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ABSTRAK

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) merupakan salah satu jenis krioprotektan yang memiliki berat
molekul rendah sehingga lebih mudah masuk ke dalam sel pada saat kriopreservasi. Penelitian
bertujuan untuk mengeksplorasi konsentrasi optimal DMSO dalam pengencer air kelapa modifikasi
(AKm) untuk mempertahankan kualitas sperma beku sapi bali. Semen ditampung dari dua ekor
sapi bali jantan berumur empat tahun dengan menggunakan vagina buatan. Semen yang berkualitas
baik diencerkan dengan pengencer AKm (air kelapa muda + kuning telur 20% + ekstrak daun kelor
7,5%) dan disuplementasi dengan DMSO pada aras 3, 5, atau 7%. Semen diisi ke dalam ministraw
0,25 ml, dan diekulibrasi di dalam lemari pendingin bersuhu 5oC selama empat jam, dibekukan di
atas permukaan nitrogen cair selama 10 menit dan selanjutnya dimasukkan ke dalam nitrogen
cair. Kualitas sperma post-thawing diukur 24 jam kemudian dengan menempatkan straw semen
beku ke dalam air bersuhu 37oC selama 30 detik.  Data dianalisis dengan analysis of variance dan
dilanjutkan dengan uji Duncan. Hasil pengamatan post-thawing menunjukkan bahwa sperma sapi
bali yang dikriopreservasi pada DMSO 3% menghasilkan motilitas dan viabilitas (36% dan 44,15%)
lebih tinggi (p<0,05) daripada  DMSO 5% yaitu 18 dan 23,65%, dan DMSO 7% yaitu  7 dan 12,62%.
Recovery rate sperma yang dikriopreservasi pada DMSO 3% juga lebih tinggi (p<0,05) dari pada
DMSO 5 dan 7%, secara berturut-turut yaitu 45,65; 23,06; dan 8,86%. Hasil penelitian
menyimpulkan bahwa konsentrasi DMSO dalam pengencer AKm yang optimal untuk
mempertahankan kualitas sperma beku sapi bali adalah 3%.

Kata kunci:  dimethyl sulfoxide; air kelapa modifikasi; sperma beku; sapi bali

ABSTRACT

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) is one type of cryoprotectant which has a low molecular weight

so that it is easier to enter cells when cryopreservation. The purpose of this study was to explore
the optimal concentration of DMSO in modified coconut water (mCW) extender that were able to
maintain frozen sperm quality of bali bulls. Semen was collected from two four-year old bali bulls
by artificial vagina. Good quality semen diluted with mCW (young coconut water + 20% egg yolk +
7.5 % moringa leaf extract) and supplemented by 3, 5, or 7% DMSO. Semen was filled into 0.25 ml
ministraw, and was incubated in a refrigerator at 5°C for four hours, frozen on the surface of
liquid nitrogen for 10 minutes and then dipped into liquid nitrogen. The quality of post thawing
sperm was measured 24 hours later by placing the ministraw of frozen semen into water at 37oC
for 30 seconds. Data were analyzed by analysis of variance and continued with Duncan test. Post-
thawing observations showed that bali bulls sperm cryopreserved at 3% DMSO yielded higher
motility and viability (p<0.05) i.e. 36 and 44.15%, than DMSO 5% i.e. 18 and 23.65%, and DMSO
7% i.e. 7 and 12.62%. The recovery rate of sperm cryopreserved at 3% DMSO was also higher
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PENDAHULUAN

Kriopreservasi merupakan proses
pembekuan dan penyimpanan sel pada suhu
yang menyebabkan semua proses metabo-
lisme terhenti. Proses kriopreservasi se-
men melibatkan penggunaan krioprotektan
di dalam larutan pengencer untuk
melindungi sperma dari kerusakan akibat
proses pembekuan dan thawing. Konsentrasi dan
jenis krioprotektan, serta interaksinya dengan
larutan pengencer semen  memengaruhi daya
hidup sperma post-thawing. Pada konsentrasi
yang tinggi, krioprotektan bersifat toksik bagi
sel sperma, selain itu dapat menyebabkan
kondisi larutan ekstraseluler berada dalam
keadaan hipertonis. Dalam kondisi yang
demikian, air  dengan cepat ke luar sel
sehingga sel mengkerut. Pengkerutan sel
yang berlebihan dapat menyebabkan
kematian sel. Di sisi lain, konsentrasi
krioprotektan yang terlalu rendah  meng-
hasilkan daya krioprotektif terhadap sel yang
tidak optimal (Prien dan Iacovides, 2016).
Dengan demikian, sangatlah penting untuk
mengeksplorasi konsentrasi krioprotektan yang
optimal pada setiap jenis pengencer.

Salah satu jenis krioprotektan yang telah
umum digunakan dalam preservasi dan
kriopreservasi sperma adalah dimethyl sulfox-
ide (DMSO). Junaedi et al. (2016) menambahkan
DMSO dalam pengencer ringer laktat-kuning
telur untuk membekukan semen ayam
kampung. Becerra et al. (2017) menggunakan
DMSO sebagai suplemen pada pengencer tris
untuk preservasi sperma kerbau yang disimpan
pada suhu 5oC; sedangkan Sadeghi et al. (2013)
menggunakan DMSO untuk kriopreservasi
sperma ikan beluga. Senyawa DMSO juga
digunakan oleh Sikarwar et al. (2015) untuk
kriopreservasi semen kambing dengan larutan
tris-asam sitrat-fruktose sebagai pengencer
dasar. Informasi yang diperoleh dari beberapa
penelitian tersebut mengungkapkan bahwa pada
konsentrasi yang tepat, DMSO memberikan efek
yang positif ketika digunakan untuk preservasi
semen cair maupun kriopreservasi semen beku.

Penelitian ini dirancang dengan
menggunakan DMSO sebagai krioprotektan

dalam pengencer air kelapa modifikasi
(AKm) yang tersusun atas air kelapa muda,
kuning telur dan ekstrak daun kelor. Air
kelapa muda mengandung karbohidrat
(Hine et al., 2014) yang dapat digunakan
sebagai energi oleh sperma, sedangkan
kuning telur berfungsi sebagai sumber
lesitin dan lipoprotein yang berperan dalam
melindungi sperma dari efek pendinginan
(Rajabi-Toustani et al., 2014). Daun kelor
mengandung saponin,  fenolik dan  flavonoid
(Rajanandh et al., 2012), carotenoids, toco-
pherols (Sánchez-Machado  et al., 2006), dan
ascorbic acid (Smolin  dan Grosvenor,  2007),
yang berperan sebagai antioksidan yang
dapat menangkal pengaruh negatif dari
radikal bebas yang diproduksi selama proses
preservasi dan kriopreservasi sperma.

Penggunaan DMSO dalam pengencer
AKm belum pernah dilaporkan oleh peneliti
sebelumnya sehingga penelitian ini bertujuan
untuk mengeksplorasi konsentrasi optimal
DMSO dalam pengencer AKm untuk
mempertahankan kualitas sperma beku sapi
bali.

METODE PENELITIAN

Materi yang digunakan dalam
penelitian adalah semen yang ditampung
dari dua ekor sapi bali jantan berumur empat
tahun, milik Yayasan Williams dan Laura,
di Kabupaten Kupang, Propinsi Nusa
Tenggara Timur.

Pembuatan Pengencer AKm
Bahan-bahan yang digunakan untuk

membuat pengencer semen adalah air
kelapa, kuning telur dan ekstrak daun
kelor (Moringa oleifera). Air kelapa diperoleh
dari buah kelapa yang masih muda, yang
disedot dengan spoit steril berukuran 10 mL
dan dituangkan ke dalam gelas ukur.
Kuning telur diambil dari telur ayam ras yang
masih baru, yang sebelumnya telah dipisahkan
dengan putih telur,  menggunakan kertas
saring, dan membran vitelinnya telah
dipecahkan dengan menggunakan ujung pinset.

(p<0.05) than DMSO 5 and 7%, successively 45.65, 23.06, and 8.86%. The results of this study concluded
that the optimal concentration of DMSO in mCW diluent to maintain frozen sperm quality of bali bulls
was 3%.

Keywords: dimethyl sulfoxide; modified coconut water; frozen sperm; Bali bulls
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± simpangan baku dan dianalisis dengan
sidik ragam dan dilanjutkan dengan Uji
Duncan. Analisis menggunakan software
SPSS 20.0 for windows.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Motilitas, recovery rate dan viabilitas
sperma sapi bali sebelum dan setelah
pembekuan dengan menggunakan berbagai
konsentrasi DMSO ditampilkan pada Tabel
1. Tidak terdapat perbedaan motilitas
maupun viabilitas sperma (p>0,05) antara
berbagai konsentrasi DMSO baik setelah
pengenceran maupun pascaekulibrasi. Hal
ini mengindikasikan bahwa DMSO hanya
efektif untuk memberikan perlindungan
terhadap sperma dalam kondisi beku. Sel
sperma yang berada dalam kondisi tidak
beku memiliki kandungan air intraseluler
yang cukup tinggi, dan dengan demikian
DMSO tidak akan bisa masuk dengan
leluasa ke dalam sel. Selain itu, fakta ini
memberikan gambaran bahwa dalam
kondisi sel yang tidak beku DMSO tidak
berperan sebagai pelindung.

Kisaran motilitas dan viabilitas sperma
pada setiap konsentrasi DMSO pascape-
ngenceran dan ekuilibrasi masih cukup
tinggi yaitu di atas 75%. Tingginya motilitas
dan viabilitas sperma tersebut memberi
indikasi bahwa sperma mampu beradaptasi
dengan baik terhadap pengencer AKm.
Dibandingkan dengan motilitas dan
viabilitas sperma pada semen segar yaitu
masing-masing 82,00 dan 88,37% berarti
besaran penurunan motilitas pascape-
ngenceran dan pascaekuilibrasi hanya
berkisar antara 3,00 hingga 3,67%;
sedangkan untuk penurunan viabilitas
berkisar antara 5,32 hingga 5,54%. Besaran
penurunan motilitas dan viabilitas sperma
tersebut tergolong cukup rendah, dan hal
ini mengindikasikan bahwa pengencer
AKm mampu menyediakan kondisi yang
kondusif untuk kelanjutan hidup sperma.
Motilitas dan viabilitas sperma pasca thawing
tertinggi dihasilkan oleh pengencer AKm yang
disuplementasi dengan DMSO 3%, berbeda nyata
(p<0,05) dengan DMSO 5% dan 7% (Tabel 1).
Hal ini memberikan gambaran bahwa kadar
DMSO dalam pengencer AKm yang optimal
untuk kriopreservasi sperma sapi bali adalah
3%. Peningkatan konsentrasi DMSO (5% atau

Ekstrak daun kelor dibuat dari tepung daun
kelor kering yang dicampur dengan aquabides
(1 g tepung daun kelor: 20 mL aquabides).
Setelah disaring diperoleh ekstrak daun kelor
yang siap untuk digunakan. Pembuatan
pengencer AKm yaitu mencampur air kelapa
dengan kuning telur dan ekstrak daun kelor
dengan perbandingan 72,5:20:7,5 dan
selanjutnya ditambahkan penisilin 1000 IU dan
streptomisin 1 mg mL-1 pengencer. Setelah
tercampur secara merata ditambahkan DMSO
dengan konsentrasi 3%, 5%, atau 7%, dan
disimpan di dalam lemari pendingin pada suhu
5oC.

Penampungan, Evaluasi dan Pengenceran
Semen

Penampungan semen dilakukan dua
kali seminggu dengan menggunakan va-
gina buatan. Semen dievaluasi secara ma-
kroskopis terhadap volume, warna, konsistensi,
dan pH, sedangkan evaluasi secara mikroskopis
meliputi gerakan massa, motilitas, viabilitas,
konsentrasi, dan abnormalitas sperma
(Komariah et al., 2013). Semen yang layak
digunakan untuk penelitian yaitu konsentrasi
di atas 500x106 mL-1,  motilitas di atas 70% dan
abnormalitas sperma di bawah 20% (Hine et al.,
2014). Semen dibagi ke dalam tiga tabung sesuai
dengan jumlah perlakuan. Semen pada tabung
pertama diencerkan dengan pengencer AKm +
DMSO 3%, tabung kedua dengan pengencer
AKm + DMSO 5%, dan tabung ketiga dengan
pengencer AKm + DMSO 7%. Dosis pengenceran
adalah 30 x 106 sperma motil per 0,25 mL
pengencer.

Pembekuan dan Thawing Semen
Semen diisi ke dalam ministraw 0,25

mL, dan diekulibrasi di dalam lemari
pendingin bersuhu 5oC selama empat jam,
dibekukan pada 4 cm di atas permukaan
nitrogen cair selama 10 menit (Mallik et al.,
2015) dan selanjutnya dimasukkan ke
dalam nitrogen cair. Kualitas sperma post-
thawing diukur 24 jam kemudian dengan
menempatkan straw semen beku ke dalam
air bersuhu 37oC selama 30 detik.  Variabel
yang diukur adalah motilitas progresif
sperma,  viabilitas sperma, dan recovery rate.

Rancangan Percobaan dan Analisis Data
Rancangan yang digunakan dalam

penelitian ini adalah rancangan acak
lengkap. Data diekspresikan sebagai rataan



96

7%) dalam pengencer AKm menyebabkan
penurunan motilitas, viabilitas dan recovery
rate. Kadar DMSO yang terlalu tinggi dapat
bersifat toksik bagi sperma, sehingga
menyebabkan kematian sperma (Ock dan
Rho, 2011; Shuwang dan Woods, 2004;
Bersenev, 2014). Mekanisme sitotoksitas
DMSO belum diketahui secara pasti.
Namun, dalam konsentrasi tinggi, DMSO
dapat memodifikasi fluiditas membran sel,
menginduksi diferensiasi sel, perubahan
mikrotubul, pembentukan kompleks logam,
dan penurunan ekspresi mRNA kolagen
(Zeng et al., 2010). Han et al. (2005)
mengemukakan bahwa konsentrasi
krioprotektan pada semen beku tidak boleh
terlalu tinggi karena dapat menyebabkan
cairan sperma dalam sel mengalami
dehidrasi berat; sebaliknya, konsentrasi
krioprotektan yang terlalu rendah
menyebabkan pengeluaran cairan dari
dalam sel mengalami keterlambatan
sehingga pembekuan semen tidak
sempurna.

Secara umum terlihat bahwa motilitas
dan viabilitas sperma pascathawing
mengalami penurunan yang sangat drastis,
dengan besaran penurunan motilitas
sekitar 61,67% dan viabilitas 61,56%. Hal
ini mungkin disebabkan oleh terjadinya
stres osmotik pada sperma akibat penambahan
atau penyingkiran krioprotektan selama
pembekuan dan thawing (Oldenhof et al., 2013).

Selain itu, selama proses pembekuan terjadi
pembentukan es ekstraseluler yang
menyebabkan  peningkatan konsentrasi
solut dalam fraksi air ekstraseluler yang
belum membeku, dan dengan demikian

sperma terpapar pada kondisi hipertonis. Hal
ini menyebabkan pergerakan air dari dalam sel
ke luar sel dalam upaya untuk menjaga
keseimbangan konsentrasi solut intraseluler dan
ekstraseluler, yang berdampak pada peng-
kerutan sel. Selama thawing, proses sebaliknya
terjadi, dan sperma terpapar pada kondisi
hipotonis (Mazur, 1984). Penggembungan
sperma akibat masuknya air ke dalam sel pada
kondisi stres hipotonis memiliki daya rusak yang
lebih tinggi daripada pengkerutan sel akibat
stres hipertonis, karena dalam kondisi stres
hipotonis terjadi peningkatan jumlah  reactive
oxygen species atau ROS (Ortega et al., 2010;
Druart et al., 2009).

Selain itu, proses pembekuan juga dapat
menyebabkan kerusakan membran plasma
sperma. Selama pembekuan, sel  mengalami
kekurangan cairan dan terjadi perbedaan
konsentrasi cairan intraseluler dengan
ekstraseluler. Hal tersebut dapat menimbulkan
perubahan tekanan osmotik sel selama
pembekuan, selubung lipoprotein pecah dan
membran sel mengalami kerusakan. Menurut
Gilmore et al. (1998), sperma sangat sensitif
terhadap perubahan osmolaritas larutan
sekelilingnya. Jika osmolaritas larutan tidak
toleran, sperma kehilangan motilitasnya.

Pembekuan menyebabkan terbentuk-nya
kristal-kristal es intraseluler.  Kristal es tersebut
mendesak membran sel ke segala arah, sehingga
selaput membrannya pecah dan substansi kimia
sel sperma keluar. Rusaknya membran plasma
sperma  mengakibatkan terganggunya proses
fisiologis dan metabolisme sehingga sperma
mengalami kematian (Zhu dan Liu 2000).
Pembentukan es ekstraselular menye-babkan
peningkatan tekanan osmotik melintasi

Tabel 1.  Motilitas dan viabilitas sperma sapi bali (%) pada berbagai aras Dimethyl Sulfox-
ide (DMSO)

Motilitas DMSO3 DMSO5 DMSO7

Pasca pengenceran 79,00±5,48a 79,00±5,48a 79,00±5,48a

Pasca Equilibrasi 79,00±5,48a 78,00±6,71a 78,00±6,71a

Post-thawing 36,00±4,18a 18,00±5,70b 7,00±2,74c

Recovery Rate 45,65±5,34a 23,06±8,00b 8,86±3,43c

Viabilitas
Pasca pengenceran 82,83±5,65a 83,20±4,62a 83,12±4,68a

Pasca Equilibrasi 82,82±4,79a 82,83±5,65a 82,83±5,65a

Post-thawing 44,15±6,68a 23,65±5,46b 12,62±3,20c

Keterangan:Superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata
(p<0,05) antara perlakuan. DMS3=DMSO 3%, DMS5=DMSO 5%, DMS7=DMSO 7%
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membran sel. Ketika kristal es terbentuk,
semua zat terlarut dikeluarkan dari kisi es dan
terkonsentrasi di media ekstraseluler. Sel
dengan membran yang kurang permeabel akan
pecah dengan meningkatnya tekanan osmotik
terutama pada sel yang tidak dapat mengalami
dehidrasi dengan cepat. Proses dehidrasi selama
pembekuan seperti pedang bermata dua. Pada
kondisi jumlah air intraseluler berkurang akan
mengurangi kemungkinan pembentukan es
intraseluler. Sebaliknya dehidrasi dan paparan
konsentrasi elektrolit yang terlalu tinggi juga
menyebabkan kerusakan pada membran sel
yang tidak dapat diperbaiki (Mazur et al., 2004).
Ketika sel-sel dibekukan sangat lambat,
dehidrasi dan penyusutan sel yang berlebihan
menyebabkan  kematian sel. Dehidrasi yang
berlebihan dapat dicegah dengan menggunakan
krioprotektan baik krioprotektan esktraseluler
maupun intraseluler. Krioprotektan
ekstraseluler tidak dapat melewati membran sel
dan karenanya tetap berada di luar sel, sehingga
meningkatkan osmolalitas larutan ekstraseluler
yang memfasilitasi dehidrasi sel sebelum
pembekuan dan mencegah pembentukan es
intraseluler.

Prinsip kerja DMSO dalam pembekuan
semen yaitu molekul-molekul DMSO yang
kecil masuk ke dalam sel sperma untuk
mengganti air dalam sel sperma (Notman
et al., 2007; Gurtovenko dan Anwar, 2007).
Kristal-kristal es yang terbentuk di dalam
medium pengencer pada waktu pembekuan
dapat dicegah dengan penggunaan
konsentrasi DMSO yang tepat (Gerzilov,
2010, Keeley et al., 2012). Hal yang sama
juga dikemukakan oleh Valerdi et al. (2009),
bahwa proses kerja DMSO dalam pengencer
semen yaitu menggantikan air di dalam sel
sehingga pada saat pembekuan tidak terbentuk
kristal es yang berbahaya.

Konsentrasi optimal DMSO sangat
bervariasi tergantung pada tipe sel yang
dikriopreservasi, jenis pengencer, suhu dan
waktu pemaparan. Konsentrasi DMSO yang
optimal untuk preservasi mesenchymal stem
cells adalah 5% (Ock dan Rho, 2011), pada
HepG2 cells adalah 20% (Nagahara et al.,
2016). Peningkatan konsentrasi DMSO dari
5% ke 30%, lama pemaparan dari 10 ke 30
menit, dan suhu pemaparan dari dari 4oC
ke 37oC menyebabkan penurunan viabilitas

sel fibroblas kulit (Wang et al.., 2007).
Peningkatan konsentrasi DMSO dari 7,5% ke
10% menyebabkan penurunan potensi
klonogenik sel-sel darah tepi (Mitrus et al.,
2013). Sel fibroblas hamster yang terpapar
selama satu jam pada  DMSO 10%, pada
suhu 37oC menyebabkan undulasi pada
membran sel tanpa disertai penggembungan,
sedangkan pada konsentrasi 20-30%
menyebabkan penggembungan sel dan terjadi
disosiasi membran plasma dengan sitoskeleton
(de Me´norval et al., 2012). Elmoazzen et al.
(2007) menunjukkan bahwa sel kondrosit yang
dipapar ke DMSO konsntrasi tinggi memiliki
viabilitas yang rendah.

Senyawa DMSO dengan konsentrasi
dan suhu pemaparan yang tidak tepat  dapat
menyebabkan protein unfolding (Arakawa et
al ., 2007) dan peningkatan fluiditas
membran sel (Gurtovenko et al., 2007).
Konsentrasi DMSO yang tinggi dapat
menghancurkan struktur membran bilayer
(Wang et al., 2007), apoptosis pada sel
limfoma (Liu et al., 2001) dan osteoklas
(Lemieux et al., 2011); sedangkan pada
konsentrasi rendah dapat mencegah
apoptosis pada sel hepatosit tikus (Banic et
al., 2011). Kadar DMSO yang tidak tepat juga
dapat menghambat respirasi mitokondria
dan peningkatan kalsium sistolik (Ivanov,
2001). Peningkatan kalsium intraseluler
dapat menyebabkan apoptosis (Mattson dan
Chan, 2003).

Hasil penelitian ini menyimpulkan
bahwa dengan menggunakan AKm sebagai
pengencer dasar, dibutuhkan suplementasi
DMSO berkonsentrasi rendah untuk
menghasilkan kualitas sperma beku sapi
bali yang tinggi. Konsentrasi DMSO dalam
pengencer AKm yang optimal untuk
meningkatkan kualitas sperma beku sapi bali
adalah 3%.

SIMPULAN

Penambahan DMSO 3% dalam pengencer
AKm menghasilkan kualitas sperma beku yang
lebih tinggi daripada DMSO 5 atau 7%, namun
tidak memenuhi standar untuk inseminasi
buatan.
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SARAN

Perlu dilakukan studi lanjutan dengan
menggunakan aras DMSO yang lebih rendah
dalam pengencer AKm, serta keberhasilan
kebuntingan pada ternak sapi pascainseminasi.
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