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Abstrak. Pelestarian genetik kambing unggul dapat dilakukan dengan penyimpanan 
spermatozoa pada suhu -196℃. Kualitas spermatozoa kambing dipertahankan melalui 
penambahan antioksidan dalam media pengencernya. Tujuan dari penelitian untuk mengetahui 
pengaruh penambahan filtrat kelopak rosella (FR) dalam pengencer tris kuning telur (TKT) 
terhadap kualitas spermatozoa kambing Kaligesing. Jenis penelitian ekperimental yang 
menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) terdapat 4 perlakuan (FR 0,0%, 1,5%, 3,0% dan 
4,5%) dengan 5 ulangan. Parameter yang diamati meliputi motilitas, viabilitas dan integritas 
membran sel spermatozoa. Analisis data secara statistik menggunakan uji Anova satu arah 
dilanjutkan dengan uji Duncan. Hasil uji Anova menunjukkan penambahan filtrat kelopak 
dalam pengencer TKT berpengaruh signifikan terhadap kualitas spermatozoa kambing 
Kaligesing (P<0,05). Penambahan filtrat FR 3% merupakan konsentrasi terbaik yang dapat 
mempertahankan kualitas spermatozoa kambing Kaligesing pada suhu penyimpanan -196℃ 
dengan rata-rata nilai motilitas sperma 40,10±4,93%, viabilitas 57,82±5,71%, dan integritas 
membran sel spermatozoa 51,78±5,15% dibandingkan dengan perlakuan lainya.  
Kata kunci: genetik; kambing Kaligesing; rosella; kualitas spermatozoa 

 
Abstract. The genetic preservation of superior goat breeds can be done by storing spermatozoa at -196°C. 
The quality of goat spermatozoa can maintained by adding antioxidants in their diluting 
medium. The purpose was to determine the effect of rosella petal filtrate (FR) in egg yolk tris diluent (TKT) 
on the quality of Kaligesing goat spermatozoa. The type of experimental study using a complete randomized 
design (RAL) had 4 treatments (FR 0.0%, 1.5%, 3.0%, and 4.5%) with 5 repeats. The parameters observed 
include motility, viability, and integrity of spermatozoa cell membranes. The data was analyzed 
statistically using one-way ANOVA test continued with Duncan test. The ANOVA test showed a 
significant effect on the quality of Kaligesing goat spermatozoa (P<0.05) by administration of petal filtrate 
in the TKT diluent. The concentration of 3% FR filtrate was found to be the best concentration to maintain 
the quality of Kaligesing goat spermatozoa at storage temperature of -196℃, with sperm motility recorded 
at 40,10±4,93%, viability at 57,82±5,71%, and membrane integrity at 51,78±5,15% compared to other 
concentrations.  
Key words: genetic; Kaligesing goat; rosella; sperm quality  
 

PENDAHULUAN 

Kambing Peranakan Etawa (PE) dinyatakan menjadi salah satu aset sumber daya genetik 
(SDGT) lokal Indonesia, sehingga perlu dilestarikan dan dikembangkan (Endrawati et al., 2022). Salah 
satu komoditas kambing PE adalah kambing Kaligesing yang merupakan komoditas unggulan di 
Provinsi Jawa Tengah (Guntoro et al., 2023). Berdasarkan data Badan Pusat Satatistik (BPS) populasi 
kambing tahun 2020 - 2021 nilainya 18,6 juta ekor dan 19,2 juta ekor. Peningkatan populasi kambing 
diperlukan untuk pemenuhan kebutuhan protein hewani (BPS, 2022). Produksi protein kambing di 
Indonesia pada tahun 2019 hingga 2021 menunjukkan adanya penurunan, produksi daging pada 2019 
sebanyak 72.85 ton, 2020 sebanyak 61.71 ton, dan 2021 sebanyak 61.72 ton (BPS, 2023). Upaya yang 
digunakan untuk menyeimbangkan kebutuhan protein kambing dan populasi kambing dapat melalui 
teknik inseminasi buatan (IB). 

Teknik IB dapat menunjang pemeliharaan genetik, peningkatan kualitas ternak serta 
mengurangi risiko penularan penyakit kelamin pada ternak (Manehat, et al., 2021). Keberhasilan IB 
tercapai jika penunjang kehidupan spermatozoa dapat dipenuhi secara optimal. Kualitas semen 
pejantan dapat dipertahankan melalui proses pengenceran yang mengandung bahan-bahan yang 
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menunjang kehidupan spermatozoa dalam lingkungan in vitro (Djita et al., 2021). Pengencer berfungsi 
untuk memperbanyak volume serta mempertahan kualitas spermatozoa yang ditunjang oleh bahan 
penyusun dalam larutan pengencer (Ramadhan et al., 2023). 

Pembekuan semen pada suhu -196oC dapat menghambat kecepatan reaksi metabolisme, 
sehingga proses respirasi menurun (Yulviani et al., 2022) dan dapat merusak membran sel (Hitit et al., 
2021) serta produksi radikal bebas (Radical Oxygen Spesies, ROS). Keberadaan ROS dapat 
mengakibatkan fragmentasi deoxyribonucleid acid (DNA) pada spermatozoa (Lusignan et al., 2019). 
Pembekuan spermatozoa kambing Kaligesing pada suhu -196℃ dapat menyimpan spermatozoa selama 
10 tahun (Pariz et al., 2021). Namun, pembekuan dengan suhu -196oC dapat menyebabkan terjadinya 
kerusakan sel spermatozoa yang berkaitan dengan kecepatan pendinginan karena terjadinya stress 
osmotik dan pembentukan kristal es (Grotter et al., 2019). Proses pembekuan -196℃ dengan tingkat 
supercooling dapat meningkatkan kelangsungan hidup sel spermatozoa karena laju pendinginan yang 
cepat dapat menyebabkan sel tidak banyak mengalami dehidrasi serta pembentukan kristal es kecil-
kecil dengan cepat (Daily et al., 2020), sehingga dapat menekan kerusakan sel spermatozoa.  

Metabolisme spermatozoa selama proses penyimpanan dapat menghasilkan radikal bebas 
(Barek et al., 2020) dan residu berupa malondialdehyde (MDA) dari hasil oksidasi lipid pada membran sel 
spermatozoa (Zuhdi dan Ducha., 2022). Produksi ROS berlebihan dan antioksidan yang tidak dapat 
menyeimbangkan ROS dapat menyebakan terjadinya stress oksidatif. Stress oksidatif dapat memicu 
terjadinya peroksidasi lipid yang menyebabkan kerusakan pada membran sel spermatozoa (Iskandar 
et al., 2023) dan kematian spermatozoa (Amtiran et al., 2020). Peroksidasi lipid dapat terjadi akibat ROS 
dalam konsentrasi tinggi menyerang membran sel spermatozoa (Amida et al., 2021). Membran sel 
spermatozoa yang terdiri dari asam lemak tak jenuh rentan terhadap ROS. Kerusakan membran sel 
spermatozoa akibat peroksidasi lipid menyebabkan terganggunya transport ion yang ada dalam 
membran sel spermatozoa (Barek et al., 2020). Kerusakan membran sel spermatozoa akibat radikal 
bebas dapat dihambat oleh senyawa antioksidan (Sitepu et al., 2017). Penambahan bahan alam yang 
mengandung antioksidan dapat dijadikan bahan alternatif dalam optimalisasi media pengencer (Mere 
et al., 2019) salah satunya yakni kelopak rosella (Hibiscus sabdariffa). 

Rosella (H. sabdariffa) merupakan tanaman yang dianggap dapat digunakan sebagai bahan obat 
(Rakasiwi et al., 2019). Rosella memiliki kandungan vitamin C sebanyak 123-2.033 mg/100 g dan 
antosianin 0,003-14,697 mg/100 g berat kelopak kering (Siregar dan Hanafiah, 2019). Vitamin C 
berfungsi sebagai antioksidan serta dapat meningkatkan laju fruktolisis. Peningkatan fruktolisis dapat 
memenuhi kebutuhan energi spermatozoa (Laos, 2021). Semakin tinggi kandungan vitamin C maka 
akan semakin kuat dalam menangani radikal bebas (Lestiana et al., 2019). Selain itu, rosella juga 
mengandung senyawa potensial, antara lain zat aktif berupa fenol, tannin, flavonoid, asam organik, 
saponin, antosianin dan polisakarida (Sari et al., 2018).  

Penelitian yang dilakukan oleh Papituan et al. (2021) menunjukkan suplementasi filtrat rosella 
(FR) pada pengencer Tris kuning telur (TKT) yang diberikan pada sapi Bali dengan konsentrasi filtrat 
rosella (FR), 0%, 1%, 2% ,3%, 4% dan 5% memberikan pengaruh cukup baik pada kualitas spermatozoa 
sapi Bali. Hasil paling optimal pada semen sapi Bali yang telah diencerkan dan disimpan pada suhu 3-
5℃ pada penambahan 3% FR dengan nilai motilitasnya (48.05±1.54%), viabilitas (56.21±0.93%), dan 
abnormalitas (4.13±0.45%) serta terjadi penurunan pada penambahan filtrat rosella dengan konsentrasi 
4% dan 5%. Berdasarkan latar belakang yang dikemukakan di atas, maka perlu dilaksanakan penelitian 
eksperimen dengan penambahan filtrat kelopak rosella pada konsentrasi yang berbeda dalam 
pengencer tris kuning telur untuk mengetahui potensinya dalam mempertahankan kualitas 
spermatozoa kambing Kaligesing di suhu penyimpanan -196℃. 

 
BAHAN DAN METODE 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen dengan obyek spermatozoa kambing 
Kaligesing. Perlakuan yang diberikan dengan penambahan FR sebagai berikut; P0 Pengencer Tris 
kuning telur (TKT) 100% + Filtrat (FR) 0%; P1 TKT 98,5% +FR 1,5%; P2 TKT 97%+ FR 3%; P3 TKT 95,5% 
+ FR 4,5% dengan 5 ulangan. 

Pembuatan filtrat kelopak rosella dilakukan dengan menghomogenkan 100mg serbuk kelopak 
rosella dalam 10mL aquades dalam tabung sentrifuge, kemudian meletakkan tabung sentrifuge ke 
dalam sentrifuge dengan kecepatan 3000rpm selama 15 menit. Filtrat rosella yang didapatkan 
merupakan supernatan yang terpisah setelah disentrifuge (Papituan et al., 2021).  

Penampungan semen dilakukan dengan mengarahkan pejantan ke tempat penampungan 
semen yang sudah tersedia teaser. Pengambilan semen kambing Kaligesing dilakukan dengan bantuan 
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AV. Semen yang telah ditampung segera diamati secara makroskopis (volume, warna, pH dan 
konsistensi) dan mikroskopis (konsentrasi, motilitas massa, motilitas individu, viabilitas dan integritas 
membran sel spermatozoa) pengamatan volume dilakukan dengan melihat skala pada tabung 
ejakukasi pada AV. Penentuan pH dilakukan dengan meneteskan semen pada kertas pH, kemudian 
dicocokkan dengan indikator skala pH yang sesuai dengan warna kertas pH tersebut. Konsentrasi 
semen diukur menggunakan alat bantu spektofotometer(Prastowo et al., 2018). 

Pengamatan motilitas massa spermatozoa dilakukan dengan cara meneteskan 10 µL semen di 
atas object glass dan diamati menggunakan mikroskop untuk mengamati gelombang-gelombang yang 
ditimbulkan oleh gerakan spermatozoa (Rosnizar et al., 2021). Pengamatan motilitas individu 
spermatozoa dilakukan dengan meneteskan 10µL semen pada object glass dan ditutup dengan cover glass 
serta diamati menggunakan mikroskop. Data motilitas individu spermatozoa didapatkan dari 
pergerakan individu spermatozoa yang bergerak progresif (Setiadi et al., 2019). Pengamatan viabilitas 
dilakukan dengan pewarnaan eosin negrosin yang dihomogenkan dengan semen pada object glass. 
Apusan spermatozoa dari pewarnaan dibuat di atas object glass kemudian diamati dengan mikroskop. 
Persentase viabilitas didapatkan dengan melihat bagian kepala spermatozoa yang tidak terwarnai 
menandakan spermatozoa hidup dibagi dengan jumlah spermatozoa yang terhitung dalam bentuk 
persen (Malinda et al., 2021). Pengamatan integritas membran sel spermatozoa menggunakan metode 
hypoosmotic swelling (Host) test. Semen diteteskan pada object glass kemudian dihomogenkan dengan 
larutan Host yang sudah diinkubasi selama 30 menit dengan suhu 37oC dan ditutup cover glass. Semen 
pada object glass diamati menggunakan mikroskop. Pengamatan dilakukan dengan melihat bentuk ekor 
spermatozoa. Spermatozoa dengan membran utuh ditandai dengan ekor melengkung. Persentase 
integritas membran sel spermatozoa didapatkan dari hasil perhitungan spermatozoa dengan bentuk 
ekor melengkung dibagi dengan jumlah spermatozoa yang terhitung dalam bentuk persen (Hidayat 
dan Nugroho, 2021). 

Semen segar yang telah diamati kualitasnya dan sudah memenuhi standar kelayakan untuk 
diproses menjadi semen beku dalam 3 tahap pengenceran. Pengenceran A1 (TKT+FR+semen) 
dilakukan semen di dalam waterbath pada suhu 37oC. Penambahan pengencer A2 (TKT+FR+ larutan 
A1) dilakukan dengan perhitungan melului rumus untuk mengetahui volumenya. Pengencer A2 
dilakukan setelah suhu cooltop turun hingga 5oC. Volume yang digunakan sebagai pengencer dalam A2 
berdasarkan rumus berikut (Rozi dan Ducha, 2022). 

 
Vol A2 = Vtotal – (VA1+ Vsemen +VB)    (1) 

Sebelum mendapatkan volume A2 perlu dihitung volume total dengan formula sebagai 
berikut: 

V total 
𝑉.𝑠𝑒𝑚𝑒𝑛𝑥 𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎𝑥 0,25𝑚𝑙

50𝑥106    (2) 

Setelah suhu cooltop turun pada suhu 4-5oC, pengencer B (TKT 93%+ gliserol 7%) ditambahkan 
dalam larutan A2, kemudian didiamkan dalam cooltop 1-2 jam untuk tahapan equilibrasi. Volume 
pengencer B yang ditambahkan dalam A2 didapatkan dari hasil perhitungan berikut (Rahayu dan 
Ducha, 2022): 

Vol B = 
𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

2
      (3) 

Parameter yang digunakan dalam pemeriksaan semen prefreezing meliputi motilitas individu, 
viabilitas dan dan integritas membran sel spermatozoa. Semen dibekukan, kemudian semen beku 
diuapi dengan N2 cair hingga mencapai suhu -196℃ (Alhuur et al., 2020). Pengamatan kualitas 
spermatozoa post thawing meliputi motilitas, viabilitas dan integritas membran sel spermatozoa. 
Thawing dilakukan pada suhu 37℃ dalam waterbath selama 30 detik (Malinda et al., 2021) 

Data persentase motilitas, viabilitas, dan integritas membran sel spermatozoa yang diperoleh 
ditransformasikan dalam arcsin. Data statistik diuji normalitas dan homogenitas yang dilanjutkan 
dengan uji Analysis of Varian (ANOVA). Selanjutnya, hasil yang signifikan diuji menggunakan uji 
Duncan untuk mengetahui perlakuan terbaik. Analisis data dilakukan dengan menggunakan software 
SPSS 23.0 for windows. 

 

HASIL  
Hasil pengamatan kualitas semen segar kambing Kaligesing dengan usia ±2 tahun yang 

didapatkan sebelum perlakuan meliputi uji makroskopis dan mikroskopis. Tabel 1 menunjukkan 
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bahwa semen segar layak untuk diproses pengenceran dan pembekuan, sesuai dengan Standar SNI 
4869-2:2017 yang menyebutkan bahwa standar minimal semen segar dengan nilai motilitas ≥70% dan 
semen setelah pengenceran ≥50% dan pembekuan ≥40%. 

 
Tabel 1. Kualitas semen segar kambing Kaligesing yang digunakan dalam penelitian 

Parameter  Nilai 

Volume (ml)  1,4 

Warna  Putih kekuningan 

pH  6,7 

Konsistensi  Kental 

Konsentrasi  3503 x 106 

Motilitas massa  +++ 

Motilitas individu  70,00% 

Viabilitas  82,84% 

Integritas membran sel spermatozoa  78,10% 

 
Hasil pengamatan motilitas sperma kambing Kaligesing pre-freezing dan post-thawing tersaji 

pada Tabel 2. Hasil uji statistika menunjukkan perbedaan signifikan antara penambahan konsentrasi 
FR yang berbeda. Perlakuan P2 (FR 3%) diamati memiliki kemampuan terbaik dalam mempertahankan 
motilitas, baik pada tahap pre-freezing (53,52 ± 1,59%) maupun post-thawing (40,10 ± 4,93%), dengan 
penurunan motilitas sebesar 13,42%. Tren motilitas spermatozoa pada post-thawing menunjukkan 
peningkatan kualitas dengan penambahan filtrat kelopak rosella 1,5% dan 3%, tetapi mengalami 
penurunan motilitas pada konsentrasi 4,5% dengan nilai berturut turut 29,42 ±1,43%; 40,10 ± 4,93%;dan 
17,09 ± 2,78%.  

 
Tabel 2. Motilitas spermatozoa kambing Kaligesing dengan penambahan filtrat FR dalam pengencer TKT 

Penambahan  

FR 

Motilitas spermatozoa kambing Kaligesing (%)* Penurunan motilitas (%) 

Pre-freezing Post-thawing 

P0 (FR 0%) 49,50 ± 2,01 b 26,30 ± 1,42 b 23,20 

P1 (FR 1,5%) 51,25 ± 4,30 ab 29,42 ±1,43 b 21,83 

P2 (FR 3%) 53,52 ± 1,59 a 40,10 ± 4,93 a 13,42 

P3 (FR 4,5%) 41,70 ± 1,23 c 17,09 ± 2,78 c 24,61 

Keterangan: *)Notasi huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan signifikan berdasarkan uji statistik (P<0,05). 

 

Pengamatan viabilitas spermatozoa setelah penambahan FR dalam pengencer TKT dapat 
dilihat pada Tabel 3. Berdasarkan hasil uji Anova, penambahan FR dengan konsentrasi yang berbeda 
dalam pengencer TKT berpengaruh signifikan terhadap viabilitas spermatozoa kambing Kaligesing 
baik pre-freezing maupun post-thawing (P<0,05). Sebagaimana pada variabel motilitas, perlakuan P2 (FR 
3%) juga merupakan konsentrasi terbaik untuk mempertahankan viabilitas, diindikasikan dari 
penurunan viabilitas paling rendah dibandingkan perlakuan lain (16,45%). 

 
Tabel 3. Rata-rata viabilitas spermatozoa kambing Kaligesing dengan penambahan filtrat FR dalam pengencer 

TKT 

  Penambahan 
FR 

Viabilitas spermatozoa kambing Kaligesing (%)* Penurunan 
viabilitas (%) Pre-freezing Post-thawing 

P0 (FR 0%) 59,81 ± 1,06 c 38,05 ±5,06 c 21,76 
P1 (FR 1,5%) 64,83 ± 3,36 b 45,13 ±3,60 b 19,70 
P2 (FR 3%) 74,27 ± 2,96 a 57,82 ±5,71 a 16,45 
P3 (FR 4,5%) 51,53 ± 2,62 d 28,89 ± 2,68 d 22,64 

Keterangan: *)Notasi huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan signifikan berdasarkan uji statistik (P<0,05). 

 
Rata-rata integritas membran sel spermatozoa setelah penambahan FR dalam pengencer TKT 

dapat dilihat pada Tabel 4. Sebagaimana variabel sebelumnya, penambahan FR dengan konsentrasi 
berbeda dalam pengencer TKT juga berpengaruh signifikan terhadap integritas membran sel 
spermatozoa, baik pre-freezing maupun post-thawing (P<0,05).  Tren Integritas membran sel spermatozoa 
pada post thawing menunjukkan peningkatan kualitas pada penambahan filtrat kelopak rosella 1,5% 
dan 3% dengan nilai 36,71± 5,43% dan 70,30 ±1,65%, kemudian mengalami penurunan integritas 
membran sel spermatozoa pada konsentrasi 4,5% dengan nilai 26,62±4,14%. Berdasarkan integritas 
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membran post-thawing, FR 3% merupakan konsentrasi terbaik untuk mempertahankan integritas 
membran sel spermatozoa.  

 
Tabel 4. Rata-rata integritas membran sel spermatozoa kambing Kaligesing dengan penambahan filtrat FR dalam 

pengencer TKT 

Penambahan 

FR 

Integritas membran sel spermatozoa kambing 

Kaligesing (%)* 

Penurunan integritas 

membran (%) 

Pre-freezing Post-thawing 

P0 (FR 0%) 53,41± 2,33 b 29,07 ±1,39c 24,34 

P1 (FR 1,5%) 54,56 ±3,15 b 36,71± 5,43b 17,85 

P2 (FR 3%) 70,30 ±1,65 a 51,84 ±5,15a 18,64 

P3 (FR 4,5%) 41,42 ±3,84 c 26,62±4,14c 14,80 

Keterangan: *)Notasi huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan signifikan berdasarkan uji statistik (P<0,05). 

 

PEMBAHASAN 

Semen segar yang didapatkan di Balai Inseminasi Buatan (BIB) Ungaran dalam penelitian ini 
sudah sesuai dengan standar SNI 2017. Hal ini didukung dengan Peraturan Menteri Pertanian nomor 
12 tahun 2023 yakni pembinaan teknis BIB dilaksanakan oleh Direktorat Jendral Peternakan guna 
pelaksanaan pemeliharaan pejantan ternak unggul. Proses manajemen yang diterapkan di BIB Ungaran 
mengenai pakan, sanitasi dan manajemen untuk pemeliharaan pejantan sudah sesuai dengan standar 
operasional prosedur (SOP) dari Dirjen Peternakan.  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan FR dalam pengencer TKT mempengaruhi 
motilitas spermatozoa pada pre-freezing dan post thawing (Tabel 2). Pada pengamatan motilitas pre-
freezing dan post thawing didapatkan persentase rata-rata motilitas terendah pada penambahahan FR 
konsentrasi 4,5% (P3) dengan rerata berturut-turut 41,70±1,23% dan 17,08±2,78%. Nilai tertinggi 
didapatkan dari konsentrasi 3% (P2) dengan rerata 53,52±1,59% dan 40,06±4,93%. Berdasarkan hasil 
tersebut, nilai motilitas semen segar mengalami penurunan selama proses pendinginan dan 
pembekuan. Hal ini tidak jauh berbeda dengan penelitian Laos et al. (2021) bahwa penambahan FR 
dengan konsentrasi 3% dalam pengencer tris kuning telur dapat mempertahkan motilitas kambing 
kacang dengan nilai 42,99±2,19 saat hari ke 5 dengan penyimpanan suhu 4-5℃. Mukhlis et al. (2017) 
menyebutkan motilitas spermatozoa dipengaruhi oleh pergerakan ekor spermatozoa. Membran sel 
spermatozoa yang mengalami kerusakan akibat peroksidasi lipid dapat menghambat pergerakan ekor 
karena peningkatan ion Ca2+ yang masuk dalam membran. Ion Ca2+ berfungsi untuk mengatur 
pergerakan spermatozoa. Peningkatan konsentrasi ion ion K+ dan Ca2+ dapat menurunkan sintesis 
Adenosin trifosfat (ATP).  

Ambarsari dan Ducha (2021) menyatakan penyimpanan spermatozoa dalam suhu rendah 
dapat menurunkan motilitas spermatozoa karena kerusakan membrane sel, menurunkan struktur dan 
fungsinya sera dapat memproduksi Radical Oxygen Spesific (ROS). Parera dan Lendah (2023) 
menambahkan bahwa ROS terbentuk dari aktivitas metabolisme sel selama processing semen mulai 
pada saat penampungan, pengenceran dan penyimpanan. Zakiyah et al. (2022) menegaskan ROS yang 
berlebihan dapat menyebabkan kerusakan pada mitokondria sehingga tidak dapat menghasilkan 
adenosine triphosphate (ATP) untuk kehidupan spermatozoa.  

Kerusakan pada membran sel spermatozoa dapat mengakibatkan enzim aspartat-
aminotrasferase (AspAT) sehingga produksi ATP menurun dan persentase motilitas menurun (Ximanes 
et al., 2022). Energi spermatozoa berupa ATP di dalam selubung mitokondria teraktifkan oleh enzim 
tertentu sehingga ikatan fosfat yang mengandung energi terurai dan melepaskan energi (Dongkat et al., 
2022). Namun, penyimpanan spermatozoa pada suhu 4-5℃ dan -196℃ yang terlalu lama membuat 
membran spermatozoa rusak dan menyebabkan enzim untuk merombak ATP menjadi energi 
terdenaturasi, sehingga motilitas spermatozoa mengalami penurunan (Setyawan, et al., 2019).  

Penambahan filtrat rosella dapat mempertahankan kualitas spermatozoa. Hal ini ditunjang 
oleh Dewi et al. (2017) yang menyebutkan bahwa antioksidan yang terkandung dalam 100 mg kelopak 
rosella kering yakni vitamin C 14.40 mg, vitamin E 4,9 mg, flavonoid 0,23 mg dan tannin 0,17mg. Laos 
et al. (2021) menyebutkan kandungan vitamin C dan E dapat meningkatkan laju fruktolisis untuk 
sumber energi dan juga dapat menangkal radikal bebas. Carita et al. (2021) menyatakan bahwa vitamin 
C mampu mendonasikan elektron untuk menstabilkan stress oksidatif. Flavonoid dapat menstabilkan 
radikal peroksidasi lemak (Karundeng et al., 2019) 
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Penambahan FR 4,5% dalam TKT menunjukkan hasil motilitas dengan nilai terendah. 
Penambahan antioksidan dalam jumlah yang tinggi dapat mengakibatkan larutan pengencer menjadi 
hipertonik. Zuhdi dan Ducha (2022) menyatakan bahwa media pengencer yang bersifat hipertonik 
dapat menganggu osmolalitas membran sel spermatozoa. Dipertegas oleh Kusumawati (2022) bahwa 
kondisi hipertonik dapat menyebabkan osmolalitas konsentrasi K+ dalam media aktivasi menekan 
motilitas spermatozoa.  

Blegur et al. (2020) dan Djita et al. (2021) menyatakan bahwa tingginya spermatozoa yang mati 
dapat menjadi toksik bagi spermatozoa yang masih hidup serta peningkatan konsentrasi asam laktat 
pada seminal plasma sehingga derajat keasaman (pH) meningkat dapat menyebabkan kematian pada 
spermatozoa. Nahak et al. (2022) menambahkan bahwa peningkatan pH yang terjadi dalam media 
pengencer dapat menurunkan motilitas spermatozoa. Hal ini diduga akibat penambahan FR dengan 
konsentrasi tinggi menyebabkan vitamin C dalam FR dapat mempengaruhi pH. Namun, dalam hal ini 
peneliti tidak melakukan pengukuran terkait pH.  

Penambahan FR 3% dalam pengencer TKT menunjukkan bahwa FR dengan konsentrasi 
optimal yang dapat mempertahankan motilitas spermatozoa kambing Kaligesing. Penambahan bahan 
antioksidan dalam pengencer mampu menekan reaksi oksidatif yang dapat menyebabkan radikal bebas 
pada spermatozoa (Lawa et al., 2021) dan dapat menurunkan permeabilitas membran sel spermatozoa 
(Morrell, 2020). Senyawa flavonoid sebagai antioksidan memiliki gugus hidroksil yang terikat dalam 
cincin aramatik yang dapat mengikat atom radikal bebas, karena dapat menyumbangkan satu atom 
hidrogen yang dapat menstabilkan radikal peroksida lemak (Rokana et al., 2022). Antioksidan yang 
larut dalam lemak berperan dalam menghambat peroksidasi lipid dan meningkatkan aktivitas 
antioksidan dalam mengikat radikal bebas yang dihasilkan selama reduksi molekul oksigen serta 
selama aktivitas oksidatif enzim (Barek et al., 2021). Semakin tinggi konsentrasi filtrat yang 
ditambahkan dalam media pengencer menunjukkan semakin rendahnya persentase motilitas yang 
didapatkan selama proses penyimpanan pada suhu-196 ℃.  

Tren viabilitas spermatozoa pre-freezing pada suhu 4-5℃ yang didapatkan dalam penelitian ini 
menunjukkan peningkatan nilai viabilitas pada penambahan FR 1,5% dan 3% dan penurunan pada 
penambahan 4,5%. Penurunan yang terjadi selama proses pendinginan berkisar 8,57- 31,31% (Tabel 3). 
Penurunan dengan nilai terendah 8,57% didapatkan dari penambahan FR 3% dengan nilai motilitas 
74,27±2,96% yang merupakan nilai viabilitas tertinggi dibandingkan dengan perlakuan lainya. 
Senyawa ROS yang dihasilkan dari metabolisme spermatozoa akan menyebabkan peroksidasi lipid, 
kerusakan DNA kerusakan axonema dan terjadi denaturasi enzim, hal tersebut dapat menurunkan 
viabilitas spermatozoa (Sabeti et al., 2016).  

Tren viabilitas spermatozoa post thawing pada suhu 37℃ menunjukkan peningkatan nilai 
viabilitas pada penambahan FR 1,5% dan 3% dan penurunan pada 4,5%.  Penambahan FR 3% dengan 
nilai viabilitas 57,82±5,71% dan merupakan nilai viabilitas post thawing tertinggi dibandingkan dengan 
perlakuan lainya. Ximanes et al. (2022) menyatakan bahwa penurunan persentase viabilitas terjadi 
karena aktivitas metabolisme spermatozoa yang menghasilkan ROS. Dipertegas oleh Oktaviani et al. 
(2021) bahwa ROS dapat merusak membran sel spermatozoa yang menganggu proses Na+, K+ dan 
proses Ca2+. Wagner et al. (2017) menyatakan terganggunya permeabilitas membran plasma sel 
spermatozoa yang menyebabkan sumber nutrisi spermatozoa berkurang. Barek et al. (2020) 
menambahkan bahwa peningkatan konsentrasi ion K+ dalam sel dapat menyebabkan kematian sel, 
karena keberadaan K+ ini akan mengaktifkan enzim-enzim penyebab kematian spermatozoa. Enzim 
endonuklease dapat menghancurkan DNA dalam inti spermatozoa dan transglutaminase yang 
berikatan secara kovalen dengan protein membran melalui pembentukan ikatan isopeptida yang 
mematikan sel.  

Penambahan FR 3% menunjukkan konsentrasi yang optimal dalam mempertahankan viabilitas 
spermatozoa kambing Kaligesing. Hasil dari penambahan FR 3% (P2) dengan nilai 57,82 ± 5,71%. Hal 
ini didukung oleh Amida et al. (2023) bahwa flavonoid dapat secara langsung mendonasikan atom 
hidrogen kepada radikal bebas, ataupun melakukan transfer elektron tunggal. Unitly et al. (2022) 
menambahkan bahwa vitamin C memiliki peran protektif terhadap kerusakan DNA oksidatif dengan 
cara memasuki mitokondria melalui transporter glukosa terfasilitasi (GLUT 1) dan melindungi 
spermatozoa dari stress oksidatif. Anwar dan Jiyanto (2019) keutuhan membran sel berperan 
memperthankan kualitas spermatozoa. Hasil yang didapatkan menunjukkan hasil post thawing dari 
spermatozoa kambing Kaligesing masih dalam kategori layak untuk IB. Apriliana et al. (2021) 
menyatakan semen yang layak digunakan untuk IB bila viabilitasnya ≥ 45%.  
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Penambahan FR 4,5% menunjukkan persentase viabilitas terendah, hal ini dapat dikaitakan 
dengan larutan yang hipertonik. Larutan media pengencer yang bersifat hipertonik dapat 
menyebabkan osmolaritas meningkat. Osmolaritas yang lebih tinggi dari normal dapat menyebabkan 
penurunan viabilitas (Kusumawati, 2022). Viabilitas yang didapatkan lebih tinggi dari penelitian 
sebelumnya, nilai viabilitas dengan penambahan FR dengan konsentrasi 3% (P2) sebesar 49,30±2,24% 
pada hari kelima dengan suhu penyimpanan 4-5℃ (Laos et al., 2020). Hasil yang berbeda persentase 
viabilitas spermatozoa pada post thawing yang didapatkan dari pengenceran tris kuning telur dengan 
nilai 47,00±1,41% (Rizal et al., 2021). Persentase viabilitas lebih tinggi dibandingkan persentase motilitas 
dapat terjadi karena jumlah spermatozoa yang hidup tidak semuanya memiliki pergerakan yang motil 
atau progresif (Parera dan Lendah, 2021).  

Tabel 4 menunjukkan tren integritas membran sel spermatozoa pre-freezing pada suhu 4-5℃ 

menunjukkan penurunan terkecil nilai integritas membran sel spermatozoa pada penambahan FR 1,5% 
dan 3%, selanjutnya mengalami penurunan pada penambahan 4,5%. Penambahan antioksidan berupa 
FR diduga dapat mempertahankan integritas membran sel dengan antioksidan untuk penyeimbangan 
radikal bebas dan antioksidan. Saputra et al. (2021) menyatakan bahwa kandungan flavonoid dalam FR 
dapat mengambat timbulnya peroksidasi lipid, sehingga meminimalisir kerusakan membran sel 
spermatozoa. Kune et al. (2021) mekanisme flavonoid dalam dalam menangkal radikal bebas dengan 
kemampuan perpindahan elektron dari cincin B menuju radikal bebas serta pemecahan radikal bebas.  

Vitamin C memiliki kemampuan untuk menstabilkan membran plasma terhadap peroksidasi 
lipid selama processing dan penyimpanan semen beku. Vitamin C berperan penting dalam melindungi 
lipid spermatozoa yang mudah teroksidasi (Dewi et al., 2017). Yahaq et al. (2019) menambahkan bahwa 
mekanisme vitamin C melindungi lipid dengan mengikat radikal bebas pada sperma, sehingga 
mencegah terjadinya peroksidasi lipid yang dapat merusak membran sel spermatozoa.  

Penurunan integritas membran terjadi karena kerusakan pada membran sel spermatozoa. ROS 
dapat merusak selubung lipoprotein pada membran sel spermatozoa (Marlize et al., 2021). ROS 
berlebihan dapat mempengaruhi asam lemak tak jenuh pada membran sel yang dapat terjadinya 
peroksidasi lipid (Arvioges et al., 2021). Kerusakan pada selubung lipoprotein dan membran sel 
spermatozoa dapat menganggu metabolisme spermatozoa (Saputro et al. 2022).  

Tren integritas membran sel spermatozoa post thawing pada suhu 37℃ menunjukkan nilai 
integritas membran sel spermatozoa pada penambahan FR 1,5% (36,71± 5,43%) dan 3% (51,84 ±5,15%) 
lebih tinggi dari P0 (29,07 ±1,39%), sedangkan FR 4,5%(26,62±4,14%) lebih rendah dari P0. Penambahan 
FR hingga 3% mampu mempertahankan integritas membran sel karena kandungan antioksidannya 
dapat melakukan scavenging radikal bebas. Di sisi lain,  penambahan FR pada konsentrasi tertinggi 
menunjukkan persentase integritas terendah. Hal ini menunjukkan larutan hipertonik dapat 
menurunkan integritas membran sel spermatozoa. Membran sel yang bersifat semipermeable 
berhubungan dengan larutan pengencer baik yang bersifat hipotonik maupun hipertonik, sehingga 
dipengaruhi oleh transfer air melalui metabolisme sel. Larutan yang terlalu hipertonik atau hipotonik 
menyebabkan rusaknya integritas membran sel yang kemudian menyebabkan kematian sel (Sabile et 
al., 2016). Integritas membran sel spermatozoa yang didapatkan berbeda dengan penelitian 
spermatozoa domba Sapudi dengan penambahan teh hijau pada pengencer tris kuning telur 
mendapatkan nilai sebesar P0 28,30%, P1 32,00%, dan P3 35,00% pada preservasi hari ke- 5 (Swari et al., 
2019). Namun, penelitian yang dilakukan oleh Mubaraq, et al. (2023) mendapatkan hasil yang lebih 
tinggi pada spermatozoa kambing PE yang diberi air kelapa dalam pengencer tris kuning telur pada 
suhu 4- 5℃ mendapatkan nilai 84,00% pada hari ke-1. 
 

SIMPULAN 

Penambahan filtrat kelopak rosella dalam pengencer tris kuning telur mampu 
mempertahankan kualitas spermatozoa kambing Kaligesing pada suhu penyimpanan -196℃. 
Penambahan filtrat kelopak rosella dengan konsentrasi 3% dalam pengencer tris kuning telur 
menunjukkan konsentrasi optimal untuk mempertahankan spermatozoa kambing Kaligesing. 
Persentase kualitas spermatozoa post thawing dengan nilai motilitas 40,10±4,93%, viabilitas 57,82±5,71% 
dan integritas membran sel spermatozoa 51,84 ±5,15%yang memenuhi standar untuk semen beku. 
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