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Abstrak. Penyimpanan semen pada suhu rendah dapat menyebabkan penurunan hingga
kerusakan pada spermatozoa akibat coldshock, maka dari itu dibutuhkan pengencer dengan
fungsi sebagai krioprotektan untuk melindungi spermatozoa, salah satunya ialah soya.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pemberian konsentrasi soya dalam pengencer dasar
air kelapa-kuning telur pada suhu 3-4°C terhadap kualitas spermatozoa sapi Simmental sebelum
pembekuan. Desain penelitian yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap dengan 5
perlakuan pemberian konsentrasi soya Og; 1,5g; 3g; 4,5g; dan 6 g yang diamati pada
penyimpanan selama 2,5 jam, 5 jam, dan 7,5 jam. Terdapat 3 parameter yang diuji ialah motilitas,
viabilitas, dan integritas membran. Parameter diamati menggunakan mikroskop cahaya dengan
perbesaran 400X pada slide warmer bersuhu 37°C. Data dianalisis menggunakan uji Anova dan
uji Duncan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat pengaruh signifikan saat pemberian
konsentrasi soya dalam pengencer air kelapa-kuning telur terhadap kualitas spermatozoa sapi
Simmental (P<0,05). Pemberian soya konsentrasi 1,5g menghasilkan hasil tertinggi pada variabel
motilitas (44,27+1,03%), viabilitas (54,82+6,79%), dan integritas membran (44,74+1,3%). Hasil
penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pemberian konsentrasi soya 1,5 g pada pengencer air
kelapa-kuning telur adalah konsentrasi paling optimal sehingga dapat diaplikasikan dalam
mempertahankan kualitas spermatozoa sapi Simmental.

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

Abstract. Storage of semen at low temperatures could decrease until damage to spermatozoa due to
coldshock.Therefore a diluent as a cryoprotectant is needed to protect spermatozoa, one of which is soy.
This study aimed to determine the concentration of soy on coconut water-egg yolk basic diluent at a
temperature of 3-4°C in the sperm quality of Simmental Bull before freezing. The research used a
completely randomized design with 5 treatments giving 0g soy concentration; 1.5g; 3g; 4.5¢; and 6g were
observed on storage for 2.5 hours, 5 hours, and 7.5 hours. There are 3 parameters, namely motility,
viability, and membrane integrity. Parameters were observed using a light microscope with 400
magnification on a slide warmer at 37°C. Data were analyzed using the Anova test and Duncan test. The
results showed that there was a very significant effect when giving the concentration of soy in coconut
water-egg yolk diluent on the sperm quality of Simmental Bull (P<0.05). Giving 1.5 g soy concentration
had the highest yield in motility (44.74%1.3%), viability (54.82+6.79%), and membrane integrity
(44.74%1.3%. The study concluded that 1.5 soya concentration in coconut water-egg yolk diluent was the
most optimal concentration could be applied in maintaining sperm quality of Simmental Bull.

Key words: soy; coconut water diluent; egg yolk; simmental bull; spermatozoa quality.

PENDAHULUAN

Perbaikan mutu ternak Indonesia pada saat ini sedang dilakukan karena kebutuhan pangan
terus melonjak. Pertumbuhan penduduk Indonesia yang meningkat mempengaruhi kebutuhan pangan
sumber hewani sebagai nilai gizi juga ikut meningkat yaitu 58,6g setiap harinya (Badan Pusat Statistik,
2020). Daging sapi merupakan sumber protein hewani yang kaya gizi serta berpotensi tinggi dalam
memenuhi kebutuhan pangan (Ariani et al., 2018). Dengan demikian, peternakan sapi potong memiliki
peluang tinggi dalam menyediakan pangan sumber protein hewani ini menurut Statistik Peternakan
dan Kesehatan Hewan (2020) konsumsi daging sapi nasional mencapai 490,4 ribu ton, 3.495,1 ribu ton
untuk ayam broiler, dan 4.753 ribu ton untuk telur ayam. Sapi potong Simmental merupakan salah satu
sapi potong yang banyak diuji coba dalam melakukan upaya perbaikan hasil ternak karena kondisi
pasokan sapi akibat populasi dan kebutuhan konsumsi nasional tidak seimbang. Selain itu, menurut
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Zamuna et al. (2015) dan Sunami et al. (2017) sapi potong jenis Simmental selain menghasilkan daging
yang baik juga dapat menghasilkan volume semen segar banyak dari testis dengan kualitas yang baik.
Peran spermatozoa pejantan dalam perbaikan hasil ternak Sapi Simmental perlu dijamin kualitasnya
untuk membuahi sapi Simmental betina.

Produksi kualitas spermatozoa yang baik dapat dilihat dari beberapa faktor seperti pakan,
musim, dan suhu. Faktor lainnya yang berpengaruh diantaranya umur, libido, frekuensi ejakulasi,
penyakit, herediter, dan gerak badan (Hindrawati et al., 2020). Kondisi spermatozoa yang baik sangat
penting dalam memperbaiki mutu anakan sapi melalui Inseminasi Buatan (IB). Populasi mutu ternak
Indonesia dapat dipercepat dengan beberapa metode seperti Transfer Embrio (TE), Sexing Sperm
(pemisahan sperma), dan Inseminasi Buatan (IB) (Wahjuningsih et al, 2019). Dalam proses
memperbanyak pejantan kualitas unggul dapat menggunakan teknologi IB yang paling banyak
dilakukan. Di Indonesia, dalam prosedur IB proses memasukkannya semen ke dalam saluran
reproduksi betina dengan bantuan manusia menggunakan insemination gun pada saat birahi (Widjaja et
al., 2017). Pejantan unggul menjadi salah satu syarat menjadi pejantan yang layak digunakan dalam IB.
Dalam proses 1B, pejantan unggul diharuskan memenuhi persyaratan teknis baik secara reproduktif
maupun kesehatannya, setelah semen diproses dengan penyimpanan pada suhu rendah. Terdapat
beberapa syarat yang harus dipenuhi yaitu sapi memiliki tingkat libido yang tinggi, serving ability dan
serving capability (kesanggupan dan kemampuan untuk mengawini) yang baik, dan warna semen
berwarna putih susu kekuningan (Sam et al., 2017).

Penyimpanan semen cair pada suhu dingin merupakan solusi dari rendahnya ketahanan
semen segar pada suhu ruang. Menurut Kusumawati et al. (2018) semen segar pada suhu ruang hanya
baik digunakan tidak lebih dari 3 jam. Namun, problema penyimpanan semen berpengaruh pada
menurunnya kualitas spermatozoa hingga terjadi adanya cold shock terhadap sel spermatozoa.
Problema tersebut dapat diatasi dengan penggunaan zat-zat pelindung di dalam pengencer dan
penurunan suhu secara gradual (Rahmawati, 2017). Menurut Yunita (2021) dalam menghindari
kerusakan spermatozoa dapat dilakukan penyimpanan semen cair suhu refrigerator 3-4 °C yang dapat
digunakan untuk menyimpan semen cair. Akibat dari cold shock sendiri dapat menyebabkan plasma
dan isi sel spermatozoa mengalami kerusakan fisik dan fungsional seperti membran lipid bilayer
mengalami cekaman akibat suhu dingin. Kerentanan lipid bilayer pada membran akibat cekaman
berhubungan erat dengan ketiga jenis komponen membran yang ikatannya melonggar yaitu fosfolipid,
kolesterol, dan glikolipid (Arvioges et al., 2021). Selain itu penurunan suhu juga dapat menyebabkan
energi dalam sel spermatozoa berkurang yang diakibatkan usaha sel dalam mempertahankan
pergerakannya. Dalam mempertahankan kualitas spermatozoa sapi Simmental diperlukan adanya
pengencer agar menjamin kebutuhan fisik dan kimianya (Sitepu & Putra, 2017).

Suatu pengencer berfungsi sebagai krioprotektan dalam artian melindungi spermatozoa dari
penurunan kualitas hingga kerusakan dalam proses penyimpanan dalam suhu refrigerator yakni 3-4°C.
Air kelapa memiliki potensi dijadikan campuran dalam pengencer alternatif yang mudah didapat dan
harganya terjangkau. Air kelapa juga mengandung zat-zat yang diperlukan sebagai pengencer seperti
karbohidrat sederhana, dan mineral sebagai sumber energi spermatozoa. Air kelapa bersifat sebagai
penyangga (buffer) (Wicahyo, 2018). Kuning telur juga perlu ditambahkan untuk memperkuat pada
kandungan pengencer. Kuning telur memiliki lipoprotein, lesitin, protein, serta glukosa dan viskositas
yang efektif bagi spermatozoa (Amaliah, 2022).

Namun, air kelapa saja tidak dapat melindungi spermatozoa yang disimpan pada suhu rendah
sehingga dibutuhkan Soya sebagai upaya melindungi spermatozoa dengan baik. Bahan alami sumber
nabati juga dapat digunakan sebagai kombinasi bahan pengencer semen seperti soya (Immelda et al.,
2019). Soya tersebut mengandung lesitin berfungsi dalam melindungi membran spermatozoa selama
penyimpanan suhu refrigerator (Gamal et al., 2016). Menurut Masluchah & Ducha (2021) soya dapat
melindungi spermatozoa karena mampu mencegah pembentukan kristal es intraseluler dan dapat
melindungi membrane spermatozoa dari kerusakan mekanis selama proses pendinginan.

Penelitian Monova & Ducha (2019) menjelaskan bahwa pengaruh penambahan soya sebanyak
4 g dalam pengencer dasar air kelapa sebagai konsentrasi terbaik dapat menghasilkan motilitas
spermatozoa sebesar 63,75+£0,86%; viabilitas spermatozoa 52,85+2,80%; dan 50,41+0,42% untuk
integritas membran sel spermatozoa pada domba ekor gemuk (DEG) disimpan suhu 4-5°C . Pada
penelitian Immelda et al. (2019) menunjukkan bahwa penambahan soya sebanyak 15% pada pengencer
semen domba Sapudi merupakan hasil optimal dengan hasil viabilitas 84,3+1,96%.

Berdasarkan hasil penelitian dari kedua peneliti di atas yang meneliti tentang pengaruh
pemberian berbagai konsentrasi soya terhadap kualitas spermatozoa perlu diperbarui dengan
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pengencer dasar yang berbeda. Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian pengembangan dengan
pemberian konsentrasi soya dalam pengencer air kelapa-kuning telur terhadap kualitas spermatozoa
sapi Simmental yang disimpan pada suhu refrigerator 3-4°C sebelum pembekuan karena belum banyak
diteliti dan perlu dilakukan penelitian ini merupakan novelty. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui pemberian konsentrasi soya dalam pengencer dasar air kelapa-kuning telur terhadap
kualitas spermatozoa sapi Simmental.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental pola faktorial menggunakan Rancangan
Acak Lengkap. Faktor penambahan soya sebanyak 5 perlakuan; air kelapa (100 ml)+ kuning telur (10%)
+ soya (0 g) , air kelapa (100 ml)+ kuning telur (10%) + soya (1,5 g), air kelapa (100 ml)+ kuning telur
(10%) + soya (3 g), air kelapa (100 ml)+ kuning telur (10%) + soya (4,5 g), air kelapa (100 ml)+ kuning
telur (10%) + soya (6 g) yang diamati dengan lama penyimpanan 2,5 jam; 5 jam; dan 7,5 jam dengan 2
kali pengulangan.

Penelitian dimulai dari menyiapkan semua bahan dan alat yang sudah steril. Alat alat yang
digunakan dalam pembuatan pengencer yaitu meliputi erlenmeyer, beaker glass, gelas ukur, magnetic
stirrer, spuit, mikropipet, timbangan digital, kertas pH, alumunium foil, miliphore, gunting, dan
pengaduk. Sterilisasi peralatan dilakukan dengan dicuci bersih menggunakan sabun antibacterial dan
lap hingga kering. Setelah kering, peralatan disterilisasi dengan oven hingga mencapai suhu 116°C.

Penampungan semen pejantan sapi Simmental berumur 7 tahun dengan berat +1000kg
dilakukan di kandang penampungan BIB Ungaran, Semarang, Jawa Tengah. Penampungan dilakukan
menggunakan alat bantu yaitu vagina buatan atau Artifical Vagina (set AV) yang dibuat menyerupai
kondisi vagina sapi sesungguhnya yaitu dengan suhu 36°C. Semen segar yang telah ditampung diamati
secara makroskopis dan mikroskopis.

Pemeriksaan semen atau evaluasi semen dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis.
Evaluasi semen secara makroskopis meliputi pH, warna, volume, konsistensi dan konsentrasi.
Sedangkan evaluasi secara mikroskopis meliputi motilitas individu dan motilitas massa (Hine et al.,
2019).

Pembuatan pengencer dasar air kelapa ditambahkan soya dengan masing-masing perlakuan
dengan cara menghomogenkan 0,5 g penisilim dan 0,5 g streptomisin ke dalam 500 ml air kelapa muda
menggunakan magnetic stirer. Setelah larutan homogen, pH larutan dicek, jika larutan terlalu asam
maka larutan ditambahkan NaOH 1 M, seangkan jika larutan terlalu basah maka larutan ditambahkan
HCl 1M hingga pH menjadi 6,8-7. Sterilisasi larutan dilakukan menggunakan milipore hingga larutan
menjadi bening. Hasil sterilisasi pengencer dibagi menjadi 5 sesuai perlakuan dengan jumlah masing-
masing 100 ml. suplementasi dilakukan dengan penambahan soya 0g; 1,5 g; 3 g; 4,5 g; 6 g. suplementasi
dibiarkan dalam suhu refrigerator 3°C-4°C selama 3 hari hingga terbentuk endapan. Pengencer yang
digunakan adalah supernatant dari larutan tersebut. Penggunaan pengencer dimasukkan terlebih
dahulu dalam waterbath dengan suhu 27°C agar tidak terjadi cold shock pada saat pencampuran.
Pengenceran semen dilakukan dengan memasukkan pengencer dalam waterbath bersuhu 27°C hingga
suhu pengencer mencapai suhu tersebut. Pencampuran semen dengan pengencer dilakukan dengan
perhitungan spektrofotometer sesuai konsentrasi semen yang didapat. Pencampuran semen segar dengan
pengencer berbagai macam konsentrasi soya dapat menggunakan rumus (Ambarsari & Ducha, 2021):

VixM;=Vr,x M,

Keterangan:

V1 : volume semen segar sapi Simmental (1)

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

V2: volume pengencer yang akan dibuat ()

M : satuan konsentrasi semen sapi Simmental (25 x 10°)

Penyimpanan semen dilakukan setelah semen segar dan pengencer telah dicampur. Namun,
proses penyimpanan dimulai dari peletakkan semen yang diberi pengencer ke dalam beaker glass berisi
air bersuhu 27°C saat dimasukkan dalam cool top. hal ini perlu dilakukan agar semen tidak mengalami
cold shock akibat penurunan suhu yang drastis karena penyimpanan pada cool top dengan suhu 3-4°C.
Proses penyimpanan dilakukan dengan lama waktu 2,5 jam; 5 jam; dan 7,5 jam. Setelah beberapa
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perlakuan waktu penyimpanan tersebut dilakukan dan dilakukan pemeriksaan semen atau evaluasi
semen secara mikroskopis.

Pengamatan motilitas dilakukan dengan pengambilan perlakuan yang masih berada dalam cool
top menggunakan mikropipet kemudian diteteskan dalam object glass dan ditutup cover glass.
Pengamatan dilakukan dengan mikroskop cahaya dengan perbesaran 40x10 dan disetting pada suhu 37
°C agar preparat berisi tetesan perlakuan tetap terjaga dan pergerakan motilitas dalam satuan persen
(%) dapat terbaca dengan baik. Pengamatan viabilitas dilakukan saat perlakuan dalam cool top
menggunakan mikropipet kemudian diteteskan dalam object glass dan ditutup cover glass. Pengamatan
integritas membran dilakukan dengan metode Hypoosmotic Swelling Test (HOS Test) untuk mengetahui
keutuhan membran plasma (MP) mengacu prosedur Purwoistri et al. (2013) yang dimodifikasi dengan
melarutkan sampel ke dalam larutan hipoosmotik (1:10) yang dibuat dengan menghomogenkan 1,3g
fruktosa (Sigma, USA) dan 0,7g asam sitrat (Sigma, USA) ke dalam 100 mL aquades steril (Mili-Q-
Water). Selanjutnya sampel diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit dan diletakkan pada object
glass, lalu ditutup cover glass. Preparat diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x.
Spermatozoa yang memiliki membran normal akan menunjukkan ekor melingkar sedangkan membran
spermatozoa rusak akan menunjukkan ekor lurus (Wijayanto et al., 2019).

Hasil evaluasi yang didapat selanjutnya diuji normalitas menggunakan uji Kolmogorof-Smirnov,
dilanjutkan dengan uji Anova untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan konsentrasi soya dalam
pengencer dasar air kelapa-kuning telur terhadap mempertahankan kualitas spermatozoa sapi
Simmental. Hasil yang signifikan dilanjutkan dengan uji Duncan untuk mengetahui perlakuan terbaik
dari semua perlakuan. Analisis data menggunakan aplikasi SPSS 25.0 for windows.

HASIL

Hasil evaluasi semen segar Sapi Simmental secara makroskopis maupun mikroskopis yang
didapat sebelum dilakukannya perlakuan. Hasil evaluasi tersebut terdapat pada Tabel 1 berupa nilai
berdasarkan parameter volume, warna, konsistensi, konsentrasi, pH, dan gerak massa.

Tabel 1. Hasil pengamatan makroskopis dan mikroskopis (20X10) semen segar Sapi Simmental.

Parameter Nilai
Volume (ml) 8
Warna Krem
Konsistensi Kental
Konsentrasi (sel/ml) 1559 x 106
pH 6,4
Gerak massa 2+
Motilitas Individu 70%

Hasil evaluasi makroskopis semen segar pada sapi Simmental berumur 7 tahun dengan berat
badan #1000 kg berupa volume, warna, konsistensi dan pH, gerak massa dan motilitas individu
menunjukkan hasilnya baik dan normal yaitu mampu menghasilkan 8 ml semen segar yang berwarna
krem, konsistensi kental, konsentrasinya 1559 x 10¢ dengan pHnya 6,4 gerak massa dengan nilai 2+
dan motilitas individunya sebesar 70%. Semen segar tersebut dapat diproses untuk diencerkan dan
disimpan pada suhu refrigerator yakni 3-4°C.

Hasil analisis Tabel 2 menunjukkan pemberian berbagai konsentrasi soya dalam pengencer
dasar air kelapa-kuning telur berpengaruh signifikan terhadap kualitas spermatozoa sapi Simmental
(P<0,05). Parameter motilitas perlakuan air kelapa+10% kuning telur+0 g soya/100 ml ke perlakuan air
kelapa+10% kuning telur+1,5 g soya/100 ml selama penyimpanan 7,5 jam menunjukkan hasil yang
lebih baik. Terdapat kecenderungan penurunan motilitas pada penambahan konsentrasi soya yang
terlalu banyak. Penurunan hasil motilitas spermatozoa juga terjadi jika waktu penyimpanan
spermatozoa semakin lama. Hasil analisis pada Tabel 2 menunjukkan bahwa pada perlakuan air
kelapa+10% kuning telur+1,5 g soya /100 ml merupakan hasil motilitas spermatozoa yang optimal
yaitu sebesar 44,27+1,03% (P<0,05). Namun pada perlakuan air kelapa+10% kuning telur+0 g soya/100
ml sebagai kontrol menunjukkan hasil motilitas spermatozoa terendah yaitu sebesar 24,90+0,14%.
Sedangkan perlakuan air kelapa+10% kuning telur+6g g soya/100 ml manunjukkan hasil motilitas
paling rendah diantara penambahan konsentrasi lain yaitu 28,92+0,28%. Penambahan konsentrasi soya
dan lama penyimpanan menunjukkan nilai motilitas spermatozoa sapi Simmental semakin menurun.
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Tabel 2. Motilitas spermatozoa sapi Simmental penambahan soya dalam pengencer Air Kelapa-Kuning Telur
selama penyimpanan

Motilitas Spermatozoa Sapi Simmental (%) Selama Penyimpanan

Perlakuan 2,5 jam 5jam 7,5 jam
S1 (Soya 0 g) 39,22+0,332 39,35+0,602 24,90+0,14~
S2 (Soya 1,5 g) 60,40+0,65b 50,54+0,38b 44,27+1,03b
S3 (Soya 3 g) 59,91+0,21ab 49,84+1,1620 24,95+0,55qb
54 (Soya 4,5 g) 48,34+1,254 40,47+0,572 30,30+0,14~
S5 (Soya 6 g) 42,5443,692 34,68+1,612 28,92+0,28a

*)Keterangan: Notasi abjad berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (P<0,05), sedangkan notasi
abjad sama menunjukkan tidak adanya perbedaan yang signifikan (P>0,05)

Hasil analisis pada Tabel 3 menunjukkan bahwa pemberian berbagai konsentrasi soya dalam
pengencer dasar air kelapa-kuning telur berpengaruh signifikan terhadap viabilitas sel spermatozoa
sapi Simmental (P<0,05). Parameter viabilitas perlakuan air kelapa+10% kuning telur+0 g soya/100 ml
ke perlakuan air kelapa+10% kuning telur+1,5 g soya/100 ml selama penyimpanan 7,5 jam
menunjukkan hasil yang lebih baik. Terdapat kecenderungan penurunan viabilitas pada penambahan
konsentrasi soya yang terlalu banyak. Penurunan hasil viabilitas spermatozoa juga terjadi jika waktu
penyimpanan spermatozoa semakin lama. Hasil analisis pada Tabel 3 menunjukkan bahwa perlakuan
air kelapa+10% kuning telur+1,5 g soya/100 ml merupakan hasil viabilitas spermatozoa yang optimal
yaitu sebesar 54,82+6,79% (P<0,05). Namun pada perlakuan air kelapa+10% kuning telur+0 g soya/100
ml sebagai kontrol menunjukkan hasil viabilitas spermatozoa terendah yaitu sebesar 28,41+1,82%,
sedangkan perlakuan air kelapa+10% kuning telur+6g g soya/100 ml menunjukkan hasil viabilitas
paling rendah diantara penambahan konsentrasi lain yaitu 31,78+0,31%. Penambahan konsentrasi soya
dan lama penyimpanan menunjukkan nilai viabilitas spermatozoa sapi Simmental semakin menurun.

Tabel 3. Viabilitas spermatozoa sapi Simmental penambahan soya dalam pengencer Air Kelapa-Kuning Telur
selama penyimpanan

Viabilitas Spermatozoa Sapi Simmental (%) Selama Penyimpanan

Perlakuan 2,5 jam 5jam 7,5 jam
S1 (Soya 0 g) 43,15+0,22 43,490,562 28,41+1,82a
S2 (Soya 1,5 g) 66,71+1,17v 57,2245,97b 54,82+6,790
S3 (Soya 3 g) 59,91+0,21ab 55,11+2,18ab 38,65+0,452b
54 (Soya 4,5 g) 47,95+6,83a 45,70+3,332 33,97+0,952
S5 (Soya 6 g) 44,950,272 38,055+0,21a 31,7840,31a

*)Keterangan: Notasi abjad berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (P<0,05), sedangkan notasi
abjad sama menunjukkan tidak adanya perbedaan yang signifikan (P>0,05).

A" (hidup)  (mati) R (hidup)  (mati) fidup)  (mati)

Y S = i . W

F (hidup) (mati)

7

D (hidup) (mati)

Gambar 1. Viabilitas spermatozoa dalam berbagai perlakuan perbesaran 40x10. Ket: A= Air kelapa + 10% kuning
telur + Og soya; B= Air kelapa + 10% kuning telur + 1,5g soya; C= Air kelapa + 10% kuning telur + 3g soya; D=
Air kelapa + 10% kuning telur + 4,5g soya; E= Air kelapa + 10% kuning telur + 6g soya.
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Gambar 1 menunjukkan bahwa perlakuan pemberian air kelapa+10% kuning telur+1,5g soya
menghasilkan viabilitas tertinggi dibandingkan dengan perlakuan yang lainnya. Jumlah sel
spermatozoa yang hidup ditunjukkan dengan warna kepala spermatozoa putih lebih banyak dibanding
sel spermatozoa mati yang ditunjukkan dengan warna kepala ungu akibat pewarnaan.

Hasil analisis Tabel 4 menunjukkan bahwa pemberian berbagai konsentrasi soya dalam
pengencer dasar air kelapa-kuning telur berpengaruh signifikan terhadap kualitas spermatozoa sapi
simmental (P<0,05). Parameter integritas membran perlakuan air kelapa+10% kuning telur+0 g
soya/100 ml ke perlakuan air kelapa+10% kuning telur+1,5 g soya/100 ml selama penyimpanan 7,5
jam menunjukkan hasil yang lebih baik. Terdapat kecenderungan penurunan integritas membran pada
penambahan konsentrasi soya yang terlalu banyak. Penurunan hasil integritas membrane spermatozoa
juga terjadi jika waktu penyimpanan spermatozoa semakin lama. Pada Tabel 4 juga menunjukkan
bahwa pada perlakuan air kelapa+10% kuning telur+1,5 g soya /100 ml merupakan hasil integritas
membran spermatozoa yang optimal yaitu sebesar 23,56+0,79% (P<0,05). Namun pada perlakuan air
kelapa+10% kuning telur+0 g soya/100 ml sebagai kontrol menunjukkan hasil integritas membran
spermatozoa terendah yaitu sebesar 23,5610,79%. Sedangkan perlakuan air kelapa+10% kuning
telur+6g g soya/100 ml manunjukkan hasil integritas membran paling rendah diantara penambahan
konsentrasi lain yaitu 23,99+0,42%. Penambahan konsentrasi soya dan lama penyimpanan menunjukkan
nilai integritas membran spermatozoa sapi Simmental semakin menurun.

Tabel 4. Integritas membran spermatozoa sapi Simmental penambahan soya dalam pengencer Air Kelapa-Kuning
Telur selama penyimpanan
Integritas Membran Spermatozoa Sapi Simmental (%) Selama Penyimpanan

Perlakuan 2,5 jam 5jam 7,5 jam
S1 (Soya 0 g) 38,84+1,192 37,59+1,002 23,56+0,792
S2 (Soya 1,5 g) 59,55+0,48> 49,47+0,600 44,74+1,3b
S3 (Soya 3 g) 60,04:+0,24ab 50,21+0,484b 30,04+0,334b
54 (Soya 4,5 g) 47,40+1,93a 39,02+0,652 29,36+0,062
S5 (Soya 6 g) 38,50+0,842 35,38+3,992 23,99+0,42a

* Keterangan: Notasi abjad berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (P<0,05), sedangkan notasi
abjad sama menunjukkan tidak adanya perbedaan yang signifikan (P>0,05).

PEMBAHASAN

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, menunjukkan soya yang ditambahkan dalam
pengencer dasar air kelapa-kuning telur terhadap kualitas semen sapi Simmental sebelum pembekuan.
Soya termasuk bahan alternatif yang gampang ditemukan sebagai pengencer dengan fungsi
krioprotektan dan nutrisi dalam mempertahankan kualitas spermatozoa. Pada penelitian terdapat
beberapa parameter untuk menentukan kualitas spermatozoa vyaitu motilitas (pergerakan
spermatozoa), viabilitas (spermatozoa hidup), integritas membran (keutuhan membran). Dari hasil uji
Anova menunjukkan bahwa terdapat pengaruh signifikan (P<0,05) pada perlakuan penambahan soya
dalam pengencer dasar air kelapa-kuning telur terhadap kualitas spermatozoa sapi Simmental.
Perlakuan penambahan soya 1,5g memiliki presentase motilitas, viabilitas, dan integritas membran
paling tinggi terhadap kualitas spermatozoa sebelum pembekuan.

Penampungan semen segar pejantan sapi Simmental volumenya sebanyak 8 ml; pH 6,4;
berwarna krem, konsistensi kental, nilai konsentrasi 1559.10¢ sel/ ml, motilitas massa 2+, dan motilitas
individu 70%. Menurut Diwyanto et al. (2006) Hasil evaluasi semen segar tersebut memiliki kondisi
semen dari pejantan sapi Simmental normal yang memenuhi standar motilitas minimum 70% sesuai
dengan SNI4869:1. Pejantan sapi Simmental berumur 7 tahun dengan berat badan £1000 kg yang sudah
dikategorikan dewasa dengan menghasilkan semen segar sebanyak 8 ml. Diduga produksi semennya
sudah mengalami penurunan karena faktor usia. Sesuai dengan pendapat Nyuwita et al. (2015) bahwa
faktor yang dapat mempengaruhi produksi semen salah satunya ialah kondisi tubuh seperti berat
badan dan umur. Konsentrasi semen segar yang diperoleh menujukkan hasil 1559.10° dengan
konsistensi pekat/kental yang berarti menunjukkan semen yang dihasilkan menunjukkan kualitas
yang baik dan dapat menghasilkan kualitas semen yang baik pula. Dapat dikatakan bahwa semakin
pekat konsistensi semen, maka konsentrasi semen juga semakin tinggi. Hal ini sesuai dengan pendapat
Prihatin et al. (2021) bahwa konsistensi semen berkaitan erat dengan tingkat konsentrasi spermatozoa
dan motilitas progresif spermatozoa yang dihasilkan juga semakin tinggi. Kategori penilaian
konsentrasi semen yaitu encer (>1000.10° spermatozoa/ml semen), sedang (1000.10¢ - 1500.106
spermatozoa/mlsemen), dan pekat (>1500.10¢ spermatozoa/ml semen). Menurut pendapat Wijayanto
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et al. (2019) Syarat semen dapat diproses motilitasnya 70% dan setelah diproses minimal 50% yang
sudah sesuai dengan SNI 4869:1. Selain motilitas individu motilitas massa juga penting dalam
menentukan kualitas semen. Kualitas semen motilitas massa yang didapat ialah menunjukkan hasil
dengan nilai 2+. Menurut Sulistyowati et al. (2018) semen segar dikategorikan normal dan bisa diproses,
jika mempunyai motilitas massa 2+ atau lebih dapat digunakan untuk IB. Derajat kesamaan (pH) dari
semen sapi Simmental yang ditampung menunjukkan hasil 6,4 yang berarti cenderung asam. Menurut
Ma’ruf (2018), pH pada semen sapi cenderung asam dikarenakan terjadinya penguraian fruktosa.

Pemberian pengencer pada proses penyimpanan semen di suhu 3-4°C membutuhkan
komposisi yang tepat. Pada penelitian ini, soya ditambahkan pada pengencer dasar air kelapa dan 10%
kuning telur. Masluchah & Ducha (2021) berpendapat bahwa soya memiliki kandungan lesitin yang
membentuk pelindung spermatozoa untuk melindungi membran spermatozoa dari kerusakan mekanis
selama proses pendinginan. Selain itu, soya juga dapat berperan sebagai sumber nutrisi,
mempertahankan tekanan osmotik pengencer serta keutuhan membran plasma. Menurut Nugraha
(2015), pengencer dasar air kelapa memiliki kandungan karbohidrat yang dapat menjadi sumber energi
bagi kehidupan spermatozoa. Selain itu, kuning telur berfungsi sebagai krioprotektan ekstraseluler
yang melindungi spermatozoa dari cold shock sekaligus sebagai sumber energi dengan komposisi air,
protein, lemak, karbohidrat, mineral dan vitamin (Munzir et al., 2017). Audia et al. (2017) juga
menambahkan bahwa karbohidrat dalam pengencer air kelapa dan kuning telur berfungsi sebagai
krioprotektan, mempertahankan tekanan osmotik pengencer serta keutuhan membran plasma, dan
menyediakan substrat untuk kebutuhan energi spermatozoa selama penyimpanan.

Penambahan konsentrasi soya harus dengan takaran yang tepat dikarenakan penambahan soya
yang terlalu sedikit tidak dapat membantu sel spermatozoa dalam mempertahankan kualitasnya,
namun pemberian konsentrasi soya yang telalu banyak juga tidak baik karena dapat bersifat toksik
pada pengencer untuk sel spermatozoa. Penambahan konsentrasi soya dalam pengencer dasar air
kelapa-kuning telur dapat mempertahankan kualitas spermatozoa sapi Simmental dibanding
perlakuan control tanpa penambahan konsentrasi soya. Hal ini ditunjukkan pada pemberian
konsentrasi soya sebanyak 1,5g pada pengencer dasar air kelapa + 10% kuning telur menunjukkan hasil
yang optimal untuk mempertahankan motilitas sel spermatozoa akibat coldshock. Penambahan
konsentrasi soya dapat melindungi spermatozoa dari cold shock, sesuai dengan pendapat Monova dan
Ducha (2019) bahwa pada penambahan konsentrasi soya 4g dalam pengencer dapat menjaga kualitas
spermatozoa dari penurunan suhu yang dapat menyebabkan cold shock sehingga spermatozoza
mengalami penurunan kualitas hingga terjadi kematian. Menurut Butta et al. (2021), cold shock dapat
terjadi dengan mekanisme deposisi saat terjadi penurunan suhu. Penyimpanan semen pada suhu
refrigerator (3-4°C) dapat merusak membran plasma yang berdampak pada penurunan ATP (Adenosin
Tripospat) yang keluar dari dalam sel mengakibatkan produksi ATP dan motilitas terhambat. Cold shock
menyebabkan kurangnya nutrisi sebab proses respirasi pada suhu rendah refrigerator (3-4°C) masih
dapat berlangsung. Adanya cold shock dapat merusak spermatozoa karena penyimpanan dalam suhu
dingin menyebabkan terjadinya akumulasi dari sisa-sisa hasil metabolisme, misalnya asam laktat dari
proses respirasi dapat menyebabkan berkurangnya aktivitas motilitas progresif serta kematian sel
spermatozoa. Lamanya penyimpanan semen pada suhu rendah dapat menimbun asam laktat yang
dihasilkan saat terjadi proses metabolism glikolisis yang menyebabkan pH semen dalam kondisi asam,
sehingga terjadi penurunan motilitas, viabilitas, dan integritas membran pada spermatozoa sapi.

Hasil persentase rata-rata motilitas dari kelima konsentrasi soya yang ditambahkan pada
pengencer dasar air kelapa dengan 10% kuning telur pada Tabel 2 memiliki hasil tidak beda nyata pada
perlakuan S1, S4, dan S5 namun perlakuan tersebut beda nyata dengan perlakuan S2. Hasil motilitas
optimal yang ditunjukkan pada Tabel 2 yaitu pada perlakuan air kelapa+10% kuning telur+1,5 g soya.
Hasil rata-rata motilitas pada perlakuan penambahan konsentrasi soya 1,5 g (S4) berturut-turut dari
lama penyimpanan 2,5 jam; 5 jam; dan 7,5 adalah 60,40+0,65%; 50,54+0,38% dan 44,27+1,03%. Semakin
lama semen disimpan dalam suhu dingin, nilai motilitas semakin menurun. Menurunnya motilitas
dapat disebabkan oleh beberapa hal seperti spermatozoa yang mati akibat suhu dingin, ketersediaan
energi pengencer makin berkurang, dan meningkatnya tingkat keasaman (pH) semen (Dasrul & Lubis,
2014). Penambahan konsentrasi soya sebanyak 1,5 g merupakan pemberian konsentrasi soya terbaik,
sedangkan hasil rata-rata motilitas paling rendah adalah pada perlakuan penambahan konsentrasi soya
0 g sebagai perlakuan kontrol dan penambahan konsentrasi soya 6 g. Penambahan konsentrasi soya 6
g mengalami penurunan drastis menurut Cabrita et al. (2009) diduga terlalu banyak konsentrasi
pengencer dapat merusak membran plasma akibat perubahan tekanan osmotik pengencer yang akan
menyebabkan keluarnya cairan yang ada dalam sel spermatozoa ke luar dari selnya yang merupakan
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nutrisi dari sel tersebut. Perubahan tekanan osmotik yang semakin dapat memberi efek toksik pada
kualitas spermatozoa akibat penambahan gliserol terlalu banyak menyebabkan kerusakan membran
plasma. Menurut Noviansyah et al. (2017) larutan isotonik dapat melindungi spermatozoa saat proses
metabolisme sel pada transfer air yang dapat menyebabkan kematian spermatozoa, namun jika
penambahan lesitin yang terlalu banyak juga dapat menyebabkan timbulnya sifat toksik yang ditandai
dengan adanya akumulasi hidrogen peroksida (H2O).

Hasil persentase rata-rata viabilitas dari kelima konsentrasi soya yang ditambahkan pada
pengencer dasar air kelapa dengan 10% kuning telur pada Tabel 3 memiliki hasil tidak beda nyata pada
perlakuan S1, S4, dan S5 namun perlakuan tersebut beda nyata dengan perlakuan S2. Hal ini
dikarenakan viabilitas dapat juga digunakan sebagai penentu tingkat persentase hidup spermatozoa
yang berkorelasi dengan motilitas yang ditentukan oleh kekuatan membran plasma spermatozoa
dengan cara dilakukan pewarnaan menggunaan eosin-negrosin (Azzahra et al., 2016). Menurut Soi
(2016) guna pewarnaan dalam evaluasi viabilitas ialah mengetahui hidup atau mati spermatozoa dari
warnanya. Zat warna eosin akan mewarnai spermatozoa yang mati menyerap zat warna yang
diekspresikan warna selnya menjadi merah atau merah mudah, sedangkan zat warna negrosin
memberi latar biru hitam. Menurut Susilawati (2013) membran sel yang menyerap zat warna eosin-
negrosin jika dicampur menjadi warna ungu atau biru hitam tersebut dianggap sebagai spermatozoa
mati. Hasil yang optimal pada evaluasi viabilitas spermatozoa yaitu pada perlakuan air kelapa+10%
kuning telur+1,5 g soya (S2). Hasil rata-rata viabilitas dengan konsentrasi soya 1,5g dengan
penyimpanan suhu refrigerator 3-4°C selama 2,5 jam; 5 jam; dan 7,5 jam berturut-turut ialah
66,71%1,17%; 57,22+5,97 %; dan 54,82+6,79%. Menurut Purwaningsih et al. (2013) daya hidup (viabilitas)
spermatozoa sangat dipengaruhi oleh keutuhan membran. Keutuhan membran sendiri dipengaruhi
oleh kurangnya cadangan makanan atau tidak seimbangnya cairan elektrolit akibat metabolisme.
Rusaknya membran spermatozoa menyebabkan terganggunya proses metabolisme intraseluler
sehingga spermatozoa melemah hingga terjadi kematian (Aslam, 2014). Pernyataan Herdis et al. (2016)
gula yang terkandung dalam soya dapat menjadi sumber energi melalui proses metabolisme glikolisis
dan siklus Krebs hingga dihasilkan ATP (Adenosin Tripospat) digunakan untuk pergerakan sel dan
kehidupan selnya, selain itu juga sebagai krioprotektan ekstraseluler dalam melindungi membran sel
dari kerusakan selama proses penyimpanan dengan suhu refrigerator (3-4°C).

Hasil rata-rata integritas membran juga memiliki korelasi dengan motilitas dan viabilitas.
Evaluasi integritas membran bisa juga disebut IPM (integritas plasma membrane) yang merupakan
penentuan terhadap keutuhan membran spermatozoa dan keutuhan akrosomnya (Maisarah, 2018).
Cara kerja evaluasi integritas membran ialah dengan pengujian metode hyhypo-osmotic test (HOST)
hingga spermatozoa terlihat perubahan pada ekornya. Membran plasma utuh pada spermatozoa
ditunjukkan oleh penampakan ekor yang swelling atau menggelembung, sedangkan membran plasma
yang rusak ekornya akan tetap lurus dan tidak menggelembung (Sutama et al., 2015). Hasil optimal
untuk integritas membran juga pada perlakuan air kelapa+10% kuning telur+1,5 g soya (52). Hasil
presentase rata-rata integritas membran dari kelima konsentrasi soya yang ditambahkan pada
pengencer dasar air kelapa dengan 10% kuning telur pada Tabel 4 memiliki hasil tidak beda nyata pada
perlakuan S1, S4, dan S5 namun perlakuan tersebut beda nyata dengan perlakuan S2. Hasil rata-rata
integritas membran pada Tabel 4 dengan konsentrasi soya 1,5g dari penyimpanan selama 2,5 jam; 5
jam; dan 7,5 jam berturut-turut ialah 59,55+0,48%; 49,47+0,60> %; dan 44,74+1,3%. Membran
spermatozoa memiliki susunan utama yaitu phospholipid bilayer. Cold shock berpengaruh pada keutuhan
phospholipid sebagai penyusun membran sel spermatozoa. Hal tersebut didukung oleh Butta et al., (2021)
menjelaskan kerusakan membran plasma berdampak pada enzim (aspartat-aminotrasferas) utama dalam
produksi ATP yang ke luar dari dalam sel mengakibatkan produksi ATP terhambat. Oleh karena itu,
diperlukan bahan pengencer yang mengandung lesitin sehingga dapat mempertahankan kualitas
membran sel spermatozoa. Membran plasma yang fungsional akan membengkak dikarenakan larutan
hipoosmotik akan masuk dalam sel melewati membran plasma spermatozoa sehingga ekor
spermatozoa akan menggelembung (Puteri et al., 2019).

Pada perlakuan penambahan konsentrasi soya 1,5 g pada pengencer dasar air kelapa + 10%
kuning telur (54) didapatkan hasil yang optimal dibanding dengan perlakuan lainnya. Pengunaan
soyatair kelapatkuning telur dalam pengencer dapat membantu spermatozoa dari kerusakan akibat
disimpan pada suhu 3-4°C. Hal ini dikarenakan soya berperan sebagai krioprotektan dan kandungan
lesitinnya yang dapat melindungi spermatozoa dengan mencegah dari kerusakan membran selnya agar
cairan intraselular tidak banyak ke luar saat semen disimpan pada suhu tersebut (Putra & Ducha, 2019).
Di samping itu penggunaan pengencer dasar air kelapa muda dengan 10% kuning telur juga berperan
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penting dalam mempertahankan kualitas spermatozoa. Pengencer dasar air kelapa juga memiliki
kandungan nutrisi bagi spermatozoa (Wulansari & Ducha, 2019). Hal ini didukung juga oleh
pernyataan Faizal (2016) bahwa kandungan yang dimiliki air kelapa yaitu berupa mineral, karbohidrat
sederhana, mineral, fraksi gula seperti sukrosa, glukosa, fruktosa, galaktosa, manosa, sorbitol dan zat-
zat lain yang dibutuhkan oleh spermatozoa dalam mempertahankan membran spermatozoa dengan
bantuan lesitin kuning telur dan soya yang berperan sebagai membran coating. Oleh sebab itu
diperlukan bahan pengencer yang tepat untuk mengindari penurunan kualitas spermatozoa secara
drastis. Hal ini didukung oleh Pamungkas dan Krisnan (2017) bahwa penambahan konsentrasi soya
berfungsi sebagai pelindung membran spermatozoa selama penyimpanan suhu rendah karena adanya
kandungan lestisin sebagai membran coating yang berfungsi menjaga konfigurasi normal lipid bilayer
pada membran spermatozoa. Namun, penambahan konsentrasi soya yang telalu banyak menyebabkan
penurunan motilitas, viabilitas, dan integritas membran karena terjadi perubahan sifat toksik pada
pengencer. Efek toksik yang ditimbulkan ialah perubahan osmolaritas secara drastis seiring
bertambahnya dosis gliserol sehingga komposisi lipid membran plasma menjadi rusak dan dapat
menurunkan kualitas spermatozoa (Cabrita et al., 2009). Adanya perubahan tekanan larutan osmotik
menyebabkan sel mengalami dehidrasi dan menyebabkan kematian sel yang dapat ditandai dengan
bentuk ekor melingkar, menurunkan nilai motilitas, viabilitas, dan integritas membran (Siswanto,
2006). Selain adanya osmolaritas, aglutinasi pada spermatozoa juga dapat terjadi dengan tanda antar
kepala yang saling menempel (Ikegami ef al., 2001). Menurut Harayama et al. (1998) aglutinasi akan
terjadi saat akrosom diinkubasi sehingga menyebabkan spermatozoa tidak dapat bergerak bebas.

Tujuan dari dilakukannya evaluasi kualitas spermatozoa dengan parameter motilitas,
viabilitas, dan integritas membran setelah dilakukan perlakuan yaitu untuk mengetahui apakah
pemberian konsentrasi soya berpengaruh untuk mempertahankan kualitas spermatozoa sapi
Simmental. Dari hasil analisis data uji yang didapat, diketahui bahwa pemberian konsentrasi soya pada
pengencer dasar air kelapa+ 10% kuning telur berpengaruh signifikan (p<0,05) terhadap kualitas
motilitas, viabilitas, dan integritas membran spermatozoa sapi Simmental. Penelitian pemberian soya
dalam pengencer dasar air kelapa-kuning telur dalam mempertahankan kualitas spermatozoa dengan
hasil optimal pemberian konsentrasi soya 1,5 g + air kelapa + 10% kuning telur sampai lama
penyimpanan jam ke 3 menghasilkan motilitas 44,27+1,03%; viabilitas 54,82+6,79%; dan integritas
membran 44,74+1,3% ini dapat diimplementasikan kepada peternak khususnya peternak yang
membutuhkan jangkauan biaya lebih rendah dikarenakan nilai yang dihasilkan termasuk spermatozoa
yang dapat digunakan sesuai standar SNI. Pada penelitian sebelumnya oleh Setyawan et al. (2019) dan
Monova & Ducha (2019) pemberian optimal didapat pada pemberian konsentrasi soya 4 g dengan lama
penyimpanan 2 jam sebelum pembekuan menghasilkan motilitas 63,75+0,86% hingga 76,00+2,66%.
Pada penelitian Monova & Ducha (2019) presentasi viabilitas spermatozoa menghasilkan 79,03+1,42%
hingga penurunan 57,59+1,80%. Nilai integritas yang didapat adalah 78,52+1,24% hingga 54,07+0,57 %.
Hasil yang didapat dari penelitian sebelumnya memiliki nilai dengan standar SNIL.

SIMPULAN

Pemberian soya dalam pengencer air kelapa-kuning telur berpengaruh terhadap kualitas
spermatozoa sapi Simmental. Perlakuan penambahan konsentrasi soya 1,5g merupakan perlakuan
optimal dari evaluasi motilitas, viabilitas, dan integritas membran sel spermatozoa pejantan sapi
Simmental. Hasil evaluasi motilitas, viabilitas, dan integritas membran sel spermatozoa sapi Simmental
yang optimal berturut-turut menunjukkan nilai motilitas 44,27+1,03%; 54,8216,79%; dan 44,74+1,3%.
Saran untuk penelitian selanjutnya ialah evaluasi semen untuk setiap sapi dilakukan sesering mungkin
untuk mengetahui history dan mengetahui besar kemungkinan kerusakan spermatozoa saat proses
penyimpanan. Pemberian soya 1,5 g dalam pengencer air kelapa-kuning telur dapat diimplementasikan
sebagai pengencer semen sapi Simmental.
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