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Abstrak. Efek penyimpanan suhu 4°C mengakibatkan cold shock berdampak pada penurunan
kualitas spermatozoa. Soya mengandung lestisin yang berfungsi sebagai krioprotektan
ekstraseluler untuk melindungi membran spermatozoa. Tujuan penelitian untuk menganalisis
pengaruh konsentrasi soya dalam pengencer dasar air kelapa 100 ml-10% kuning telur
terhadap kualitas spermatozoa sapi Simmental. Penelitian menggunakan Rancangan Acak
Lengkap terdiri atas 5 perlakuan: Pengencer dasar air kelapa 100 ml-10%kuning telur dengan
konsentrasi soya Og; 1,5g; 3g; 4,5g; dan 6g dengan 4 kali pengulangan. Data kualitas
spermatozoa sapi Simmental meliputi motilitas, viabilitas dan integritas membran. Uji motilitas
diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 400%. Uji viabilitas dilakukan menggunakan
pewarna eosin-negrosin dan diamati di bawah mikroskop perbesaran 400x. Uji integritas
membran dilakukan dengan larutan HOST dan diamati dibawah mikroskop perbesaran 400x.
Data dianalisis menggunakan uji ANOVA satu arah dan dilanjutkan dengan uji Duncan untuk
mengetahui perlakuan soya optimal. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ada pengaruh
penambahan soya terhadap kualitas spermatozoa semen sapi simmental sangat signifikan
(P<0,00). Perlakuan 1,5 g soya menunjukkan hasil motilitas 55,78 + 0,26%, viabilitas 64,92 +
0,13%, dan integritas membran 53,97 + 0,15% yang optimal dibandingkan dengan perlakuan
lainnya. Disimpulkan bahwa penambahan soya 1,5 g soya merupakan perlakuan optimal
dalam mempertahankan kualitas spermatozoa yang disimpan dalam suhu refrigerator 4°C
selama 3 hari.

Kata kunci: kuning telur; kualitas spermatozoa; pengencer air kelapa; sapi Simmental; soya

Abstract. The effect of 4°C temperature storage result in cold shock, resulting in a decrease in the quality
of spermatozoa. Soya contains lesticin which functions as an extracellular cryoprotectant to protect the
spermatozoa membrane. The purpose od the study was to determine the effect of soya concentration in the
basic diluent of coconut water 100 ml-10% egg yolk on the quality of simmental bull spermatozoa. The
study using a Complete Randomized Design consisted of 5 treatments: Coconut water base diluent 100
mil-10% egg yolk with a concentration of soya 0g; 1.5¢; 3g; 4.5¢; and 6g with 4 repetitions. Simmental
bull spermatozoa quality data include motility, viability and membrane integrity. The motility test was
observed with a 400% magnification under a microscope. The viability test was carried out using eosin-
negrosin dye and observed with a 400% magnification under a microscope. The membrane integrity test
was carried out using HOST fluid and observed with a 400 magnification under a microscope. The data
were analyzed used a one-way ANOVA test and continued with the Duncan’s test to determine the
optimal soya treatment. The result showed that there was an effect of adding soya on the quality of
simmental bull semen spermatozoa very significantly (P<0.00). The treatment of 1.5¢ of soya showed a
motility result of 55,78 + 0,26 %, viability of 64,92 + 0,13%, and membrane integrity of 53,97 + 0,15%
wich was optimal compared to other treatments. It was concluded that the addition of soya 1.5¢ of soya is
the optimal treatments in maintaining the quality of spermatozoa stored in a refrigerator temperature of
4°C for 3 day.
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PENDAHULUAN

Pertambahan jumlah penduduk di Indonesia mempengaruhi peningkatan kebutuhan
manusia akan protein hewani berasal dari hewani. Sumber protein hewani antara lain daging sapi
yang mengalami peningkatan setiap tahunnya. Populasi sapi pada tahun 2020 sebanyak 16.930.025
ekor. Namun seiring pertambahan penduduk untuk memenuhi kebutuhan protein hewani perlu
adanya pertambahan populasi sapi dengan kualitas lebih baik (Statistik Peternakan dan Kesehatan

LenteraBio, 2023; Volume 12, Nomor 1: 60-69 60
https:/ /journal.unesa.ac.id/index.php/lenterabio/index



https://journal.unesa.ac.id/index.php/lenterabio/index
mailto:sri.18062@mhs.unesa.ac.id

Hewan, 2020). Salah satu tipe (breed) sapi pedaging di Indonesia yang unggul dan banyak
dibudidayakan adalah sapi Simmental. Keunggulan sapi Simmental yaitu pertumbuhan cepat dengan
pertambahan berat badan 0,9-1,2 kg per hari, tipe sapi dual purpose, memiliki karkas tinggi dengan
sedikit lemak (Muada, 2017). Inseminasi buatan merupakan usaha yang dapat dilakukan untuk
meningkatkan populasi sapi Simmental dengan melakukan penerapan bioteknologi reproduksi yaitu
inseminasi buatan (Sitepu dan Putra, 2017).

Inseminasi buatan (IB) adalah suatu program pemuliabiakan ternak dengan mendeposisi
semen ke dalam saluran reproduksi ternak betina atau vagina dengan bantuan manusia. Kualitas
semen yang digunakan merupakan salah satu faktor terpenting dalam melakukan IB (Sitepu dan
Putra 2017). Keunggulan IB mampu meningkatkan populasi, produktivitas dan mutu secara genetik
ternak (Sa’adah dkk., 2019). Perlindungan spermatozoa harus dilakukan saat sesudah penampungan
dengan penambahan pengencer tertentu dan teknik penyimpanan guna menjaga daya fertilitas
optimum (Kusumawati.,, dkk 2016). Menurut Ducha (2018), penyimpanan semen cair dalam
refrigerator 4-5°C merupakan teknik penyimpanan alternatif di daerah dengan keterbatasan nitrogen
cair yang memiliki keuntungan dibandingkan penyimpanan semen beku yaitu dengan biaya
produksi yang lebih terjangkau, proses produksi lebih cepat dan mudah serta mampu bertahan
selama 2-4 hari.

Masalah yang sering terjadi pada tren penyimpanan semen pada suhu rendah adalah (cold
shock). Pendapat Masyitoh dkk., (2018) perubahan suhu dapat menyebabkan membran plasma dan isi
sel spermatozoa mengalami kerusakan fisik dan fungsional. Oleh karena itu diperlukan pengencer
yang bersifat krioprotektan baik secara ekstraseluler maupun intraseluler. Yatusholikhah dkk (2015)
memaparkan bahwa pengencer berfungsi sebagai media yang mampu menyediakan nutrisi secara
optimum sebagai sumber tenaga, preservasi maupun kriopreservasi serta dapat mengendalikan pH
dan tekanan osmotik bagi spermatozoa. Menurut Muhammad., dkk (2019) air kelapa mampu
dimanfaatkan sebagai pengencer alternatif dengan harga terjangkau dan mudah didapatkan di
lingkungan sekitar mengandung beberapa karbohidrat sederhana, mineral-mineral dan zat-zat lain
didalamnya yang diperlukan oleh spermatozoa.

Air kelapa mengandung beberapa nutrisi yang dapat menunjang kelangsungkan hidup dan
menjaga integritas akrosom spermatozoa, yaitu karbohidrat, glukosa, mineral, protein dan vitamin
(Aziz, 2017). Kandungan karbohidrat dalam air kelapa diharapkan mampu mempertahankan dan
menjaga kualitas spermatozoa. Namun mengaplikasikan pengencer air kelapa sendiri tidak mampu
melindungi spermatozoa terhadap cold shock sehingga perlu menambahkan krioprotektan yaitu
kuning telur dan soya. Kerusakan lipid bilayer pada membran spermatozoa sering terjadi akibat cold
shock. Lipid bilayer mengandung fosfolipid yang ada pada kuning telur yaitu berupa lestisin yang
mampu melindungi, mempertahankan membran spermatozoa dan menjaga intensitas sel
spermatozoa dalam penurunan suhu dingin secara tiba-tiba (Anwar dkk., 2014; Butta dkk., 2021).
Menurut Gamal dkk., (2016) lestisin dalam soya mampu berfungsi sebagai krioprotektan ekstraseluler
yang mampu memberikan perlindungan pada membran spermatozoa. Chelucci dkk., (2015)
menambahkan bahwa soya mengandung asam strearat, oleat dan palmitat berpotensi melindungi
membran plasma spermatozoa. Menurut Yodmingkwan dkk., (2016) mengemukakan bahwa dengan
penggunaan lestisin soya dalam pengencer mampu melindungi sel spermatozoa selama proses
penurunan dari suhu ruang 36-37°C ke suhu 4-5°C. Pada penelitian Audia dkk., (2017) menjelaskan
bahwa pengencer air kelapa hijau muda + 10% kuning telur bisa mempertahankan motilitas di atas
40% hingga hari ke-2 selama penyimpanan suhu 4-5°C dibandingkan air kelapa hijau tua + 10%
kuning telur, hal ini karena kandungan karbohidrat dalam air kelapa hijau muda lebih banyak
daripada air kelapa hijau tua. Penelitian sejenis dilakukan oleh Monova dan Ducha (2019)
penambahan konsentrasi 4 g soya mampu mempertahankan kualitas spermatozoa Domba Ekor
Gemuk (DEG) dalam penyimpanan suhu 4-5°C menghasilkan persentase motilitas spermatozoa
44,38+1,38%, viabilitas spermatozoa 52,85+2,80% dan integritas membran sel spermatozoanya
50,41+0,42%. Penelitian ini merupakan penelitian pengembangan dengan menggunakan pengencer
air kelapa hijau muda dengan pemberian 10% kuning telur dan konsentrasi soya berbeda bertujuan
untuk mengetahui konsentrasi soya yang optimal dalam mempertahankan kualitas spermatozoa Sapi
Simmental terbaik yang disimpan pada suhu 4-5°C merupakan novelty dalam penelitian ini.

BAHAN DAN METODE
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dan penelitian ini menggunakan
Rancangan Acak Lengkap terdiri atas 5 perlakuan, yaitu 100 ml air kelapa + 10% kuning telur + 0 g
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soya; 100 ml air kelapa + 10% kuning telur + 1,5 g soya; 100 ml air kelapa + 10% kuning telur + 3 g
soya; 100 ml air kelapa + 10% kuning telur + 4,5 g soya; 100 ml air kelapa + 10% kuning telur + 6 g
soya yang diulang sebanyak 4 kali.

Bahan pengencer dasar air kelapa yaitu air kelapa hijau muda, menambahkan 0,5 g penisilin
dan 0,5 g streptomisin yang dihomogenkan dengan magnetic stirrer. Selanjutnya, dilakukan
pemeriksaan pH-nya. Jika pH-nya asam ditambahkan NaOH 1 M hingga pH menjadi 6,8. Apabila
pH-nya basa, maka ditambahkan HCI 1 M hingga pH menjadi 6,8. Kemudian pengencer air kelapa
disterilisasi menggunakan milipore ukuran 0,22um lalu disuplementasi dengan soya yaitu 0 g; 1,5 g; 3
g 4,5 g; 6 g. Setelah menambahkan soya (0 g; 1,5 g; 3 g; 4,5 g; 6 g) dalam pengencer dasar air kelapa
kemudian dihomogenkan lalu didiamkan selama 3 hari dalam refrigerator hingga membentuk dua
lapisan yaitu endapan dan supernatan. Lalu mengambil supernatan memakai spuit dan
memindahkan dalam erlenmeyer lain.

Penampungan semen segar dilakukan di Balai Inseminasi Buatan Ungaran Jawa Tengah.
Semen segar diperoleh dari pejantan sapi Simmental berusia £3 tahun dengan berat badan £1000 kg
yang ditampung menggunakan metode Artifical Vagina (AV). Evaluasi semen segar secara
makroskopis melingkupi volume, warna, konsistensi (derajat kekentalan), konsentrasi dan pH.
Volume dan warna semen segar diperoleh dari melihat skala tabung yang digunakan ketika
penampungan. Mengamati konsistensi semen dengan cara memiringkan secara perlahan tabung
penampungan berisi semen segar kemudian ditegakkan kembali, jika laju aliran semen kembali
dengan cepat menunjukkan konsistensi sedang ketika semen berpindah dengan lambat menunjukkan
konsistensi kental. Mengukur konsentrasi spermatozoa dihitung menggunakan alat spectrophotometer.
Mengukur pH semen segar menggunakan kertas lakmus dengan cara meneteskan sampel semen
segar pada kertas lakmus. Evaluasi secara mikroskopis yaitu motilitas, viabilitas dan integritas
membran spermatozoa menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x (Wijayanto dkk., 2019).

Pengenceran semen dilakukan dalam water bath suhu 37°C dengan menggabungkan semen
segar dalam pengencer dengan perlakuan soya yang bervariasi menggunakan rumus (Ambarsari dan
Ducha, 2021):

VixM;=Vyx M

Keterangan:

V1: volume semen segar sapi Simmental ()

M; : konsentrasi semen segar yang diperoleh (n x 10°)

V> : volume pengencer yang akan dibuat (1)

M : satuan konsentrasi semen sapi simmental (25 x 106)

Setelah pencampuran pengencer dengan semen, kemudian dimasukkan dalam water bath dengan
suhu 37°C dan disimpan dalam refrigerator menggunakan metode water jacket (Soi, 2016).

Pengamatan motilitas spermatozoa dengan cara meneteskan sampel Sapi Simmental pada
object glass setelah itu ditutup dengan cover glass dan diamati dibawah mikroskop menggunakan
perbesaran 40x10 di atas thermal plate pada suhu 37°C untuk mengamati dan mengestimasi
spermatozoa yang bergerak aktif maju kedepan (progresif) (Azzahra dkk. 2016). Spermatozoa
progresif menunjukkan pergerakan aktif ke depan, bukan gerakan berputar dan mundur (Tethool dan
Purwanignsih, 2019).

Pengamatan viabilitas spermatozoa dengan mencampur semen dengan pewarna eosin-
nigrosin dibuat apusan spermatozoa dengan meletakan di atas object glass secara merata dan tipis.
Preparat diamati menggunakan mikroskop menggunakan perbesaran 40%x10. Spermatozoa hidup
ditandai dengan sel berwarna putih, sedangkan spermatozoa mati menyerap warna ditandai sel
spermatozoa berwarna merah-keunguan. Hasil yang diperoleh dihitung menggunakan rumus :

Viabilitas = Spermatozoa Hidup x 100% (Audia dkk., 2017)

Spermatozoa Hidup+Spermatozoa Mati

Pengamatan integritas membran menggunakan metode Hypoosmotic Swelling Test (HOST)
dengan mencampurkan larutan HOST dengan 0,2 ml semen dan menginkubasi pada suhu 37°C
selama 45 menit dalam tabung eppendorf. Kemudian membuat preparat ulas tipis pada object glass dan
diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 40x10. Spermatozoa dengan sel melingkar atau
menggulung menandakan membran plasma utuh, sedangkan membran plasma rusak memiliki ciri
ekor sel spermatozoa lurus (Swelum dkk., 2018).

Data yang diperoleh berupa motilitas, viabilitas, dan integritas membran yang kemudian
ditransformasi dalam bentuk Archin. Data kemudian dianalisis dengan uji normalitas menggunakan
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Kolmogorov-Smirnov kemudian dilanjutkan dengan uji statistika parametrik ANOVA satu arah untuk
mengetahui homogenitas selanjutnya dilakukan uji Duncan untuk mengetahui beda nyata dan
perlakuan soya optimal menggunakan SPSS 23.0 Data volume, warna, konsistensi, konsentrasi, dan
pH dianalisis secara deskriptif.

HASIL

Hasil evaluasi semen segar Sapi Simmental volume semen yang dihasilkan 5,5 ml, berwarna
krem dan konsistensinya (derajat kekentalan) kental. Konsentrasi spermatozoa 1559x10°, derajat
keasaman (pH) 6,8 dan motilitas 80% (Tabel 1). Semen segar yang dihasilkan dapat dikategorikan
normal menunjukkan bahwa semen segar Sapi Simmental memenuhi Standart Nasional Indonesia
dengan minimum motilitasnya sebesar 70%. Semen Sapi Simmental tersebut dapat dilanjutkan ke
tahap pengenceran dan penyimpanan pada suhu refrigerator 4°C.

Tabel 1. Hasil pengamatan semen segar sapi Simmental

Parameter Nilai
Volume (ml) 5,5 ml
Warna Krem
Konsistensi Kental
Konsentrasi (ml) 1559 x 106
pH 6,8
Motilitas Massa 2+
Motilitas Individu (%) 80%

Hasil penelitian pemberian pengencer air kelapa 100 ml-10% kuning telur dengan
penambahan soya 0 g sampai dengan 6 g pada hari ke-0 menghasilkan motilitas spermatozoa Sapi
Simmental sebesar 55,78+0,26% sampai dengan 14,01+0,23%. Pada hari ke-0 penambahan konsentrasi
0 g sampai dengan 6 g soya mengalami penurunan nilai motilitas. Pada tren konsentrasi soya dalam
pengencer air kelapa-kuning telur yang semennya disimpan pada penyimpanan hari ke-1, ke-2
maupun hari ke-3 seperti halnya penyimpanan pada hari ke-0. Lama penyimpanan semen dalam
menunjukkan bahwa semakin lama semen disimpan dalam refrigerator (4°C) semakin menurun
motilitasnya (Tabel 2).

Tabel 2. Motilitas spermatozoa sapi Simmental dengan penambahan soya dalam pengencer air kelapa-kuning
telur selama penyimpanan dalam refrigerator (Suhu 4°C).

Rata-rata Motilitas Selama Penyimpanan (%) * Standar Deviasi Hari Ke-

Perlakuan 0 1 5 3

Air Kelapa 100ml
+10% Kuning 55,10 + 0,324 44,16 + 0,59¢ 34,93 + 0,35¢ 23,93 + 0,544
Telur+0 g Soya
Air Kelapa 100ml
+10% Kuning 55,78 + 0,264 50,08 + 0,274 39,82 + 0,404 35,12+ 0,19
Telur+1,5 g Soya
Air Kelapa 100ml
+10% Kuning 49,95 + 0,36¢ 44,95 + 0,25¢ 30,01 + 0,41> 19,87 +0,28¢
Telur+3 g soya
Air Kelapa 100ml
+10% Kuning 44,29 + 0,63P 39,82 +0,33b 20,55 +0,71b 15,11 + 0,27>
Telur+4,5 g Soya
Air Kelapa 100ml
+10% Kuning 39,86 £ 0,342 29,67 £0,332 19,93 + 0,442 14,01 + 0,232
Telur+6 g Soya

*Keterangan: Notasi abjad berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (P<0,05).

Hasil uji Anova menunjukkan bahwa terdapat pengaruh pemberian konsentrasi soya dalam
pengencer air kelapa-kuning telur selama penyimpanan dalam refrigerator (suhu 4°C) terhadap
motilitas spermatozoa semen Sapi Simmental sangat signifikan (P<0,00). Hasil uji Duncan
menunjukkan bahwa perlakuan air kelapa 100 ml + 10% kuning telur + 1,5 g soya menghasilkan
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motilitas tertinggi dibandingan dengan perlakuan lainnya baik pada hari ke-0, hari ke-1, hari ke-2
maupun hari ke-3 (P<0,05) yang disimpan dalam refrigerator 4°C (Tabel 2).

Hasil penelitian pemberian pengencer air kelapa 100 ml-10% kuning telur dengan
penambahan soya 0 g sampai dengan 6 g pada hari ke-0 menghasilkan viabilitas spermatozoa Sapi
Simmental sebesar 64,92 + 0,13% sampai dengan 15,02 £ 0,27%. Pada hari ke-0 penambahan
konsentrasi 0 g sampai dengan 6 g soya mengalami penurunan nilai viabilitas spermatozoa. Pada hari
ke-0 penambahan konsentrasi 0 g sampai dengan 6 g soya mengalami penurunan nilai viabilitas. Pada
tren konsentrasi soya dalam pengencer air kelapa-kuning telur yang semennya disimpan pada
penyimpanan hari ke-1, ke-2 maupun hari ke-3 seperti halnya penyimpanan pada hari ke-0. Lama
penyimpanan semen dalam menunjukkan bahwa semakin lama semen disimpan dalam refrigerator
(4°C) semakin menurun nilai viabilitasnya (Tabel 3).

Tabel 3. Viabilitas spermatozoa sapi Simmental dengan penambahan soya dalam pengencer air kelapa-kuning
telur selama penyimpanan dalam suhu 4°C

Rata-rata Viabilitas Selama Penyimpanan (%) * Standar Deviasi Hari Ke-

Perlak
erlakuan 0 1 > 3

Air Kelapa 100ml
+10% Kuning 57,59 + 0,434 46,90 £ 0,33¢ 36,93 £ 0,354 27,93 £ 0,424
Telur+0 g Soya
Air Kelapa 100ml
+10% Kuning 64,92 + 0,13 61,02 + 0,454 49,86 * 0,25¢ 44,90 £0,17¢
Telur+1,5 g Soya
Air Kelapa 100ml
+10% Kuning 52,95 + 0,15¢ 46,67 £0,18¢ 33,96 £ 0,25¢ 24,67 £ 0,26¢
Telur+3 g Soya
Air Kelapa 100ml
+10% Kuning 47,00 £ 0,120 42,90 £ 0,150 32,91 £ 0,090 17,03 £ 0,41b
Telur+4,5 g Soya
Air Kelapa 100ml
+10% Kuning 43,15 £ 0,272 33,88 £ 0,152 19,97 £ 0,132 15,02 £ 0,272
Telur+6 g Soya

*Keterangan: Notasi abjab berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (PP<0,05).

Hasil uji Anova menunjukkan bahwa terdapat pengaruh pemberian konsentrasi soya
terhadap viabilitas spermatozoa Sapi Simmental sangat signifikan (P<0,00). Hasil uji Duncan
menunjukkan bahwa perlakuan air kelapa + 10% kuning telur + 1,5 g soya paling optimal
menghasilkan viabilitas spermatozoa tertinggi dibandingkan perlakuan lainnya pada hari ke-0, hari
ke-1, hari ke-2 maupun pada hari ke-3 (P<0,05) yang disimpan pada refrigerator 4°C (Tabel 3).

Berdasarkan hasil pengamatan viabilitas spermatozoa dapat dilihat pada (Gambar 1) yang
menandakan bahwa perlakuan air kelapa 100 ml-10% kuning telur + 1,5 g soya menghasilkan jumlah
spermatozoa hidup lebih banyak daripada yang mati dibandingkan dengan perlakuan lainnya.

Hasil penelitian pemberian pengencer air kelapa 100 ml-10% kuning telur dengan
penambahan soya 0 g sampai dengan 6 g pada hari ke-0 menghasilkan integritas membran
spermatozoa Sapi Simmental sebesar 53,97 + 0,15% sampai dengan 14,00 = 0,22%. Pada hari ke-0
penambahan konsentrasi 0 g sampai dengan 6 g soya mengalami penurunan nilai integritas membran
spermatozoa. Pada hari ke-0 penambahan konsentrasi 0 g sampai dengan 6 g soya mengalami
penurunan nilai integritas membran. Pada tren konsentrasi soya dalam pengencer air kelapa-kuning
telur yang semennya disimpan pada penyimpanan hari ke-1, ke-2 maupun hari ke-3 seperti halnya
penyimpanan pada hari ke-0. Lama penyimpanan semen dalam menunjukkan bahwa semakin lama
semen disimpan dalam refrigerator (4°C) semakin menurun nilai integritas membrannya (Tabel 4).

Hasil uji Anova menunjukkan bahwa terdapat pengaruh pemberian konsentrasi soya
terhadap integritas membran spermatozoa Sapi Simmental sangat signifikan (P<0,00). Hasil uji
Duncan menunjukkan bahwa perlakuan air kelapa + 10% kuning telur + 1,5 g soya paling optimal
menghasilkan integritas membran spermatozoa tertinggi dibandingkan perlakuan lainnya pada hari
ke-0, hari ke-1, hari ke-2 maupun pada hari ke-3 (P<0,05) yang disimpan pada refrigerator 4°C (Tabel
4).
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Gambar 1. Viabilitas spermatozoa dalam berbagai perlakuan perbesaran 40x10. Keterangan: A= Air kelapa 100ml
+10% kuning telur + Og soya; B= Air kelapa 100ml + 10% kuning telur + 1,5g soya; C= Air kelapa 100ml + 10%
kuning telur + 3g soya; D= Air kelapa 100ml + 10% kuning telur + 4,5g soya; E= Air kelapa 100ml + 10% kuning
telur + 6g soya.

Tabel 4. Integritas membran spermatozoa sapi Simmental dengan penambahan soya dalam pengencer air kelapa-
kuning telur selama penyimpanan dalam suhu 4°C

Rata-rata Integritas Membran Selama Penyimpanan (%) + Standar Deviasi Hari Ke-
0 1 2 3

Perlakuan

Air Kelapa 100ml
+10% Kuning Telur+0 52,86 + 0,174 43,10 £ 0,23¢ 33,92 £0,27¢ 23,85+ 0,324
g Soya
Air Kelapa 100ml
+10% Kuning 53,97 £ 0,15¢ 48,83 £ 0,19¢ 38,11 £ 0,324 34,15 £ 0,31
Telur+1,5 g Soya
Air Kelapa 100ml
+10% Kuning Telur+3 48,92 £ 0,16¢ 43,95 + 0,424 28,98 + 0,180 18,87 £0,28¢
g Soya
Air Kelapa 100ml
+10% Kuning 43,66 + 0,430 38,98 £ 0,170 28,91 £ 0,14b 14,00 £ 0,22b
Telur+4,5 g Soya
Air Kelapa 100ml
+10% Kuning Telur+6 39,66 £ 0,31a 28,88 £0,192 18,08 £ 0,192 13,01 £ 0,162
g Soya

*Keterangan: Notasi abjab berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (<0,05)

PEMBAHASAN

Semen segar yang dihasilkan pejantan Sapi Simmental berumur 4 tahun dengan berat badan
#1000 kg volume semen yang dihasilkan 5,5 ml, berwarna krem dan konsistensinya (derajat
kekentalan) kental. Konsentrasi spermatozoa 1559%109, derajat keasaman (pH) 6,8 dan motilitas 80%.
Semen segar yang dihasilkan dapat dikategorikan normal. Semen segar ini dapat diproses ke tahap
pengenceran dan penyimpanan pada suhu refrigerator 4°C. Hal ini sesuai dengan SNI (2017) standar
minimum motilitas semen segar yaitu 70% dan untuk standar minimum motilitas setelah
pengenceran minimal 50%.

Berdasarkan uji Anova menyatakan bahwa ada pengaruh sangat signifikan (I’<0,00)
penambahan soya dalam pengencer dasar air kelapa-kuning telur terhadap kualitas spermatozoa Sapi
Simmental. Perlakuan air kelapa 100 ml-10% kuning telur + 1,5 g soya menghasilkan nilai motilitas
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sebesar 55,78%0,26%; 50,08+0,27%; 39,82+0,40%; 35,12+£0,19% berurut mulai hari ke-0 hingga hari ke-3
yang merupakan perlakuan dengan nilai tertinggi dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Nilai
motilitas yang tinggi diduga karena kandungan karbohidrat dan lesitin pada pengencer air kelapa-
kuning telur dan soya. Menurut Tih dkk., (2017) dalam pengencer air kelapa mengandung beberapa
fraksi gula seperti sukrosa, sorbitol, glukosa, fruktosa, galaktosa, xilosa, manosa dan mineral yang
dibutuhkan spermatozoa dan berfungsi sebagai sumber energi. Dalam 100 ml air kelapa hijau muda
terkandung 7,25 mg glukosa; 9,18 mg sukrosa; dan 5,25 mg fruktosa (Cahyani dkk., 2019). Audia dkk.,
(2017) pengencer dasar air kelapa dan 10% kuning telur mampu dijadikan sumber energi bagi
spermatozoa. Menurut Standart Nasional Indonesia (2017) nilai minimum motilitas setelah
pengenceran adalah 50%. Coester dkk., (2019) berpendapat bahwa kandungan lestisin mampu
melindungi membran sel spermatozoa selama penyimpanan pada suhu rendah. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa perlakuan dengan pengencer air kelapa-10% kuning telur + 1,5 g soya mampu
mempertahankan motilitas spermatozoa rata-rata dalam kisaran normal atau sesuai standar hanya
hingga hari ke-1 setelah pengenceran. Hal ini diduga karena peningkatan tekanan osmotik, sesuai
dengan pernyataan Maulida (2014) bahwa peningkatan tekanan osmotik atau hipertonik dapat
sehingga permeabilitas membran plasma sperma menurun dan terjadi perpindahan cairan dari dalam
sel sperma menuju keluar tubuh sperma, menyebabkan persentase kematian sel sperma meningkat.

Perlakuan air kelapa 100 ml-10% kuning telur + 6 g soya menghasilkan nilai motilitas sebesar
39,86+0,34%; 29,67+0,33%; 19,93+0,44%; 14,01+0,23% berurut mulai hari ke-0 hingga hari ke-3 yang
merupakan hasil dengan nilai rerata terendah dibandingkan dengan perlakuan lainnya baik pada hari
ke-0 hingga hari ke-3. Namun terjadi penurunan motilitas setelah dilakukan penyimpanan pada hari
ke-1, ke-2 maupun hari ke-3. Hal ini membuktikan bahwa semen yang disimpan pada suhu 4°C akan
mengalami cekaman dingin (cold shock) yang dapat menimbulkan terdegradasinya motilitas
spermatozoa. Hal ini sesuai dengan pernyataan Sudarmanto dkk., (2016) Saat terjadi penurunan suhu
spermatozoa akan menyesuaikan diri dengan melakukan homeostatis untuk menyeimbangkan cairan
di sekitar sel-sel spermatozoa yaitu cairan ekstrasel yang merupakan interface antara sel dan
lingkungan luar. Ketika perubahan suhu terjadi transisi dari membran lipid terpisah dan penurunan
sifat permeabilitas dari membran sel hidup. Pubiandara dkk., (2016) menambahkan bahwa kejutan
dingin berpengaruh pada fosfolipida yang menyebabkan kerusakan mempran plasma sehingga ion-ion
seperti kalsium bebas masuk ke dalam sel. Menurut Priyanto dkk., (2015) kerusakan spermatozoa
dapat terjadi akibat pengencer semen yang mengandung krioprotektan yang bersifat hiperosmotik,
bahan pengencer yang mengandung kriprotektan dengan tekanan osmotik di atas 100 mOsm kg™
sedangkan tekanan osmotik semen segar adalah antara 250-350 mOsm kg-1.

Persentase motilitas spermatozoa mempengaruhi persentase viabilitas. Azzahra dkk., (2016)
menjelaskan bahwa viabilitas berkorelasi dengan motilitas yang ditentukan oleh kekuatan membran
plasma spermatozoa. Ratnawati dkk., (2018) menambahkan bahwa salah satu indikator dalam
menentukan kualitas spermatozoa selama proses pengenceran adalah viabilitas. Hasil penelitian
menunjukkan perbedaan nyata pada setiap perlakuan. Penambahan 1,5 g soya menunjukkan rerata
tertinggi selama penyimpanan hari ke-0 hingga ke-3 yaitu sebesar 64,92+0,13%; 61,02+0,45%;
49,86+0,25%; 44,90£0,17 %secara berurut. Nilai rerata terendah ditunjukkan pada penambahan 6 g
soya selama penyimpanan hari ke-0 hingga ke-3 yaitu sebesar 43,15+0,27%; 33,88+0,15%; 19,97+0,13%;
15,02+0,27% secara berurut (Tabel 3). Semakin lama waktu penyimpanan semakin berkurang sumber
energi yang terdapat dalam pengencer yang menyebabkan turunnya daya hidup spermatozoa.
Menurut Rizal dan Riyadhi (2016) menyatakan bahwa bahan pengencer semen substrat energi harus
selalu tersedia selama penyimpanan karena hal itu akan menjamin berlangsungnya proses glikolisis
untuk mengahasilkan energi berupa ATP sehingga pergerakan (motilitas) spermatozoa dapat
dipertahankan.

Gambar 1. Menunjukkan viabilitas spermatozoa setiap perlakuan yang dilihat dibawah
mikroskop dengan perbesaran 400%. Spermatozoa hidup ditunjukkan dengan kepala tidak berwarna
atau transparan, sedangkan spermatozoa mati ditunjukkan dengan kepala berwarna merah (Pratama
dkk., 2018). Penambahan konsentrasi soya berfungsi sebagai pelindung membran spermatozoa
selama penyimpanan suhu rendah karna adanya kandungan lestisin sebagai membran counting
berfungsi menjaga konfigurasi normal lipid bilayer pada membran spermatozoa (Pamungkas dan
Krisna, 2017). Namun pemberian konsentrasi soya berlebihan menyebabkan efek toksik. Hal ini
ditandai dengan adanya akumulasi hidrogen peroksida (H20:) yang merupakan senyawa penyebab
kematian spermatozoa (Noviansyah dkk., 2017). Berlebihnya suplementasi lestisin mengakibatkan
efek toksik yang berpengaruh terhadap persentase viabilitas spermatozoa. Fariedah dan Widodo
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(2020) menjelaskan ketika larutan bersifat non-isotonik akan berpengaruh pada transfer air di proses
metabolisme sel yang akan menyebabkan kematian sel spermatozoa. Lama waktu penyimpanan
semen cair mempengaruhi persentase motilitas karena semakin lama waktu penyimpanan maka
energi yang dikeluarkan dan nutrisi yang dibutuhkan untuk respirasi semakin tinggi hingga
menyebabkan penurunan motilitas.

Integritas membran menunjukkan keutuhan membran spermatozoa agar tetap terjaga
terhadap transport air dari luar sel tidak masuk ke dalam sel (Rizal dan Herdis, 2016). Keutuhan
membran sel yang layak digunakan untuk inseminasi buatan sebesar 50% (Solihati dkk., 2018).
Pengujian keutuhan membran plasma diukur dengan metode hyhypo-osmotic test (HOST) (Sutama
dkk., 2015). Hasil uji integritas membran menunjukkan penambahan konsentrasi 6 g soya memiliki
nilai rerata terendah dibandingkan konsentrasi soya lainnya yaitu sebesar 39,66+0,31%; 28,88+0,19%;
18,08+0,19%; 13,01+£0,16% mulai hari ke-0 hingga hari ke-3 secara berurutan. Pada penambahan
konsentrasi 1,5 g soya mampu mempertahankan keutuhan membran dengan nilai rerata tertinggi
dibandingan konsentrasi lainnya yaitu sebesar 53,97+0,15%; 48,83+0,19%; 38,11+0,32%; 34,15+0,31%
mulai hari ke-0 hingga ke-3 secara berurut dan mengalami penurunan. Hal ini sesuai dengan
pernyatan Coester dkk., (2019) bahwa lipoprotein dalam kuning telur mampu melindungi keutuhan
selubung lipoprotein. Noviansyah dkk (2017) menambahkan adanya soya yang mengandung lestisin
juga bersifat counting guna menjaga konfigurasi serta keutuhan membran plasma spermatozoa.
Namun lama waktu penyimpanan juga mempengaruhi kualitas spermatozoa meliputi motilitas,
viabilitas dan integritas membran spermatozoa karena semakin tinggi nya energi dan nutrisi yang
digunakan untuk respirasi yang mengakibatkan penurunan kualitas spermatozoa setiap harinya.
Butta dkk., (2021) menjelaskan kerusakan membran plasma berdampak pada enzim (aspartat-
aminotrasferas) utama dalam produksi ATP (Adenosin Trifosfat) yang ke luar dari dalam sel
mengakibatkan produksi ATP dan motilitas terhambat. Oleh karena itu komposisi bahan pengencer
sangat berpengaruh terhadap kualitas spermatozoa dengan menekan nilai penurunan. Kandungan
lestisin bersifat coating untuk menjaga phospholipid bilayer yang merupakan susunan utama membran
spermatozoa. Hal ini didukung Puteri (2019) menyatakan bahwa membran plasma yang fungsional
akan membengkak dikarenakan larutan hipoosmotik akan masuk dalam sel melewati membran
plasma spermatozoa sehingga ekor spermatozoa menggelembung.

Blengur dkk., (2020) menjelaskan spermatozoa yang sudah mati berpotensi menjadi toksik
bagi spermatozoa lain yang masih hidup, hal ini yang menyebabkan nilai kualitas spermatozoa pada
perlakuan dengan penambahan soya cenderung lebih rendah dibandingkan dengan perlakuan
penambahan 1,5 g soya. Yahaq dkk., (2019) menjelaskan kematian sel sperma terjadi dikarenakan
kondisi asam pengencer yang dapat meningkatkan tekanan osmotik pada cairan semen, yang
mengakibatkan ketidakseimbangan tekanan osmotik antara di dalam dan diluar sel. Pamungkas dan
Krisna (2017) menambahkan bahwa susunan utama membran spermatozoa yaitu phospholipid bilayer
yang memerlukan kandungan lestisin yang bersifat sebagai membran coating selama proses
penyimpanan. Namun lama waktu penyimpanan juga mempengaruhi kualitas spermatozoa meliputi
motilitas, viabilitas dan integritas membran spermatozoa karena semakin tinggi nya energi dan
nutrisi yang digunakan untuk respirasi yang mengakibatkan penurunan kualitas spermatozoa setiap
harinya.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa penambahan konsentrasi soya 1,5g
adalah yang optimal dalam pengencer dasar air kelapa 100 ml + 10% kuning telur dalam menjaga
kualitas spermatozoa yakni motilitas, viabilitas dan integritas membran spermatozoa selama 3 hari
dalam suhu penyimpanan refrigerator (4°C) dan dapat diimplementasikan sebagai pengencer
spermatozoa.
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