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ABSTRACT 

       Aims of this research was to determine the effect of the duration of straw count and the 

position of straw from liquid nitrogen surface to the motility and viability of post thawing 

frozen Madura cattle. This study used a sample derived from Madura cattle (Pasean OO 1220) 
from BBIB singosari as much as 54 straw divided into 9 treatments. P1 (1cm 10 sec), P2 (1cm 

20 sec), P3 (1cm 40 sec), P4 (2cm 10 sec), P5 (2cm 20 sec), P6 (2cm 40 sec), P7 (3cm 10 sec), 

P8 (3cm 20 sec), P9 (3cm 40 sec) and repeated as much as 6 times then observed for motility 
and viability of post thawing spermatozoa. The data obtained were analyzed using SPSS 16.0. 

The results showed that the duration of straw count and the position of straw from liquid 

nitrogen significant (P<0,05) on post thawing motility. The position of straw from liquid 
nitrogen signifant (P<0,05) on post thawing viability. The conclusion of this research showed 

that 1 cm 40 sec give the higher post thawing motility. 
Key words : straw of Madura cattle, distance, duration, motility, viability 

Pendahuluan 

       Ketidakberhasilan IB di lapangan se-

ring ditandai adanya kawin berulang 
(Affandhy dkk., 2006 dan Riady, 2006). 

Prihatno dkk. (2013) melaporkan bahwa 

kejadian kawin berulang di daerah Istimewa 
Yogyakarta (DIY) sebesar 29,4% sedang-

kan Nurjayanti (2014) melaporkan di dae-

rah Gresik sebesar 20,3%. Faktor-faktor 

yang mempengaruhi keberhasilan IB antara 
lain kualitas semen beku, pengetahuan dan 

kepedulian peternak dalam melakukan de-

teksi birahi, body condition score (BCS) 
sapi, kesehatan ternak terutama yang terkait 

dengan alat-alat reproduksi, keterampilan 

dan sikap inseminator serta waktu IB yang 

tepat (Diwyanto, 2012 dan Caraviello et al., 
2006). 

       Kualitas semen beku yang di produksi 

harus memiliki nilai Post Thawing Motility 
(PTM) lebih dari 40% dan gerakan individu 

2-3 (SNI 4869.1: 2008). Nilai PTM tersebut 

dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor yai-
tu teknik thawing, ketersediaan nitrogen ca-

ir, handling semen beku, dan teknik pemin-

dahan straw (Selk, 2002 dan Afiati, dkk., 

2004).  
       Teknik pemindahan straw salah satu-

nya pada proses penghitungan semen beku 

sebelum dilakukan pendistribusian, yang 
bertujuan menghindari kesalahan jumlah 

dan cacat straw. Penghitungan semen beku 

dilakukan pada rak di atas permukaan 

nitrogen cair. Proses tersebut kemungkinan 
dapat menurunkan nilai PTM semen beku 

karena akan terjadi kenaikan suhu ling-

kungan yang awalnya -196oC tercelup dida-
lam nitrogen cair.  

       Berdasarkan latar belakang di atas 

perlu dilakukan penelitian di Balai Besar 

Inseminasi Buatan Singosari untuk menge-
tahui pengaruh lama waktu penghitungan 

straw dan posisi jarak straw di atas per-

mukaan nitrogen cair pada proses penghi-
tungan semen beku terhadap motilitas dan 

viabilitas semen beku sapi Madura, se-

hingga diharapkan tidak akan terjadi penu-
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runan kualitas semen beku sapi Madura 
sampai dapat digunakan oleh peternak. 

 

Metode Penelitian 

Sampel Penelitian 
       Sampel yang digunakan dalam peneli-

tian ini adalah produk semen beku sapi 

Madura (straw) dengan nama pejantan Pa-
sean dan kode batch OO 1220 yang di 

produksi oleh Balai Besar Inseminasi Bua-

tan Singosari. 

 

Perlakuan 

       Sebelum pendistribusian, dilakukan 

penghitungan jumlah straw yang dilakukan 
di dalam kontainer yang berisi nitrogen 

cair. Dalam penelitian ini straw diletakkan 

di atas rak dengan beberapa jarak dari ni-
trogen cair, dengan perlakuan sebagai   

berikut : 

 P1 : straw diletakkan pada jarak 1 cm 

dari nitrogen cair selama 10 detik 

 P2 : straw diletakkan pada jarak 1 cm 
dari nitrogen cair selama 20 detik 

 P3 : straw diletakkan pada jarak 1 cm 

dari nitrogen cair selama 40 detik 

 P4 : straw diletakkan pada jarak 2 cm 

dari nitrogen cair selama 10 detik  

 P5 : straw diletakkan pada jarak 2 cm 

dari nitrogen cair selama 20 detik 

 P6 : straw diletakkan pada jarak 2 cm 
dari nitrogen cair selama 40 detik 

 P7 : straw diletakkan pada jarak 3 cm 

dari nitrogen cair selama 10 detik 

 P8 : straw diletakkan pada jarak 3 cm 

dari nitrogen cair selama 20 detik 

 P9 : straw diletakkan pada jarak 3 cm 
dari nitrogen cair selama 40 detik 
 
Pemeriksaan Motilitas Spermatozoa Post 

Thawing  
       Penilaian dilakukan berdasarkan per-

sentase gerak individu spermatozoa yang 

progresif dan kecepatan gerak individu 
spermatozoa dari minimal 5 lapang pan-

dang. Penentuan presentase motilitas sper-

matozoa oleh susilowati (2010) dapat 

menggunakan rumus : 
% motilitas spermatozoa = 
𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑔𝑟𝑒𝑠𝑖𝑓

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑎𝑚𝑎𝑡𝑖
 x 100 % 

 
Pemeriksaan Viabilitas Spermatozoa 

Post Thawing  

       Pada spermatozoa yang hidup tidak 
akan terwarnai oleh zat warna, sedangkan 

spermatozoa yang mati akan terwarnai. 

Spermatozoa yang mati berwarna merah ke-
unguan dan yang hidup berwarna putih 

tanpa warna (Susilowati dkk., 2010).  

 

Rancangan Penelitian 
       Penelitian ini menggunakan rancangan 

faktorial dua arah dengan interaksi lama 

waktu penghitungan straw dan posisi jarak 
straw di atas permukaan nitrogen cair serta 

ulangan yang diberikan adalah 6 kali.  

 

Hasil 
       Hasil analisis menggunakan ANOVA 

menunjukan bahwa kombinasi antara lama 

waktu penghitungan straw dan posisi jarak 
straw di atas nitrogen cair berpengaruh 

nyata (P<0,05) terhadap motilitas sperma-

tozoa sapi Madura post thawing. Data hasil 
pemeriksaan persentase motilitas spermato-

zoa sapi Madura post thawing disajikan 

pada Tabel 1. Hasil uji BNJ menunjukan 

bahwa rerata persentase motilitas sperma-
tozoa sapi Madura post thawing paling 

tinggi pada P3 dan tidak berbeda nyata 

(P>0,05) terhadap P2, P4 dan P5. Rerata 
persentase motilitas spermatozoa sapi Ma-

dura post thawing paling rendah pada P9 

dan tidak berbeda nyata (P>0,05) terhadap 
P1, P6, P7 dan P8. 

       Hasil analisis menggunakan ANOVA 

menunjukan bahwa jarak posisi straw di 

atas nitrogen cair berpengaruh nyata 
(P<0,05) terhadap viabilitas spermatozoa 

post thawing. Data hasil pemeriksaan 

viabilitas spermatozoa sapi Madura post 
thawing setelah dilakukan penghitungan pa-

da jarak tertentu disajikan pada Tabel 2. 

% viabilitas spermatozoa = 
𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎 ℎ𝑖𝑑𝑢𝑝

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖ℎ𝑖𝑡𝑢𝑛𝑔
 x 100 % 

 
       Hasil uji BNJ menunjukan bahwa jarak 

1 cm tidak berbeda nyata (P>0,05) terhadap 

jarak 2 cm, dan memiliki rerata persentase 

viabilitas spermatozoa sapi Madura post 
thawing paling tinggi.  Jarak 3 cm memiliki 

rerata persentase viabilitas spermatozoa 

sapi Madura post thawing paling rendah. 
jarak 3 cm berbeda nyata (P<0,05) terhadap 

jarak 1 cm dan 2 cm.  

       Hasil pemeriksaan viabilitas spermato-
zoa dengan pewarnaan eosin-negrosin me- 

Lutfi Ardiana dkk.  115 



139 
 

Tabel 1. Motilitas Spermatozoa Sapi Madura post thawing 

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

 

Tabel 2. Viabilitas Spermatozoa Sapi Madura Post Thawing pada Jarak Tertentu di atas 
Permukaan Nitrogen Cair 

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

 

 

 
Gambar 1. Pemeriksaan Mikroskop Viabilitas Spermatozoa dengan Metode Preparat Ulas pada 

Perbesaran 400x (A. Spermatozoa hidup, kepala spermatozoa transparan dan B. 

Spermatozoa mati, kepala spermatozoa berwarna gelap) 
 

  

nunjukan adanya spermatozoa yang hidup 
dan mati disajikan pada gambar 1. 

 

Pembahasan 
       Perlakuan P1 sampai P8 menunjukan 

rerata PTM semen beku sapi Madura sesuai 

dengan standar (SNI 4869.1:2008) yaitu 

lebih dari 40%. Hal ini juga sesuai dengan 
hasil penghitungan semen beku di BBIB 

Singosari yaitu senilai 40-45 %.  P9 me-
nunjukan rerata PTM sebesar 37,50 ± 2,74. 

PTM semen beku dibawah 40% tidak dapat 

didistribusikan karena dapat menurunkan 
tingkat fertilitas. Rendahnya rerata PTM 

pada P9 dapat disebabkan oleh tingginya 

straw di atas permukaan nitrogen cair serta 

lamanya waktu penghitungan sehingga me-
nurunkan nilai motilitas.  

Lama Waktu 
Penghitungan Straw 

Jarak Posisi Straw di Atas Nitrogen Cair 

1 cm 2 cm 3 cm 

10 detik 40,83abc ± 2,04 42,50bcd ± 2,74 40,00ab ± 0,00 

20 detik 45,00cd ± 3,16 42,50bcd ± 2,74 40,00ab ± 0,00 

40 detik 46,67d ± 2,58 40,83abc ± 2,04 37,50a ± 2,74 

Jarak Posisi Straw di atas Nitrogen 

Cair 
Ulangan 

Viabilitas Spermatozoa 

(rerata ± standar 
deviasi) 

1 cm 18 65, 61b ± 10,55 

2 cm 18 62,00b ± 6,51 

3 cm 18 46,61a ± 8,31 
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       Pada Gambar 4.1 menunjukan bahwa 
terjadi penurunan rerata persentase moti-

litas spermatozoa sapi Madura post thawing 

dari jarak 1 cm – 3 cm pada waktu 20 detik 
dan 40 detik hal ini dikarenakan setiap 

kenaikan posisi straw dari nitrogen cair 

terjadi kenaikan suhu lingkungan sehingga 

akan mempengaruhi motilitas spermatozoa. 
Sedangkan pada waktu 10 detik jarak 1 cm 

pada diagram batang menunjukan nilai rera-

ta persentase motilitas yang lebih rendah 
dari jarak 2 cm, namun terjadi penurunan 

kembali pada jarak 3 cm hal ini disebabkan 

karena dalam penelitian kali ini pengamatan 

motilitas spermatozoa menggunakan mi-
kroskop cahaya tanpa visualisasi dengan 

komputer. Simmet (2004) dan Farrel et al. 

(1995) menyebutkan bahwa pengujian 
motilitas spermatozoa menggunakan Com-

puter Assisted Semen Analysis (CASA) 

mampu mengatasi subyektifitas penilaian 
sebab metode ini didasarkan atas pengem-

bangan digital-image teknologi dan meng-

hasilkan data dengan akurasi yang tinggi. 

       Perlakuan P3 menunjukan rata-rata 
persentase motilitas spermatozoa post 

thawing lebih tinggi dibanding perlakuan 

lain dan hasil tersebut tidak berbeda nyata 
(P>0.05) dengan P2, P4 dan P5. Posisi 

straw pada jarak 1-2 cm di atas permukaan 

nitrogen cair memiliki suhu ±-185,5oC (Lim 
et al., 2010), hal ini memungkinkan tidak 

terjadi perbedaan nyata terhadap motilitas 

spermatozoa sapi Madura post thawing. 

Nur et al. (2006) juga melaporkan pada 
suhu -180oC rata-rata persentase spermato-

zoa sapi perah Friesian holstein setelah 

thawing masih menunjukan nilai yang 
sesuai dengan standar semen beku yang la-

yak untuk diinseminasikan. 

       Perlakuan P9 menunjukan rerata per-

sentase motilitas spermatozoa post thawing 
paling rendah tidak berbeda nyata (P>0,05) 

terhadap P1, P6, P7 dan P8. Pada jarak 3 

cm suhu uap nitrogen cair mengalami pe-
ningkatan yang dapat mempengaruhi me-

tabolisme dan integritas membran plasma 

sel spermatozoa yang berakibat pada me-
nurunnya motilitas. Pada lama waktu 40 

detik tingkat kerusakan membran plasma 

semakin parah.  

       Motilitas sperma dapat terjadi jika 
sperma mempunyai membran yang ber-

fungsi dengan baik untuk menghasilkan 

energi gerak. Selama pembekuan terjadi 

perubahan suhu dan osmolalitas yang eks-
trim sehingga akan merusak komposisi lipid 

membran plasma yang berdampak pada 

menurunnya motilitas sperma (Sukmawati 
dkk., 2014). Cerolini et al. (2001), Dzie-

konska et al. (2009) dan Gillan et al. (2004) 

juga menyatakan bahwa pendinginan dan 

pemanasan kembali akan merusak lipopro-
tein yang ada pada membran sperma. Peru-

bahan struktur yang dihasilkan dalam mem-

bran sel sperma setelah thawing teru-tama 
terkait dengan kemampuan untuk mengu-

bah sumber energi. Hal ini memengaruhi 

metabolisme seluler dan fungsi sperma 

seperti motilitas. 
       Hasil analisis statistik ANOVA me-

nunjukan jarak straw dari permukaan 

nitrogen cair berpengaruh nyata terhadap 
viabilitas spermatozoa sapi Madura post 

thawing dengan nilai signifikansi 0,000 

(P<0,05). Spermatozoa sensitif terhadap pe-
rubahan suhu utamanya pada plasma mem-

bran karena merupakan bagian utama terja-

dinya kerusakan yang disebabkan oleh 

pembekuan. Pembekuan dan thawing me-
nyebabkan perubahan aktivitas protein se-

hingga dapat merubah permeabilitas mem-

bran (Bailey et al., 2003).  
       Pada penelitian ini didapatkan hasil 

rerata dan standar deviasi viabilitas sper-

matozoa post thawing paling tinggi pada 
jarak 1 cm sebesar 65, 61b ± 10,55 hal ini 

dikarenakan pada jarak 1 cm suhu uap 

nitrogen cair tidak mengalami kenaikan 

yang drastis dari suhu didalam nitrogen cair 
-196oC. Spermatozoa yang memiliki per-

sentase hidup yang tinggi menandakan 

bahwa membran plasma masih utuh secara 
fisik, sehingga organel sel spermatozoa 

akan terlindungi, kebutuhan zat-zat ma-

kanan dan ion-ion untuk proses meta-

bolisme tersedia (Hidayatin., 2002).  
       Selama proses pembekuan hingga 

thawing spermatozoa terpapar stressful 

environment yaitu cold shock, osmotic 
stress dan kristalisasi, hal tersebut termasuk 

terjadinya peningkatan suhu dari -196oC ke 

suhu uap nitrogen cair dengan beberapa 
jarak tertentu ketika dilakukan proses peng-

hitungan straw. Paparan tersebut mengaki-

batkan kerusakan irreversible pada struktur 

dan fungsi sel yang mana dapat menu-
runkan hingga 50% viabilitas spermatozoa 

post thawing (Celeghini et al., 2008 dan 

Watson et al., 2000).  
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       Stressful environment selama proses 
pembekuan seperti cold shock, osmotic 

stress dan kristalisasi menyebabkan keru-

sakan pada integritas spermatozoa, struktur 
membran dan fungsi sel spermatozoa (Yoon 

et al., 2015). Cold shock terjadi karena 

adanya penurunan suhu secara mendadak 

sampai di bawah 0oC. Secara umum cold 
shock menyebabkan penurunan metabolis-

me sel, mengubah permeabilitas membran, 

hilangnya komponen intraseluler dan me-
ningkatkan jumlah kematian spermatozoa 

(Lemma, 2011).  

       Proses cooling rate spermatozoa yang 

berbeda di lapangan menghasilkan kurva 
cooling rate dan tingkat kematian sperma-

tozoa yang berbeda (Pareira et al., 2010). 

Pada cooling rate cepat, air intraseluler 
tidak dapat keluar secara maksimal se-

hingga akan membeku dan membentuk 

kristal es didalam sitoplasma yang menye-
babkan kerusakan sel irreversible. Sebalik-

nya pada cooling rate lambat, sebagian 

besar air akan mengalir keluar sehingga sel 

akan mengalami dehidrasi yang menye-
babkan peningkatan konsentrasi intrasel 

serta penyusutan volume organel dan mem-

bran. Hal tersebut dapat mempengaruhi 
kompleks lipid-protein, denaturasi makro-

molekul dan memicu kerusakan permeabili-

tas membran yang bersifat irreversible 
(Yeste, 2015).  

 

Kesimpulan 

       Penghitungan straw jarak 1 cm 40 detik 
di atas permukaan nitrogen cair mengha-

silkan rerata persentase motilitas spermato-

zoa sapi Madura post thawing  paling baik 
dibanding perlakuan lain.  
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