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ABSTRAK 

Salah satu cara untuk mengurangi nilai impor daging sapi secara nasional yaitu dengan 

program peningkatan jumlah anakan sapi potong pada skala peternak rakyat, melalui 

peningkatan efisiensi reproduksi sapi menggunakan teknologi inseminasi buatan. Tujuan 

penelitian ini adalah untuk mengetahui perbedaan kualitas semen segar dan semen beku 

sapi pejantan Limousin. Metode penelitian menggunakan eksploratif laboratoris. Hasil 

pengamatan makroskopis menunjukkan bahwa nilai volume semen segar adalah 4,4-7,2 

ml, sementara hasil pengamatan warna pada semen segar maupun semen beku 

semuanya berwarna putih susu. Konsistensi pada semen segar termasuk kental, 

sedangkan pada semen beku tergolong cair. Pengukuran pH pada semen segar dan 

beku menunjukkan hasil 6,7. Sementara itu, hasil pengukuran motilitas semen segar 

diperoleh nilai 77% dan pada semen beku menunjukkan hasil 41,5%. Abnormalitas 

semen segar menunjukkan nilai 1,30%, sedangkan pada semen beku diperoleh hasil 

0,00%. Hasil pemeriksaan konsentrasi spermatozoa pada semen segar sebanyak 

1.426(106)/ml, sedangkan pada semen beku sebesar 26,6(106)/ml. Hasil evaluasi 

mikroskopis menunjukkan bahwa terdapat lima variabel yang berbeda nyata (p<0,05) 

yaitu volume, kekentalan, motilitas, abnormalitas, dan konsentrasi, serta terdapat dua 

variabel yang menunjukkan tidak beda nyata (p>0,05) yaitu warna dan pH. Disimpulkan 

bahwa terdapat perbedaan nyata pada lima variabel yang diukur tetapi perbedaan 

tersebut masih dalam batas ambang yang wajar sesuai standar baku mutu kualitas yang 

diterbitkan oleh Badan Standarisasi Nasional Tahun 2021. 

Kata Kunci: eksploratif laboratoris, inseminasi buatan, makroskopis, mikroskopis 

Comparison of Fresh and Frozen Semen Quality in 
Limousin Bull at the Teaching Farm, Faculty of Veterinary 

Medicine, Airlangga University 
 

ABSTRACT 

One way to reduce the value of beef imports nationally is to conduct a program to increase 
the number of beef cattle breeders at the smallholder scale by increasing the efficiency 
of cattle reproduction through artificial insemination technology. The purpose of the study 
was to determine the difference in the quality of fresh semen and frozen semen of 
Limousin bulls. The research method used exploratory laboratory. The results of 
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macroscopic observations showed that the value of fresh semen volume was 4.4-7.2 ml., 
the results of color observations on fresh and frozen semen were all milky white. The 
consistency of fresh semen is thick while frozen semen is liquid. Measurement of pH in 
fresh and frozen semen showed a result of 6.7, while the results of fresh semen motility 
measurements obtained a value of 77% and in frozen semen showed a result of 41.5%. 
Abnormality of fresh semen showed a value of 1.30% while in frozen semen the result 
was 0.00%. The results of the examination of spermatozoa concentration in fresh semen 
were 1,426(106)/ml, while in frozen semen it was 26.6(106)/ml. The results of microscopic 
evaluation showed that there were five variables that were significantly different (p<0.05), 
namely volume, viscosity, motility, abnormality, and concentration, and there were two 
variables that showed no significant difference (p>0.05), namely color and pH. It was 
concluded that there are significant differences in the five variables measured but these 
differences are still within reasonable threshold limits according to the quality standards 
published by the National Standardization Agency in 2021. 

Keywords: exploratory laboratory, artificial insemination, macroscopic, microscopic 
 

PENDAHULUAN 

Pada umumnya, tingkat kemampuan reproduksi (fertilitas) pada sapi potong baik pejantan maupun 

sapi betina merupakan salah satu faktor yang berdampak cukup signifikan terhadap performa 

keturunan yang dihasilkannya. Adanya kemampuan sperma (semen) dapat membuahi sel telur (ovum) 

pada sapi potong betina merupakan penanda pada fertilitas sapi pejantan, sedangkan pada fertilitas 

sapi betina lebih ditunjukkan oleh tanda-tanda birahi (estrus) dan terjadi ovulasi. Berbagai faktor dapat 

mempengaruhi performa fertilitas sapi potong di antaranya faktor genetik (Schmutz et al., 2001; 

Johnston et al., 2014; Brown & Vosloo, 2017; Kasimanickam et al., 2018), nutrisi pakan yang cukup 

dan seimbang (Novo et al., 2020; Susilowati, 2020; Winton et al., 2024), manajemen peternakan yang 

baik dan efektif termasuk program kesehatan secara terstruktur (Broom, 1991; Etim & Oguike, 2014; 

Jones, 2018; Novo et al., 2020; Winton et al., 2024), dan lingkungan yang mencerminkan kondisi alami 

(Lynch, 2010; Miller, 2017; Winton et al., 2024). Pentingnya manajemen reproduksi yang baik 

merupakan salah satu faktor penentu yang berpengaruh pada performa produksi sapi potong. Menurut 

Winton et al. (2024), perawatan reproduksi yang efektif dan efisien serta penentuan waktu yang tepat 

dalam inseminasi adalah hal penting dalam manajemen reproduksi. 

Teknologi Inseminasi Buatan (IB) merupakan salah satu cara yang cukup efektif dan efisien dalam 

meningkatkan produksi daging melalui peningkatan jumlah anakan/pedet dan kualitas genetik ternak 

(Sabdoningrum et al., 2018). Cara yang digunakan adalah dengan memanfaatkan peluang sapi 

pejantan terbaik agar dapat mengawini lebih dari satu indukan dan dapat meningkatkan kualitas genetik 

dari sapi (Susilawati, 2013). IB merupakan proses pemasukan semen sapi pejantan yang telah 

terseleksi ke dalam vagina sapi betina yang sedang birahi dengan menggunakan peralatan yang dibuat 

oleh manusia (Bandini, 2004). Beberapa persyaratan yang perlu mendapatkan perhatian dalam 

melaksanakan IB, yaitu a) mutu semen beku dari Balai Inseminasi Buatan, b) fisiologi sapi betina, dan 

c) kualifikasi keahlian inseminator dan peternak dalam ketepatan waktu IB dan deposisi semen 

(Susilawati, 2011). 

Daging sapi merupakan salah satu hasil hewan ternak yang menjadi sumber protein hewani dan 

sangat mendukung kebutuhan pokok pangan di Indonesia. Menurut Badan Pusat Statistik, kebutuhan 

daging sapi segar untuk konsumsi rumah tangga nasional pada tahun 2023 adalah 139,47 ribu ton per 

tahun, atau turun 7,54% dari tahun sebelumnya. Sementara itu, rata-rata konsumsi daging sapi per 

kapita per tahun pada tahun 2023 adalah 0,5 kilogram, yang juga turun 9,1% dari tahun 2022. Indonesia 

masih melakukan impor daging sapi untuk memenuhi kebutuhan masyarakat karena peningkatan 

produksi daging sapi belum mencukupi (BPS, 2023). Salah satu upaya untuk memangkas dan 

mengurangi nilai impor daging sapi maka perlu dilakukan program peningkatan jumlah anakan sapi 

potong pada skala peternak rakyat dengan cara meningkatkan efisiensi reproduksi sapi melalui 

teknologi inseminasi buatan. Sapi Limousin merupakan salah satu contoh sapi potong berkarakteristik 

unggul yang layak dimanfaatkan sebagai pejantan bagi para peternak lokal. Sapi Limousin merupakan 

komoditi yang menguntungkan untuk dikembangkan di Indonesia. Selain iklimnya yang cocok, sapi 
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Limousin mampu menghasilkan daging lebih banyak dibanding sapi jenis lokal, dengan berat dapat 

mencapai sekitar 1 ton pada sapi dewasa (Yulianto, 2010). 

Berikut beberapa ciri sapi Limousin, antara lain tingkat pertumbuhan yang tinggi dan tubuh yang 

panjang. Sapi Limousin dapat tumbuh setinggi 1,5 m dan panjang badan 1,75 hingga 1,95 meter. 

Kisaran bobot badan lahir tergolong kecil sampai sedang. Sapi jantan dewasa berbobot 1.100 kg, 

sedangkan sapi betina dewasa beratnya bisa mencapai 575 kg. Sapi Limousin memiliki tingkat 

kelahiran yang tinggi (98%), kemudahan melahirkan (99%), kemampuan menyusui dan merawat anak, 

serta pertumbuhan yang cepat (Blakely & Bade, 1994). 

Kualitas semen merupakan faktor yang perlu diperhatikan dalam mengembangkan inseminasi 

buatan karena berpengaruh pada keberhasilan pelaksanaan inseminasi buatan. Sperma berkualitas 

tinggi telah terbukti secara progresif akan menghasilkan keturunan yang lebih baik (Medeiros et al., 

2002). Beberapa faktor yang mempengaruhi produksi semen pada sapi pejantan antara lain: umur, 

genetik, suhu, musim, pakan, berat badan, dan frekuensi ejakulasi (Ismaya, 2014). Ditegaskan pula 

oleh Lestari et al. (2013) bahwa umur berpengaruh secara signifikan terhadap volume semen segar. 

Taman Ternak Pendidikan Fakutas Kedokteran Hewan (FKH) didirikan pada tahun 1989. Pada 

tahun 2021 Taman Ternak Pendidikan tersebut berubah menjadi Teaching Farm Unit produksi semen 

beku. Unit produksi semen beku Teaching Farm mempunyai tugas pokok untuk memproduksi dan 

mendistribusi semen beku sapi dalam memenuhi kebutuhan inseminasi buatan, khususnya di daerah 

Jawa Timur dan wilayah lainnya di Indonesia. Pada Teaching Farm FKH Universitas Airlangga 

Surabaya, proses pengelolaan kualitas spermatozoa segar dilakukan dengan mengukur kualitas 

spermatozoa secara makroskopis yang meliputi volume, warna, kekentalan, dan pH, serta pengukuran 

mikroskopis yang terdiri atas motilitas, abnormalitas, dan konsentrasi. 

Berdasarkan atas pentingnya data tentang manajemen reproduksi yang baik terutama berkaitan 

dengan perawatan reproduksi yang efektif dan efisien dalam penentuan waktu yang tepat untuk 

inseminasi sapi potong Limousin, serta dalam rangka usaha mengurangi ketergantungan nilai impor 

daging sapi, maka perlu dilakukan penelitian tentang perbandingan kualitas semen segar dan beku 

pada sapi pejantan Limousin. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui perbedaan kualitas semen 

segar dan semen beku pada sapi pejantan Limousin. 

 

METODE PENELITIAN   

Waktu, Lokasi, dan Parameter Penelitian   

Penelitian dilakukan selama dua bulan yaitu November sampai dengan Desember 2024 di 

Laboratorium Produksi Semen Beku Teaching Farm, Desa Tanjung, Kecamatan Kedamean, 

Kabupaten Gresik, Provinsi Jawa Timur. Parameter yang diamati secara makroskopis meliputi volume, 

warna, kekentalan, dan pH, sedangkan pengamatan mikroskopis terdiri atas motilitas, abnormalitas, 

dan konsentrasi. Metode pemeriksaan volume, warna, dan kekentalan semen segar diamati dengan 

melihat tabung berskala dan mikrotube. Pengukuran pH dilakukan dengan kertas lakmus, sedangkan 

pemeriksaan motilitas dan abnormalitas menggunakan mikroskop. Adapun untuk pemeriksaan 

konsentrasi dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer. 

Metode dan Sampel Penelitian 

Metode yang digunakan dalam penelitian adalah eksploratif laboratoris yaitu dengan menilai 

kualitas semen segar yang terdiri dari motilitas spermatozoa dan konsentrasi semen segar 

dibandingkan dengan kualitas semen beku yang diambil dari 8 kali proses produksi semen beku. Pada 

setiap proses produksi semen beku terdapat 2 ekor sapi pejantan Limousin, pada setiap pejantan 

diambil sebanyak 2 kali ejakulat dalam 1 kali proses produksi semen beku. Jumlah total sampel 

pemeriksaan sebanyak 140 data, yang terdiri dari 20 data untuk masing-masing parameter: volume, 

warna, kekentalan, pH, motilitas, abnormalitas, dan konsentrasi. 
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Cara Kerja 

Pada dasarnya pengukuran volume pada semen segar dan beku (Gambar 1A dan 1B) memiliki 

prinsip kerja yang relatif sama yaitu dengan mengukur volume semen segar maupun semen beku 

melalui skala alat pada alat ukur yang digunakan. Pada semen segar diukur menggunakan tabung 

berskala pada set vagina buatan yang digunakan untuk menampung semen segar pada sapi pejantan. 

Hal ini sejalan dengan pendapat Susilawati (2011), volume semen segar dapat diamati dengan 

menggunakan tabung yang pada dindingnya terdapat skala volume, yaitu dengan cara setelah semen 

ditampung pada tabung tersebut, kemudian langsung dapat dilihat volume semen yang diperoleh. 

Pemeriksaan volume semen beku dilakukan dengan cara mendinginkannya (thawing) pada water bath 

pada suhu 37,5°C selama 30 detik, selanjutnya menuangkan semen yang terdapat pada straw ke 

dalam mikrotube dan mengukurnya dengan pipet ukur yang berukuran 0,1 ml. Berikut pemeriksaan 

parameter yang diteliti. 

1. Pemeriksaan warna semen segar dapat diamati dengan cara melihat tabung berskala pada set 

vagina buatan yang digunakan untuk menampung semen segar pada sapi pejantan. Adapun 

pemeriksaan warna semen beku dilakukan dengan cara mendinginkannya (thawing) pada water 

bath dengan suhu 37,5°C selama 30 detik, selanjutnya menuangkan semen yang terdapat pada 

straw ke dalam mikrotube dan diamati warnanya.  

2. Pemeriksaan kekentalan semen segar dapat diamati dengan melihat tabung berskala pada set 

vagina buatan yang digunakan untuk menampung semen segar pada sapi pejantan dengan cara 

mengamati proses turunnya semen segar tersebut pada saat tabung berskala dimiringkan dan 

dikembalikan pada posisi semula atau tegak lurus, apakah cepat, sedang, atau lambat. Sedangkan 

pada pemeriksaan untuk warna semen beku dilakukan dengan cara mendinginkannya pada water 

bath pada suhu 37,5°C selama 30 detik, selanjutnya menuangkan semen yang terdapat pada straw 

ke dalam mikrotube kemudian diamati prosesnya apakah cepat, sedang, atau lambat semen segar 

tersebut turun pada saat mikrotube dimiringkan dan dikembalikan pada posisi semula atau tegak 

lurus. 

3. Pemeriksaan pH semen segar dapat diamati dengan menggunakan kertas lakmus pH 6,4-8 yang 

dicelupkan pada sampel semen segar yang sudah ditampung dari sapi pejantan. Sedangkan pada 

pemeriksaan pH semen beku dengan cara mendinginkannya / thawing pada water bath dengan 

suhu 37,5°C selama 30 detik, selanjutnya menuangkan semen yang terdapat pada straw ke dalam 

mikrotube kemudian diperiksa menggunakan kertas lakmus pH 6,4-8. 

4. Pemeriksaan motilitas pada semen segar dilakukan dengan cara menghangatkan mikrotube, 

object glass, dan cover glass pada table warmer pada suhu 37,5°C, selanjutnya mencampur semen 

segar serta diluter dengan perbandingan 1:29. Dalam pelaksanaannya diambil 2,5 µl semen segar 

dan 72,5 µl diluter ditempatkan pada mikrotube dan dihomogenkan, kemudian diambil 3 µl larutan 

campuran semen segar dan diluter tersebut menggunakan mikropipet berukuran 0,5-10 µl, dan 

diteteskan ke object glass langsung ditutup dengan cover glass berukuran 18x18 mm. Langkah 

berikutnya diperiksa di bawah mikroskop Olympus CX-40 phase contrast dengan perbesaran 200x 

dan 400x dengan menilai sebanyak 5 kali lapang pandang untuk menghasilkan data hasil 

pemeriksaan motilitas spermatozoa pada sampel semen segar. Adapun pemeriksaan motilitas 

pada semen beku dilakukan dengan cara menghangatkan mikrotube, object glass, dan cover glass 

pada table warmer pada suhu 37,5°C, selanjutnya mengambil semen beku dan mendinginkannya 

/ thawing pada water bath dengan suhu 37,5°C selama 30 detik. Langkah berikutnya menuangkan 

semen yang terdapat pada straw ke dalam mikrotube dan dihomogenkan, selanjutnya mengambil 

3 µl sampel semen menggunakan mikropipet berukuran 0,5-10 µl dan diteteskan ke object glass. 

Langkah selanjutnya ditutup dengan cover glass berukuran 18x18 mm dan diamati di bawah 

mikroskop Olympus CX-40 phase contrast dengan perbesaran 200x dan 400x dengan menilai 

sebanyak 5 kali lapang pandang untuk menghasilkan data hasil pemeriksaan motilitas spermatozoa 

pada sampel semen beku. 

5. Pemeriksaan abnormalitas pada semen segar dengan cara mencampurkan semen segar dan eosin 

nigrosin dengan perbandingan 1:4 yaitu 2 µl semen segar dan 8 µl eosin nigrosin, selanjutnya 

dibuat preparat ulas dan dikeringkan, kemudian diamati di bawah mikroskop sebanyak 10 lapang 



80 
 

Manilkara | Journal of Bioscience 3(2): 76-88, Februari 2025 

pandang dengan total jumlah spermatozoa sebanyak 200 sel dan dihitung persentasenya. 

Sedangkan pada semen beku dapat diamati dengan cara mendinginkannya / thawing pada water 

bath dengan suhu 37,5°C selama 30 detik, selanjutnya menuangkan semen yang terdapat pada 

straw ke dalam mikrotube kemudian dihomogenkan, selanjutnya mencampurkan semen beku dan 

eosin nigrosin dengan perbandingan 1:4 yaitu 2 µl semen segar dan 8 µl eosin nigrosin, selanjutnya 

dibuat preparat ulas dan dikeringkan, kemudian diamati di bawah mikroskop sebanyak 10 lapang 

pandang dengan total jumlah spermatozoa sebanyak 200 sel dan dihitung persentasenya. 

6. Pemeriksaan konsentrasi pada semen segar menggunakan alat Spectrophotometer SDM 6 

Minitube caranya dengan mencampur semen segar dan NaCl 0,9% pada perbandingan 1:100. 

Sejumlah 3,5 ml NaCl 0,9% diambil menggunakan pipet dan dituangkan ke dalam cuvet, 

selanjutnya semen segar diambil sebanyak 35 µl menggunakan mikropipet 10-100 µl dan 

dituangkan ke dalam cuvet yang berisi 3,5 ml NaCl 0,9%, kemudian dihomogenkan dan dianalisis 

sehingga menghasilkan data konsentrasi semen segar. Prinsip kerja dari Spectrophotometer SDM 

6 adalah intensitas cahaya yang ditransmisikan oleh larutan berbanding lurus dengan konsentrasi 

dari larutan tersebut. Sedangkan pemeriksaan konsentrasi semen beku dilakukan dengan cara 

disiapkan counting chamber Neubauer Chamber, mikrotube, semen beku, dan NaCl 3%. NaCl 3% 

diambil sebanyak 990 µl menggunakan micropipet 100-1000 µl dan dimasukkan ke dalam 

mikrotube. Langkah berikutnya mengambil semen beku dari kontainer dan mendinginkannya / 

thawing pada water bath dengan suhu 37,5°C selama 30 detik, selanjutnya semen yang terdapat 

pada straw dituangkan ke dalam mikrotube yang lain dan dihomogenkan. Langkah selanjutnya 

yaitu 10 µl sampel semen diambil menggunakan mikropipet berukuran 0,5-10 µl dan dituangkan ke 

dalam mikrotube yang berisi NaCl 3% dan dihomogenkan dengan cara memutar mikrotube seperti 

angka 8. Selanjutnya diambil 10 µl dari mikrotube yang berisi NaCl 3% dan semen kemudian 

dimasukkan ke dalam chamber. Terakhir, sampel diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 

400x dan spermatozoa dihitung pada 5 kotak dari 25 kotak yang tersedia di counting chamber yaitu 

kotak ujung kanan atas, kanan bawah, kiri atas, kiri bawah, dan tengah, selanjutnya dihitung 

menggunakan rumus.  

7. Pengolahan data statistik dilakukan menggunakan SPSS versi 23, dengan uji normalitas 

menggunakan tes Kolmogorov-Smirnov, uji homogenitas, serta dilanjutkan dengan uji Oneway 

ANOVA dan Mann-Whitney untuk membandingkan kualitas semen segar dan semen beku. Jumlah 

total sampel pemeriksaan adalah 140 data, yang terdiri atas 20 data untuk masing-masing 

parameter: volume, warna, kekentalan, pH, motilitas, abnormalitas, dan konsentrasi. 

 

 
Gambar 1A. Pemeriksaan semen segar dan 1B. Pemeriksaan semen beku 

 

A B 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

Screening Awal 

Hasil pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis pada semen segar dan beku dari total sampel 

sebanyak 140 data dapat dilihat pada Tabel 1. Menurut Widiantoro et al. (2021)  pemeriksaan 

makroskopis meliputi volume ejakulasi semen, konsistensi semen, bau semen, warna semen, dan 

derajat keasaman (pH) semen. Pemeriksaan makroskopis dilakukan sebagai screening awal kualitas 

semen sebelum diproses lebih lanjut. 

 

Tabel 1. Hasil pemeriksaan volume, warna, kekentalan, pH, motilitas, abnormalitas, dan konsentrasi 

pada semen segar dan beku 

No 

Volume (ml) Warna Kekentalan pH Motilitas (%) 
Abnormalitas 

(%) 

Konsentrasi 

(x106) 

Semen Semen Semen Semen Semen Semen Semen 

Segar Beku Segar Beku Segar Beku Segar Beku Segar Beku Segar Beku Segar Beku 

1 7,2 0,23 
putih 

susu 

putih 

susu 
Kental Cair 6,7 6,7 70 40 1 0 1.643 26 

2 4,4 0,23 
putih 

susu 

putih 

susu 
Kental Cair 6,7 6,7 70 40 2 0 573 27 

3 7 0,23 
putih 

susu 

putih 

susu 
Kental Cair 6,7 6,7 80 40 1 0 1.797 26 

4 6 0,23 
putih 

susu 

putih 

susu 
Kental Cair 6,7 6,7 75 45 2 0 1.302 27 

5 8,6 0,23 
putih 

susu 

putih 

susu 
Kental Cair 6,7 6,7 80 45 1 0 800 25 

6 5 0,23 
putih 

susu 

putih 

susu 
Kental Cair 6,7 6,7 85 45 2 0 1949 28 

7 6 0,23 
putih 

susu 

putih 

susu 
Kental Cair 6,7 6,7 80 40 1 0 1128 28 

8 6,2 0,23 
putih 

susu 

putih 

susu 
Kental Cair 6,7 6,7 75 40 1 0 1747 26 

9 6,6 0,23 
putih 

susu 

putih 

susu 
Kental Cair 6,7 6,7 75 40 1 0 1738 27 

10 7,2 0,23 
putih 

susu 

putih 

susu 
Kental Cair 6,7 6,7 80 40 1 0 1589 26 

Pengukuran Volume  

Pada penelitian ini volume semen segar dari sapi Limousin yang diperoleh setelah ejakulasi 

sebesar 4,4-7,2 ml (Tabel 1). Perolehan besaran volume tersebut termasuk dalam kisaran normal 

karena menurut Feradis (2010), volume semen segar sapi pada umumnya berkisar antara 5-8 ml 

tergantung pada ukuran testis dan breed, sedangkan menurut Toelihere (1981), volume semen sapi 

memiliki kisaran 1-15 ml. Bahkan Butar-Butar (2009) menyatakan bahwa volume semen sapi jantan 

berkisar 1-9,1 ml dalam peningkatan kualitas semen secara exercise. Menurut Evans & Maxwell (1987), 

banyak dan sedikitnya volume semen yang diproduksi per ejakulasi berkontribusi dalam menentukan 

tingkat pengenceran inseminasi buatan. 

Pada hewan muda volume semen relatif lebih sedikit dibandingkan hewan dewasa (Ax et al., 2008). 

Pada penelitian tentang kualitas semen sapi penjantan Bali, volume semen berkorelasi positif terhadap 

lingkar skrotum. Lingkar skrotum lebih menggambarkan tentang ukuran testis dan menunjukkan 

banyaknya tubulus seminiferus yang memiliki fungsi untuk menghasilkan spermatozoa (Saputra et al., 

2017). Ukuran testis berkorelasi dengan umur, karena semakin tua umur sapi umumnya terdapat 

penambahan pula pada ukuran testis (Ismaya, 2014). Semakin besar ukuran testis, maka tubulus 

seminiferus akan semakin besar. Peningkatan pada tubulus seminiferus akan berkontribusi pada 

peningkatan produksi spermatozoa. Hal tersebut sesuai dengan penelitian Paldusova et al. (2014), 

pada usia > 5 tahun diperoleh hasil spermatozoa yang lebih optimal dibandingkan dengan pada usia < 

2 tahun. 

Sebagai pelengkap informasi bahwa ukuran volume semen beku yang digunakan dalam penelitian 

ini adalah 0,23 ml. Hal ini dapat terjadi karena dalam pengukurannya menggunakan spektrofotometer 

dengan pengaturan volume di mini straw sebesar 0,23 ml pada mini straw berkapasitas 0,25 ml. 
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Menurut BSN (2021), pengukuran volume semen beku sapi harus menggunakan mini straw berukuran 

0,25 ml karena dengan terdapatnya sisa 0,2 ml pada mini straw dimaksudkan untuk mengantisipasi 

dari sifat air yang jika didinginkan akan bertambah volumenya. Sesuai dengan pendapat Sebayang 

(2024), bahwa air memiliki sifat dualisme yang anomali, adakalanya jika suhu air dipanaskan maka 

volumenya akan bertambah besar, begitu pula jika suhu air didinginkan maka volumenya juga akan 

bertambah banyak. Anomali sifat air dapat dianggap pengecualian yang dialami oleh zat cair ketika 

didinginkan atau dipanaskan. 

Pemeriksaan Warna 

Hasil pengamatan dari seluruh sampel menunjukkan bahwa baik pada semen segar maupun 

semen beku semuanya berwarna putih susu (Tabel 1). Warna putih susu pada kedua semen tersebut 

termasuk dalam kategori warna yang normal karena warna semen sapi yang berkualitas baik adalah 

seperti warna susu, baik krem keputih-putihan maupun putih kekuning-kuningan (Nursyam, 2007; 

Feradis, 2010; Susilowati et al., 2023). Pernyataan ini juga diperkuat berdasarkan Peraturan Menteri 

Pertanian Republik Indonesia Nomor 10/Permentan/ PK.210/3/2016 Pasal 11 huruf h bahwa pejantan 

unggul yang digunakan untuk memproduksi susu beku harus mempunyai warna semen putih susu atau 

kekuning-kuningan (Kementerian Pertanian, 2016). Menurut Butar-Butar (2009) dan Chumairoh et al. 

(2023), warna putih kekuning-kuningan pada semen berasal dari pigmen riboflavin yang dibawa oleh 

satu gen autosomal resesif dan tidak berdampak terhadap fertilitas. 

Berikut beberapa indikasi pada warna semen yang sekaligus menggambarkan penyebab 

terjadinya perubahan pada warna tersebut. Apabila semen berwarna merah maka semen terindikasi 

terkena darah akibat luka atau infeksi pada saluran reproduksi jantan. Jika semen berwarna kecoklatan, 

menunjukkan adanya darah pada semen yang telah mengalami dekomposisi. Semen dengan warna 

coklat muda kehijau-hijauan menandakan kemungkinan telah terjadi kontaminasi dengan feses 

(Toelihere, 1981; Feradis, 2010). Semen berwarna kuning atau putih kotor menunjukkan bahwa semen 

telah bercampur dengan urin atau nanah sebagai akibat reaksi radang lainnya. Apabila semen pada 

suhu ruang berwarna hijau kekuningan maka diduga kuat pada semen tersebut terdapat bakteri 

Pseudomonas aeruginosa. Sementara itu, apabila di dalam semen terdapat gumpalan, bekuan, 

dan kepingan menunjukkan keberadaan nanah yang biasanya berasal dari kelenjar asesoris atau 

ampula (Feradis, 2010). 

Pemeriksaan Kekentalan (Konsistensi) 

Tabel 1 dan 2 memberikan gambaran bahwa hasil pemeriksaan terhadap kekentalan (konsistensi) 

pada semen segar yang diperoleh termasuk dalam kategori kental (pekat) dengan konsentrasi 

spermatozoa sebanyak 1.426(106)/ml, sedangkan pada semen beku tergolong cair dengan konsentrasi 

spermatozoa sebanyak 26,6(106)/ml. Konsentrasi spermatozoa yang diperoleh menurut Toelihere 

(1981) masih termasuk dalam kisaran 1.000-1.800 juta/ml sehingga konsistensinya tergolong kental. 

Menurut Evans & Maxwell (1987) konsistensi semen cenderung bergantung pada konsentrasi 

spermatozoa dan seminal plasma, pada semen yang tergolong dalam konsistensi kental lebih banyak 

mengandung spermatozoa bila dibandingkan dengan semen yang berkonsistensi encer. Menurut 

Feradis (2010) dan Susilawati (2011), konsistensi kepekatan/kekentalan sperma berkorelasi positif terhadap 

konsentrasi spermatozoa, artinya semakin kental konsistensi semen maka semakin tinggi konsentrasi 

spermatozoanya.      

Pengukuran Derajat Keasaman (pH) 

Hasil pemeriksaan pH pada semen segar maupun semen beku diperoleh nilai rata-rata sebesar 

6,7 (Tabel 1). Kisaran pH tersebut termasuk dalam kategori normal karena menurut Rahmawati et al. 

(2015), nilai pH semen pada sapi Limousin dan sapi di Eropa lainnya berkisar antara 6-7. Ditegaskan 

pula oleh Susilowati et al. (2023), nilai rata-rata pH semen sapi jenis Limousin dan Simmental tergolong 

dalam keadaan normal apabila berada pada kisaran 6,4-6,8. Kecenderungan pH semen sapi bersifat 

asam (pH < 7) karena dipengaruhi oleh aktivitas metabolisme spermatozoa termasuk variasi jumlahnya. 

Semakin banyak jumlah spermatozoa, maka menjadikan produksi asam laktat meningkat sehingga pH 
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semen semakin rendah (Chumairoh et al., 2023). Di samping itu, semakin tinggi frekuensi 

penampungan ejakulasi semen, maka pH cenderung semakin asam (Muada et al., 2017). Sifat semen 

yang terlalu asam atau basa akan mengakibatkan sel-sel spermatozoa cepat mati. Nilai pH semen yang 

tinggi dipengaruhi oleh banyaknya konsentrasi spermatozoa sehingga cenderung asam dalam batas 

normal (Sunami et al., 2017). 

Pemeriksaan Motilitas 

Tabel 1 menunjukkan bahwa hasil pemeriksaan motilitas diperoleh nilai rata-rata untuk semen 

segar sebesar 77% dan semen beku sebesar 41,5%. Motilitas semen segar tersebut tergolong normal, 

sedangkan pada semen beku termasuk tidak normal. Toelihere (1981) berpendapat bahwa, motilitas 

individu semen segar pada sapi pejantan berkisar 50-80% spermatozoa progresif sehingga mampu 

menghasilkan gerakan massa, sedangkan menurut Susilawati (2011) motilitas semen segar sapi 

memiliki kisaran nilai 70-90%. Adapun Hafez (2000) mengatakan bahwa persentase hidup semen 

segar pada sapi memiliki nilai sebesar 60-80%.  

Motilitas pada semen merupakan parameter penting untuk mengevaluasi potensi fertilitas sapi 

pejantan, karena menurut Hertoni (2007) bahwa motilitas spermatozoa berkorelasi positif dalam 

penentuan persentase spermatozoa hidup. Amann & Waberski (2014) berpendapat, spermatozoa 

harus diberikan perlakuan khusus untuk mencapai potensi maksimal dalam fertilisasi. Motilitas juga 

berkaitan erat dengan kerusakan DNA, motilitas adalah hal yang krusial pada fertilisasi (Puglisi et al., 

2017). Immotil spermatozoa atau spermatozoa yang tidak bergerak dan kelainan pada motilitas dapat 

dijadikan indikator infertil pada sapi pejantan (Longobardi et al., 2017). Standar pengujian untuk 

mengukur fertilitas sapi pejantan adalah dengan cara menghitung persentase spermatozoa yang 

memiliki gerakan maju (Berg et al., 2018). 

Spermatozoa memiliki ekor yang digunakan untuk memobilisasi pergerakan di dalam saluran 

reproduksi betina dan membuahi oosit (Vyklicka & Lishko, 2020). Spermatozoa bergerak dengan cepat 

dan kuat sesaat setelah dikeluarkan, kapasitasi diperlukan untuk mengaktifkan reaksi akrosom serta 

fertilisasi (Moghbeli et al., 2016). Secara garis besar, ATP berperan penting dalam gerakan ekor 

spermatozoa. Ketika spermatozoa bergerak cepat dan kuat mengakibatkan konsumsi energi 

intraseluler semakin cepat, di sisi lain ATP merupakan salah satu indikator potensial dalam terjadinya 

fertilisasi (Blanco et al., 2011). 

Pemeriksaan Abnormalitas 

Abnormalitas adalah penyimpangan bentuk morfologi spermatozoa dari bentuk normalnya. 

Abnormalitas menjadi salah satu indikator dalam menentukan kualitas spermatozoa karena 

spermatozoa yang abnormal dapat menghambat proses fertilisasi (Afiati et al., 2015). Nilai rata-rata 

dari hasil pemeriksaan abnormalitas pada semen segar adalah 1,3%, sedangkan pada semen beku 

0,0% (Tabel 1 dan 2). Perolehan nilai abnormalitas pada kedua semen tersebut tergolong baik dan 

layak untuk digunakan dalam program inseminasi buatan (IB). Menurut Rizal (2002), kualitas semen 

sapi pejantan yang baik dan layak digunakan dalam program IB adalah yang memiliki spermatozoa 

abnormal < 15%. Bahkan Aliyah et al. (2022) menyatakan bahwa, nilai rata-rata abnormalitas semen 

pada sapi pejantan Limousin adalah kurang dari 20%. Kondisi ini juga menggambarkan bahwa status 

kesehatan reproduksi pada sapi pejantan Limousin dapat dikatakan normal, tidak menunjukkan adanya 

tanda-tanda infertilitas. Ditegaskan oleh Toelihere (1979), kondisi sperma dengan nilai abnormalitas 

sebesar 30-35% menunjukkan adanya ketidaksuburan (infertilitas) pada sistem reproduksi sapi 

pejantan. 

Pemeriksaan Konsentrasi 

Penilaian konsentrasi spermatozoa per mililiter semen sangat penting, karena faktor ini dipakai 

sebagai kriteria penentu kualitas semen dan menentukan tingkat pengencerannya pada saat digunakan 

dalam program IB. Tabel 1 dan 2 menggambarkan bahwa hasil pemeriksaan konsentrasi spermatozoa 

dalam semen segar diperoleh nilai sebesar 1.426(106)/ml, sedangkan dalam semen beku sebanyak 

26,6(106)/ml. Konsentrasi semen sapi bervariasi dari 1000-1800 juta spermatozoa per mililiter atau 800-
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2000 juta spermatozoa per mililiter (Garner & Hafez, 2008), sedangkan menurut Bearden & Fuquay (1984) 

mengatakan bahwa terdapat perbedaan konsentrasi antara sapi perah dan sapi potong, yaitu 1200 juta 

spermatozoa per mililiter untuk sapi perah dan 1000 juta spermatozoa per mililiter pada sapi potong. 

Menurut Aerens et al. (2012), berdasarkan analisis ragam menunjukkan bahwa adanya nilai 

konsentrasi spermatozoa pada kelompok sapi berbeda, hal ini berarti terdapat perbedaan yang sangat 

nyata. Diduga kuat adanya perbedaan konsentrasi spermatozoa di antara sapi pejantan karena adanya 

perbedaan kualitas genetik pada masing-masing pejantan (Situmorang, 2002). Menurut Salisbury & 

van Demark (1985), beberapa parameter yang turut berpengaruh terhadap konsentrasi spermatozoa 

antara lain kesehatan alat reproduksi, perkembangan seksual dan kedewasaan, frekuensi ejakulasi 

pejantan, besar testis, umur, dan kualitas pakan yang diberikan.  

Uji Statistik 

Hasil pengolahan data pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis pada semen segar dan beku 

dapat dilihat pada Tabel 2. Sebanyak 140 data dilakukan uji Kolmogorov Smirnov untuk melihat 

normalitas dari keseluruhan data, kemudian dilakukan pengujian homogenitas menggunakan 

ANNOVA, serta pemeriksaan warna dan kekentalan dilakukan dengan menggunakan Mann-Whitney. 

 

Tabel 2. Rata-rata, Standart Deviasi (SD), ANOVA dan Mann-Whitney pada sampel data volume, 

warna, kekentalan, pH, motilitas, abnormalitas, konsentrasi pada semen segar dan beku 

 

Volume 

(ml) 
Warna Kekentalan pH 

Motilitas 

(%) 

Abnormalitas 

(%) 

Konsentrasi 

(x106) 

Semen Semen Semen Semen Semen Semen Semen 

Segar Beku Segar Beku Segar Beku Segar Beku Segar Beku Segar Beku Segar Beku 

Rata-

rata 
6,20 0,23 

putih 

susu 

putih 

susu 
kental cair 6,70 6,70 77 41,5 1,30 0,00 1.426 26,6 

SD 
1,13 0,00 putih 

susu 

putih 

susu 

kental cair 0,00 0,00 4,83 2,41 0,43 0,00 460.5 0,96 

Sig. 

Annova 
 0,00 - - 1,00 0,00 0,00 0,00 

Sig. 

Mann- 

Whitney 

- 1,00 0,00 - - - - 

 

Berdasarkan tujuh variabel yang diukur yaitu volume, warna, kekentalan, pH, motilitas, 

abnormalitas, dan konsentrasi untuk membandingkan kualitas semen segar dan beku, maka hasil 

volume semen segar yang diperoleh sebesar 6,20 ml ± 1,13 ml, sedangkan semen beku menunjukkan 

hasil 0,23 ml ± 0,00 ml. Pada evaluasi pH semen segar dan beku diperoleh hasil 6,70 ± 0,00. Nilai 

motilitas semen segar yang didapatkan adalah 77% ± 4,83%, sedangkan pada semen beku sebesar 

41,5% ± 2,41%. Abnormalitas semen segar menunjukkan nilai 1,30% ± 0,43%, sedangkan pada semen 

beku nilai yang dihasilkan sebesar 0,00% ± 0,00%. Perolehan nilai konsentrasi semen segar adalah 

1.426x106 ± 460,5x106/ml, sedangkan pada semen beku sebesar 26,6x106± 0,96/ml. Berdasarkan 

analisis ragam dari keseluruhan hasil yang diperoleh ini menggambarkan adanya lima variabel yang 

berbeda nyata (p<0,05) yaitu volume, kekentalan, motilitas, abnormalitas, dan konsentrasi, serta 

terdapat dua variabel yang  tidak berbeda nyata (p>0,05) yaitu warna dan pH. Berdasarkan hasil 

perhitungan, jika melihat nilai-nilai parameter yang menunjukkan perbedaan nyata, berarti terdapat 

perbedaan signifikan antara kualitas semen segar dan semen beku. Namun, menurut peraturan Badan 

Standarisasi Nasional (2021), semen beku dinyatakan memenuhi standar jika memiliki motilitas minimal 

40%, konsentrasi minimal 25 x 10⁶/ml, dan abnormalitas ≤ 20%. Hal ini menunjukkan bahwa semen 
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beku yang dihasilkan dalam penelitian ini masih memenuhi standar kualitas dan layak digunakan dalam 

program-program IB. 

 

KESIMPULAN 

Mengacu dari hasil evaluasi makroskopis (volume, warna, konsistensi, pH, motilitas, abnormalitas, 

dan konsentrasi semen) dan mikroskopis (uji statistik), maka dapat disimpulkan bahwa terdapat 

perbedaan nyata pada lima variabel yang diukur tetapi perbedaan tersebut masih dalam batas ambang 

yang wajar sesuai dengan standar baku mutu kualitas yang diterbitkan oleh Badan Standarisasi 

Nasional Tahun 2021.  

Diharapkan perlu dilakukan penelitian lanjutan berkaitan dengan perbandingan kualitas semen 

segar dan beku sapi pejantan Limousin khususnya pada konsentrasi aspek integritas DNA-nya, 

sehingga dapat dipastikan mampu menjamin kualitas semen sapi pejantan, terutama spermatozoa 

yang diproduksi oleh Teaching Farm. 
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