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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh suplementasi filtrat rosella
(FR) dalam pengencer tris kuning telur (T-KT) terhadap motilitas, viabilitas, dan
abnormalitas spermatozoa sapi bali selama penyimpanan. Materi yang digunakan adalah
semen segar sapi bali yang berkualitas baik. Semen diencerkan dengan pengencer
perlakuan yaitu : PO: T-KT — 0% , P1: T-KT — 1% FR, P2: T-KT — 2% FR, P3: T-KT —
3% FR, P4: T-KT — 4% FR dan P5: T-KT — 5% FR. Setelah pengenceran semen
disimpan pada suhu 3-5° C. Semen di evaluasi pasca pengenceran dan setiap 24 jam
penyimpanan terhadap motiltas, viabilitas dan abnormalitas. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa suplemenasi filtrat rosella pada perlakuan (P3) mempunyai
kualitas terbaik (P<0,05) dibandingkan dengan perlakuan lainnya, yaitu dengan
motilitas (48,05+1,54%), viabilitas (56,21+0,93%), dan abnormalitas (4,13+0,45%).
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa suplementasi filtrat rosella 3% dalam
pengencer Tris- kuning telur memberikan pengaruh yang cukup baik dalam
mempertahankan kualitas spermatozoa sapi bali.

Kata kunci: Tris- kuning telur, filtrat rosella (FR), spermatozoa, sapi bali.

ABSTRACT

The purpose of this researchis to know the effect of roselle filtrate (RF) supplementation
in tris-egg yolk diluent (T-EY) on motilities, viabilities, and abnormalities of Bali bull
spermatozoa during storage. The material used is fresh cement from good quality of
Bali bull. cement was diluted with a treatment diluent, namely: TO: T-EY - 0%, T1: T-
EY - 1% RF, P2: T-EY - 2% RF, T3: T-EY - 3% RF, P4: T- EY - 4% RF and P5: T-EY
- 5% RF. After dilution cement was stored at 3-5° C. The cement was evaluated post-
dilution and every 24 hours storage for motilities, viabilities and abnormalities. The
results showed that roselle filtrate supplementation in the (T3) treatment had the best
quality (P<0.05) compared to other treatments, namely motilities 48.05 = 1.54%,
viabilities 56.21 + 0.93%, and abnormalities 4.13 £ 0.45%. The results of this research
showed that 3% roselle filtrate supplementation in Tris- egg yolk diluent had a good
effect in maintaining the quality of Bali bull spermatozoa.

Keywords: Tris- egg yolk, roselle filtrate (RF), sperm, bali bull.
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PENDAHULUAN
Proses  pengenceran  semen
dibutuhkan  bahan-bahan pengencer

yang berfungsi meningkatkan volume
untuk perhitungan dosis inseminasi
buatan (IB), sehingga semen dapat
diawetkan dan disimpan dalam waktu
lama. Menutrut Ari dkk. (2011),
pengencer yang umumnya digunakan
adalah Tris - kuning telur, karena
pengencer tersebut mengandung nutrisi
untuk spermatozoa berupa lipoprotein
dan fosfolipid seperti fosfatidikolin
yang melindungi dan  mencegah
kerusakan pada membran spermatozoa
akibat cold shock, dan bersifat buffer.

Pengencer yang sering digunakan
dalam pengenceran semen yaitu
pengencer Tris- kuning telur. Dalam
pengencer tersebut terdapat Tris amino
methane, asam sitrat, raffinosa dan
kuning  telur  (Mardiyah, 2001).
penyangga tersebut berfungsi untuk
mempertahankan pH semen dari adanya
kejutan  dingin  (Widjaya, 2011).
Terdapat pula laktosa yang berfungsi
sebagai sumber nutrisi bagi
spermatozoa yang akan dimetabolisme
pada proses glikolisis untuk
menghasilkan ATP sehingga
spermatozoa dapat bergerak dan
mempertahankan hidupnya (Rizal dkk.,
2006). Kuning telur merupakan bagian
dari telur yang memiliki kandungan gizi
yang tinggi. Kuning telur mengandung
glukosa dan beberapa jenis protein serta
vitamin yang larut dalam air maupun
minyak yang memiliki viskositas yang
baik bagi spermatozoa (Hardijanto dkk.,
2010).

Namun dalam pengolahanya,
semen banyak berhubungan dengan

1310

ISSN :2714-7878

udara luar yang mengandung oksigen.
Hal ini dapat menyebabkan rusaknya
membrane plasma sel spermatozoa.
Penyebab kerusakan dari membran
plasma disebabkan karena terbentuknya
radikal bebas yang merupakan produk
dari metabolisme spermatozoa tersebut.
Reaksi antara radikal bebas dan lipid
terutama asam lemak tak jenuh yang
dominan menyusun membran plasma

sel akan menyebabkan terjadinya
peroksidasi lipida. Reaksi awal ini
akan terjadi terus menerus

(autokatalitik) (Suryohudoyo, 2000) dan
pada akhirnya dapat merusak sebagian
besar atau selurun membran plasma sel
spermatozoa.

Untuk meminimalkan kerusakan
yang ditimbulkan oleh radikal bebas, di
dalam pengenceran semen perlu
ditambahkan senyawa antioksidan.
Dalam  Kelopak bunga  Hibicus
sabdariffa linn mengandung beberapa
komponen antioksidan antara lain
alkaloid, eugenol, sterol, asam sitrat,
vitamin C, asam tartarat, pektin, dan
polifenol. Senyawa yang bersifat
antioksidan antara lain polifenol yang
berupa asam fenolik dan flavonoid (Ali
dkk., 2005; Hirunpanich dkk., 2005;
Mahadevan dkk., 2009). Selain itu,
vitamin C dan [-carotene dalam
kelopak bunga rosella juga bersifat
sebagai antioksidan (Ali dkk., 2005).

Setyaningsih (2011), dalam
penelitiannya tentang pengaruh
pemberian infuse simplisia rosella
secara oral terhadap kualitas
spermatozoa mencit (Mus musculus L.)
jantan  galur, dimana  kelompok
perlakuan (KP1, KP2, KP3) diberi
infuse simplisa rosella secara oral
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dengan dosis 1,5%; 3%; dan 6% selama
14 hari berturut-turut serta induksi
etanol pada hari ke 8-14 secara
intraperitoneal menggunakan uji anova
1-faktor (P < 0,05) menunjukan bahwa
pemberian infus simplisa rosella dapat
meningkatkan motilitas dan
menurunkan abnormalitas pada semua
kelompok perlakuan. Dari uraian diatas
maka telah dilakukan penelitian dengan
judul “pengaruh penambahaan filtrat
kelopak bunga rosella dalam pengencer
Tris - kuning telur terhadap kualitas
spermatozoa sapi bali”.

MATERI DAN METODE
PENELITIAN

Materi Penelitian

Penelitian menggunakan semen
segar yang diperoleh dari ternak sapi
bali jantan umur 3- 4 tahun. Bahan
pengencer semen cair yaitu tris, kuning
telur ayam kampong, filtrat kelopak
bunga rosella, bahan pewarnaan
spermatozoa (eosin-negrosin), aquades,
alkohol 70% serta antibiotic (penisillin
dan streptomisin). Peralatan
laboraturium yang digunakan yaitu
seperangkat alat penampungan semen
dan seperngkat alat pemeriksaan
kualitas spermatozoa.

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian penelitian adalah : (1) Satu
paket alat penampungan semen, (2)
Satu paket alat timbagan bahan terdiri
dari: timbangan, spatula, alluminium
foil, tabung elemeyer, tabung perlakuan,
pipet, tabung ukur, dan kertas label, (3)
Satu paket alat pengencer semen terdiri
dari: gelas piala, gelas ukur, pipet,
kertas saring, pinset, kapas, spoit,
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baskom stainless, stirrer dan spin bar,
(4) Satu paket peralatan evaluasi semen
terdiri dari: mikroskop, object glass dan
cover glass, heating table, kertas pH,
hemacyometer, pipet, open doff, tabung
berskala, centrifuge untuk menghitung
konsentrasi dan conthing chamber
lengkap dengan pipet eritrosit, (5) Satu
paket alat filtrasi rosella yaitu : blender,
saringan, tabung reaksi, dan centrifuge.

Metode Penelitian

Penelitian  ini  menggunakan
metode Rancangan Acak Lengkap,
terdiri dari enam perlakuan dan lima
ulangan sehingga terbentuk tiga puluh
unit percobaan. Adapun perlakuan yang
diujicobakan adalah sebagai berikut: PO
=TKT 100 % (kontrol), P1 =TKT

9 % + FR1%,P2 =TKT 98 %
+ FR2%,P3 =TKT 97 % + FR3
%, P4 =TKT 96 % + FR 4 %, P5

=TKT 95 % + FR5%.

Pembuatan Bahan Pengencer

Pembuatan larutan penyangga
dilakukan dengan cara mengencerkan
3,634 gr Tris, 0,5 gr fruktosa dan asam
sitrat 1,999 ke dalam 100 ml aquades
pada gelas erlenmeyer lalu dicampur
hingga homogen.

Menyiapkan kuning telur yaitu
telur ayam kampung vyang baik
kemudian dibersinkan dengan kapas
yang telah dibasahi dengan alcohol
70%. Pecahkan kulit telur dibagian
lancipnya kemudian tuangkan semua
putih telur dan pisahkan dari kuning
telur. Setelah itu pisahkan sisa putih
telur dengan kuning telur yang masih
terbungkus olen membrane viteline,
dengan cara menempatkan pada kertas
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saring agar semua putih telur terserap
habis. Pecahkan selaput vitelinnya,
kemudian masukan  kuning telur
kedalam gelas ukur dan siap digunakan
sesuai yang di butuhkan.

Pembuatan filtrat rosella yaitu :
memilih kelopak rosella dipilih yang
baik, bentuknya masih utuh dan
warnanya merah. Kemudian kelopak
rosella di keringkan menggunakan oven
selama 24 jam dengan suhu 150° c.
Kelopak rosella yang telah di keringkan
kemudian diblender hingga halus.
Timbang 100 mg kelopak bunga rosella
menggunakan  timbangan  elektrik
kemudian dimasukan kedalam gelas
penampung dan dilarutkan dengan 15
ml aquabides. Setelah itu larutan
tersebut dicentrifuge dengan kecepatan
3,000 rpm selama 10 menit, untuk
mendapatkan filtratnya.  Supernatan
yang terpisah diambil dan merupakan
FR yang siap digunakan.

Pembuatan  pengencer dasar
menggunakan 80 mL pengencer Tris
dan tambahkan 20 mL kuning telur,
homogenkan hingga tercampur
menggunakan stirer, selanjutnya
tambahkan antibiotic dan FR sesuai
perlakuan, dari setiap perlakuan diulang
sebanyak lima kali dengan konsentrasi
T-KT dan FR yaitu: PO = T-KT 100%
+ FR 0%, P1 = T-KT 99% + FR 1%, P2
= T-KT 98% + FR 2%, P3 = T-KT 97%
+ FR 3%, P4 = T-KT 96% + FR 4%, P5
= T-KT 95% + FR 5%.

Penampungan semen

Alat-alat yang digunakan: (1)
Vagina buatan, (2) Tabung penampung
semen, (3) Corong, (4) Thermometer
(5) Termos yang berisi air panas, (6)
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Gelas plastic tempat penampung air
dingin. Bahan-bahan yang digunakan:
(1) Karet gelang untuk mengikat corong
dengan tabung, (2) Gell/vaselin/pelicin,
dan (3)Tisu.

Sebelum melakukan
penampungan dengan vagina buatan
terlebih dahulu menyiapkan air panas
bersushu 50-55¢c, kemudian masukan
air panas pada klep divagina buatan
sampai % bagian dan tutup klepnya.
Setelah itu masukan udara dengan cara
meniup pada klep bagian atas lalu tutup
klep. Beri pelicin pada bagian muka
vagina buatan. Setelah itu ukur suhu
pada vagina buatan (42-44 ° c). Pasang
tabung penampung pada corong pada
vagina buatan, ikat kuat-kuat dengan
karet. Bungkus tabung penampung
dengan menggunakan tisu agar tidak
terkena cahaya matahari langsung.
Setelah vagina buatan telah siap,
selanjutnya penampungan semen dapat
dilakukan. Siapkan ternak sapi betina
pada kandang penampungan semen
yang telah disediakan. Dekatkan sapi
jantan pada sapi betina. Pada saat sapi
jantan menaiki sapi betina arahkan
penisnya untuk masuk kedalam vagina
buatan. Jika ada gerakan ejakulasi yaitu
dorongan yang keras dari sapi jantan,
maka  lepaskan  vagina  buatan
bersamaan dengan turunnya sapi jantan
dari sapi betina. Jika semen terlihat
pada tabung penampung, maka lakukan
gerakan angka delapan agar semua
semen turun dan tertampung di tabung
penmpung. Semen vyang diperoleh
langsung dibawah ke laboratorium
untuk dievaluasi.
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Evaluasi semen.

Alat yang perlu disiapkan:
mikroskop, object glass dan cover glass,
heating table, kertas pH,
haemocytometer,  pipet,  ependorf,
tabung berskala. Semen yang diperoleh
dilakukan pemeriksaan secara
makroskopis meliputi: a) Warna semen:
dapat dilihat langsung dari gelas ukur
saat penampungan spermatozoa,
dilakukan, pada umumnya spermatozoa
berwarna putih susu. b) Volume semen:
dapat di ukur dengan melihat angka
pada tabung penampungan berskala. c)
Konsistensi: dinilai dengan
memiringkan tabung yang berisi semen
dan mengembalikan pada posisi semula.
Konsistensi dapat dinilai berdasarkan
kecepatan semen kembali ke dasar
tabung  penampung, penilaiannya
dikategorikan dalam tiga jenis yaitu:
encer, sedang dan kental. d) Derajat
keasaman/ pH: dapat diketahui dengan
cara meneteskan semen diatas kertas
indikator dengan skala 1-14. Perubahan
warna pada Kkertas pH tersebut
disesuaikan dengan standar warna pada
kertas indikator.

Pemeriksaan secara mikriskopis
meliputi : a) Presentase gerakan masa
spermatozoa: dikategorikan dalam 3
golongan, vyaitu pergerakan masa
spermatozoa menyerupai awan tebal
dan bergerak cepat (+++), pergerakan

masa spermatozoa awan tebal dan
bergerak agak lambat (++) dan
pergerakan masa spermatzoa

menyerupai awan tipis dan bergerak
lambat (+). b) Konsentrasi spermatozoa
: Menunjukkan jumlah sel spermatozoa
tiap satuan volume semen dengan cara
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diamati dibawah mikroskop dengan
pembesaran 40x10. Konsentrasi
spermatozoa dihitung dengan
menggunakan haemocytometer.
Perhitungan konsentrasi:

Konsentrasi spermatozoa = X X

Volume spermatozoa x 10° sperma/ml

X = Jumlah spermatozoa hasil
perhitungan. c¢) Presentase motilitas:
Spermatozoa ditentukan melalui
pengamatan spermatozoa ditentukan
melalui pengamatan spermatozoa di
bawah mikroskop cahaya dengan
pembesaran lensa objektif 40x10.
Penilaian diberikan mulai nol persen
(tidak ada spermatozoa yang bergerak
ke depan) sampai 100% (semua
spermatozoa bergerak ke depan).
d) Viabilitas: dihitung dengan melihat
jumlah spermatozoa yang hidup dan
mati  menggunakan media eosin-
negrosin. Spermatozoa hidup ditandai
dengan spermatozoa tidak menyerap
warna merah (bening atau putih),
sedangkan spermatozoa mati akan
terlihat penyerapan warna merah ungu
dari eosin-negrosin. Perhitungan nilai
viabilitas diperolen sesuai rumus:

. pe1s umlah spermatozoa hidu
Viabilitas = . 2 Px 100 %

e) Abnormalitas: dapat diketahui
dengan cara semen diwarnai dengan
melihat bentuk morfologi spermatozoa
yang tidak normal baik abnormalitas

Total spermatozoa

primer maupun sekunder.
Abnormalitas =

mlah spermatozoa abnormal
Jumlah sp 2 x 100 %.

Total spermatozoa

Variabel Penelitian

Variabel yang di ukur dalam
penelitian ~ ini  adalah;  Motilitas
spermatozoa (%) adalah persentase
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spermatozoa yang bergerak progresif
pada suatu lapang padang. Penilaiannya
yaitu dengan memberikan angka
berkisar antara 0-100% dengan skala
5%.  Viabilitas spermatozoa (%)

diketahui dengan mengamati preparat
hasil pewarnaan differensial (eosin-
negrosin) menggunakan mikroskop.
Dimana spermatozoa hidup memiliki
kepala berwarna putih sedangkan yang
mati berwarna merah. Abnormalitas
(%): perhitungan dilakukan dengan cara
menempatkan preparat hasil pewarnaan
differensial di bawah mikroskop dan
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amati menggunakan pembesaran lensa
10 x 40, sebanyak kurang lebih 200 sel
sperma. Abnormalitas dapat terjadi pada
bagian kepala ataupun ekor
spermatozoa.

Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis
dengan  Analysis  of  Variance
(ANOVA), dan dilanjutkan dengan uji
lanjut Duncan. Seluruh data dianalisis
menggunakan software SPSS 22.0 for
windows.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Semen Segar Sapi Bali

Tabel 1. Karakteristik semen segar sapi bali

Karakteristik semen

Rerata + standar deviasi

Makroskopis
Volume (mL)
Warna
Konsistensi

pH

Mikroskopis
Gerakan Massa
Konsentrasi ( x 10° sel/mL)
Motilitas (%)
Viabilitas (%)
Abnormalitas (%)

514 +£1,12
Krem
Sedang
6,52 +0,16

++ [+++
1540,00 + 115,32
78,00 £ 2,73
84,96 = 3,13
2,68 + 0,63

Volume semen segar yang
ditampung dari pejantan sapi bali dalam
penelitian adalah dengan kisaran 4 - 6
ml dan rerata volume semen segar yaitu
5,14 ml. Hasil tersebut Sesuai dengan
pendapat Garner dan Hafez (2000) yaitu
volume semen sapi bervariasi setiap
penampungan berkisar antara 5 - 8 ml
per ejakulasi.

Warna semen  menentukan
kualitas  fisik dari semen yang
ditampung. Pada Tabel 1 menunjukan
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bahwa warna semen segar sapi bali
adalah krem, hal tersebut sesuai dengan
pendapat  Feradis  (2010) vyang
menyatakan bahwa semen sapi normal
berwarna seperti putih susu atau krem,
keputih-putihan dan keruh.

Konsistensi semen segar yang
diperoleh termasuk dalam Kkategori
sedang. Aerens dkk. (2012) menyatakan
bahwa hasil pemeriksaan konsistensi
semen segar yang dilakukannya
mempunyai persentase yang bervariasi
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antar bangsa.

Konsentrasi  sperma  dalam
penelitian ini sebanyak 1540,00 =+
115,32 juta/ml. Hasil sesuai dengan
hasil penelitian Ismaya (2014) yang
menjelaskan bahwa ketika
konsistensinya sedang hingga kental
atau warna krem maka konsentrasi
spermatozoa berkisar 1.000-2.000 juta
spermatozoa/ml.

Derajat keasaman (pH) semen
sapi bali hasil penelitian yaitu 6,52 *
0,16, hasil ini sesuai dengan laporan
Butar (2009) bahwa pH semen segar
adalah 6,4-7,8. Namun pH semen segar
dapat berbeda — beda di setiap bangsa
sapi, Feradis (2010).

Gerakan massa sperma sapi bali
yang diperoleh memiliki nilai ++/+++.
Hasil ini sesuai dengan hasil penelitian
Arifiantini et al. (2006) vyang
menyatakan bahwa gerakan massa pada
sapi lokal lainnya seperti sapi bali

diperoleh rataan sebesar 2,7 setara
dengan (++/+++) vyang disebabkan
karena  kondisi  ternak  maupun
lingkungan.

Motilitas adalah daya gerak
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spermatozoa Yyang dapat dijadikan
sebagai acuan dalam penilaian kualitas
spermatozoa untuk inseminasi buatan
(Bintara, 2011). Motilitas spermatozoa
sapi bali adalah 78,00 = 2,73 %. Garner
and Hafez (2000) menyatakan bahwa
motilitas spermatozoa sapi berkisar
antara 40-75%, syarat semen yang
diencerkan atau semen beku harus

memiliki motilitas spermatozoa
minimal 70%.

Viabilitas spermatozoa semen
segar sapi Yyang diperoleh dalam

penelitian adalah 84,96 + 3,13 %, hasil
ini tidak berbeda jauh dengan hasil
penelitian Rizal (2009), yang
melaporkan bahwa viabilitas
spermatozoa sapi bali sebesar 86,75%,
(Labetubun, dkk., 2011) 86,75% dan
(Siahaan, dkk., 2012 ) 85%.
Abnormalitas spermatozoa yang
diperoleh dalam penelitian ini rata-rata
2,68 + 0,63%. Menurut Campbell dkk.
(2003), Semen yang berkualitas baik
memiliki maximal 15% spermatozoa
abnormal. Pendapat ini deperkuat
dengan Semen pernyataan Garner dan
Hafez (2000) dimana abnormalitas
spermatozoa tidak boleh melebihi 20%

Pengaruh Perlakuan terhadap Motilitas Spermatozoa
Tabel 2. Pengaruh Perlakuan Terhadap Motilitas Spermatozoa

Hari ke-
Perlakuan HO H1 H2 H3 H4
PO 7824+253% 68394252 5848+1.76° 47.3242.420  37.11+1.46°
P1 7835+2.44% 704543570 59.15+1.57°  48+210b  39.38+0.72"
P2 783942.63°  69.6242.85% 59.93+1.74" 49.76+2.29b  40. 24415
P3 78.69+2.50° 732042427 6574+121° 56.16£2.57%  48.05+1.54°
P4 7858+2.70°  67.53+2.39" 57.09+1.50° 48.7845.98°  39.04+3.81°
P5 78.64+2.64°  64.3242.38°¢ 5228+3.86° 40.756.78°  31.79+2.97°
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a,b,c,d

(P<0,05)

Dari Tabel diatas dapat terlihat
bahwa terjadi penurunan nilai motilitas
spermatozoa secara bertahap di setiap
pengujian dengan nilai yang berbeda di
tiap perlakuan. Rataan penurunan
motilitas yaitu : PO: 10,28%, P1: 9,74%,
P2: 9,53%, P3: 7,67%, P4: 9,88% dan
P5:11,71%, dengan penurunan motilitas
terendah terdapat pada P3: 7,67% dan
tertinggi terdapat pada perlakuan P5:
11,71%. Pada perlakuan kontrol (P0),
P1, P4, dan P5 mampu
mempertahankan persentase
spermatozoa hidup >40% hingga 3 hari

penyimpanan, sedangkan pada
perlakuan P2 dan P3 mampu
mempertahankan persentase

spermatozoa hidup >40% selama 4 hari
penyimpanan.

Hasil terbaik dalam penelitian ini
didapatkan pada perlakuan P3 dengan
motilitas 48.05+1.54% selama 4 hari

penyimpanan dibandingkan dengan
kontrol TKT dengan  motilitas
37.11+£1.46% selama 4 hari

penyimpanan, hal ini dapat terjadi
karena TR memiliki sifat antioksidan
yang dapat memberikan elektronnya
kepada senyawa radikal bebas sehingga
memperbaiki kerusakan oksidatif dari
radikal bebas dan memperlambat reaksi
oksidasi (Winarsi 2007). Hal ini tidak
berbeda jauh dengan hasil penelitian
yang dilakukan oleh Sabile dkk., (2016)
yang melaporkan presentase motilitas
spermatozoa pada sapi bali yang
diberikan ekstrak buah mengkudu yang
mampu  mempertahankan  motilitas
spermatozoa sebesar 45,12 % dalam
penyimpanan hari ke-4.
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superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukan perbedaan yang nyata

Penambahan FR di dalam
pengencer T - KT mampu
mempertahankam spermatozoa selama
empat hari penyimpanan lebih lama
dibandingkan dengan pengencer
kontorol. Pada perlakuan P3 memiliki
persentase  motilitas  spermatozoa
48.05% pada hari ke-4 lebih tinggi

dibandingkan dengan kontrol 37.11%
hari ke-4.

Hasil analisis statistik terhadap
motilitas pasca pengenceran

menunjukkan perbedaan yang nyata
antara perlakuan (P<0,05). Hasil ini
menunjukan bahwa penambahan FR
memberikan respon yang baik terhadap
spermatozoa, hal tersebut dikarenakan
FR mengandung senyawa yang bersifat
sebagai antioksidan sehingga
mengurangi  kerusakan spermatozoa
akibat radikal bebas, senyawa tersebut
adalah polifenol. Senyawa polifenol
dikelompokkan berdasarkan  jumlah
cincin fenol dan gugus senyawa yang
terikat pada cincin fenol tersebut
(Manach dkk., 2004), salah satu
senyawa Yyang tergolong polifenol
adalah flavonoid. Senyawa flavonoid
merupakan senyawa Yyang banyak
terdapat dalam berbagai buah dan
sayuran (Nijveldt 2001). Flavonoid
mampu  menangkap  (scavenging)
radikal bebas karena memiliki gugus
hidroksil pada cincin B (Heim dkk.,
2002), sehingga flavonoid  dapat
berikatan hydrogen (bersifat polar)
dengan kepala lipid pada membran sel.
Kemampuan tersebut membut flavonoid
dapat Dberikatan dengan komponen
utama membran sel sehingga dapat
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melindungi sel dari serangan radikal
mengakibatkan

bebas

yang dapat

kerusakan sel

Pengaruh Perlakuan terhadap Viabilitas Spermatozoa
Tabel 3. Pengaruh Perlakuan Terhadap Viabilitas Spermatozoa
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(Oteiza dkk., 2005).

Hari ke-
Perlakuan 0 1 2 3 a
PO 84.25+3.1* 71.79+2.37° 61.89+1.85°° 50.83+2.57°° 41.96+2.31°
P1 84.27+2.9° 74.00+2.43" 63.38+1.58° 52.63+1.98" 44.36+1.13°
P2 84.24+3.1* 74.66+2.70° 64.91+1.91° 55.10+2.51° 45.32+1.85°
P3 84.34+3.1*  79.69+1.62% 72.70+1.90*  63.06+2.51* 56.21+0.93?
P4 83.89+3.507 71.19+2.58° 61.72+4.62°° 53.14+5.66° 44.26+4.18"
P5 84.29+3.31* 70.53+5.61° 58.25+4.04°  47.86+6.27° 37.86 +4.8°
a,b,cd

superskrip dengan
perbedaan yang nyata (P<0,05)

Viabilitas adalah daya hidup
spermatozoa sebagai indikator kualitas
spermatozoa (Sukmawati dkk., 2014).
Semakin tinggi persentase viabilitas
semen maka semakin baik kualitas
semen tersebut (Rizal dan Herdis,
2006). Spermatozoa yang hidup
memiliki kepala berwarna transparan,
hal ini disebabkan karena membran
plasma masih utuh dan tidak
menyerapwarna eosin, sebaliknya pada
spermatozoa yang mati menunjukkan
kepala berwarna karena menyerap
warna eosin. Menurut  Susilawati,
(2010) persentase viabilitas
spermatozoa biasanya lebih tinggi dari
persentase motilitas spermatozoa, hal
ini dikarenakan terdapat spermatozoa
yang motil non-progresif namun
spermatozoa tersebut masih hidup
sehingga tidak menyerap warna dari
larutan eosin

Berdasarkan Tabel 3, rataan
persentase viabilitas spermatozoa secara
bertahap mengalami penurunan yang
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huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukan

berbeda di tiap perlakuan. Rataan
penurunan viabilitas yaitu: PO: 10,57%,
P1: 9,97%, P2: 9,73%, P3: 7,03%, P4:
9,91% dan P5:11,61%, penurunan
motilitas terendah terdapat pada P3:
7,03% dan tertinggi terdapat pada
perlakuan P5: 11,61%. Pada perlakuan
kontrol (P0), P1, P2 dan P4 mampu
mempertahankan persentase
spermatozoa hidup >50% selama 3 hari
penyimpanan, sedangkan pada
perlakuan P5 hanya selama 2  hari
penyimpanan dan pada perlakuan P3
hingga 4 hari penyimpanan.

Hasil analisis statistik terhadap
viabilitas  spermatozoa pasca
pengenceran menunjukkan perbedaan
yang nyata antara perlakuan (P<0,05),
yaitu dengan rerata 56.21+0.93% pada
hari  ke-4 lebih tinggi dibandig
perlakuan lainnya . Hal dapat terjadi
karena tersedianya antioksidan yang
cukup dalam pengencer, sehingga dapat
mempertahankan viabilitas
spermatozoa.
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Senyawa antioksidan yang diduga
berperan  dalam  mempertahankan
kualitas spermatozoa adalah asam
askorbat. Asam askorbat (vitamin C)
merupakan antioksidan larut dalam air
yang mampu mereduksi radikal bebas
dalam membran  sel sehingga
meminimalisasi kerusakan sel yang
terjadi dalam kondisi stres oksidatif atau
oxidative stress (OS) (Winarsi 2007).
Hal tersebut didukung dengan adanya
vitamin C yang dapat bersifat sebagai
donor atom hidrogen dan bekerja secara
sinergis dengan vitamin E dalam
memperbaiki kerusakan membran sel
(Buettner 1993). Vitamin C dan vitamin
E juga berperan dalam meningkatkan
laju fruktolisis dalam  memenuhi
kebutuhan energi spermatozoa. Vitamin
C merupakan salah satu antioksidan
yang dapat menagkal senyawa radikal
bebas dan mengatasi terbentuknya
degradasi oksidatif lipid sehingga tidak
menganggu Vviabilitas dan terjadinya
glikolisis.

Senyawa lain dalam FR yang
bersifat antioksidan dan turut membantu
dalam perbaikan kualitas spermatozoa
adalah p—karoten. Senyawa (—karoten
mampu meredam (quenching) ROS dan
mengurangi  peroksidasi lipid pada
spermatozoa (Sikka dkk., 1996). Hal
tersebut dikarenakan B—karoten adalah
senyawa antioksidan yang larut dalam
lemak dan mampu memotong reaksi
berantai yang terjadi pada peroksidasi
lipid pada membran plasma sel yang
berasal dari radikal bebas Suryohudoyo
(2000) dan Siahaan dkk., (2012).

Viabilitas spermatozoa
dipengaruhi  oleh  kebutuhan akan
nutrisi, nutrisi akan digunakan oleh
spermatozoa untuk dijadikan energi
sehingga apabila kebutuhan nutrisi
spermatozoa berkurang maka akan
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mengakibatkan viabilitas spermatozoa
menurun  (Hidayahturrahmah  2007).
Kematian sel spermatozoa (apoptosis )
dapat terjadi apabila tidak ada
perlindungan antioksidan (Mittal et al.,
2010). Spermatozoa yang mati,
permeabilitas membran selnya
meningkat. Terutama pada daerah post
nuclear caps sehingga sel spermatozoa
yang mati akan menyerap warna eosin-
negrosin, sel spermatozoa yang hidup
mempunyai kondisi membran yang baik
sehingga zat warna  kesulitan
menembus membran, akibatnya sel
spermatozoa tetap berwarna jernih
(Hardijanto dkk., 2010).

Selama pengamatan terjadi
penurunan viabilitas di setiap perlakuan,
kecepatan penurunan viabilitas dari
tiap-tiap perlakuan berbeda. Hal ini
dapat terjadi karena berbagai faktor

misalanya secara almiah sel akan
mengalami kematian, sperma
mengalami stres pada  waktu
pengenceran  dan  sperma  segar
mengalami  penurunan kualitas dan
jumlah sperma mati lebih banyak
setelah penyimpanan selama

penyimpanan terjadi ( Yani et al.,2001).

Pada parameter viabilitas
spermatozoa, hasil penelitian
menunjukkan terjadi penurunan
viabilitas yang signifikan  pada
perlakuan P5%. Hal tersebut

menunjukkan penambahan FR sebesar 5
% merupakan dosis yang sudah dapat
menyebabkan toksik, hal ini di dukung
oleh pendapat Savitri et al. (2014) yang
mengatakan bahwa pemberian
antioksidan dalam jumlah banyak dapat
memengaruhi  laju  oksidasi  yang
mengakibatkan  hilangnya  aktivitas
antioksidan serta antioksidan tersebut
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bisa menjadi prooksidan yang dapat menyebabkan overdosis.

Pengaruh Perlakuan terhadap Abnormalitas Spermatozoa

Tabel 4. Pengaruh Perlakuan Terhadap Abnormalitas Spermatozoa

Hari ke-
Perlakuan
. 0 1 2 3 4

PO 2.89+0.64 3.06+0.63%  3.89+0.58%¢  4.24+0.33  4.56+0.33"
P1 2.81+0.56% 2.97+0.56°  3.39+0.43°  3.99+0.52°¢  4.25+0,49°
P2 2.78+0.44%  3.02+0.542 3. 47+0.32b¢ 3.82+0.45°  4.16+0.36°
P3 2.69+50? 2.91+0.418 3.39+0.27¢ 3.84+0.50°  4.13+0.45°
P4 2.78+46%  3.02+0.43*  3.94+0.29%®  4.68+0.65°  5.24+0.442
P5 2.92+0.50* 3.20+0.63% 4.24+0.28? 5.02+0.532  5.50+0.38%2

abcd syperskrip dengan huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukan

perbedaan yang nyata (P<0,05)

Hasil analisis statistik terhadap
abnormalitas pada setiap perlakuan
menunjukkan perbedaan yang nyata

(P<0,05). Kondisi ini menunjukkan
bahwa penambahan FR  dalam
pengencer Tris kuning telur

memberikan pengaruh yang cukup baik
terhadap abnormalitas spermatozoa.
Pada penelitian ini setiap perlakuan
masih menghasilkan persentase
abnormalitas ~ spermatozoa  dalam
kisaran normal yaitu kurang dari 20%.
Menurut BSN (2017), abnormalitas
kurang dari 20% masih dapat dipakai
untuk inseminasi. Persentase
abnormalitas ini sedikit berbeda dengan
Parera et al. (2009) dengan hasil yaitu
9,83%. Perbedaan tersebut dapat
disebabkan oleh umur dan faktor
kesuburan pejantan (Garner & Hafez,
2000).

Nilai abnormalitas semen segar
sapi bali yaitu 2,68 + 0,63 % dan setelah
pengenceran  4.13+0.45%, hal ini
disebabkan adanya proses pengenceran
dan disimpan pada suhu 5°C diduga
meningkat persentase abnormalitasnya
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dipengaruhi  oleh lipoprotein
terdapat dalam kuning telur
semakin lama mediapun semakin
menurun fungsi perlindunganya
terhadap spermatozoa melawan dingin.
Hal ini sesuai dengan pendapat Kamal
et al. (2005) dan Arifiantini et al.
(2006) terjadinya peningkatan
abnormalitas spermatozoa disebabkan
oleh efek cekaman dingin (cold shock)
dan ketidakseimbangan nutrisi.
Abnormalitas  spermatozoa  dapat
disebabkan oleh pengaruh penurunan
pH semen, tekanan osmotik dan stres
dingin yang terjadi selama
penyimpanan. Sesuai dengan pendapat
Solihati dkk., (2008) yang menyatakan
bahwa abnormalitas disebabkan karena

yang
yang

kejutan suhu dingin dan ketidak
seimbangan tekanan osmotik akibat dari
proses metabolik yang terus

berlangsung selama penyimpanan pada
suhu 5°C.

Jenis abnormalitas yang di dapat
selama penilitian adalah abnormalitas
sekunder, berupa ekor dan kepala
terpisah. Ihsan (2011), menyatakan
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bahwa pencampuran dengan pengencer
dan pembuatan preparat ulas yang kasar
dapat menyebabkan kerusakan pada
kepala spermatozoa. Susilawati dkk.,
(2016), menambahkan abnormalitas
sekunder terjadi pada saat proses
pendinginan atau proses pembekuan
dan pada saat preparasi membuat
preparat.

Kesimpulan dan Saran

Kesimpulan
Hasil penelitian ini
menunjukkan  bahwa  suplementasi

ISSN :2714-7878

filtrat rosella 3% dalam pengencer Tris-
kuning telur memberikan pengaruh
yang cukup baik dalam
mempertahankan kualitas spermatozoa
sapi bali.

Saran
Saran untuk penelitian perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut untuk

menguji keberhasilan dalam
pelaksanaan inseminasi buatan
mengggunakan pengencer Tris -

kuning telur yang ditambahkan filtrat
kelopak bunga rosella 3%.
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