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Abstrak. Penyimpanan semen pada suhu rendah menyebabkan penurunan kualitas 
spermatozoa salah satunya akibat Reactive Oxygen Species (ROS), maka dari itu dibutuhkan 
pengencer dengan antioksidan untuk melindungi spermatozoa. Antioksidan diperoleh salah 
satunya dari Ekstrak Kulit Buah Alpukat (EKBA). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
pengaruh penambahan EKBA, serta memperoleh konsentrasi terbaik dalam mempertahankan 
kualitas spermatozoa sapi Simmental pada suhu 4-5°C. Desain penelitian yaitu Rancangan 
Acak Lengkap dengan 5 perlakuan pemberian konsentrasi EKBA 0%; 1%; 2%; 3%; dan 4% 
dengan pengulangan 4 kali. Pengamatan motilitas individu spermatozoa dilakukan di bawah 
mikroskop cahaya perbesaran 400x. Pengamatan viabilitas spermatozoa dengan metode 
pewarnaan eosin-negrosin dan diamati di bawah mikroskop perbesaran 400x. Pengamatan 
integritas membran sel spermatozoa menggunakan larutan Hypo-Osmotic Swelling Test (HOST) 
dan diamati di bawah mikroskop. Data dianalisis uji Anova satu arah dan dilanjutkan uji 
Duncan. Hasil penelitian menunjukkan terdapat pengaruh signifikan penambahan EKBA 
terhadap kualitas spermatozoa sapi Simmental (P<0,05). Perlakuan EKBA 3% menunjukkan 
hasil motilitas 46,25±1,85%, viabilitas 77,82%±0,90%, dan integritas membran sel spermatozoa 
78,76±1,30% optimal dibandingkan perlakuan lainnya. Berdasarkan hasil penelitian, dapat 
disimpulkan bahwa penambahan EKBA 3% dalam pengencer Caudal Epididymal Plasma (CEP) 
memiliki nilai tertinggi dan konsentrasi optimal untuk mempertahankan kualitas spermatozoa 
penyimpanan suhu 4-5°C selama 4 hari. 
Kata kunci: Persea americana; keanekaragaman genetik dan hewan ternak; kualitas 

spermatozoa; pengencer CEP; Sapi Simmental 

Abstract. Storage of semen at low temperatures decrease in the quality of spermatozoa, one of which is 
due to Reactive Oxygen Species (ROS), therefore a diluent with antioxidants is needed to protect 
spermatozoa. Antioxidants can be sourced from natural materials, for example Avocado Fruit Peel 
Extract (EKBA). This study was aimed to determine the effect of adding avocado peel extract, as well as 
concentration in maintaining the sperm quality of Simmental Bull at 4-5°C. The research design used 
was a completely randomized design with 5 treatments giving 0% EKBA concentration; 1%; 2%; 3%; 
and 4% with 4 repetitions. Motility of individual spermatozoa observations was carried out with a 400x 
magnification under a light microscope. Viability of spermatozoa was observed using eosin-negrosin 
staining method and observed with a 400x magnification under a microscope. The membrane integrity of 
the spermatozoa cell observation with Hypo-Osmotic Swelling Test (HOST) fluid and observed under 
microscope. The data were analyzed using one-way ANOVA test and continued with Duncan test. The 
result showed that addition of EKBA significantly affected sperm quality of Simmental Bull (p<0.05). 
The treatment of 3% EKBA showed a motility result of 46.25 ± 1.85%, viability of 77.82% ± 0.90%, and 
membrane integrity of 78.76 ± 1.30% which was optimal compared to other treatments. Based on the 
results study, it can be concluded that the addition of 3% EKBA in Caudal Epididymal Plasma (CEP) 
diluent had highest value with optimal concentration in maintaining the quality of spermatozoa in 
storage at 4-5°C for 4 day. 
Keywords: Persea americana; genetic diversity and farmed animals; spermatozoa quality; CEP diluent; 

Simmental Bull 

PENDAHULUAN 
Indonesia memiliki jumlah penduduk setiap tahun mengalami peningkatan sehingga 

mengakibatkan peningkatan pula terhadap pemenuhan kebutuhan gizi terutama protein. Sumber 
protein salah satunya berasal dari daging ternak. Jumlah produksi daging sapi pada tahun 2022 
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mencapai 498,9 ton yang menunjukkan peningkatan dari tahun 2021 jumlah produksi daging sapi 
mencapai 487,8 ton (Badan Pusat Statistik, 2022). Upaya mencukupi produksi daging sapi nasional 
dibutuhkan sapi dengan kualitas baik. Salah satu ternak unggul penghasil daging yaitu sapi 
Simmental. Karakteristik sapi simmental memiliki karakteristik yang tidak dimiliki oleh ternak lain 
yaitu pertumbuhan badan cepat, mempunyai karkas yang besar, kualitas daging baik, dapat 
menghasilkan susu dan daging (Yasin, 2022). Peningkatan populasi dan kualitas ternak dapat 
dilakukan melalui bioteknologi reproduksi yaitu Inseminasi Buatan (IB) (Fania et al., 2020). 

Inseminasi Buatan (IB) merupakan upaya peningkatan populasi dan kualitas ternak dalam 
rangka peningkatan produktivitanya di masa yang akan datang (Mugiyati et al., 2017). Setelah proses 
penampungan, semen dipertahankan kualitasnya melalui teknik pengenceran dan penyimpanan 
(Kusumawati et al., 2016). Menurut Ducha (2018), alternatif di wilayah keterbatasan nitrogen cair 
dapat menggunakan metode penyimpanan dalam refrigerator atau suhu 4-5°C karena memiliki 
keuntungan yaitu proses lebih mudah, lebih terjangkau karena tidak memerlukan nitrogen cair 
maupun container, dan mampu mempertahankan kualitas spermatozoa selama 2-4 hari. 

Terdapat beberapa penyebab kerusakan pada spermatozoa. Salah satu penyebab kerusakan 
ialah peristiwa cold shock akibat penyimpanan spermatozoa suhu rendah menimbulkan kerusakan 
membran plasma (Ducha, 2018).  Perubahan struktur terjadi karena hilangnya sebagian komponen 
fosfolipid dan kolestrol pada membran. Faktor lain yang menyebabkan penurunan spermatozoa 
adalah keberadaan radikal bebas atau ROS (Reactive Oxygen Species). Penyebab lain kerusakan 
spermatozoa diantaranya, yaitu infeksi pada organ testis, usia, kontaminasi bahan kimia beracun, 
apoptosis, dan terutama ROS (Priyanto et al., 2015). Kualitas spermatozoa akan menurun akibat efek 
dari Reactive Oxygen Species (ROS) yang menghasilkan peroksidasi lipid, sehingga menyebabkan 
perubahan fisiologi dan kimiawi sel spermatozoa dan terjadi kerusakan struktur spermatozoa (Sun et 
al., 2019).  Oleh karena itu, saat proses penyimpanan diperlukan penambahan pengencer agar kualitas 
spermatozoa tetap terjaga (Winangun et al., 2019). 

 Pengencer memiliki syarat sebagai media penyimpanan yaitu murah, mudah, dan sumber 
nutrisi penghasil energi bagi spermatozoa (Susilawati et al., 2016). Kompisisi ion dan osmolaritas yang 
dimiliki pengencer Caudal Epididymal Plasma (CEP) setara dengan cairan seminalis di cauda 
epididymis sapi (Susilawati dan Yekti, 2018). Pada mulanya pengencer CEP ditemukan oleh 
Verbeckmoes dkk. (2004) lalu dimodifikasi lebih lanjut oleh Ducha (2012) dengan metode pembuatan, 
jenis antibiotik, dan konsentrasi kuning telur. Pengencer CEP terdiri dari larutan aliquot NaCl, 
MgCl2(H2O6), CaCl2(H2O), KCl, NaH2PO4, KH2PO4, fruktosa, NaHCO3, sorbitol, Tris-base, Bovine 
Serum Albumin (BSA), citric acid, streptomisin, dan penisilin kemudian disuplementasi kuning telur 
sebanyak 20% (Ducha, 2018).  

Kerusakan spermatozoa secara struktural maupun fungsional seringkali terjadi pada proses 
penyimpanan suhu rendah (Bustani dan Baiee, 2021). Salah satu penyebab kerusakan spermatozoa 
adalah radikal bebas. Radikal bebas sudah terkandung dalam semen segar, namun semakin lama 
penyimpanan jumlahnya akan terus meningkat. Menurut (Astuti et al., 2009), jumlah radikal bebas 
yang berlebih akan mengganggu proses spermatogenesis karena radikal bebas menyebabkan 
kerusakan spermatozoa akibat terbentuknya lipid peroksida pada membran spermatozoa dan dalam 
jangka waktu tertentu jumlah spermatozoa hidup berkurang lalu spermatozoa akan mati. Untuk 
mencegah terjadinya akumulasi radikal bebas dalam jumlah besar, maka dibutuhkan antioksidan 
untuk meminimalkan pembentukan radikal bebas baru (Arnanda dan Nurwada, 2019).  

Zat yang dapat mencegah atau menghambat kerusakan sel karena terjadinya radikal bebas 
disebut antioksidan (Artanti dan Lisnasari, 2018). Peroksidasi lipid mengakibatkan kerusakan 
membran pada sel spermatozoa selama proses pendinginan sehingga perlu penambahan zat 
antioksidan dalam pengencer (Lubis et al., 2013). Antioksidan alami salah satunya adalah flavonoid. 
Ramadhani (2020), flavonoid berperan dalam menangkal radikal bebas. Salah satu penghasil 
flavonoid adalah alpukat. Kulit buah alpukat mampu mencegah atau menghambat kerusakan lipid 
akibat reaksi radikal bebas dalam proses oksidasi. Penelitian Isromarinah et al. (2022) menunjukkan 
bahwa dalam ekstrak etanol kulit buah alpukat mengandung antioksidan dengan nilai Inhibition 
Concentration (IC50) 41,93 µg/mL dan total flavonoid 125,01 mg QE/g. 

Penelitian Annisaroh dan Wibowo (2019) menunjukkan bahwa pemberian jus buah alpukat 
memiliki efek sebagai antioksidan terhadap motilitas spermatozoa tikus wistar dengan konsentrasi 2 
ml/hari sebesar 91,2% dibandingkan motilitas tikus wistar yang tidak diberi jus buah alpukat yaitu 
88%. Penelitian lain oleh Sari (2018) menunjukkan pemberian jus buah alpukat mampu meningkatkan 
integritas membran spermatozoa sebesar 37.00%. Penelitian ini merupakan penelitian pengembangan 
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dengan penggunaan CEP dan penambahan konsentrasi ekstrak kulit buah alpukat terhadap kualitas 
spermatozoa sapi Simmental pada suhu 4-5°C karena belum ada penelitian sebelumnya, sehingga 
perlu dilakukan penelitian ini merupakan novelty. Tujuan penelitian adalah mengetahui pengaruh 
pemberian konsentrasi ekstrak kulit buah alpukat terbaik dalam pengencer CEP terhadap motilitas, 
viabilitas, dan integritas membran spermatozoa Sapi Simmental. 

 
BAHAN DAN METODE 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental menggunakan desain Rancangan Acak 
Lengkap (RAL). Penelitian terdiri dari 5 perlakuan konsentrasi Ekstrak Kulit Buah Alpukat (EKBA) 
dengan 4 kali pengulangan pada pengencer CEP, yaitu P0 (Tanpa Penambahan EKBA); P1 
(Penambahan 1% EKBA); P2 (Penambahan 2% EKBA); P3 (Penambahan 3% EKBA); dan P4 
(Penambahan 4% EKBA). 

Bahan pengencer CEP berdasarkan Ducha (2018) terdiri dari yaitu NaCl, MgCl2(H2O6), 
CaCl2(H2O), KCl, NaH2PO4, KH2PO4, fruktosa, NaHCO3, sorbitol, Tris-base, BSA, sitric acid, 
streptomisin, dan penisilin dibuat secara aliquot menggunakan sterile water kemudian disterilisasi 
menggunakan membran miliphore ukuran 0,22 µm. Larutan CEP yang telah steril kemudian 
disuplementasi kuning telur 20% lalu diendapkan 3 hari dalam refrigerator hingga terbentuk dua 
lapisan yaitu supernatan dan endapan. Supernatan diambil menggunakan spuit sebagai pengencer 
CEP. 

Kulit buah alpukat sebanyak satu kilogram dicuci bersih lalu dipotong kecil-kecil. Kulit buah 
alpukat kemudian dimasukkan oven suhu 50°C.  Sampel yang telah kering dihaluskan menggunakan 
blender menjadi serbuk selanjutnya diekstraksi menggunakan etanol 96%. Setelah itu, simplisia 
disaring menggunakan kertas saring, lalu ekstrak etanol cair dikentalkan dengan Rotary Vacum 
Evaporator hingga diperoleh ekstrak kental. 

Pengencer CEP disuplementasi dengan kuning telur 20% lalu dihomogenkan. Pengencer yang 
telah homogen kemudian disimpan dalam refrigerator selama 3-5 hari hingga terbentuk dua lapisan 
yaitu supernatan dan endapan. Supernatan diambil menggunakan spuit sebagai pengencer CEP. 
Pengencer tersebut diambil dengan spuit dan dimasukkan ke dalam 5 tabung berbeda, selanjutnya 
ditambahkan ekstrak kulit buah alpukat yang telah ditentukan kemudian dihomogenkan. Pengencer 
yang telah disuplementasi dengan kuning telur 20% dan ekstrak kulit buah alpukat disimpan dalam 
refrigerator bersuhu 4-5°C. 

Penampungan semen segar di Balai Inseminasi Buatan (BIB) Ungaran, Jawa Tengah. 
Penampungan semen menggunakan metode Artificial Vagina (AV). Evaluasi semen segar dilakukan 
secara makroskopis meliputi volume, warna, bau, pH, dan konsistensi. Evaluasi mikroskopis meliputi 
konsentrasi, motilitas massa, motilitas individu, viabilitas, dan integritas membran diamati 
menggunakan mikroskop perbesaran 400x (Wijayanto et al., 2019). 

Proses pengenceran semen dalam water bath suhu 37 ⁰C menggunakan rumus berikut. 
 

V1 X M1 = V2 X M2  (1) 
Keterangan: 
V1 : volume semen segar sapi Simmental (µ) 
M1 :  konsentrasi semen segar yang diperoleh (n x 106) 
V2 : volume pengencer yang akan dibuat (µ) 
M2 : satuan konsentrasi semen sapi simmental (25 x 106) 

 

 Pengujian motilitas spermatozoa dilakukan dengan mengambil semen setiap perlakuan 
menggunakan mikropipet lalu diteteskan pada object glass selanjutnya ditutup cover glass dan diamati 
dibawah mikroskop perbesaran 40 x 10 untuk mengestimasi gerak ke depan (Azzahra et al., 2016). 
Gerak progresif spermatozoa diketahui dari pergerakan aktif ke depan, bukan gerakan mundur dan 
berputar (Teethol dan Purwaningsih, 2019).  
 Pengujian viabilitas spermatozoa dilakukan dengan mencampurkan semen dan pewarna 
eosin-negrosin lalu dibuat apusan spermatozoa dengan meletakkan di object glass secara tipis dan 
merata. Preparat diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 40x10. Spermatozoa hidup 
tidak menyerap warna, sedangkan spermatozoa yang telah mati menyerap warna khususnya pada 
bagian kepala spermatozoa berwarna merah-keunguan. Hasil yang didapatkan dihitung 
menggunakan rumus berikut. 
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Viabilitas = 
𝑆𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎 ℎ𝑖𝑑𝑢𝑝

 𝑆𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎 𝐻𝑖𝑑𝑢𝑝+𝑆𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎 𝑀𝑎𝑡𝑖
 𝑥 100%  (2) 

  
Pengujian integritas membran spermatozoa menggunakan larutan Hypo Osmotic Swelling Test 

(HOST). Purwoistri et al. (2013) sampel diinkubasi suhu 37ºC selama 20 menit lalu diletakkan di atas 
object glass dan ditutup cover glass kemudian diamati menggunakan mikroskop perbesaran 40x10. 
Spermatozoa yang memiliki membran sel plasma utuh memiliki ekor menggulung, sedangkan 
spermatozoa membran sel rusak memiliki ekor lurus (Swelum et al., 2018). Hasil yang didapatkan 
dihitung menggunakan rumus berikut. 

 

Integritas membran sel spermatozoa = 
𝑆𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎 𝑀𝑒𝑛𝑔𝑔𝑢𝑙𝑢𝑛𝑔

𝑆𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎 𝑀𝑒𝑛𝑔𝑔𝑢𝑙𝑢𝑛𝑔+𝑆𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎 𝐿𝑢𝑟𝑢𝑠
 𝑥 100% (3) 

 
 Hasil data diperoleh parameter persentase motilitas, viabilitas, dan integritas membran lalu 
ditransformasi menjadi arcsin, selanjutnya uji normalitas Kolmogorov-Smirvov lalu dilanjutkan uji 
statistik parametrik ANOVA satu arah, kemudian dilakukan uji Duncan untuk mengetahui 
perbedaan nyata dari perlakuan konsentrasi EKBA menggunakan SPSS 23.00.  
 

HASIL   
Data makroskopis yang diperoleh berupa volume yang dihasilkan 6 ml, berwarna putih susu, 

bau khas, derajat keasaman (pH) 6,6, dan konsistensi (derajat kekentalan) yaitu kental. Data secara 
mikroskopis didapatkan konsentrasi semen segar 1584 x 106, motilitas massa spermatozoa 2+, 
motilitas individu 70%. Oleh karena itu, semen segar tersebut tergolong normal karena telah 
memenuhi Standar Nasional Indonesia tahun 2017 yang mamiliki standar motilitas semen segar yang 
dapat digunakan IB minimal ≥ 70%, sehingga semen layak dilanjutkan proses berikutnya yaitu 
pengenceran dan penyimpanan. Setelah dilakukan pengenceran motilitas minimal menjadi 50% yang 
sesuai dengan SNI 4869:1 

Hasil uji Anova menunjukkan bahwa penambahan EKBA dalam pengencer CEP berpengaruh 
signifikan terhadap motilitas spermatozoa sapi Simmental selama penyimpanan suhu 4-5⁰C (P<0,05). 
Parameter motilitas perlakuan P3 (Penambahan 3% EKBA) selama penyimpanan 4 hari menunjukkan 
hasil lebih baik dibandingkan perlakuan lainnya. Hasil Uji Duncan Tabel 1.  diketahui pada P3 
(Penambahan 3% EKBA) merupakan hasil paling optimal sebesar 18,75±1,06% pada hari ke-4. 
Namun, pada perlakuan P0 (Tanpa Penambahan EKBA) sebagai kontrol menunjukkan motilitas 
terendah yaitu 11,25±1,31%. Lama penyimpanan menyebabkan nilai motilitas mengalami 
penurunanan (Tabel 1). 

Pada Tabel 1. menunjukkan adanya kecenderungan tren motilitas spermatozoa pada hari ke-
0, hari ke-1, hari ke-2, hari ke-3, dan hari ke-4 menunjukkan peningkatan kualitas spermatozoa pada 
penambahan ekstrak kulit buah alpukat 3% serta mengalami penurunan motilitas pada konsentrasi 
1%, 2%, dan 4% dengan nilai berturut-turut 42,50±1,18%; 43,75±3,48%; dan 45,63±0,72%. Nilai 
motilitas spermatozoa Sapi Simmental yang didapatkan berkisar antara 11,25±1,31 sampai 
51,88±1,37%. Nilai motilitas terendah didapatkan 11,25±1,31% hingga penyimpanan hari ke-4 dari 
perlakuan P0 dan tertinggi pada P4 (EKBA 3%) dengan nilai 18,75±1,06%. Berdasarkan hasil 
penelitian penambahan EKBA dalam CEP dengan konsentrasi semakin tinggi dan lama penyimpanan 
dapat menyebabkan penurunan pada motilitas spermatozoa. 

 
Tabel 1. Hasil persentase rata-rata ± SD motilitas spermatozoa Sapi Simmental dengan penambahan EKBA dalam 

pengencer CEP selama penyimpanan suhu 4-5⁰C. 

Perlakuan 
Ekstrak Kulit Buah 

Alpukat 

Rerata Motilitas Selama Penyimpanan (%)* 
  

0 1 2 3 4 

0% 51,88 ± 1,37b 33,75 ± 0,87a 23,13 ± 0,84a 13,75 ± 1,20a 11,25 ± 1,31a 

1% 42,50 ± 1,18a 33,13 ± 1,90a 24,38 ± 1,59a 16,88 ± 1,81ab 13,75 ± 1,20b 

2% 43,75 ± 3,48a 35,63 ± 1,87ab 25,00 ± 1,35a 18,13 ± 1,80b 14,38 ± 1,04bc 

3% 46,25 ± 1,85a 41,88 ± 2,18c 33,13 ± 1,46c 25,63 ± 1,58c 18,75 ± 1,06d 

4% 45,63 ± 0,72a 35,00 ± 0,85bc 29,38 ± 1,50b 20,00 ± 2,07b 16,88 ± 1,81cd 

Keterangan: *)Notasi abjad berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (P<0,05), sedangkan notasi 
sama, menunjukkan tidak adanya perbedaan signifikan (P>0,05). Notasi a merupakan motilitas 
terendah, dan seterusnya. 
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Hasil uji Anova menunjukkan bahwa penambahan EKBA dalam pengencer CEP berpengaruh 
signifikan terhadap viabilitas spermatozoa sapi Simmental selama penyimpanan suhu 4-5⁰C (P<0,05). 
Parameter viabilitas perlakuan P3 (Penambahan 3% EKBA) selama penyimpanan 4 hari menunjukkan 
hasil lebih baik dibandingkan perlakuan lainnya. Hasil Uji Duncan Tabel 2.  diketahui pada P3 
(Penambahan 3% EKBA) merupakan hasil yang optimal sebesar 33,67±0,92% pada hari ke-4. Namun, 
pada perlakuan P0 (Tanpa Penambahan EKBA) sebagai kontrol menunjukkan motilitas terendah 
yaitu 22,84±1,24%. Lama penyimpanan menyebabkan nilai motilitas mengalami penurunan (Tabel 2). 

Pada Tabel 2. menunjukkan adanya kecenderungan tren viabilitas spermatozoa pada hari ke-
0, hari ke-1, hari ke-2, hari ke-3, dan hari ke-4 menunjukkan peningkatan kualitas spermatozoa pada 
penambahan ekstrak kulit buah alpukat 3% serta mengalami penurunan viabilitas pada konsentrasi 
1%; 2%; dan 4% dengan nilai berturut-turut 72,52±0,99%; 75,07±1,16%; dan 75,52±1,44%. Nilai 
viabilitas spermatozoa Sapi Simmental yang didapatkan berkisar antara 22,84±1,24% sampai 
79,78±1,33%. Nilai viabilitas terendah didapatkan 22,84±1,24% hingga penyimpanan hari ke-4 dari 
perlakuan P0 dan tertinggi pada P4 (EKBA 3%) dengan nilai 33,67±0,92%. Berdasarkan hasil 
penelitian penambahan EKBA dalam CEP dengan konsentrasi semakin tinggi dan lama penyimpanan 
dapat menyebabkan penurunan pada viabilitas spermatozoa. 

 
Tabel 2. Hasil persentase rata-rata ± SD viabilitas spermatozoa Sapi Simmental dengan penambahan EKBA 

dalam pengencer CEP selama penyimpanan suhu 4-5⁰C. 

Perlakuan 
Ekstrak Kulit Buah 

Alpukat 

Rerata Viabilitas Selama Penyimpanan (%)*  
0 1 2 3 4 

0% 79,78 ± 1,33c 55,65 ± 1,55a 41,68 ± 1,76a 35,73 ± 1,28a 22,84 ± 1,24a 

1% 72,52 ± 0,99a 57,66 ± 0,51ab 45,32 ± 1,30ab 36,78 ± 1,36ab 25,93 ± 0,37b 

2% 75,07 ± 1,16ab 59,83 ± 0,78bc 48,74 ± 3,99bc 38,78 ± 0,85bc 29,54 ± 0,96c 

3% 77,82 ± 0,90bc 67,33 ± 1,18d 52,53 ± 0,87c 46,10 ± 0,68d 33,67 ± 0,92d 

4% 75,52 ± 1,44b 60,97 ± 0,21c 50,74 ± 2,34bc 41,00 ± 0,44c 31,60 ± 0,97cd 

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

sama, menunjukkan tidak adanya perbedaan signifikan (P>0,05). Notasi a merupakan viabilitas 

terendah, dan seterusnya. 
 

           
 

    
Gambar 1. Viabilitas spermatozoa berbagai perlakuan 400х (Sumber: dokumentasi pribadi). 

Keterangan: spermatozoa hidup (a); spermatozoa mati (b); P0 (Tanpa Penambahan EKBA); P1 (Penambahan 1% 
EKBA); P2 (Penambahan 2% EKBA); P3 (Penambahan 3% EKBA); dan P4 (Penambahan 4% EKBA). 

 
Gambar 1 menunjukkan bahwa perlakuan penambahan EKBA 3% menghasilkan viabilitas 

tertinggi dibandingkan perlakuan lain. Spermatozoa hidup memiliki jumlah lebih banyak ditandai 
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kepala tidak berwarna dibanding spermatozoa yang telah mati ditandai kepala memiliki warna 
merah-keunguan. 

Hasill penelitian dalam pengencer CEP dengan penambahan EKBA 0% sampai 4% pada hari 
ke-0 menghasilkan integritas membran spermatozoa sapi Simmental sebesar 78,02±1,14% sampai 
dengan 22,93±1,02%. Pada hari ke-0 penambahan EKBA 0% sampai 4% mengalami penurunan 
viabilitas. Lama penyimpanan menyebabkan nilai viabilitas mengalami penurunanan (Tabel 3). 

Hasil uji Anova menunjukkan bahwa penambahan EKBA dalam pengencer CEP berpengaruh 
signifikan terhadap integritas membran spermatozoa sapi Simmental penyimpanan suhu 4-5⁰C 
(P<0,05). Parameter viabilitas perlakuan P3 (Penambahan 3% EKBA) selama penyimpanan 4 hari 
menunjukkan hasil lebih baik dibandingkan perlakuan lainnya. Hasil Uji Duncan Tabel 3.  diketahui 
pada P3 (Penambahan 3% EKBA) merupakan hasil paling optimal sebesar 34,07±1,33% pada hari ke-4. 
Namun, pada perlakuan P0 (Tanpa Penambahan EKBA) sebagai kontrol menunjukkan motilitas 
terendah yaitu 22,93±1,02%. 

Pada Tabel 3. menunjukkan adanya kecenderungan tren integritas membran sel spermatozoa 
pada hari ke-0, hari ke-1, hari ke-2, hari ke-3, dan hari ke-4 menunjukkan peningkatan kualitas 
spermatozoa pada penambahan ekstrak kulit buah alpukat 3% serta mengalami penurunan integritas 
membran sel  spermatozoa pada konsentrasi 1%, 2%, dan 4% dengan nilai berturut-turut 73,95±0,89%; 
76,89±1,69%; dan 77,78±1,39%. Nilai integritas membran sel spermatozoa Sapi Simmental yang 
didapatkan berkisar antara 22,93±1,02% sampai 78,02±1,14%. Nilai integritas membran sel terendah 
didapatkan 22,93±1,02% hingga penyimpanan hari ke-4 dari perlakuan P0 dan tertinggi pada P4 
(EKBA 3%) dengan nilai 34,07±1,13%. Berdasarkan hasil penelitian penambahan EKBA dalam CEP 
dengan konsentrasi semakin tinggi dan lama penyimpanan dapat menyebabkan penurunan pada 
integritas membran sel spermatozoa. 
 
Tabel 3. Hasil persentase rata-rata ± SD integritas membran spermatozoa Sapi Simmental dengan penambahan 

EKBA dalam pengencer CEP selama penyimpanan suhu 4-5⁰C. 

Perlakuan 
Ekstrak Kulit Buah 

Alpukat 

Rerata Integritas Selama Penyimpanan (%)* 

0 1 2 3 4 

0% 78,02 ± 1,14b 57,92 ± 0,73a 39,95 ± 1,88a 36,21 ± 0,70a 22,93 ± 1,02a 

1% 73,95 ± 0,89a 57,22 ± 1,25a 44,83 ± 0,74b 37,11 ± 2,24a 24,77 ± 1,23a 

2% 76,89 ± 1,69b 58,70 ± 1,76a 48,31 ± 1,89bc 38,47 ± 3,02a 29,16 ± 0,66b 

3% 78,76 ± 1,30b 68,59 ± 0,50c 51,19 ± 0,83c 47,67 ± 1,17b 34,07 ± 1,33c 

4% 77,78 ± 1,39b 61,90 ± 0,76b 49,43 ± 1,46c 40,03 ± 1,36a 31,47 ± 1,74bc 

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

sama, menunjukkan tidak adanya perbedaan signifikan (P>0,05). Notasi a merupakan integritas 

membran terendah, dan seterusnya. 
 

     
 

    
 

Gambar 2. Integritas membran spermatozoa berbagai perlakuan 400х (Sumber: dokumentasi pribadi). 
Keterangan: spermatozoa hidup (a); spermatozoa mati (b); P0 (Tanpa Penambahan EKBA); P1 (Penambahan 1% 

EKBA); P2 (Penambahan 2% EKBA); P3 (Penambahan 3% EKBA); dan P4 (Penambahan 4% EKBA). 
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Gambar 2 menunjukkan bahwa perlakuan penambahan EKBA 3% menghasilkan integritas 
membran tertinggi dibandingkan perlakuan lain. Jumlah spermatozoa hidup ditandai dengan ekor 
menggulung/melingkar lebih banyak dibanding spermatozoa yang telah mati ditandai ekor lurus. 
 
PEMBAHASAN 

Penampungan semen segar pejantan sapi Simmental menghasilkan volume 6 ml; berwarna 
putih susu; bau khas; pH 6,6; konsistensi kental; konsentrasi 1584 x 106, motilitas massa 2+, dan 
motilitas individu 70%. Semen segar tersebut dalam kondisi normal, sehingga dapat diproses ke tahap 
pengenceran dan penyimpanan pada suhu 4-5°C. Hal ini sesuai SNI (2017) bahwa standar motilitas 
minimum semen segar 70% dan untuk standar minimum setelah pengenceran minimum 50%. 
Pejantan sapi Simmental berumur 7 tahun menghasilkan semen segar berjumlah 6 ml. Produksi 
semen mengalami penurunan karena faktor umur. Sesuai dengan pernyataan Muzakkir et al. (2017) 
jumlah volume semen yang dihasilkan dipengaruhi oleh spesies, umur, dan juga dipengaruhi oleh 
keadaan ternak, metode koleksi, dan frekuensi penampungan. Semen segar memiliki konsentrasi 1584 
x 106 dengan konsistensi kental. Semakin pekat konsistensi semen, maka konsentrasi juga semakin 
tinggi. Kategori penilaian oleh Susilawati (2011) menyatakan penilaian semen encer apabila memiliki 
konsentrasi (<1000 spermatozoa/ml), sedang (1000-1500 spermatozoa/ml), dan kental (>1500 
spermatozoa/ml). Motilitas massa juga penting dalam penilaian kualitas semen. Hal ini sesuai 
Sulistyowati et al. (2018) semen segar dalam kategori normal dan diproses lanjut, jika memiliki 
motilitas massa 2+ layak untuk IB. 

Pada Tabel 1. rerata persentase motilitas ± Standar Deviasi (SD) spermatozoa sapi Simmental 
dalam pengencer CEP dengan penambahan EKBA konsentrasi 0% hingga 4% menunjukkan bahwa P3 
(Penambahan EKBA 3%) memiliki rerata motilitas tertinggi sebesar 18,75± 1,06% pada penyimpanan 
hari ke-4. Tingginya persentase motilitas dikarenakan pengencer yang digunakan tepat. Menurut 
Ducha (2018) menyatakan bahwa pengencer CEP mengandung ion elektrolit, sumber energi berupa 
fruktosa, dan antibiotik. Pada pengencer CEP dilakukan penambahan kuning telur sebanyak 20% 
berfungsi sebagai pelindung spermatozoa. Menurut Rizal dan Riyaldi (2016), kuning telur 
mengandung lesitin yang berperan melindungi spermatozoa dari perubahan suhu atau coldshock.  

Pada spermatozoa yang mengalami cold shock terjadi penurunan kualitas spermatozoa. Faktor 
lain yang menyebabkan penurunan spermatozoa adalah keberadaan radikal bebas atau ROS (Reactive 
Oxygen Species). Antioksidan berupa ekstrak kulit buah alpukat dalam pengencer CEP mampu 
menekan keberadaan radikal bebas, hal ini ditunjukkan pada perlakuan konsentrasi 3% memiliki nilai 
motilitas tertinggi dan merupakan konsentrasi optimal dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Hal 
ini dikarenakan adanya ekstrak kulit buah alpukat yang mengandung flavonoid yang mampu 
menghambat laju produksi radikal bebas. Dipertegas oleh Vinha et al. (2013), kulit buah alpukat 
mengandung flavonoid sebesar 44,3 ± 3,1 mg/100g. Flavonoid merupakan antioksidan berfungsi 
mengikat peroksida untuk memutuskan rantai radikal bebas serta menetralisir radikal bebas 
(Zulkarnain et al., 2020).  

Produk sisa respirasi sel secara anaerob berupa asam laktat. Penumpukan asam laktat akibat 
sisa metabolisme sel menyebabkan penurunan kualitas spermatozoa. Turunnya pH pengencer 
menjadi asam karena adanya penumpukan asam laktat sehingga menjadi racun/toksik bagi 
spermatozoa bahkan mengakibatkan kematian. Menurut Blengur et al. (2020) spermatozoa yang 
sudah mati menjadi toksik bagi spermatozoa lain yang masih hidup, sehingga terjadi penurunan 
motilitas spermatozoa. Kondisi toksik berasal dari spermatozoa yang telah mati dan mempengaruhi 
kondisi pengencer yang mengalami oksidasi karena penyimpanan mengakibatkan timbulnya radikal 
bebas yang dapat merusak keutuhan membran plasma.  

Seyawa ROS dihasilkan selama proses metabolisme oleh spermatozoa (Dutta et al., 2019). 
Kondisi ROS meningkat maka sistem antioksidan endogen tidak mampu mengatasinya. Upaya 
melindungi dan mempertahankan membran plasma dari serangan senyawa oksigen reaktif ialah 
pemberian antioksidan. Antioksidan juga berfungsi sebagai antioksidan intraseluler dalam 
mengurangi atau mencegah peroksidasi lipid tak jenuh di dalam dan pada dinding sel (Suryohudoyo, 
2000). Tingginya konsentrasi antioksidan menyebabkan antioksidan beralih fungsi sebagai 
prooksidan (Tariq et al., 2015). Hal tersebut dikarenakan produksi radikal bebas yang terus meningkat 
atau antioksidan rendah, sehingga meningkatkan stres oksidatif. Dampak dari stres oksidatif yaitu 
penurunan kualitas spermatozoa meliputi motilitas dan viabilitas. Selain itu, penambahan 
antioksidan pada konsentrasi tinggi menyebabkan konsentrasi pengencer semakin pekat dan 
pengencer menjadi hipertonik. Kondisi ini menyebabkan metabolisme spermatozoa menjadi 
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terhambat dan mengakibatkan spermatozoa kehilangan energi. Kondisi kehilangan energi diawali 
dengan berkurangnya produksi energi untuk bergerak sehingga motilitas spermatozoa menurun dan 
apabila kondisi tersebut terjadi secara terus menerus dapat menyebabkan kematian spermatozoa 
(Hartono, 2008). 

Perlakuan ekstrak 0% tanpa penambahan ekstrak kulit buah alpukat, menunjukkan 
persentase motilitas terendah dibandingkan perlakuan lain. Hal ini disebabkan tidak adanya 
kandungan ekstrak kulit buah alpukat. Pada perlakuan konsentrasi rendah yaitu ekstrak 1% memiliki 
nilai motilitas rendah kedua setelah perlakuan kontrol. Konsentrasi rendah pada ekstrak kulit buah 
alpukat dalam pengencer CEP menunjukkan rendahnya aktivitas antioksidan dalam pengencer. Hal 
ini terlihat pada motilitas perlakuan ekstrak 1% yang mengalami penurunan secara drastis. Menurut 
penelitian Sadewo et al. (2019) pemberian jus alpukat pada tikus Wistar yang terpapar asap rokok 
berpengaruh nyata terhadap konsentrasi spermatozoa. Hal serupa dalam penelitian Ma’arif et al. 
(2019) melaporkan bahwa pemberian jus buah alpukat berpengaruh signifikan terhadap motilitas 
spermatozoa tikus Wistar yang terpapar asap rokok. 

Berdasarkan Tabel 2, viabilitas spermatozoa sapi Simmental dalam pengencer CEP dengan 
penambahan EKBA konsentrasi menunjukkan bahwa P3 (Penambahan EKBA 3%) memiliki rerata 
viabilitas tertinggi sebesar 33,67±0,92%% pada penyimpanan hari ke-4. Menurut Riyadhi et al. (2019), 
viabilitas dan integritas membran saling terkait dengan persentase motilitas karena spermatozoa 
motil sudah pasti memiliki membran plasma hidup dan utuh. Rochmi dan Sofyan (2019) menyatakan 
bahwa persentase viabilitas lebih tinggi daripada motilitas, karena spermatozoa hidup belum tentu 
bergerak progresif. 

Menurut Bansal et al. (2011) faktor utama penyebab menurunnya viabilitas spermatozoa yakni 
keberadaan radikal bebas atau ROS. ROS akan menyerang membran plasma spermatozoa yang 
mengakibatkan kematian spermatozoa akibat rusaknya selubung lipoprotein dalam dinding sel. 
Menurut Rilandana et al. (2021), jika selubung lipoprotein rusak, maka membran plasma spermatozoa 
sudah tidak bersifat membran aktif semipermeabel yang dapat dilewati zat atau senyawa secara 
difusi bebas, sehingga mengakibatkan zat pewarna eosin negrosin dapat melewati membran plasma 
tanpa hambatan. Gambar 1. menunjukkan viabilitas spermatozoa setiap perlakuan diamati di 
bawah mikroskop perbesaran 40x10. Spermatozoa hidup tidak menyerap warna, namun spermatozoa 
yang sudah mati menyerap zat pewarna sehingga bagian kepala berwarna merah keunguan.  

Pada perlakuan konsentrasi ekstrak kulit buah alpukat 0% memiliki nilai viabilitas paling 
rendah pada hari ke-4 yaitu 22,84%. Pada konsentrasi rendah yaitu ekstrak 1% memiliki nilai 
viabilitas rendah kedua setelah perlakuan kontrol yaitu sebesar 25,93%. Hal ini disebabkan tidak 
adanya atau rendahnya aktivitas antioksidan dari ekstrak kulit buah alpukat dalam pengencer CEP. 

Pengujian integritas membran menggunakan metode HOST. Menurut Herdis (2017), 
spermatozoa dengan membran sel plasma utuh setelah diberi larutan HOST ekor tampak melingkar. 
Hal ini disebabkan karena pada sel yang memiliki membran plasma utuh, larutan masuk sel tidak 
dapat keluar, sehingga tekanan di dalam sel meningkat dan spermatozoa tampak memiliki ekor 
melingkar. Namun, pada sel yang memiliki membran plasma rusak, larutan masuk sel akan keluar 
kembali sehingga ekor spermatozoa tampak lurus. Nateq et al. (2020) mengungkapan bahwa uji HOST 
digunakan untuk mengetahui kekuatan membran spermatozoa dalam menjaga sel dengan kondisi 
lingkungan. Menurut Anwar (2014), kerusakan membran akan mempengaruhi proses metabolisme 
yang berdampak pada perubahan motilitas dan viabilitas.  

Pada Tabel 3, nilai P3 (Penambahan EKBA 3%) menunjukkan nilai integritas membran terbaik 
hingga pada pengamatan hari ke-4. Hal tersebut dikarenakan penambahan ekstrak kulit buah alpukat 
dengan konsentrasi optimal sehingga dapat mencegah kerusakan membran spermatozoa. Pada P0 
(Tanpa penambahan EKBA 0%) memiliki nilai integritas terendah pada hari ke-4 yaitu 22,93%. Pada 
konsentrasi rendah yaitu ekstrak 1% memiliki nilai viabilitas rendah kedua setelah perlakuan kontrol 
yaitu sebesar 24,77%. Hal ini disebabkan tidak adanya atau rendahnya konsentrasi ekstrak kulit buah 
alpukat dalam pengencer CEP. 

Dari Gambar 2, terlihat bahwa integritas membran spermatozoa setiap perlakuan diamati di 
bawah mikroskop perbesaran 40x10. Spermatozoa hidup memiliki ekor menggulung, namun 
spermatozoa yang sudah mati memiliki ekor lurus (Swelum et al., 2018). Menurut Anwar et al. (2014), 
kerusakan membran sel akan mempengaruhi proses metabolisme spermatozoa. Apabila membran 
plasma utuh maka metabolisme dapat berjalan baik, sehingga sel dapat mengatur keluar masuknya 
zat elektrolit yang diperlukan.  
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Keberadaan radikal bebas yaitu ROS menyebabkan integritas membran spermatozoa 
menurun. Upaya menghambat ROS dengan penambahan ekstrak kulit buah alpukat sebagai 
antioksidan yang memiliki kandungan flavonoid. Susunan elektron menjadi stabil karena zat 
antioksidan berupa flavonoid menangkal radikal bebas dengan mendonorkan atom hidrogen (Arifin 
dan Ibrahim, 2018). Mekanisme lain dari kerja flavonoid yaitu mencegah terjadinya reaksi ROS 
dengan menghambat kerja enzim (Parwarta, 2015). Dengan kompleksnya kandungan dalam 
pengencer CEP yang ditambah EKBA, diduga mampu menangkal radikal bebas sehingga 
meminimalisir pembentukan hidrogen peroksida yang mencegah terbentuknya ROS dan mereduksi 
peroksidasi lipid sehingga kerusakan membran plasma karena akibat radikal bebas menjadi rendah.  

Dari hasil analisis data diketahui bahwa pemberian EKBA 3% dalam pengencer CEP 
berpengaruh signifikan (P<0,05) terhadap kualitas spermatozoa sapi Simmental dengan hasil optimal 
sampai lama penyimpanan hari ke-2 menghasilkan motilitas 41,88±2,18%; viabilitas 67,33±1,18%; 
integritas membran 68,59±0,50% ini dapat diimplementasikan kepada peternak khususnya yang 
membutuhkan jangkauan biaya lebih rendah dikarenakan nilai yang dihasilkan termasuk 
spermatozoa yang dapat digunakan sesuai standar SNI. 
 

SIMPULAN 
Penambahan ekstrak kulit buah alpukat dalam pengencer CEP memberikan pengaruh 

terhadap kualitas spermatozoa Sapi Simmental. Perlakuan EKBA 3% merupakan konsentrasi terbaik 
dalam pengencer CEP untuk mempertahankan kualitas spermatozoa meliputi motilitas, viabilitas, 
dan integritas membran selama 4 hari dalam penyimpanan suhu 4-5°C. Pemberian EKBA 3% dalam 
pengencer CEP dapat diimplementasikan sebagai pengencer semen sapi Simmental. 
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