUKTOSA

berbeda-beda untuk setiap karbohidrat yang
digunakan. Nilai RR pada trehalosa menunjuk-
kan nilai yang hampir sama pada ketiga jantan,
sedangkan pada fruktosa dan rafinosa hanya
jantan 2 yang menunjukkan nilai yang kon-
sisten. Tanpa melihat pengaruh individu kuda,
nilai RR trehalosa menunjukkan nilai tertinggi,
yaitu 38,79%, diikuti oleh fruktosa 32,79% dan
paling rendah adalah rafinosa hanya 29,51%.
Menurut Vishwanath & Shannon (2000),
karbohidrat mempunyai berbagai peranan
pengencer semen, diantaranya untuk mensta-
bilkan tekanan osmotik dan sebagai kriopro-
tektan. Seperti telah dilaporkan oleh Yildiz et
al. (2000) dan Aisen et al. (2000), trehalosa
dapat meningkatkan kualitas setelah thawing
pada semen anjing dan domba, yang dalam
penelitian ini juga terbukti dapat menghasilkan
motilitas spermatozoa setelah thawing yang
lebih baik dibandingkan dengan karbohidrat
lainnya. Kerja trehalosa sebagai krioprotektan
ekstraseluler bersama-sama dengan gliserol
sebagai krioprotektan intraseluler pada semen
kuda dapat melindungi spermatozoa dengan
baik. Rafinosa yang dilaporkan oleh Rudolph

Tabel 2. Pengaruh suplementasi berbagai karbohidrat pada pengencer skim terhadap persentase spermato-

zoa hidup pada kuda jantan

. Jenis karbohidrat
Tahapan Kuda jantan

Trehalosa Rafinosa Fruktosa

Semen segar 1 79,9£2,7* 79,9£2,77 79,9£2,77
2 77,943,0° 77,943,0? 77,943,0?

3 78,7+6,6 78,7+6,6* 78,7+6,6*

Rataan 78.,8+1,0 78,8+1,0 78,8+1,0

Setelah ekuilibrasi 1 66,2+0,9% 67,0+1,5? 75,1£1,0°
2 74,9+1,4° 74,0+3,4 76,3+1,0°

3 75,5+1,0° 77,8+0,9¢ 74,7+1,0°

Rataan 72,2452 72,945,5 75,3+£0,8

Setelah thawing 1 52,4+12,8¢ 37,78+10,7%® 54,344 ,4¢
2 34,945,9* 39,09+7,7% 43,3+9,7°
3 45,5+6,6° 42.47+5,7% 36,8+10,7°

Rataan 44,3488 39,8424 44 8+8.8

Keterangan: superskrip berbeda pada baris dan kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05); kuda jantan
1=Spirit of Jatim, generasi empat (G4) kuda thoroughbred; kuda jantan 2=Sony Boy, kuda american
pinto; kuda jantan 3=Prince Couperos, kuda swedish warmblood.
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& Crowe (1985) dapat berperan sama dengan
trehalosa, dalam penelitian ini tidak terbukti.
Penggunaan trehalosa pada pembekuan semen
kuda belum banyak dilaporkan. Keunggulan
trehalosa pada pembekuan semen domba telah
dilaporkan oleh Aisen et al. (2000), dan pada
semen kambing penggunaan trehalosa dapat
meningkatkan fluiditas (kelenturan) dari mem-
bran plasma sehingga melindungi pada saat
pembekuan (Aboagla & Terada, 2003).

Menurut Best (2006), air dalam sel
terdiri atas bulk water yang mengisi 90% dari
sel serta bound water yang mengisi hanya
10% dari sel. Bulk water adalah air yang bisa
membeku dan akan keluar akibat perubahan
tekanan osmotik, sedangkan bound water
adalah molekul air yang 20-100 kali lebih
kental dibandingkan dengan bulk water. Saat
terjadi proses pembekuan, bagian luar sel akan
mengalami pembekuan terlebih dahulu, yang
akan menarik air keluar dari dalam sel ke luar.
Trehalosa yang merupakan jenis karbohidrat
yang tidak toksik dan bersifat krioprotektan
ini akan melindungi membran sel dengan cara
mengikat air ke protein dan ke ujung polar dari
phospholipid lebih kuat dibandingkan dengan
bound water (Rudolph et al., 1986).

60 -

Trehalosa

Rafinosa
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Secara umum dibandingkan dengan
proses pembekuan semen ternak lain, penu-
runan kualitas yang terjadi pada semen kuda
ini sangat tinggi. Penurunan persentase motili-
tas spermatozoa, dari semen segar ke setelah
ekuilibrasi masih rendah hanya berkisar antara
6,7% dan 10%. Penurunan yang terjadi setelah
ekuilibrasi ke setelah thawing sangat tinggi,
yaitu skim fruktosa sebesar 38,9%, skim rafi-
nosa 37,8% dan skim trehalosa 31,5%. Total
penurunan persentase spermatozoa motil dari
semen segar ke setelah thawing, adalah 41,5%
(skim trehalosa); 45,6% (skim fruktosa); dan
skim rafinosa (47,8) (Gambar 1).

Spermatozoa mengalami berbagai keru-
sakan selama proses pembekuan semen, yang
dipengaruhi oleh perubahan suhu dan tekanan
osmotik (Baumber et al, 2003) yang akan
secara langsung mempengaruhi membran plas-
ma. Neild ef al. (2003) melaporkan kerusakan
membran plasma kuda terjadi pada saat sentri-
fugasi, pengenceran kembali setelah sentrifuga-
si, equilibrasi pada suhu ruang ataupun setelah
pendinginan pada suhu 5°C. Kerusakan lain
yang terjadi pada pembekuan semen adalah
terjadinya peroksidasi lipida (Baumber et al.,
2003; Bailey et al., 2000). Aktivitas peroksi-

Fruktosa

Jenis karbohidrat

Gambar 1.

dari setelah equilibrasi ke setelah thawing

Penurunan persentase spermatozoa motil dari semen segar ke setelah equilibrasi (E3=SS-SE);

SE-ST) dan dari semen segar ke setelah

thawing (B=SS-ST) pada pengencer skim yang disuplementasi dengan berbagai karbohidrat.
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dasi lipida pada semen segar sangat rendah,
tetapi setelah proses pembekuan menunjukkan
adanya aktivitas peroksidasi lipida yang tinggi,
tepatnya pada bagian midpiece (Gadella et al.,
2002). Hal ini menunjukkan bahwa peroksidasi
lipida pada spermatozoa yang disebabkan oleh
pembekuan terjadi pada bagian mitokhondria.
Peroksidasi lipida diawali dengan terbentuknya
reactive oxygen species (ROS) sebagai produk
sampingan dari metabolisme spermatozoa.
Keberadaan ROS akan menyerang substrat
yang terdekat, yaitu ikatan rangkap rantai asam
lemak tidak jenuh yang terdapat pada bagian
midpiece. Pengaruhnya secara langsung masih
dalam penelitian, tetapi kelihatannya ber-
hubungan dengan proses kapasitasi sehingga
spermatozoa kehilangan fertilitasnya (Gadella,
2008).

Motilitas setelah thawing semen kuda
berdasarkan persentase dibagi dalam tiga
kategori, yaitu bad freezer (<20%), regular
atau moderate freezer (20%-40%), dan good
freezer (>40%) (Alvarenga et al., 2005).
Ketiga kuda jantan yang digunakan dalam
penelitian ini dapat digolongkan ke regular
freezer karena hanya menghasilkan persentase
motilitas setelah thawing antara 20% dan 40%.
Standar nasional untuk motilitas setelah thaw-
ing (post thawing motility=PTM) pada semen
beku sapi agar semen tersebut layak diinsemi-
nasikan adalah lebih dari 40%. Motilitas pada
kuda yang diperhitungkan adalah jumlah total
spermatozoa yang motil (total number motile
sperm). Satu kali inseminasi membutuhkan
minimal 300x10°sel, sehingga berapapun PTM
yang dihasilkan, semen beku tersebut akan di-
simpan dan dimanfaatkan. Jumlah straw yang
diinseminasikan akan berbeda bergantung
pada nilai PTM. Semakin tinggi PTM, semakin
sedikit jumlah straw yang digunakan, dan se-
makin rendah PTM, maka jumlah straw yang
diinseminasikan semakin banyak agar tercapai
angka konsepsi yang diharapkan.

KESIMPULAN

Penambahan trehalosa 50 mM dalam
pengencer skim dapat meningkatkan kualitas

PERANAN FRUKTOSA

semen beku kuda. Perlu dilakukan inseminasi
menggunakan semen beku yang dihasilkan
untuk mengetahui fertilitas semen beku yang
sesungguhnya.
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