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Abstract

The aim of this research was to examine the pditgibf semen cryopreservation using modified TEST
yolk citrat (TES-TYC) medium with different egg yolSemen fulfilling inclusion criteria with WHO riteria was
divided into three groups and the sperm maotilityl &itality was counted as initial data. The semers when mixed
with TES-TYC medium with chicken egg yolk, TES-T¥@edium with duck egg yolk and TES-TYC medium with
goose egg yolk then cryopreserved in liquid nitrogsfter one mounth the semen was thawed and rédsusperm
motility and vitality. Data obtained showed thag timotility and vitality of post freezing sperm opreserved with
TES-TYC medium with chiken was higher compared® ather medium. It could be concluded that thetericed
of chicken egg yolk in TES-TYC medium was betteptkeperm integrity during cryopreservation compangith
the other medium, hence the existenced of eggamikgredient in TES-TYC medium should be chickgg yolk.
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PENDAHULUAN direkomendasikan sebagai cryoprotective medium
Simpan beku semen (semenuntuk simpan beku spermatozoa manusia (Weidel
cryopreservation) merupakan penyimpanan seme$ Prins, 1987 ; Hallaclkt.al.,1996).
pada suhu sangat rendah dalam nitrogen cair, Medium TES-TYC selalu menggunakan
dengan medium simpan beku tertentu sebaguning telur ayam (Mortimer,1994), namun tidak
protektor. Simpan beku semen digunakan untudikemukakan mengapa kuning telur ayam yang
menanggulangi masalah dalam reproduksi, bailligunakan dan bukan jenis kuning telur yang lain.
pada manusia maupun hewan. Hal yang perlKuning telur angsa secara matematis memiliki
dipertimbangkan dalam simpan beku semen adaldtandungan gliserol dan kolesterol tertinggi
penggunaan medium simpan beku. Mediundibandingkan dengan kuning telur bebek atau
simpan beku digunakan untuk mempertahankakuning telur ayam. Gliserol dan kolesterol
agar spermatozoa tidak mengalami kerusakamerupakan komponen penting dalam medium
selama simpan beku. simpan beku sehingga kuning telur angsa
Medium yang digunakan pada simpan bekuimungkinkan akan lebih baik bila digunakan
semen antara lain gliserol, medium ini dapasebagai bahan baku medium modifika&S Tris
mempertahankan spermatozoa post freezing 31 ¥olk citrat (TES-TYC).
dibanding motilitas spermatozoa pre freezing Berdasarkan uraian tersebut di atas maka
(Weidel & Prins, 1987). Medium yang terdiri atasperlu dilakukan penelitian untuk menguji apakah
campuran gliserol dan kuning telur ayam dapakuning telur dalam mediumTESTYC selain
mempertahankan motilitas spermatozoa podtuning ayam akan lebih baik bila digunakan
freezing 49% dari motilitas spermatozoa presebagai bahan baku medium modifikd&S Tris
freezing. Medium lain yang juga banyakyolk citrat (TES-TYC) . Penelitian ini bertujuan
digunakan adalah medium TES-Tris yolk citratmenganalisis kemungkinan penggunaan TES-TYC
(TES-TYC). (Weidel & Prins, 1987). Penelitian dengan kuning telur selain kuning telur ayam.
Prins & Weidel (1986) menunjukkan mediumterhadap motilitas dan vitalitas spermatozpoat
TES-TYC dapat mempertahankan motilitasfreezing.
spermatozoa post freezing 83 % dari pre freezing. Struktur spermatozoanature, terdiri atas
Oleh karena itu medium TES-TYC kepala dengan akrosom dan nukleus. Bagian
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tengah  fnidpiece) terdapat  mitokondria, thawing relatif tinggi, oleh karena itu medium
sitoplasma, aksonema, dan serabut padat luaersebut direkomendasikan sebagajoprotective
Bagian ekor terdapat aksonema dan selubungedium untuk simpan beku spermatozoa manusia.
fibrosa. Aksonema merupakan struktur kompleksviedium TESTYCmengandung TES-Tris dan Na-
yang terdiri atas 9 pasang mikrotubulus yangsitrat  sebagai  buffer, gliserol  sebagai
saling berhubungan melalui nexin dan cryoprotectant, kuning telur, dan fruktosa sebagai
berhubungan dengan selubung sentral dagumber energi. TES-Tris merupakan buffer yang
sepasang mikrotubulus sentral melalui jari-jariberfungsi baik padapre-freeze maupun post-
radial (Neischlag & Behre, 1996 ; Johnson &thawing. TES-Tris buffer dapat mengikat ion
Everitt, 1988). hidrogen pada medium sehingga mempercepat
Dasar struktural gerakan spermatozogroses dehidrasjWeidel & Prins, 1987).
adalah ekor spermatozoa dengan aksonema sentral Gliserol dalam medium  merupakan
dan serabut padat luar. Bagignoksmal yang cryoprotectant yang dapat melindungi
dikenal sebagai bagian tengah dikelilingi olehspermatozoa dari kerusakan selama proses
mitokondria yang menyediakan energi untukpendinginan berlangsung (Winarso & Hinting,
pergerakan spermatozoa. Sembilan serabui999). Pada medium simpan beku tanpa gliserol,
mikrotubulus di bagian luar merupakan unithasil thawing yang didapat menunjukkasurvival
kontraktil utama sedangkan mikrotubulus dispermatozoa yang lebih rendah dibanding medium
bagian tengah berfungsi sebagai konduktor impulgang mengandung gliserol. Kondisi tersebut
yang cepat dan menghasilkan gerakan ritmiknenunjukkan bahwa gliserol dalam medium
(Hafez,1968). simpan beku dapat berfungsi sebagai
Motilitas merupakan salah satu faktorcryoprotectant dan sangat penting untuk
penting dalam menentukan kualitas spermatozomempertahankansurvival spermatozoa. Pada
Motilitas sangat menentukan keberhasilarproseshawing, simpan beku dalam medium tanpa
spermatozoa menembus mukus serviks dalamliserol menyebabkan terjadinya penurunan
proses fertilisasi. Turunnya motilitas spermatozoaecovery of motile spermatozoa oleh karena terjadi
akan berpengaruh pada terjadinya kehamilapenurunansurvival spermatozoa. Dengan adanya
(Mortimer, 1994). gliserol sebagaicryoprotectant dalam medium,
Istilah vitalitas spermatozoa mengacu padanotilitas postthawing akan lebih terjaga (Prins &
istilah viabilitas spermatozoa. Pengujian vitalitasWeidel, 1986)
dilakukan bila presentase spermatoZoanctile Kuning telur dalam medium TES-TYC
melebihi 50 % (Anonim,1999). Dengan bukan merupakamryoprotectant tetapi berfungsi
berkembangnyénter Cytoplasmic Sperm Injection  mempertahankan fluiditas membran sel
(ICSl) maka uji vitalitas ini menjadi sangat (Mortimer,1994). Pada kuning telur terdapat lemak
penting, karena dapat membedakan sel mati dagyang antara lain  tersusun atas gliserol dan
sel yang hidup yang digunakan sebagai indikatdkolesterol. Komponen tersebut diketahui dapat
pada prosedumtra Cytoplasmic Sperm Injection  mempertahankan integritas sel pada saat terjadi
(Girraudet. al., 2000 ; Polcz,1996) penurunan suhu. (Mortimer,1994 ; Albedt
Upaya untuk mempertahankan agaral., 1994 ; Hafez, 1968)Kuning telur ayam
spermatozoa tidak mengalami kerusakan selanmaerupakan salah satu komponen medium TES-
simpan beku, adalah dengan cara menambahYC (Prins & Weidel, 1986)Struktur dan fungsi
semen dengan medium tertentu sebelurapermatozogost freezing yang disimpan dengan
dilakukan simpan beku. Medium simpan bekumedium TES-TYC lebih baik dibanding struktur
spermatozoa umumnya mengandung buffer dadan fungsi spermatozogost freezing yang
cryoprotectant. Medium TESTris yolk citrat disimpan dengan gliserol saja (Hallack
(TESTYC) merupakan medium yang sering et.al.,1996). Kuning telur ayam merupakan salah
digunakan pada simpan beku spermatozoaatu komponen medium TES-TYC yang bersama
Medium tersebut merupakan medium yang dapalengan gliserol berfungsi sebagai protektor
mempertahankan motilitas spermatozogaost membran (Mortimer,1994). Kandungan lemak
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dalam kuning telur ayam 32,6 %, kuning telurhomogen maka dilakukan uji statistik dengan
bebek 35,2 % sedangkan kuning telur angsa 36 %menggunakan analisis parametrik  dengan
Gliserida merupakan  komponen tertinggimenggunakan uji Anova dengan uji lanjut Duncan
penyusun lemak kuning telur. Gliserida padaMunawar, 1995 ; Santosa, 1999)

kuning telur tersusun atas gliserol dan asam lemak

(Romanoff & Romanoff, 1963), Gliserol HASIL DAN PEMBAHASAN
merupakareryoprotectant yang paling umum pada Tabel 1. Hasil penghitungan rerata motilitas dan

simpan beku semen manusia (Mortimer,1994). Di vitalitas  spermatozoa sebelum dan

dalam lemak kuning telur juga terdapat kolesterol setelah simpan beku (dalam %)

yang dapat mempertahankan fluiditas membran sel

sehingga dapat mencegah kerusakan sel akiba¥ledium Motilitas Pre  Motilitas Post CSF

penurunan suhu (Albertset al., 1998 ; Freezing Freezing

Hafez,1968). A 58,70 + 4,59 35,81 + 3,06 60 + 3,44
B 58,70 4,592 33,04 £2,79¢ 56 + 3,87

BAHAN DAN METODE C 58,70 4,592 31,21 £2,794 53 £4,42

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Andrologi Rumah Sakit Telogorejo Semarang. Medium  VitalitasPre Vitalitas Post CSF

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental Freezing Freezing

yang dilakukan di laboratorium yang merupakan__ A 7870+6,22c  4801+435¢ 61£574
percobaan dengan rancangan dasar menggunakan B 7870£6,222 4518+337s 584448
rancangan acak lengkap (RAL) (Munawar, 1995) < 78706222 4318 +437h 55%4,74

Sampel dalam penelitian ini adalah semen o _
yang berasal dari pria dewasa, dengan kriteria ~ Data yang diikuti superscrip yang sama
inklusi yang diterapkan pada penelitian ini adalah menunjukkan berbeda tidak nyata. Data yang
volume, leukosit, pH, viscositas semen, sertdliikuti superscrip yang berbeda menunjukkan
jumlah, motilitas dan vitalitas spermatozoa sesudierbeda nyata. . .
kriteria  yang diterapkan oleh WHO Hasil penelltl_an mer_lunjukkaﬁtryowrwval
(Anonim,1999). Semen diperoleh dari 30 priaFactor semua variabel di atas 50 % . Dengan

dewasa, semen yang berasal dari satu orang dib&lgmikian dapat dipastikan bahwa penurunan
menjadi dua kelompok perlakuan. motilitas dan vitalitas  postfreezing setelah

Variabel penelitian ini adalah motilitas dan simpan beku bukan disebabkan kesalahan prosedur

vitalitas spermatozoa, yang diamati sebelum dakeria tetapi dampak dari perlakuan.
sesudah simpan beku (Mortimer, 1994 ; Speno Kuning telur dalam medium TES-TYC
al., 1999). Pengujian ketepatan metode Simpaherfung5| mempertahankan fluiditas membran sel

beku dilakukan dengan menghitu@yosurvival ~ (Mortimer,1994). Pada kuning telur terdapat lemak
Factor (Mortimer, 1994). yang antara lain  tersusun atas gliserol dan

Cara penelitan ini  meliputi cara kolesterol. Komponen tersebut diketahui dapat

pembuatan medium TEST-Tris yolk citrat (TES-Mempertahankan integritas sel pada saat terjadi
TYC) sesuai metode Winarso & Hinting,1999 ;Penurunan suhu (Mortimer,1994 ; Hafez, 1968 ;
Prins & Weidel 1986 ; Mortimer, 1994. CaraAlbertetal. 1994) _
penyimpanan Ssemer(semen cryopreservation) _ I_:IU|d|ta_s merupakan hal penting secara
sesuai metode Winarso & Hinting (1999). Carabiologis bagi membran sel (Albeet al. 1994).
penuaian(thawing) sesuai dengan metode WeidelAktivitas enzim dan proses transport melalui
& Prins (1987). membran akan terhenti bila struktur bilayer
Data hasil penelitian diuji pola distribusinya menjadi kaku. Fluiditas lipid bilayer membran
dengan menggunakan ufolmogorov-Smirnov, ~ Sangat  tergantung pada temperatur  dan
dan dilanjutkan dengan uji homogenitas variansikOmposisinya. Pada temperatur rendah, rantai
Hasil uji pola distribusi menunjukkan semua dats?hospholipid pada membran berubah dari fase sol
mengikuti pola distribusi normal dan variansinyamenjadi fase gel, perubahan tersebut disebut
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sebagai fase transisi. Hal ini menyebabkamliserol dalam medium TES-TYC adalah 6 %
membran sulit membeku. Disamping itu adanygdWeidel & Prins,1987).
ikatan gandais yang membentuk lekukan pada Hasil penelitian menunjukkan motilitas dan
rantai  hidrokarbon dan membuat rantaivitalitas spermatozopost freezing yang disimpan
hidrokarbon sulit bersatu, sehingga membran tetagengan medium TES-TYC dengan kuning telur
fluid pada temperatur rendah. Disampingayam tertinggi bila dibandingkan dengan medium
phospholipid, lipid bilayer pada membran sel jugalES-TYC dengan kuning telur bebek maupun
tersusun atas kolesterol. Pada konsentrasi rendahgsa. Secara teoritis medium TES-TYC dengan
kolesterol menyebabkan membran sel menjadiuning telur angsa merupakan medium yang dapat
kurangfluid tetapi pada konsentrasi yang tinggi,mempertahankan motilitas spermatozogost
kolesterol mencegah rantai karbon bergabun§eezing tertinggi, sedangkan medium TES-TYC
sehingga mencegah membran menjadi kaigid) = dengan kuning telur ayam mempertahankan
(Albert et al. 1994 ; Anonim, 2000) motilitas spermatozopost freezing yang terendah.
Keberadaan kuning telur dalam mediumKondisi tersebut kemungkinan disebabkan
TES-TYC akan menyebabkan medium tersebukonsentrasi gliserol dalam medium TES-TYC
mengandung kolesterol. Keberadaan kolesteralengan kuning telur bebek dan medium TES-TYC
pada kuning telur menyebabkan kandungamlengan kuning telur angsa cukup tinggi sehingga
kolesterol pada medium TES-TYC menjadi tinggimelampaui batas toksisitas gliserol, sedang glisero
sehingga fluiditas membran dapat terjaga paddalam medium TES-TYC dengan kuning telur
suhu rendah. Dengan demikian fluiditas membramyam kemungkinan berada pada konsentrasi
dapat bertahan lebih lama pada proses penurunaptimum dan tidak melampaui batas toksisitas
suhu berlangsung, sehingga dehidrasi dapafiserol. Berdasarkan hal tersebut dapat dipahami
berlangsung semaksimal mungkin. Hal tersebubila medium TES-TYC dengan kuning telur ayam
mengakibatkan berkurangnya pembentukan kristahempertahankan motilitas spermatozogost
es intrasellular. Dengan berkurangnya kristal efreezing tertinggi.
intrasellular maka pembentukan kristal es yang Defect aksonema mempengaruhi vitalitas
besar pada saathawing juga berkurang, spermatozoa. Bila hal tersebut terjadi pada
kerusakan sel juga berkurang. spermatozoa, maka spermatozoa tersebut akan
Komponen terbesar penyusun lemak kuningetap vital (iable) tetapi immotil. Kematian
telur adalah gliserida yang merupakan gabungaspermatozoa itu sendiri juga merupakan hal yang
antara gliserol dan asam lemak. Kandungamempengaruhi vitalitas spermatozoa. Persentase
gliserol pada kuning telur angsa paling tinggiproporsi vitalitas spermatozoa yang tinggi tetapi
diikuti gliserol pada kuning telur bebek, danimmotil menunjukkan adanya kerusakan struktural
terendah gliserol pada kuning telur ayam.pada flagella (Anonim, 1999).
(Romanoff & Romanoff 1963), Dengan demikian
maka kandungan gliserol medium TES-TYCKESIMPULAN
dengan kuning telur angsa adalah yang tertinggi Padapenelitian ini dapat disimpulkan bahwa
dan diikuti medium TES-TYC dengan kuning telurkuning telur ayam merupakan jenis kuning telur
bebek, medium TES-TYC dengan kuning teluryang paling sesuai sebagai bahan baku medium
ayam. simpan beku semen TES-TYC.
Sebagatryoprotectant, gliserol mempunyai
tiga sifat, yaitu dapat melewati membran secar® AFTAR PUSTAKA
pasif, dapat menggantikan air, pada konsentragilberts, B., D. Ray, J. Lewis, K. Raff, K. Roberts,

tinggi bersifat toksik (Henry et al.,1993). J.D. Watson. 1994 Molecular Biology of
Toksisitas gliserol dapat dikurangi dengan the cell. 3 Edition. Garland Publishing Inc.
menurunkan konsentrasi gliserol dalam medium. New York. pp 483 — 502.

Penurunan konsentrasi gliserol dari 7,5 % sampdainonim. 1999. WHO Laboratory Manual for the
5 % dapat meningkatkan motilitas spermatozoa examination of human semen and sperm-
post thawing (Critzer et al., 1988). Konsentrasi cervical mucus interactiod™4  Ed.
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