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Abstrak 

 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh perbedaan waktu ekuilibrasi 2 jam, 3 jam, 4 jam 

dan 5 jam terhadap motilitas, viabilitas, dan abnormalitas spermatozoa Sapi Rambon sebelum pembekuan. 

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan empat perlakuan yaitu waktu ekuilibrasi 

P1 (2 jam), P2 (3 jam), P3 (4 jam) dan P4 (5 jam), satu ekor pejantan sapi rambon, dan lima kali pengulangan. 

Hasil analisis statistik Anova satu arah dan dilanjut uji Duncan mendapatkan hasil motilitas (P1) 76.00±2.2/3; 

(P2) 73.00±2.7/3; (P3) 67.00±2.7/3; dan (P4) 52.00±2.7/2. Hasil viabilitas (P1) 86.00±1.41; (P2) 78.00±2.73; 

(P3) 72.00±5.70 dan (P4) 57.00±2.73. Hasil abnormalitas (P1) 3.7±0.75; (P2) 3.8±0.75; (P3) 4.4±1.08 dan (P4) 

5.2±0.57. Kesimpulan dari penelitian ini menunjukan hasil yang berbeda nyata (p<0.05) antara waktu ekuilibrasi 

dengan kualitas spermatozoa Sapi Rambon sebelum pembekuan dan hasil dari penelitian ini menunjukan 

persentase motilititas tertinggi terdapat pada waktu ekuilibrasi 2 jam, persentase viabilitas tertinggi terdapat 

pada waktu ekuilibrasi 2 jam dan persentase abnormalitas terendah terdapat pada waktu ekuilibrasi 2 jam. 

  
Kata kunci: ekuilibrasi, Sapi Rambon, sebelum pembekuan, kualitas spermatozoa 

 

Abstract 

 
The aim of this study was to determine the effect of different equilibration time on motility, viability, 

and abnormalities of Rambon bull’s spermatozoa before freezing. This study used a completely randomized 

design with four treatments, they are equilibration time P1 (2 hours), P2 (3 hours), P3 (4 hours) and P4 (5 

hours), and five repetitions. The results of motilities using One Way Anova statistical analysis continued by 

Duncan Test were (P1) 76.00±2.2/3; (P2) 73.00±2.7/3; (P3) 67.0±2.7/3 and (P4) 52.00±2.7/2. The result of 

viabilities were (P1) 86.00±1.41; (P2) 78.00±2.73; (P3) 72.00±5.70 and (P4) 57.00±2.73 while the result of 

abnormalities were (P1) 3.7±0.75; (P2) 3.8±0.75; (P3) 4.4±1.08 and (P4) 5.2±0.57. The conclusion of this 

study showed that the results were significantly different (p<0.05) between the equilibration time and the quality 

of the Rambon bull spermatozoa before freezing. The highest percentage of motility and viability was at the 2 

hour equilibration time whereas the lowest percentage of abnormalities was at the 2 hour equilibration time. 
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PENDAHULUAN 

 

Sapi Rambon merupakan sapi lokal yang 

banyak dikembangkan masyarakat Kecamatan 

Glagah Kabupaten Banyuwangi  yang berpotensi  

 

sebagai penghasil daging sekaligus sebagai 

plasma nutfah dan juga memiliki potensial 

ekonomi bagi rumah tangga (Nugroho dkk., 

2013). Jumlah populasi sapi Rambon jantan di 

Kecamatan Glagah mengalami penurunan dari 
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115 ekor pada tahun 2017 menjadi 95 ekor 

pejantan pada tahun 2018 (Disper Banyuwangi 

2017, Disper Banyuwangi 2018). Penurunan 

jumlah populasi pejantan dapat menyebabkan 

penurunan kualitas dan terancam mengalami 

kepunahan. Upaya yang dapat melestarikan sapi 

Rambon yaitu dengan cara pengolahan semen 

sapi Rambon dengan pemanfaatan  salah satu 

teknologi reproduksi Inseminasi Buatan 

(Zulyazaini dkk., 2016). 

Aplikasi Inseminasi Buatan  pada sapi 

Rambon masih menemukan banyak kendala, 

terutama belum adanya penyediaan semen beku 

sapi Rambon dan belum ditemukannya metode 

pembekuan yang tepat untuk mempertahankan 

motilitas dan daya hidup spermatozoa setelah 

pembekuan. Proses pembuatan semen beku 

terdapat berbagai tahapan, diantaranya 

gliserolisasi, ekuilibrasi, filling, sealing, pre 

freezing dan freezing (Aila, 2016). Menurut 

Toelihere yang dikutip oleh Apriyanti (2012) 

waktu ekuilibrasi adalah waktu yang dibutuhkan 

spermatozoa sebelum proses pembekuan untuk 

penyesuaian dengan pengencer supaya disaat 

proses pembekuan tingkat kematian spermatozoa 

tidak berlebihan dan dapat dicegah. 

Berdasarkan latar belakang diatas, perlu 

dilakukan penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh perbedaan waktu 

ekuilibrasi sebelum pembekuan terhadap kualitas 

spermatozoa sapi Rambon. 

 

METODE PENELITIAN 

 

Penelitian dilaksanakan di Desa Kemiren 

Kecamatan Glagah Kabupaten Banyuwangi. 

Penampungan semen dilakukan dirumah salah 

satu peternak dengan menggunakan vagina 

buatan. Pemeriksaan kualitas spermatozoa sapi 

Rambon dilakukan di Laboratorium Instrumen 

PSDKU Universitas Airlangga di Banyuwangi. 

Sampel penelitian ini adalah satu ekor pejantan 

sapi Rambon berumur 5 tahun 

Penelitian ini menggunakan Rancangan 

Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan dan 5 

kali pengambilan. Semen dikoleksi 

menggunakan vagina buatan dan selanjutnya 

dievaluasi kualitasnya secara makroskopis dan 

mikroskopis. Pemeriksaan makroskopis meliputi 

volume, warna, pH, bau dan konsistensi. 

Pemeriksaan mikroskopis meliputi motilitas, 

viabilitas, abnormalitas dan konsentrasi. Semen 

yang memenuhi syarat langsung diencerkan 

menggunakan tris kuning telur dan selanjutnya 

dilakukan proses ekuilibrasi sesuai dengan 

perlakuan. Perlakuan 1 ekuilibrasi selama 2 jam, 

perlakuan 2 ekuilibrasi selama 3 jam, perlakuan 

3 ekuilibrasi selama 4 jam dan perlakuan 4 

ekuilibrasi selama 5 jam. Pengumpulan data 

dilakukan setiap tahap evaluasi kualitas 

spermatozoa. Data yang di peroleh yaitu 

motilitas, viabilitas dan abnormalitas. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Hasil semen segar sapi Rambon Banyuwangi 

setelah penelitian dapat dilipat pada Tabel 1. 

Semen sapi Rambon berwarna putih dan berbau 

khas sapi. Warna semen pada masing-masing 

bangsa berbeda, semen sapi pada umunya 

berwarna putih kekuning-kuningan atau putih 

susu (Kartasudjana, 2001). 

Konsistensi semen sapi Rambon yang 

diperoleh pada penelitian ini adalah kental. Hasil 

ini sesuai dengan penelitian sapi Madura dengan 

konsistensi sedang-kental (Ratnawati dkk., 

2017), sapi Bali dengan konsistensi kental 

(Savitri dkk., 2014). Semen yang baik memiliki 

derajat konsistensi yang kental melebihi 

kekentalan susu sedangkan semen yang buruk 

derajat konsistensi hampir sama dengan air 

kelapa (Graner and Hafez, 2000). Konsentrasi 

spermatozoa sapi Rambon yang diperoleh pada 

penelitian ini berkisar 780-960 juta/ml dengan 

rata-rata 876±68.4. Hasil ini lebih tinggi dari 

sapi Pesisir 717.33 juta/ml (Siregar, 2018). 

Perbedaan hasil disebabkan oleh faktor kualitas 

genetik pada masing-masing sapi pejantan 

(Situmorang, 2002). Konsentrasi spermatozoa 

sapi Rambon sudah memenuhi standar kualitas 

sapi jantan yaitu >500 juta/ml (Ax et al., 2008). 

Derajat keasaman atau  pH sapi Rambon 

yang diperoleh pada penelitian ini berkisar 

antara 6-7 dengan rata-rata 6.6±0.54. Hasil ini 

relatif hampir sama dengan pH sapi Bali 7 

(Gunawan dkk., 2017), pH sapi Peranakan 
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Ongole 6.7 (Affandhy dkk., 2017). Derajat 

keasaman normal pada sapi adalah 6.4-6.8, 

apabila derajat keasaman rendah disebabkan 

faktor asam laktat hasil metabilisme spermatozoa 

(Susilowati dkk., 2010). Menurut Zulyazaini 

dkk., (2016) bahwa derajat keasaman sangat 

menentukan hidup atau matinya spermatozoa 

dalam semen. 

Gerakan massa spermatozoa sapi Rambon 

yang diperoleh pada penelitian ini rata-rata 

adalah (+++) yang menandakan spermatozoa 

bergerak membentuk gelombang besar dan 

progresif. Hal ini juga sesuai dengan pendapat 

Susilawati (2011) yang menyatakan bahwa 

gerakan massa spermatozoa yang baik apabila 

terlihat membentuk gelombang yang besar, 

banyak, gelap, dan aktif seperti awan hitam. 

Persentase motilitas spermatozoa sapi Rambon 

berkisar antara 80-95% dengan rata-rata 83±3%. 

Hasil ini lebih tinggi bila dibandingkan dengan 

sapi Pesisir 59% (Siregar, 2018). Perbedaan ini 

mungkin disebabkan oleh umur, spesies, cara 

penampungan dan frekuensi penampungan 

(Hafez, 2000). Persentase viabilitas spermatozoa 

sapi Rambon pada penelitian ini berkisar 86-

90% dengan rata-rata 87.8±2%.  Persentase 

abnormalitas spermatozoa sapi Rambon paada 

penelitian ini berkisar antara 4.5-5.5% dengan 

rata-rata 4.8±0.57%. Hasil  ini lebih rendah dari 

pada sapi Bali yaitu 6.56% (Dewi dkk., 2012). 

Motilitas, viabilitas dan abnormalitas 

spermatozoa sapi Rambon sudah memenuhi 

standar kualitas semen sapi jantan yaitu motilitas 

>50%, viabilitas >80% dan abnormalitas  <20% 

(Ax et al., 2008). 

Hasil analisis statistik yang telah dilakukan 

dengan menggunakan Anova One Way dan 

dilanjutkan dengan Uji Duncan, menunjukan 

bahwa waktu ekuilibrasi memberikan perbedaan 

nyata (p<0.05) terhadap motilitas spermatozoa 

sapi Rambon Banyuwangi. Waktu ekuilibrasi 2 

jam (P1) menunjukan perbedaan nyata dengan 

waktu ekuilibrasi 4 jam (P3) dan 5 jam (P4). 

Waktu ekuilibrasi 2 jam (P1) menunjukan hasil 

berbeda tidak nyata terhadap waktu ekuilibrasi 3 

jam (P2) (Tabel 2). 

Hasil dari penelitian ini yang menunjukan 

motilitas progresif spermatozoa tertinggi 

76.00±2.2/3 terdapat pada perlakuan P1 dengan 

waktu ekuilibrasi 2 jam. Waktu ekulibrasi 2 jam 

pada penelitian ini menunjukan bahwa sudah 

tercapai keseimbangan gliserol yang optimal 

dengan spermatozoa sapi Rambon untuk 

menyesuaikan dengan pengencer Tris kuning 

telur, spermatozoa memberikan kesempatan 

yang optimal terhadap gliserol untuk masuk ke 

dalam membran plasma spermatozoa dan 

mengikat substrat yang terdapat dalam sel 

spermatozoa hanya mengandung nutrisi dan 

cadangan energi yang minimal namun masih 

sanggup digunakan sampai pencairan 

spermatozoa kembali. Waktu ekuilibrasi 2-4 jam 

merupakan waktu yang cocok untuk pembekuan 

spermatozoa (Shahverdi et al.,  2006). 

Hasil terendah pada penelitian ini terdapat 

pada perlakuan P4 dengan ekuilibrasi 5 jam 

diperoleh rata-rata motilitas sebanyak 

52.00±2.7/2. Hasil ini sesuai dengan Sugiarti 

dkk., (2004) menyatakan bahwa penyimpanan 

spermatozoa dalam rentang waktu yang lama 

akan mengakibatkan penurunan motilitas 

spermatozoa akibat adanya asam laktat sisa dari 

metabolisme sel yang menyebabkan kondisi 

medium menurun menjadi asam akibat 

penurunan pH dalam kondisi ini dapat juga 

bersifat racun bagi spermatozoa sehingga dapat 

menyebabkan kematian spermatozoa. 

Penurunan persentase motilitas spermatozoa 

pada waktu ekuilibrasi menurut Salisbury and 

Van Denmark (1995) yang dikutip oleh 

Akredianto, (2014) menyatakan bahwa tenaga 

yang dibutuhkan spermatozoa berasal dari 

perombakan ATP (Adenosin Tri-Phospat) yang 

berada didalam selubung mitikondria teraktifkan 

oleh enzim tertentu sehingga ikatan fosfat yang 

mengandung banyak energi terurai dan 

melepaskan energi, akan tetapi penyimpanan 

spermatozoa pada suhu dingin dan terlalu lama 

membuat membran spermatozoa rusak dan 

menyebabkan enzim untuk merobak ATP hilang 

sehingga mengakibatkan motilitas yang rendah 

pada spermatozoa. 

Hasil analisis statistik yang telah dilakukan 

dengan menggunakan Anova One Way dan 

dilanjutkan dengan Uji Duncan, menunjukan 

bahwa waktu ekuilibrasi memberikan perbedaan  
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Tabel 1. Kualitas semen segar sapi Rambon Banyuwangi 

Kualitas Rata-rata ± SD 

Makroskopis  

Volume (ml) 3 ± 0.16 

Bau Khas sapi 

Warna Putih 

Derajat keasaman (pH) 6.6 ± 0.54 

Konsistensi Kental 

Mikroskopis  

Motilitas (%) 83 ± 3/3 

Konsentrasi (juta/ml) 876 ± 68.4 

Viabilitas (%) 87.8 ± 2 

Gerakan massa +++ 

Abnormalitas sekunder (%) 4.8 ± 0.57 

 

Tabel 2. Rata-rata dan standar deviasi hasil ekuilibrasi spermatozoa Sapi Rambon Banyuwangi 

Perlakuan Motilitas Viabilitas Abnormalitas 

P1 (2 jam) 76.00a±2.2/3 86.00a±1.41 3.7b±0.75 

P2 (3 jam) 73.00a±2.7/3 78.00b±2.73 3.8b±0.75 

P3 (4 jam) 67.00b±2.7/3 72.00c±5.70 4.4ab±1.08 

P4 (5 jam) 52.00c±2.7/2 57.00d±2.73 5.2a±0.57 

 

nyata (p<0.05) terhadap viabilitas spermatozoa 

sapi Rambon Banyuwangi. Waktu ekuilibrasi 2 

jam (P1) menunjukan perbedaan nyata dengan 

waktu ekuilibrasi 3 jam (P2), 4 jam (P3) dan 5 

jam (P4) (Tabel 2). 

Hasil dari penelitian ini yang menunjukan 

viabilitas spermatozoa tertinggi 86.00±1.41 

terdapat pada perlakuan P1 dengan waktu 

ekuilibrasi 2 jam. Waktu ekuilibrasi 2 jam pada 

penelitian ini sudah terjadi keseimbangan 

elektrolit dengan gliserol secara sempurna dan 

merata di dalam sel spermatozoa sehingga 

kerusakan selama proses pembekuan dapat 

diminimalisir. Membran plasma pada saat 

kondisi seperti ini menunjukan kestabilan fungsi 

yang baik sehingga tidak mudah ditembus oleh 

zat warna pada saat uji viabilitas spermatozoa 

(Anggarsari, 2015). 

Hasil dari penelitian ini yang menunjukan 

viabilitas spermatozoa terendah 57.00±2.73 

terdapat pada perlakuan P4 dengan waktu 

ekuilibrasi 5 jam. waktu ekuilibrasi yang lama 

kemungkinan membuat gliserol menjadi toksik 

sehingga membuat kerusakan pada membran 

plasma spermatozoa dan membuat viabilitas 

spermatozoa rendah (Apriyanti, 2012). 

Penurunan persentase viabilitas spermatozoa 

disebakan oleh kondisi membran plasma yang 

telah rusak. Membran plasma spermatozoa 

berfungsi sebagai penjaga organel sel dan 

pengatur keseimbangan elektrolit dalam 

metabolisme (Salmah, 2014). Apabila membran 

plasma mengalami kerusakan membuat 

metabolisme spermatozoa akan terganggu dan 

spermatozoa kehilangan kemampuan 

fertilitasnya dikarenakan komponen seluler lepas 

dan kehilangan daya inaktivasi komponen 

protein enzim penting di dalam akrosom. 

Kejadian ini membuat spermatozoa mengalami 

kematian dan akan berdampak pada viabilitas 

spermatozoa (Yulnawati dan Agus, 2005). 

Hasil analisis statistik yang telah dilakukan 

dengan menggunakan Anova One Way dan 

dilanjutkan dengan Uji Duncan, menunjukan 

bahwa waktu ekuilibrasi memberikan perbedaan 

nyata (p<0.05) terhadap abnormalitas 

spermatozoa sapi Rambon Banyuwangi. Waktu 

ekuilibrasi 5 jam (P4) menunjukan perbedaan 

nyata dengan waktu ekuilibrasi 3 jam (P2), 2 jam 

(P1). Waktu ekuilibrasi 5 jam (P4) menunjukan 

hasil berbeda tidak nyata terhadap waktu 

ekuilibrasi 4 jam (P3), begitu juga dengan waktu 
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ekuilibrasi 4 jam (P3) terhadap waktu ekuilibrasi 

3 jam (P2) dan 2 jam (P1). 

Hasil penelitian abnormalitas spermatozoa 

terendah terdapat pada perlakuan ekuilibrasi 

selama 2 jam (P1) yaitu 3.7%, dan rataan 

abnormalitas tertinggi terdapat pada waktu 

ekuilibrasi 5 jam (P4) yaitu 5.2%. Perbedaan 

persentase abnormalitas spermatozoa pada setiap 

perlakuan dikarenakan dalam larutan pengencer  

keseimbangan intraseluler dan ekstraseluler  

dengan spermatozoa tidak stabil karena adanya 

penurunan suhu pada pada saat ekuilibrasi (Tuhu 

et al., 2013).  

Menurut Herdiawan, (2004) perbedaan 

konsentrasi cairan intraseluler dengan 

ekstraseluler akan menimbulkan perubahan 

tekanan osmotik sel selama pembekuan, 

sehingga akan menyebabkan selubung 

lipoprotein pecah dan membran sel mengalami 

kerusakan. Kondisi tersebut dapat menyebabkan 

spermatozoa menjadi abnormal. Perbedaan laju 

pembekuan spermatozoa pada media yang 

berbeda akan berpengaruh pada tingkat 

abnormalitas spermatozoa sebagai akibat 

terjadinya perubahan fisik media hidupnya, baik 

perubahan tekanan osmotik, maupun 

pembentukan kristal-kristal es intraseluler. Hal 

tersebut dapat membuat struktur pada 

spermatozoa berubah seperti bentuk spermatozoa 

ekor tergulung atau kepala terlepas (Siregar, 

2018).  

Menurut Solihati dkk., (2008) abonormalitas 

spermatozoa terjadi karena adanya suhu dingin 

dan tekanan osmotik yang tidak seimbang akibat 

dari proses metabolik yang terus berlangsung 

selama masa penyimpanan pada suhu 5oC. 

 

KESIMPULAN 

 

Terdapat perbedaan kualitas spermatozoa 

sapi Rambon dimana persentase motilitas dan 

viabilitas paling tinggi terdapat pada waktu 

ekuilibrasi 2 jam, sedangkan persentase 

abnormalitas paling rendah terdapat pada waktu 

ekuilibrasi 2 jam. 
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