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ABSTRACT

The aim of this research was to observe the quality of spotted buffalo epididymal 
sperm after storage at 4 °C as liquid semen for 12 and 24 hours in andromed containing 
sucrose 0.2% and 0.4%.  Sperm was collected from epididymal tissues by combination 
of slicing and pressing methods. The parameters observed were the percentage 
of progressive motility and live sperm. The results showed that the percentage of 
progressive motility of the liquid semen after storage for 12 hours in andromed (A), 
andromed + sucrose 0.2% (P1) and andromed + sucrose 0.4% (P2) were 48.33%; 53.33% 
and 55% (P>0.05), respectively.  In addition, the percentage of motility after 24 hours 
of storage in those extenders were 45%; 46.67% and 46.67% (P>0.05), respectively.  
The percentage of live sperm in A, P1 and P2 after 12 hours of storage were 70.33%; 
73% and 73.33% while after 24 hours of storage, the percentage of live sperm in those 
extenders were 66.33%; 68.67% and 69.67%, respectively.  In conclusion, the addition of 
0.2% and 0.4% sucrose in andromed extender could maintain the quality of the spotted 
buffalo epididymal sperm after storage for 12 and 24 hours at 4 °C.
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penelitian di Indonesia. Sebagai hewan asli dan 

diketahui sebagai ternak khas Kabupaten Tana 

Toraja, Sulawesi Selatan, kerbau belang perlu 

mendapat perhatian khusus dalam hal pening-

katan populasi dan pencegahan dari ancaman 

kepunahan. Hewan ini digunakan oleh ma-

syarakat setempat sebagai hewan persembahan 

dalam berbagai upacara adat, terutama upacara 

kematian. Masyarakat mempercayai bahwa 

semakin banyak kerbau belang jantan yang 

dikorbankan, semakin mudah jalan orang yang 

meninggal menuju surga. Selain itu, sistem 

pemeliharaan kerbau belang jantan juga unik, 

yaitu selalu dipisahkan dari kerbau betina un-

tuk mencegah terjadinya aktivitas reproduksi. 

Kedua hal tersebut memberikan dampak nega-

tif dalam upaya penyelamatan dan peningkatan 

populasi kerbau belang yang cenderung meng-

alami penurunan setiap tahunnya.  

Pendekatan teknologi reproduksi meru-

pakan salah satu upaya penting yang sebaiknya 

dilakukan untuk mengatasi permasalahan 

kerbau belang tersebut. Seperti diketahui, ba-

gian cauda epididimis merupakan gudang pe-

nyimpanan spermatozoa sebelum dikeluarkan 

pada proses ejakulasi (Hafez & Hafez, 2000).  

Spermatozoa asal epididimis ternak atau 

hewan yang telah dipotong  merupakan salah 

satu alternatif sumber spermatozoa untuk me-

menuhi kebutuhan dalam penerapan berbagai 

teknologi reproduksi. Menurut Axner et al. 

(1998), spermatozoa yang berasal dari bagian 

cauda epididimis telah memiliki motilitas 

dan kemampuan membuahi oosit yang sama 

baiknya dengan spermatozoa hasil ejakulasi.  

Beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa 

spermatozoa epididimis pada berbagai spesies 

lainnya seperti sapi (Graham, 1994), rusa 

(Soler et al., 2003) dan kerbau Afrika (Herrick 

et al. 2004; Herold et al., 2004; Harshan et al. 

2005; Herold et al., 2006), diketahui memiliki 

kualitas seperti halnya spermatozoa hasil 

ejakulasi.

Penggunaan epididimis dapat dijadikan 

sebagai alternatif sumber spermatozoa untuk 

menggantikan spermatozoa asal ejakulat pada 

kasus kerbau belang yang memiliki aktivitas 

reproduksi dibatasi, bahkan dilarang oleh 

peternak. Teknik tersebut potensial untuk 

penyelamatan dan peningkatan populasinya. 

Epididimis kerbau belang dapat dikumpulkan 

pada saat prosesi upacara adat kematian dan 

upacara adat lainnya, sehingga penyelamatan 

spesies ini dapat dilakukan tanpa mengganggu 

kepercayaan dan kebiasaan masyarakat se-

tempat dalam sistem pemeliharaan ternak. 

Spermatozoa dari epididimis kerbau belang 

dapat dikoleksi dengan berbagai metode, se-

perti penyayatan (slicing), aspirasi, penekanan 

pada jaringan dan pembilasan (fl ushing). 

Selanjutnya spermatozoa epididimis tersebut 

dapat disimpan, baik dalam bentuk cair mau-

pun beku, sampai digunakan lebih lanjut untuk 

tujuan inseminasi buatan (IB), in vitro embryo 

production (IVEP) maupun intra cytoplasmic 

sperm injection (ICSI) untuk memperoleh 

keturunan yang membawa sifat belang dari 

pejantan.

Bahan pengencer yang digunakan untuk 

tujuan penyimpanan spermatozoa, baik dalam 

bentuk cair maupun beku, memegang peranan 

penting dalam upaya mempertahankan kuali-

tas spermatozoa selama masa penyimpanan.  

Sukrosa termasuk dalam golongan disakarida 

yang terdiri dari glukosa dan fruktosa.  Sebagai 

karbohidrat, sukrosa diduga dapat digunakan 

sebagai krioprotektan ekstraseluler dan sum-

ber energi bagi metabolisme spermatozoa 

selama penyimpanan pada suhu rendah (4°C). 

Penambahan sukrosa dengan dua konsentrasi 

yang berbeda, yaitu 0,2% dan 0,4% w/v ke 

dalam bahan pengencer andromed, dilakukan 

dalam penelitian ini sebagai usaha memperta-

hankan kualitas spermatozoa epididimis kerbau 

belang selama penyimpanan dalam bentuk cair 

pada suhu rendah.

MATERI DAN METODE

Koleksi epididimis kerbau belang dilaku-

kan pada saat upacara pemakaman keluarga di 

Desa Pangli, Kecamatan Sa’dan, Kabupaten 

Tana Toraja. Bagian cauda epididimis dibilas 

dan disimpan dalam larutan fi siologis (NaCl 

0,9%) sebagai media transportasi. Selanjutnya 

spermatozoa dari bagian cauda epididimis 
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dikoleksi dengan kombinasi teknik slicing/pe-

nyayatan dan penekanan pada setiap jaringan 

cauda (Rizal et al., 2004a) menggunakan 

larutan andromed sebagai medium pengencer.   

Spermatozoa segar (sebelum diencerkan) hasil 

koleksi dievaluasi kualitasnya, meliputi kon-

sentrasi spermatozoa, persentase (%) motilitas, 

% hidup, % abnormalitas dan % membran 

plasma utuh (MPU).  

Haemositometer dan neubauer chamber 

digunakan untuk menghitung konsentrasi 

spermatozoa. Spermatozoa hasil koleksi yang 

belum diencerkan diletakkan di atas gelas 

objek kemudian disedot dengan pipet eritrosit 

hingga angka 0,5, dan ditambahkan larutan 

NaCl 3% hingga mencapai angka 101 dan 

dihomogenkan. Konsentrasi dihitung pada 

lima kamar hitung neubauer (Toelihere, 1993). 

Persentase motilitas progresif (bergerak ke 

depan) spermatozoa dihitung secara subjektif 

pada delapan lapang pandang yang berbeda 

dengan mikroskop cahaya pembesaran 400x 

(Rasul et al., 2001). Angka yang diberikan 

berkisar antara 0%-100% dengan skala 5%.

Persentase spermatozoa yang hidup 

ditentukan dengan menggunakan pewarnaan 

eosin B (Merck, Cat. No. 509 K5003834, 

Germany) (Toelihere, 1993). Spermatozoa 

yang hidup ditandai oleh kepala yang ber-

warna putih (transparan), sedangkan yang mati 

ditandai oleh kepala yang berwarna merah.  

Sebanyak minimal 200 spermatozoa dievaluasi 

menggunakan mikroskop cahaya pembesaran  

400 kali. Persentase abnormalitas spermatozoa 

meliputi spermatozoa yang tidak memiliki 

kepala atau ekor, kepala besar atau kecil, me-

miliki dua kepala atau ekor (Toelihere, 1993). 

Sebanyak minimal 200 spermatozoa dievaluasi 

menggunakan mikroskop cahaya pembesaran  

400 kali.

Persentase MPU ditentukan meng-

gunakan metoda Rodriquez-Gil et al. (1994) 

dengan sedikit modifi kasi. Sebanyak 0,1 

ml semen dicampur dengan 9,9 ml medium 

hipoosmotik. Medium hipoosmotik dibuat 

dengan melarutkan 0,3 g fruktosa (Merck, Cat. 

No. 4007.1.0250, Germany) dan 0,7 g Na sitrat 

(Merck, Cat. No. 6448, Germany) ke dalam 

100 ml akuabidestilata. Setelah dicampurkan, 

sediaan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 45 

menit.  Spermatozoa yang memiliki membran 

plasma utuh ditandai oleh ekor yang melingkar 

atau menggembung, sedangkan yang rusak 

ditandai oleh ekor yang lurus apabila semen 

dipaparkan di dalam larutan hipoosmotik dan 

diinkubasi pada suhu 37 oC selama 60 menit. 

Sebanyak minimal 200 spermatozoa dievaluasi 

menggunakan mikroskop cahaya pembesaran  

400 kali.

Spermatozoa hasil koleksi kemudian 

disentrifugasi dengan kecepatan 500 G selama 

20 menit pada suhu kamar. Supernatan yang 

terbentuk dibuang dan sedimen yang mengan-

dung spermatozoa diencerkan kembali dengan 

bahan pengencer yang disesuaikan dengan per-

lakuan yang akan dilakukan. Jumlah pengencer 

yang digunakan disesuaikan berdasarkan hasil 

perhitungan konsentrasi yang telah dilakukan 

sebelumnya.

Spermatozoa epididimis diencerkan de-

ngan menggunakan medium pengencer dasar 

komersial andromed (Minitub, Germany). 

Andromed terdiri atas tris hidroksi metil ami-

nometan, fruktosa, asam sitrat dan beberapa 

jenis antibiotik (Minitub, 2001). Sebagai kon-

trol, digunakan andromed yang diencerkan 

dengan akuabidestilata dengan perbandingan 

1:4. Sebagai perlakuan dilakukan penambahan 

sukrosa dengan dosis 0,2% dan 0,4% ke dalam 

medium pengencer andromed seperti pada 

kontrol. Pengamatan dilakukan setelah 12 dan 

24 jam penyimpanan dalam bentuk cair pada 

suhu ± 4 °C.  

Peubah yang dievaluasi dalam penelitian 

ini adalah kuantitas dan kualitas spermatozoa 

segar setelah koleksi, meliputi konsentrasi, 

motilitas, spermatozoa hidup, abnormalitas dan 

MPU serta kualitas spermatozoa selama pe-

nyimpanan dalam bentuk semen cair meliputi 

motilitas dan persentase spermatozoa hidup. 

Data yang diperoleh dianalisa dengan sidik ra-

gam (ANOVA) dalam bentuk rancangan acak 

lengkap dengan tiga perlakuan bahan pengen-

cer dan lima kali pengamatan sebagai ulangan. 

Perbedaan antar perlakuan diuji dengan uji 

beda nyata terkecil (Steel & Torrie, 1993).   
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Kualitas Spermatozoa Segar dari 

Epididimis

Konsentrasi spermatozoa yang diperoleh 

sebesar 10.533,3x106 spermatozoa/ml (Tabel 

1). Hasil ini masih dalam kisaran jumlah seperti 

yang dilaporkan Senger (1999) bahwa konsen-

trasi spermatozoa di bagian cauda epididimis 

hewan mamalia sebanyak 10.000–50.000 juta 

sel/ml. Hasil yang diperoleh  berbeda dengan 

yang dilaporkan  pada domba.  Menurut  Rizal 

et al. (2004b), cauda epididimis domba garut 

mempunyai konsentrasi spermatozoa rata-rata 

sebanyak 13.993,33 juta sel/ml (berkisar an-

tara 13.530 dan 14.520 juta sel/ml). Perbedaan 

hasil yang diperoleh diduga disebabkan karena 

perbedaan jenis ternak dan perbedaan metode 

koleksi yang digunakan.  

Persentase motilitas spermatozoa epi-

didimis kerbau belang yang diperoleh dari 

penelitian ini (65,0±0,0%) lebih tinggi nilainya 

daripada hasil penelitian Herrick et al. (2004), 

Herold et al. (2006) serta Herold et al. (2004) 

terhadap spermatozoa epididimis kerbau Afrika 

(Syncerus caffer), yakni berturut-turut sebesar 

60,0±3,82%, 58±17% dan 53,0±12,51%. Per-

bedaan ini diduga akibat perbedaan spesies 

kerbau dan kondisi individu masing-masing 

pejantan yang digunakan dalam penelitian 

tersebut. Hasil penelitian pada beberapa ternak 

dilaporkan bahwa persentase spermatozoa mo-

til cauda epididimis pada domba garut rata-rata 

sebesar 70,83% (Rizal et al., 2004b), pada ba-

dak rata-rata sebesar 70%–75% (Lubbe et al., 

1999), pada kuda rata-rata sebesar 38%–77% 

(Squires et al., 2000) dan pada rusa merah 

rata-rata  sebesar 57,6% (Soler et al., 2003).

Persentase hidup spermatozoa epididimis 

segar yang diperoleh dalam penelitian ini sebe-

sar 76±2,83%, lebih rendah nilainya daripada 

laporan Herrick et al. (2004) pada spermatozoa 

asal epididimis kerbau afrika yakni sebesar 

92,75±2,25%. Hal tersebut diduga terjadi 

akibat perbedaan jenis ternak dan kondisi dari 

masing-masing individu pejantan yang digu-

nakan. Persentase abnormalitas spermatozoa 

epididimis kerbau belang yang diperoleh pada 

penelitian ini adalah sebesar 15,33±2,49%. 

Abnormalitas spermatozoa paling banyak dite-

mukan pada pengamatan ini disebabkan masih 

adanya cytoplasmic droplet pada bagian distal. 

Meskipun demikian, angka ini masih berada 

dalam kisaran normal abnormalitas spermato-

zoa yang layak digunakan proses fertilisasi.  

Persentase MPU yang diperoleh pada 

penelitian ini sekitar 80,8%, lebih rendah 

dibandingkan dengan yang dilaporkan Soler et 

al. (2003) pada rusa merah yakni sebesar 90%. 

Keutuhan membran plasma sangat diperlukan 

oleh spermatozoa, karena kerusakan membran 

plasma akan berpengaruh terhadap proses me-

tabolisme dan berhubungan dengan  motilitas 

serta daya hidup spermatozoa yang dihasilkan. 

Metabolisme sel akan berlangsung baik jika 

membran plasma sel berada dalam keadaan 

yang utuh, sehingga mampu dengan baik 

mengatur lalu lintas masuk dan keluar dari sel 

semua substrat dan elektrolit yang dibutuhkan 

dalam proses metabolisme.   

Kualitas Spermatozoa Epididimis Setelah 

Proses Penyimpanan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

setelah penyimpanan 12 dan 24 jam pada 

suhu 4 °C, secara umum kualitas spermatozoa 

epididimis kerbau belang cenderung menga-

lami penurunan (Tabel 2). Persentase motilitas 

dalam ketiga bahan pengencer (A, P1, dan P2) 

pada saat 0 jam penyimpanan adalah sebesar 

65%, namun kemudian mengalami penu-

runan setelah disimpan selama 12 jam dalam 

tiga jenis bahan pengencer, yaitu kontrol/A 

Tabel 1. Rataan kualitas spermatozoa epididimis 

kerbau belang

Peubah Hasil

Konsentrasi (x 106 sperma/ml) 10.533,30±47,17

Motilitas progresif (%) 65,00±  0,00

Hidup (%) 76,00±  2,83

Abnormalitas (%) 15,33±  2,49

Membran plasma utuh (MPU; %) 80,80±  0,40
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(48,33%), P1 (53,33%) dan P2 (55%). Tidak 

ada perbedaan nyata persentase motilitas sper-

matozoa setelah penyimpanan 12 dan 24 jam, 

dalam ketiga jenis bahan pengencer. Setelah 24 

jam penyimpanan, persentase motilitas dalam 

bahan pengencer A, P1 dan P2 secara berturut-

turut adalah 45%; 46,67% dan 46,67%.  

Penurunan persentase motilitas sperma-

tozoa selama penyimpanan pada suhu rendah 

memang sudah sewajarnya terjadi. Meta-

bolisme sel masih terus terjadi pada saat 

disimpan dalam bentuk cair walaupun dengan 

kecepatan rendah. Hal tersebut menyebabkan 

proses apoptosis sel terus berjalan sehingga 

semakin lama penyimpanan maka persentase 

motilitas dan hidup spermatozoa menjadi 

semakin rendah.  

Persentase hidup spermatozoa dalam 

ketiga bahan pengencer A, P1, dan P2 pada 

saat 0 jam (kondisi segar) secara berturut-turut 

adalah 76%; 78,33% dan 77,67% (P>0,05). 

Persentase hidup spermatozoa setelah 12 jam 

penyimpanan pada suhu rendah berturut-turut 

dalam bahan pengencer A, P1, dan P2 adalah 

70,33%; 73% dan 73,33% (P<0,05). Sementara 

itu, persentase hidup spermatozoa dalam ketiga 

bahan pengencer tersebut setelah disimpan 24 

jam pada suhu rendah menunjukkan adanya 

perbedaaan nyata (P<0,05) dibandingkan pada 

saat kondisi segar (0 jam).  

Membran plasma sel terdiri atas karbohi-

drat yang berikatan dengan lipida (glikolipida) 

dan protein (glikoprotein) atau yang disebut 

dengan selubung sel/glikokaliks (Subowo 

1995). Glikokaliks menyebabkan karbohidrat 

seperti sukrosa berperan sebagai krioprotektan 

ekstraseluler untuk melindungi membran dari 

kerusakan selama penyimpanan pada suhu 

rendah. Membran sel yang lebih terlindungi 

oleh keberadaan sukrosa dalam penelitian ini 

menghasilkan persentase hidup sel lebih tinggi 

dalam bahan pengencer perlakuan setelah 12 

dan 24 jam penyimpanan. Karbohidrat dari 

golongan disakarida seperti sukrosa dan lakto-

sa diketahui lebih baik dalam mempertahankan 

fungsi sebagai krioprotektan ekstraseluler 

dibandingkan dengan monosakarida seperti 

glukosa dan fruktosa (Aisen et al., 2002).  

Fruktosa sebagai substrat energi utama 

yang terkandung dalam bahan pengencer dasar 

andromed dapat bekerja secara sinergis dengan 

sukrosa sebagai substrat energi tambahan 

dalam penelitian ini. Keberadaan sukrosa 

sebagai substrat energi tambahan diduga dapat 

mempertahankan daya hidup spermatozoa 

epididimis selama penyimpanan dalam bentuk 

cair pada suhu rendah.

Adanya ketersediaan substrat energi 

yang cukup selama penyimpanan, baik dalam 

bentuk cair maupun beku sangat penting arti-

nya untuk metabolisme sel. Jika substrat energi 

yang terkandung dalam bahan pengencer tidak 

mencukupi kebutuhan sel, maka sel spermato-

zoa akan semakin cepat mengalami kematian. 

Oleh karena itu, penambahan substrat energi 

ke dalam bahan pengencer spermatozoa di-

harapkan dapat mempertahankan persentase 

motilitas dan hidup spermatozoa selama jangka 

waktu tertentu dan disimpan pada suhu rendah, 

baik dalam bentuk cair maupun beku.

Sukrosa merupakan disakarida yang 

terdiri atas satu unit fruktosa dan satu unit 

Tabel 2. Persentase motilitas dan hidup spermatozoa epididimis kerbau belang pada penyimpanan dalam 

bentuk cair (rataan+stdev)

Perlakuan
0 jam (segar) 12 jam 24 jam

%M %H %M %H %M %H

Kontrol (A) 65,00±0,00 76,00±2,83 48,33±2,36 70,33±0,47a 45,00±4,08 66,33±1,25a

Sukrosa 0,2% (P1) 65,00±0,00 78,33±0,94 53,33±4,71 73,00±1,63ab 46,67±2,36 68,67±1,25ab

Sukrosa 0,4% (P2) 65,00±0,00 77,67±1,70 55,00±4,08 73,33±1,25b 46,67±2,36 69,67±1,25b

Keterangan: %M=persentase motilitas progresif, %H=persentase hidup; superskrip berbeda pada kolom yang sama 

menunjukkan berbeda nyata (P<0,05).
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α-glukosa, dengan rumus kimia C
12

H
22

O
11

. 

Ikatan antara kedua gula tersebut dihubungkan 

dengan ikatan glikosida antara atom C
1
 dari 

glukosa dengan atom C
2
 dari fruktosa. Sukrosa 

dalam kehidupan sehari-hari dikenal sebagai 

pemanis yang mempengaruhi kadar gula dalam 

darah manusia.  

Energi yang dihasilkan dari proses 

perombakan sukrosa dapat dimanfaatkan untuk 

proses sintesa biomolekul, diantaranya sintesa 

protein dalam upaya mempertahankan organel-

organel sel supaya tetap aktif menjalankan 

fungsinya sehingga spermatozoa tetap hidup. 

Sukrosa dalam hal ini merupakan bahan baku 

(karbohidrat) sebagai sumber energi dalam 

proses metabolisme yang lebih banyak untuk 

mempertahankan motilitas dan daya hidup 

spermatozoa dalam waktu yang lebih lama.

KESIMPULAN

Penambahan sukrosa hingga 0,4% ke 

dalam bahan pengencer andromed dapat mem-

pertahankan kualitas spermatozoa epididimis 

kerbau belang sampai 24 jam penyimpanan 

dalam bentuk cair.
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