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ABSTRAK 

Bebebapa metode pengawetan spermatozoa telah diaplikasikan dengan 
keberhasilan yang berbeda-beda, antara lain metode pendinginan, pembekuan dan 
pengeringbekuan. Metode pengeringbekuan spermatozoa menawarkan alternatif 
penyimpanan spermatozoa dalam bentuk kering sehingga tidak dibutuhkan suplai 
nitrogen cair seperti yang dipersyaratkan pada metode pembekuan. Prosedur 
pengeringbekuan spermatozoa turut melibatkan proses pembekuan dan sublimasi yang 
pada akhirnya akan dihasilkan spermatozoa dalam bentuk kering. Proses 
pengeringbekuan berpotensi mengubah viabilitas dan bahkan dapat merusak membran 
plasma dan akrosom spermatozoa. Pada penelitian ini akan diterapkan metode 
pewarnaan untuk mempelajari perubahan viabilitas spermatozoa dan scanning electron 
microscope untuk melihat perubahan sublseluler spermatozoa domba hasil 
pengeringbekuan.  Hasil penelitian mengungkapkan bahwa semua spermatozoa terbukti 
mati setelah dilakukan evaluasi menggunakan metode pewarnaan. Demikian halnya 
dengan hasil pengamatan subseluler dengan menggunakan scanning electron 
microscope membuktikan bahwa membran plasma dan tudung akrosom spermatozoa 
domba mengalami kerusakan setelah proses pengeringbekuan. 

ABSTRACT 

Several methods have been applied to preserve spermatozoa with various 
successful, i.e. cooling method, freezing method, and freeze-drying method. Freeze-
drying method of spermatozoa over a possibility to preserve spermatozoa in a dry state 
in which liquid nitrogen is not necessary as it is required in storing frozen spermatozoa. 
Freeze drying procedures of spermatozoa included freezing and sublimation processes 
which in turn resulted in freeze-dried spermatozoa. The process of freeze drying caused 
detrimental effect on plasma membrane and acrosomal cap of the spermatozoa, 
therefore, in this experiment viability and subcellular changes on freeze-dried ram 
spermatozoa were evaluated using staining method and scanning electron microscope 
observation, respectively. The results revealed that all freeze-dried spermatozoa were 
dead following evaluation using eosin staining and Hoechst-propidium iodide staining 
methods. Morover, plasma membrane and acrosome cap of freeze-dried ram 
spermatozoa was disrupted observed using scanning electron microscope.  

Key words : freeze drying, ram spermatozoa, plasma membrane, acrosome cap 
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PENDAHULUAN 

Pengawetan spermatozoa merupakan salah satu cara yang ditempuh dalam 

bidang reproduksi untuk menjamin ketersediaan sumber gamet jantan pada setiap saat 

diperlukan untuk tujuan fertilisasi oosit baik secara in vivo maupun in vitro. Beberapa 

metode pengawetan telah diterapkan pada spermatozoa baik dengan cara pendinginan, 

pembekuan maupun pengeringbekuan. Pengawetan spermatozoa dengan cara 

pendinginan hanya menghasilkan spermatozoa dengan waktu simpan yang relatif 

singkat dibanding pengawetan spermatozoa dengan cara pembekuan atau 

pengeringbekuan. Hal ini disebabkan oleh lingkungan tempat penyimpanan 

spermatozoa dengan cara pendinginan masih memungkinkan spermatozoa 

melangsungkan proses metabolisme yang pada gilirannya produk metabolisme tersebut  

berupa asam laktat akan bersifat toksik terhadap spermatozoa itu sendiri. Selain itu, 

pada metode pendinginan tidak digunakan zat krioprotektan yang berfungsi melindungi 

spermatozoa dari pengaruh dingin yang berlebihan. Sebaliknya pada metode 

pembekuan, spermatozoa dipapar pada lingkungan yang sangat dingin sehingga 

menjadi beku. Kondisi ini tidak memungkinkan bagi spermatozoa untuk melakukan 

aktivitas metabolisme dengan baik bahkan bisa berhenti sama sekali sehingga 

spermatozoa aman dari pengaruh toksik produk metabolisme. Untuk melindungi 

spermatozoa dari pengaruh dingin yang berlebihan maka pada metode ini digunakan zat 

krioprotektan. Melalui metode ini spermatozoa dapat disimpan dalam waktu yang cukup 

lama tetapi membutuhkan suplai nitrogen cair yang terus menerus selama penyimpanan 

untuk menjaga kestabilian suhu selama penyimpanan. 

Metode pengeringbekuan menawarkan alternatif lain untuk menyimpan 

spermatozoa dalam bentuk kering sehingga proses penyimpanannya dapat dilakukan  

pada suhu kamar atau pada lemari es yang tidak memerlukan suplai nitrogen. Istilah 

“pengeringbekuan” merupakan terjemahan dari kata asing “freeze-drying” yang 

kemudian didefinisikan sebagai suatu metode pengawetan keterhidupan spesimen 

biologi dengan dehidrasi dalam keadaan beku di bawah keadaan hampa udara (Rifai  

2002). Lebih luas istilah ini digunakan pula untuk menyebut proses pembuatan kemasan 

materi biologi, farmasi, makanan dan beberapa penyedap rasa dalam kemasan kering 

(Commercial Freeze Dry  2003) dan selanjutnya juga dipakai pada bidang pengawetan 

spermatozoa.  

Pada proses pengeringbekuan, spermatozoa terlebih dahulu dipapar pada nitrogen 

cair dengan suhu -196 oC  untuk mendapatkan sediaan spermatozoa dalam keadaan 
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beku. Selanjutnya dilakukan sublimasi untuk menguapkan fase air yang telah membeku 

sehingga pada akhirnya akan didapatkan sediaan spermatozoa dalam bentuk kering.  

Kedua proses ini berpotensi dapat mengubah morfologi spermatozoa bahkan mungkin 

dapat menghentikan fungsi biologis spermatozoa tersebut. Weitze dan Petzoldt (1992) 

melaporkan bahwa pendinginan dan pembekuan (Bag et al. 2002) dapat menyebabkan 

kerusakan pada membran plasma dan membran akrosom spermatozoa. Kerusakan 

membran ini pada gilirannya akan menurunkan viabilitas spermatozoa bahkan dapat 

menyebabkan kematian bagi spermatozoa. Namun demikian, dengan menggunakan 

metode intracytoplasmic sperm injection (ICSI), spermatozoa yang telah mengalami 

kerusakan membran plasma dan akrosom masih mempunyai kemampuan untuk 

membuahi oosit. 

Informasi tentang pengaruh pengeringbekuan terhadap perubahan viabilitas dan 

subseluler spermatozoa sangat dibutuhkan untuk mengetahui kondisi membran plasma 

dan akrosom spermatozoa hasil pengeringbekuan. Oleh karena itu pada penelitian ini 

dilakukan evaluasi perubahan viabilitas dan subseluler spermatozoa domba setelah 

proses pengeringbekuan dan penyimpanan di dalam lemari es (3-5 oC ) menggunakan 

teknik pewarnaan dan pengamatan melalui scanning electron microscope (SEM).   

BAHAN DAN METODE 

Penyiapan Spermatozoa  

Semen segar ditampung dari seekor domba jantan lokal dengan menggunakan 

vagina buatan. Selanjutnya semen tersebut diproses menggunakan metode 

pengeringbekuan untuk menghasilkan sediaan spermatozoa dalam bentuk kering. 

Metode pengeringbekuan spermatozoa yang digunakan pada penelitian ini diadopsi dari 

Kaneko et al. (2003) dengan sedikit modifikasi. Di dalam proses pengeringbekuan 

digunakan medium ethylene glycol-bis [beta-aminoethyl ether]-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 

(EGTA) yang mengandung EGTA 50 mM.  Secara jelas prosedur pengeringbekuan 

dapat diuraikan sebagai berikut. Sejumlah 50 µl  semen domba dengan konsentrasi 3 x 

109 spermatozoa/ml dimasukkan ke dalam tube 1.5 ml kemudian ditambahkan medium 

pelarut EGTA dengan pH 8.0 sebanyak 1.3 ml. Selanjutnya campuran semen tersebut 

diinkubasi pada suhu 37 oC  selama 10 menit.  Fraksi spermatozoa yang berada di 

bagian atas tube diambil secara perlahan-lahan dan dipindahkan masing-masing 

sebanyak 100 µl ke dalam tube berpenutup ulir 1.5 ml  (Cryo-tube, Greiner). Tube 

tersebut selanjutnya dimasukkan ke dalam nitrogen cair hingga proses pengeringbekuan 
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dimulai. Proses pengeringbekuan diawali dengan pemasangan tube ke alat 

pengeringbekuan, selanjutnya mesin dijalankan dan proses pengeringbekuan berjalan 

hingga terbentuk tepung spermatozoa (spermatozoa kering) di dalam tube tersebut. 

Tube selanjutnya dilepas dari mesin pengeringbekuan, ditutup rapat, divakum dengan 

menggunakan syringe 10 ml dan disimpan di dalam lemari es (3-5 oC) atau suhu kamar 

(27-30 oC) hingga digunakan.  

Evaluasi Viabilitas Spermatozoa Hasil Pengeringbekuan 

Uji viabilitas sel spermatozoa bertujuan untuk mengetahui status hidup/mati sel 

spermatozoa menggunakan prosedur pewarnaan Hoechst-propidium iodide (Hoechst-

PI) menurut Saha et al. (1996) dengan beberapa modifikasi. Sampel spermatozoa 

sebanyak 100 µl diinkubasi di dalam pewarna Hoechst-PI (10µg/ml) selama 30 menit 

pada suhu 37 oC . Selanjutnya sampel spermatozoa diteteskan di atas gelas obyek dan 

diperiksa di bawah mikroskop fluoresens dengan filter V-2A (Ex = 380-420, DM = 430 

dan BA = 450) (Nikon Eclipse E600, Japan). Spermatozoa dengan kepala yang 

berwarna merah digolongkan ke dalam spermatozoa mati, sedangkan spermatozoa 

dengan kepala ungu (violet) digolongkan ke dalam spermatozoa hidup. Jumlah 

spermatozoa yang diamati pada setiap perlakuan adalah 300 spermatozoa. Sebagai 

pembanding juga dilakukan evaluasi viabilitas spermatozoa menggunakan prosedur 

pewarnaan eosin B.   

Evaluasi perubahan subseluler spermatozoa dilakukan dengan menggunakan 

scanning electron microscope (SEM) sesuai prosedur yang dikemukakan oleh Liu et al. 

(2004) dengan sedikit modifikasi. Proses penyiapan sampel spermatozoa secara jelas 

dapat dikemukakan sebagai berikut. Sebanyak 5µl sampel semen dengan konsentrasi 5 

x 105/ml diteteskan pada potongan gelas obyek berukuran 0.25 cm2 yang terlebih dahulu 

dilapisi dengan neofren 0.2% sebagai bahan perekatnya. Selanjutnya sampel difiksasi di 

dalam larutan glutaral dehyde 2.5% dan dicuci dengan larutan phosphate-buffered 

saline (PBS). Sampel kemudian direndam di dalam larutan tannic acid 2% selama satu 

jam dan dicuci terlebih dahulu dengan larutan PBS hingga jernih sebelum ditetesi 

dengan osmium tetraoxyde 1%. Pencucian sampel kembali dilakukan dengan 

menggunakan larutan PBS sebelum perlakuan dehidrasi tahap pertama dengan 

menggunakan alkohol bertingkat (70-100%). Dehidrasi sampel tahap kedua dilakukan 

dengan menggunakan t-butanol dan proses pengeringan sampel dilakukan dengan 

menggunakan alat pengeringbekuan (VFD-21S t-BuOH Freezedryer). Tahap akhir 
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penyiapan sampel spermatozoa untuk pengamatan menggunakan SEM adalah proses 

coating yang menggunakan logam platinum pada alat coating (Eiko IB-3 Ion Coater). 

Evaluasi spermatozoa dilakukan dengan cara mengamati perubahan membran plasma 

dan akrosom spermatozoa pada SEM. 

Analisis Data 

Data tentang viabilitas dan perubahan subseluler spermatozoa disajikan dalam 

bentuk gambar dan selanjutnya diulas secara deskriptif. 

 
HASIL DAN PEMBAHASAN  

Viabilitas dan perubahan subseluler spermatozoa setelah pengeringbekuan 

Viabilitas spermatozoa hasil pengeringbekuan dievaluasi dengan menggunakan 

pewarna eosin B 2% dan pewarna Hoechst-propidium iodide (Hoechst-PI). Hoechst 

merupakan pewarna inti sel yang terikat baik pada pasangan basa adenin-timin (AT) 

dan dapat menembus membran sel hidup, sedangkan PI hanya dapat menembus 

membran sel yang telah mati (Comet Assay Interest Group 2002). Spermatozoa yang 

terwarnai oleh Hoechst akan berwarna biru, sedangkan spermatozoa yang terwarnai 

oleh PI akan berwarna merah. Hasil evaluasi menunjukkan bahwa 100% spermatozoa 

hasil pengeringbekuan pada setiap perlakuan berwarna merah atau terbukti mati setelah 

diwarnai dengan pewarna eosin B 2% (Gambar 1) atau pewarna Hoechst-PI (Gambar 

2). Hal ini menunjukkan bahwa spermatozoa hasil pengeringbekuan telah mengalami 

kerusakan membran plasma sehingga pewarna PI dapat berdifusi ke dalam inti sel dan 

memunculkan spektrum warna merah pada saat pengamatan di bawah mikroskop 

fluoresens.  

Hasil penelitian ini sesuai dengan laporan Kaneko et al. (2003) yang menyatakan 

bahwa semua spermatozoa hasil pengeringbekuan terbukti mati setelah dilakukan 

pewarnaan karena membran plasmanya mengalami kerusakan. Sedangkan Wakayama 

et al. (1998) menyatakan bahwa spermatozoa mencit yang dipapar pada suhu -196 oC 

(nitrogen cair) tanpa krioprotektan semua terbukti mati setelah dievaluasi menggunakan 

teknik pewarnaan. 

Beberapa perlakuan yang menyebabkan rusaknya membran plasma spermatozoa 

seperti pemotongan ekor (Boediono 2001), pemisahan kepala dan ekor spermatozoa 

dengan metode sonikasi (Said & Niwa 2004; Said et al. 2003) dan pembekuan tanpa 

krioprotektan (Saili & Said  2005; Ward et al. 2003) akan berakibat pada kematian 
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spermatozoa. Hal ini dapat dibuktikan melalui pewarnaan dengan eosin B yang 

memperlihatkan bahwa spermatozoa yang mati akan terwarnai karena membran 

plasmanya telah rusak sehingga zat warna dapat masuk ke dalam sel melewati 

membran sedangkan spermatozoa yang hidup tidak dapat dilewati oleh zat warna  (Liu 

& Foote 1998).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gambar 1  Spermatozoa hasil pengeringbekuan dengan metode pewarnaan eosin B 2%.  
                  Warna merah pada kepala spermatozoa  menunjukkan spermatozoa mati 
                   

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Gambar 2    Spermatozoa dengan metode pewarnaan Hoechst-propidium iodide  
                    (Hoechst-PI). Spermatozoa hasil pengeringbekuan semua menyerap warna  
                    merah (PI) menunjukkan spermatozoa mati (A), spermatozoa segar yang  
                    hidup menyerap warna biru (Hoechst) sedangkan yang mati menyerap  
                    warna merah (B). 

   10µm 

10µm 
10µm A B 5µm 
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Evaluasi perubahan subseluler spermatozoa hasil pengeringbekuan meliputi 

perubahan permukaan membran plasma dan akrosom spermatozoa menggunakan 

scanning electron microscope (SEM). Scanning electron microscope merupakan 

mikroskop elektron yang dapat memberikan gambaran detail permukaan obyek yang 

diamati dengan pembesaran 10 kali sampai sejuta kali dari obyek aslinya (Noor  2001).   

Hasil evaluasi subseluler spermatozoa mengungkapkan bahwa spermatozoa hasil 

pengeringbekuan mempunyai struktur permukaan yang tidak beraturan karena sebagian 

besar membran plasma dan tudung akrosomnya telah rusak (Gambar 3c dan 3d). 

Berbeda halnya dengan spermatozoa segar yang masih memperlihatkan batas 

membran yang jelas pada permukaan spermatozoa (Gambar 3a dan 3b). Pemaparan 

spermatozoa pada suhu yang ekstrim saat pembekuan di dalam nitrogen cair berpotensi 

merusak struktur membran plasma spermatozoa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3    Spermatozoa dengan scanning electron microscope (SEM). Spermatozoa  
                    segar dengan batas permukaan membran yang jelas, tanda panah (A dan  
                    B) dan spermatozoa setelah pengeringbekuan dengan permukaan  
                    membran yang rusak, tanda panah (C dan D) 

A B 

C D 
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Tahap pembekuan spermatozoa di dalam prosedur pengeringbekuan dilakukan 

dengan cara memasukkan secara langsung kemasan spermatozoa ke dalam nitrogen 

cair. Prosedur ini mirip dengan tahap pembekuan pada metode vitrifikasi. Pada prosedur 

vitrifikasi, kombinasi antara konsentrasi zat krioprotektan yang tinggi dengan kecepatan 

pendinginan menyebabkan tidak terbentuknya kristal es sebagai gejala umum yang 

terjadi pada proses pembekuan yang dapat merusak sel.  Sedangkan pada prosedur 

pengeringbekuan tidak digunakan zat krioprotektan sehingga potensi kerusakan 

membran akibat pembentukan kristal es akan muncul. Walaupun pada penelitian ini 

digunakan EGTA yang mengandung ethylene glycol yang berfungsi baik sebagai zat 

krioprotektan intraseluler, tetapi konsentrasinya sangat rendah (50 mM) dibandingkan 

dengan konsentrasi zat krioprotektan pada prosedur vitrifikasi (5-8M) (Reinhoud et al. 

1995) sehingga tidak mampu memberikan perlindungan kepada membran plasma dan 

akrosom spermatozoa. Penggunaan EGTA pada metode ini dimaksudkan untuk 

melindungi keutuhan DNA spermatozoa hasil pengeringbekuan karena EGTA mampu 

menekan fungsi kation divalen seperti kalsium (Ca2+) dan magnesium (Mg2+) yang 

mendukung kerja enzim endonuklease, sehingga proses pemutusan ikatan fosfodiester 

pada tubuh DNA oleh enzim endonuklease tidak terjadi (Clark & Eichhorn  1974; 

Kusakabe et al. 2001). Gugus tetra asetic acid pada lengan struktur bangun EGTA 

mempunyai afinitas yang kuat untuk mengikat ion-ion bebas terutama ion Ca2+ 

(Anonimous  2005).   

Selain itu, Parks dan Graham (1992) melaporkan bahwa kejutan dingin dapat 

menyebabkan kerusakan pada fosfolipid membran spermatozoa.  Kedua hal inilah 

diduga sebagai penyebab utama kerusakan membran plasma dan akrosom pada 

prosedur pengeringbekuan.  

Demikian halnya pada tahap sublimasi, kristal es yang berikatan dengan 

permukaan spermatozoa akan diuapkan dengan mengalirkan udara bertekanan negatif 

(67-500 milli Torr) untuk mendapatkan sediaan spermatozoa dalam bentuk kering. 

Proses sublimasi ini berpotensi besar merusak struktur permukaan membran plasma 

dan akrosom spermatozoa. Perry (1995) mengemukakan bahwa energi sublimasi yang 

merupakan kombinasi panas dan tekanan negatif harus dapat mengalir dengan baik di 

atas maupun di bawah permukaan sel agar penguapan kristal es dapat berlangsung. 

Energi sublimasi tersebut harus dikontrol dengan baik agar uap yang dihasilkan dapat 

hilang secepatnya sehingga tidak menyebabkan kerusakan struktural pada sel. 
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KESIMPULAN 

 Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa: 

1. Semua spermatozoa hasil pengeringekuan tidak hidup lagi yang ditunjukkan oleh 

terserapnya warna merah pada keseluruhan tubuh spermatozoa baik melalui 

pewarnaan eosin maupun pewarnaan Hoechst-propidium iodide. 

2. Membran plasma dan tudung akrosom spermatozoa mengalami kerusakan 

setelah pengeringbekuan yang ditunjukkan oleh gambar yang dihasilkan dari 

pengamatan melalui scanning electron microscope. 
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