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ABSTRAK

Air tebu mengandung sukrosa yang berfungsi sebagai sumber energi
untuk meningkatkan ATP dan motilitas spermatozoa. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh air tebu sebagai
kandidat pengganti fruktosa dalam pengencer Cauda Epididymal
Plasma (CEP) terhadap kualitas spermatozoa sapi Fresian Holstein
(FH) pada penyimpanan beku. Jenis penelitian yang digunakan
merupakan penelitian ekperimental dengan desain Rancangan Acak
Lengkap (RAL) 5 perlakuan, yaitu A (CEP+0% air tebu); B (CEP
tanpa fruktosa + 15% air tebu); C (CEP tanpa fruktosa + 20% air
tebu); D (CEP tanpa fruktosa + 25% air tebu); E (CEP tanpa fruktosa
+ 30% air tebu) dengan masing-masing 4 pengulangan. Parameter
yang digunakan adalah motilitas, viabilitas, dan integritas membran
spermatozoa sapi FH. Motilitas spermatozoa diamati di bawah
mikroskop dengan perbesaran 400x. Uji viabilitas spermatozoa
dilakukan dengan menambahkan pewarna eosin-negrosin pada
semen dan diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 400x. Uji
integritas membran spermatozoa dilakukan dengan metode HOST
lalu diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 400x. Analisis
data menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov, lalu uji ANOVA satu
arah dan uji Duncan. Hasil penelitian menunjukkan perlakuan D
(CEP tanpa fruktosa+25% air tebu) dapat mempertahankan motilitas
spermatozoa sebesar 36,49+0,28%; viabilitas sebesar 45,39+0,33%
dan integritas membran sebesar 43,91+0,21% pasca thawing.
Simpulan dari penelitian ini adalah air tebu memiliki pengaruh untuk
mempertahankan kualitas spermatozoa sapi FH pada penyimpanan
beku dengan konsentrasi terbaik sebesar 25%.

ABSTRACT

Sugarcane water contains sucrose which function as an energy
source to increase ATP and motility of spermatozoa. The purpose of
this study was to determine the effect of sugarcane water as a
candidate for fructose substitute in Cauda Epididymal Plasma
(CEP) diluent on the sperm quality of Friesian Holstein (FH) bull in
frozen storage. This type of research was experimental research with
Completely Randomized Design (CRD) with 5 treatments, namely A
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(CEP+0% sugarcane water); B (CEP without fructose + 15%
sugarcane water); C (CEP without fructose + 20% sugarcane
water); D (CEP without fructose + 25% sugarcane water); E (CEP
without fructose + 30% sugarcane water) with 4 repetitions each.
Parameters used were motility, viability, and membrane integrity of
FH bull spermatozoa. Spermatozoa motility was observed under a
microscope with a magnification of 400x. Spermatozoa viability was
carried out by adding eosin-negrosin dye to semen and observed
under a microscope with a 400x magnification. Spermatozoa
membrane integrity was carried out using HOST method and then
observed under a microscope with a magnification of 400x. Data
analysis used the Kolmogorov-Smirnov, then the One-Way ANOVA
and Duncan tests. The results showed that treatment D(CEP without
SGZZiZmTezi oAfu/m;g Sﬂstl)ljggd bl);acult fructose + 25% sugarcane water) was able to maintain the motility
of Agriculture, University of Lampungin’ O SPermatozoa by 36,49+0,28%; the viability was 45,39+0,33%;
collaboration with Indonesian Society of and membrane integrity was 43,91+0,21% after thawing. The
Anmal Science (1SAS). conclusion of this research was sugarcane water had an effect on
pen access article under the CC . .. . .
BY 4.0 license: maintaining the quality of the spermatozoa of FH bull in frozen
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ storage with the best concentration of 25%.

1. Pendahuluan

Konsumsi susu nasional diperkirakan akan terus meningkat secara positif seiring
dengan pertambahan jumlah penduduk dengan asumsi laju pertumbuhan penduduk
sebesar 1,15% per tahun (Nugroho et al., 2019). Menurut data Badan Pusat Statistika
Nasional (2019), jumlah susu yang dikonsumsi masyarakat di Indonesia pada tahun 2019
masih sekitar 16,23 kg/orang/tahun. Jika kebutuhan susu nasional sebesar 4,3 juta ton,
maka produksi susu segar di Indonesia hanya dapat memenuhi sekitar 22% dari
kebutuhan nasional. Peningkatan produksi susu nasional tidak hanya berdampak pada
perbaikan gizi masyarakat, tetapi juga berdampak terhadap peningkatan kesejahteraan
peternak. Oleh karena itu, peluang peningkatan produksi susu tetap terbuka bagi peternak
sapi perah.

Salah satu sapi perah yang banyak dikembangbiakkan di Indonesia adalah sapi
Fresian Holstein (FH). Dibandingkan dengan sapi perah lainnya, sapi ini merupakan sapi
penghasil susu tertinggi yang memiliki kandungan lemak relatif rendah (Riski et al.,
2016). Menurut Makin (2012), salah satu faktor yang terkait dalam peningkatan produksi
susu sapi adalah perbaikan mutu genetik ternak. Holden dan Butler (2018) menambahkan
bahwa peningkatan populasi dan mutu genetik ternak dapat dilakukan dengan cara
melakukan seleksi terhadap indukan jantan dan betina yang unggul dan sehat. Dengan
menerapkan teknologi Inseminasi Buatan (IB) peternak dapat memperbaiki mutu genetik

serta meningkatkan kualitas dan kuantitas ternak (Zuidema et al., 2021). Menurut Noakes
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et al. (2018) IB merupakan salah satu cara untuk mengatasi keterbatasan jumlah pejantan
unggul agar kapasitas reproduksinya dapat digunakan secara maksimal. Mulu dkk,
(2018), menambahkan bahwa teknologi 1B dapat meningkatkan kapasitas pemuliaan
pejantan dengan mengurangi adanya resiko penularan penyakit dari kelamin pada hewan
ternak.

Faktor keberhasilan dari teknologi IB sangat dipengaruhi oleh tingkat fertilitas
spermatozoa yang disimpan (Mohan et al., 2018). Menurut Fitriyah et al. (2019) metode
penyimpanan semen dapat mempertahankan fertilitas spermatozoa serta menghambat
metabolisme secara fisik maupun kimiawi. Menurut Ducha (2016), teknik penyimpanan
spermatozoa dibagi menjadi dua yakni penyimpanan cair dan beku. Penyimpanan semen
yang dilakukan pada suhu rendah yaitu 4°C sampai 5°C disebut sebagai penyimpanan
cair, sedangkan penyimpanan dalam nitrogen cair dengan suhu -196°C disebut
penyimpanan beku. Menurut Raspa et al. (2018), penyimpanan beku mampu
mempertahankan kualitas spermatozoa hingga bertahun tahun, karena pada prinsipnya
metabolisme spermatozoa akan dihentikan dengan cara dibekukan.

Menurut Bustani dan Baiee (2021), pada proses penyimpanan suhu rendah
spermatozoa akan rentan terhadap kerusakan baik secara struktural maupun fungsional.
Ducha et al. (2013) menyatakan, bahwa kerusakan dapat terjadi akibat adanya cold shock
yang menyebabkan susunan lipid membran mengalami perubahan. Ribeiro et al. (2022)
menambahkan, bahwa proses pembekuan dapat merusak spermatozoa karena
terbentuknya kristal es dalam sel akibat proses pengeluaran air secara intraseluler yang
dapat menyebabkan kerusakan pada spermatozoa. Oleh sebab itu, untuk memperkecil
kemungkinan kerusakan struktur sel spermatozoa saat penyimpanan, maka perlu
ditambahkan suatu media yang disebut pengencer. Menurut Ducha (2012), bahan
pengencer yang telah dikembangkan untuk menyimpan spermatozoa pada suhu rendah
bertujuan untuk menjaga kualitas spermatozoa serta meningkatkan volume semen.
Yohana et al. (2014) menambahkan bahwa ada berbagai jenis pengencer, yaitu pengencer
organik, sintetis dan gabungan. Pengencer organik seperti air susu, santan dan air kelapa
sedangkan pengencer sintetis terdiri dari bahan kimia seperti natrium sitrat, tris
aminomethan, NaCl, dan lain lain. Salah satu pengencer yang dapat digunakan untuk
menyimpan semen sapi adalah Cauda Epididymal Plasma (CEP).
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Pengencer CEP merupakan salah satu jenis pengencer yang dikembangkan
berdasarkan kondisi fisik dan kimia epididimis sapi, yang diharapkan mampu
memberikan kondisi lingkungan yang cocok untuk spermatozoa selama proses
penyimpanan suhu rendah (Nugroho et al., 2014). Pengencer ini awalnya dikembangkan
oleh Verberckmoes et al., (2004) dan dimodifikasi lebih lanjut oleh Ducha (2012) dengan
metode pembuatan, jenis antibiotik dan konsentrasi kuning telur (Ducha et al., 2018).
Pengencer CEP terbuat dari larutan aliqguot NaCl, KCI, CaClz(H20)2, MgCl.(H20)6,
NaHCO3, NaH2PO4, KH2POj4, Fruktosa, Sorbitol, Tris, Penisilin, Streptomisin, Asam
sitrat dan BSA yang selanjutnya disuplementasi dengan kuning telur sebanyak 20%
(Ducha., 2018). Tujuan ditambahkannya kuning telur dalam pengencer ini adalah untuk
melindungi membran spermatozoa dari cold shock (Ducha et al., 2013).

Menurut Kameni et al. (2021) untuk menjaga kualitas spermatozoa, pengencer
harus memiliki kandungan sumber energi dan nutrisi yang cukup, memiliki penyangga
untuk menyetabilkan pH, bahan krioprotektan untuk mencegah kerusakan membran
spermatozoa, zat anti mikrobia, bersifat antioksidan, tidak toksik, dan isotonis. Inonie et
al. (2016) menambahkan syarat penting pengencer yang baik yaitu murah, sederhana,
praktis, memiliki daya preservasi yang tinggi dan mengandung unsur sifat fisik maupun
kimia yang sama dengan semen. Jika semen diencerkan, perlu ditambahkan bahan berupa
glukosa dan fruktosa dalam pengencer yang bertujuan sebagai sumber energi bagi
spermatozoa. Glukosa dan fruktosa merupakan salah satu bahan sintetis yang harganya
relatif mahal. Untuk itu diperlukan bahan alternatif yang lebih murah, mudah didapat,
memenuhi syarat sebagai pengencer dan tidak mengandung zat toksik bagi spermatozoa
(Duma et al, 2021). Salah satu bahan organik alternatif yang mudah didapat serta
terjangkau adalah air tebu.

Air tebu mengandung pati yang tersusun atas sukrosa yang terdiri dari glukosa dan
fruktosa (Ninchan dan Noidee, 2021). Erwinda et al. (2014) menyebutkan ekstrak air tebu
murni mengandung 18,08% sukrosa dan 0,54% gula invert, dimana kandungan
komponen tersebut lebih tinggi daripada komponen lainnya didalam air tebu. Menurut
Amaral et al. (2013), sukrosa dapat berfungsi sebagai substrat sumber energi yang sangat
penting untuk meningkatkan konsentrasi ATP dan motilitas spermatozoa. Berdasarkan
Riyadhi (2020), pengencer air tebu yang dikombinasikan dengan kuning telur dapat

mempertahankan motilitas spermatozoa hingga dua hari. Anwar et al. (2014)
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menambahkan bahwa ekstrak air tebu yang ditambahkan ke dalam kuning telur dapat
digunakan sebagai pengencer pada semen sapi dan mampu mempertahankan kualitas
spermatozoa hingga hari ke-6 dengan motilitas di atas 40%. Pada penelitian Arsyad et al.
(2021), penambahan 20% air tebu pada pengencer ringer laktat kuning telur dapat
mempertahankan motilitas progresif sebesar 77,67% spermatozoa ayam hutan merah
selama penyimpanan 24 jam. Namun demikian, sejauh ini belum ada studi mengenai
pengaruh penambahan air tebu dalam pengencer CEP pada penyimpanan beku. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan air tebu dalam pengencer CEP
sebagai kandidat pengganti fruktosa dalam upaya mempertahankan kualitas spermatozoa
sapi FH pada penyimpanan beku.

2. Materi dan Metode

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan menggunakan desain
Rangkaian Acak Lengkap. Terdapat 5 perlakuan dengan 4 pengulangan, yaitu A
(CEP+0% air tebu); B (CEP tanpa fruktosa + 15% air tebu); C (CEP tanpa fruktosa +
20% air tebu); D (CEP tanpa fruktosa + 25% air tebu); E (CEP tanpa fruktosa + 30% air
tebu).
2.1. Materi

Alat penelitian yaitu sendok bahan kimia, timbangan digital, aluminium foil, kertas
saring, kertas label, tisu, erlenmeyer merk Pirex dan Ilwaki 100 mL, spuit merk One med
ukuran 1 mL, 5 mL dan 10 mL, gelas beaker merk Iwaki ukuran 1000 mL, magnetic
stirrer, tabung reaksi, rak tabung reaksi dan membrane miliphore merk Sartorius ukuran
0,22 um, Artificial Vagina (AV). Bahan penelitian yaitu NaCl, KCI Sigma, CaCl,(H20)>
Sigma, MgCl2(H20)s Bio Basic Canada, NaHCO3z Sigma, NaH2PO4 Sigma, KH2PO4
Sigma, Fruktosa Bio World, Sorbitol Sigma, Tris-base Bio World, Citric acid Sigma,
Streptomicin Meiji, Penicilin Meiji, BSA, Steril deonized water Otsuka, gliserol 10% dan
kuning telur ayam strain hisex brown, semen segar dikoleksi dari 4 ekor pejantan sapi
Fresian Holstein (FH).

2.2. Metode
2.2.1. Pembuatan Pengencer CEP
Alat yang digunakan dalam pembuatan pengencer CEP adalah sendok bahan kimia,

timbangan digital, aluminium foil, kertas saring, kertas label, tisu, erlenmeyer merk Pirex
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dan Iwaki 100 mL, spuit merk One med ukuran 1 mL, 5 mL dan 10 mL, gelas beaker
merk Iwaki ukuran 1000 mL, magnetic stirrer, tabung reaksi, rak tabung reaksi dan
membrane miliphore merk Sartorius ukuran 0,22 pm.

Bahan pengencer CEP berdasarkan Ducha (2018) yaitu NaCl, KCI Sigma,
CaCl>(H20)2 Sigma, MgCl2(H20)s Bio Basic Canada, NaHCO3 Sigma, NaH2PO4 Sigma,
KH2PO4 Sigma, Fruktosa Bio World, Sorbitol Sigma, Tris-base Bio World, Citric acid
Sigma, Streptomicin Meiji, Penicilin Meiji, BSA, Steril deonized water Otsuka, gliserol
10% dan kuning telur ayam strain hisex brown. Semua bahan dihomogenkan secara
aliquot dengan steril water dan disterilisasi dengan membran miliphore berukuran 0,22
pum. Larutan CEP yang telah steril disuplementasi dengan kuning telur sebanyak 20% lalu
didiamkan 3 hari dalam refrigerator sampai terbentuk dua lapisan yaitu supernatan dan
endapan. Lapisan supernatan tersebut diambil menggunakan spuit dan digunakan sebagai
pengencer CEP. Penambahan air tebu menggunakan tebu segar yang berumur +11 bulan
dan digiling untuk mendapatkan air tebu. Air tebu disaring dengan kertas saring lalu

disterilisasi dengan membran miliphore saat pengencer akan digunakan.

2.3.Koleksi Semen segar

Semen segar dikoleksi dari 4 ekor pejantan sapi Fresian Holstein (FH) yang
ditampung dengan metode Artificial Vagina (AV). Semen segar diperiksa secara
makroskopis meliputi volume, warna, pH, bau, konsistensi dan konsentrasi. Evaluasi
mikroskopis yaitu motilitas massa dan motilitas individu. Evaluasi makroskopis
dilakukan dengan pengamatan secara langsung pada semen segar, sedangkan evaluasi
mikroskopis dilakukan dengan melakukan pengamatan di bawah mikroskop dengan

perbesaran 400X.

2.4.Proses Pengenceran dan Pembekuan

Berdasarkan Kalsum (2021) proses pengenceran dilakukan dalam 3 tahap yaitu
pengenceran Al, A2, dan B. Pengencer Al dan A2 dilakukan pada suhu 37°C dan
pengencer B dilakukan dalam cool tube dengan suhu 5°C. Pengenceran Al yaitu volume
total semen yang didapat ditambahkan dengan larutan pengencer sesuai perlakuan dengan
volume perbandingan 1:1. Selanjutnya dilakukan pengenceran A2 pada suhu 37°C

dengan rumus sebagai berikut:
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Vol.A2= Vt%ml - > Vol.sement+Vol. Al

Keterangan :

Vol. Al = volume pengenceran Al (mL)
Vol. A2 = volume pengenceran A2 (mL)
V total = volume total pengenceran (mL)
Vol. Semen = volume semen segar (mL)

Sebelum menghitung nilai volume pengenceran A2, terlebih dahulu dihitung nilai

volume total pengencer, dengan rumus volume total sebagai berikut :

Vol.Semen x Konsentrasi spermatozoa x 0,25

V.Total = 5 2 106
Keterangan :
Vol. B = volume pengenceran B (mL)
V total = volume total pengenceran (mL)
Vol. Semen = volume semen segar (mL)

Setelah tahap A2, semen yang telah diencerkan kemudian disimpan kedalam cool
tube hingga suhu turun menjadi 5°C. Selanjutnya dilakukan pengenceran B yaitu
pengencer CEP yang telah disuplementasi kuning telur 20% dan gliserol 10%.

Perhitungan pengencer B dilakukan menggunakan rumus sebagai berikut :

V Total
2

Vol. B =

Setelah pengenceran, selanjutnya proses pembekuan semen dimulai dengan
menurunkan suhu 3-5°C didalam cool tube dan setelahnya dilakukan proses Filling-
sealing. Tahap selanjutnya merupakan tahap pre-freezing yaitu straw diletakkan diatas
uap N2 cair dalam goblet dengan jarak = 2cm selama 12 menit dengan suhu -140°C.
Selanjutnya dilakukan proses freezing yaitu pembekuan dengan suhu -196°C selama 24
jam. Setelah itu, dilakukan proses pengamatan kualitas semen after freezing.

Proses pengamatan dilakukan secara 2 tahap yaitu pengamatan kualitas semen
before freezing setelah dilakukan pengenceran B yang merupakan syarat semen tersebut

layak untuk dilanjutkan ke proses pembekuan dan pengamatan after freezing yaitu semen
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yang telah dibekukan selama 24 jam lalu di thawing dalam air hangat dengan suhu 37°C
selama 5-10 detik.

2.5.Pengamatan Motilitas

Uji motilitas spermatozoa berdasarkan metode Garner dan Hafez (2008) dengan
menghitung persentase motilitas spermatozoa yang bergerak maju dan progresif yang
dinilai oleh 2 individu kemudian diambil rata-ratanya. Menurut Engidawork, (2018),
pengamatan motilitas dilakukan dengan meneteskan semen ke kaca objek dan
menutupnya dengan kaca penutup lalu diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran
400x.

2.6.Pengamatan Viabilitas

Berdasarkan Mahiddine et al. (2020) uji viabilitas spermatozoa dilakukan dengan
cara semen diteteskan pada ujung kaca objek dan menambahkan pewarna eosin negrosin
lalu dicampur hingga rata. Setelah tercampur, kaca objek lain ditempelkan dengan sudut
kemiringan 45° terhadap kaca objek semen kemudian diratakan hingga menjadi preparat
tipis. Selanjutnya preparat dikering-anginkan dan diamati di bawah mikroskop dengan
perbesaran 400x. Menurut Kumaresan et al. (2017) persentase viabilitas diperoleh dari
perhitungan spermatozoa hidup per jumlah keseluruhan spermatozoa dan dikali 100%.
Sitepu et al. (2018) menambahkan bahwa sel spermatozoa yang dapat menyerap warna
merupakan spermatozoa yang telah mati sedangkan sel yang tidak menyerap warna

merupakan spermatozoa yang masih hidup.

2.7.Pengamatan Integritas Membran

Menurut Agarwal et al. (2016), uji integritas membran spermatozoa dilakukan
dengan metode HOST (Hypo Osmotic Swelling Test). Larutan HOST merupakan larutan
yang dibuat dengan mencampurkan natrium sitrat dan fruktosa ke dalam aquades. Semen
diteteskan pada ujung kaca objek lalu ditambahkan larutan HOST dan dicampur hingga
rata. Setelah homogen, kaca objek lain ditempelkan dengan sudut kemiringan 45°
terhadap kaca objek semen dan diratakan hingga menjadi preparat tipis lalu dikering-
anginkan. Preparat tersebut kemudian diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran

400x. Berdasarkan Mahiddine et al. (2020), persentase perhitungan integritas membran
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diperoleh dari jumlah sel spermatozoa yang memiliki membran utuh per jumlah
keseluruhan sel spermatozoa yang diamati dikali 100%. Swelum et al. (2018)
menambahkan bahwa membran utuh ditunjukkan dengan ekor sel spermatozoa yang
menggulung, sedangkan sel yang tidak utuh ditunjukkan dengan ekor sel spermatozoa

lurus.

2.8.Analisis Data
Data yang diperoleh selanjutnya diubah dalam bentuk arcsin untuk dianalisis uji
normalitas menggunakan uji Kolmogorof-Smirnov. Data kemudian dianalisis dengan uji

ANOVA satu arah dan uji Duncan menggunakan program statistik SPSS 23.0.

3. Hasil dan Pembahasan
3.1. Hasil

Hasil evaluasi dari semen segar yang digunakan untuk penelitian ini meliputi
volume 1 mL; warna putih susu; konsistensi kental; pH 6,8; motilitas massa 3+ dan
motilitas individu sebesar 90%. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan diperoleh
nilai rata-rata persentase motilitas £ standar deviasi (SD), viabilitas £ SD, dan integritas
membran £ SD spermatozoa Sapi FH pada 5 perlakuan selama penyimpanan beku (-
196°C).

3.1.1. Motilitas spermatozoa

Motilitas spermatozoa merupakan parameter yang sangat penting untuk
mengevaluasi tingkat fertilitas spermatozoa (Yaghoobi et al., 2022). Nilai rata-rata
persentase motilitas berdasarkan hasil uji Duncan (¢=0,05) menunjukkan adanya
perbedaan nyata pada setiap perlakuan (Tabel 1)

Rerata motilitas tertinggi before freezing diperoleh pada pengencer CEP+0% air
tebu dengan nilai sebesar 58,05%, sedangkan rerata terendah terdapat pada perlakuan
pengencer CEP+15% air tebu yaitu 52,61%. Nilai rata-rata motilitas tertinggi after
freezing diperoleh pada perlakuan pengencer CEP+0% air tebu yaitu sebesar 40,11% dan

rata-rata terendah terdapat pada perlakuan pengencer CEP+15% air tebu yaitu 27,18%.
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Tabel 1. Hasil rata-rata persentase motilitas + standar deviasi (SD) spermatozoa sapi FH
dalam pengencer CEP dengan penambahan berbagai konsentrasi air tebu.

Rata-rata Motilitas (%) £ SD

Perlakuan Before Freezing After Freezing
CEP+0% air tebu 58,05+0,26° 40,11+0,41°
CEP+15% air tebu 52,61+0,282 27,18+0,332
CEP+20% air tebu 53,73+0,35" 30,08+0,16"
CEP+25% air tebu 55,62+0,30¢ 36,49+0,28¢
CEP+30% air tebu 54,55+0,38° 33,4740,25¢

Keterangan: notasi (**<%¢) yang berbeda pada satu kolom yang sama mengindikasikan
adanya perbedaan nyata dari setiap perlakuan.

3.1.2. Viabilitas spermatozoa

Viabilitas spermatozoa merupakan suatu parameter untuk menentukan kualitas
spermatozoa menggunakan zat pewarna eosin-negrosin (Mahiddine et al., 2020).
Spermatozoa yang hidup akan lebih sedikit menyerap warna eosin yaitu sebanyak 0-2%,
sedangkan spermatozoa yang mati akan menyerap pewarna eosin lebih banyak karena
permeabilitas membran meningkat dikarenakan sel yang mati (Malinda et al., 2021).
Pengamatan viabilitas spermatozoa bertujuan untuk mengetahui kualitas tingkat hidup
spermatozoa (Kumaresan et al., 2017). Nilai rata-rata persentase viabilitas spermatozoa
berdasarkan hasil uji Duncan (0=0,05) menunjukkan adanya perbedaan yang nyata pada

setiap perlakuan (Tabel 2).

Tabel 2. Hasil rata-rata persentase viabilitas £ standar deviasi (SD) spermatozoa sapi FH
dalam pengencer CEP dengan penambahan berbagai konsentrasi air tebu.

Rata-rata Viabilitas (%) + SD

Perlakuan Before Freezing After Freezing
CEP+0% air tebu 66,13+0,41° 46,71+0,15°
CEP+15% air tebu 55,09+0,34% 37,98+0,29°
CEP+20% air tebu 57,18+0,29" 41,08+0,25"
CEP+25% air tebu 62,56+0,27¢ 45,39+0,33¢
CEP+30% air tebu 59,47+0,30° 43,69+0,26°

Keterangan: notasi (**°%€) yang berbeda pada satu kolom yang sama mengindikasikan
adanya perbedaan nyata dari setiap perlakuan.

Rerata viabilitas tertinggi before freezing diperoleh pada perlakuan pengencer
CEP+0% air tebu dengan nilai sebesar 66,13% sedangkan rerata terendah diperoleh pada
perlakuan dengan penambahan 15% air tebu yaitu 55,09%. Pada tahap after freezing,

rerata viabilitas tertinggi juga diperoleh perlakuan 0% air tebu dengan nilai sebesar
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46,71%, sedangkan rerata paling rendah diperoleh pada perlakuan dengan penambahan
15% air tebu dengan nilai sebesar 37,98%.

Gambar 1. Viabilitas spermatozoa setiap perlakuan diamati di bawah mikroskop
dengan perbesaran 400x. Keterangan: A (CEP+0% air tebu); B (CEP tanpa
fruktosa+15% air tebu); C (CEP tanpa fruktosa+20% air tebu); D (CEP
tanpa fruktosa+25% air tebu); E (CEP tanpa fruktosa+30% air tebu);
h= sel spermatozoa hidup dan m= sel spermatozoa mati

3.1.3. Integritas membran spermatozoa

Integritas membran merupakan parameter kualitas yang dilihat dari keutuhan
membran plasma sel spermatozoa yang dapat diuji menggunakan metode Hypoosmotic
Swelling Test (HOST) (Agarwal et al., 2016). Swelum et al. (2018) menjelaskan bahwa
sel spermatozoa yang memiliki membran utuh bagian ekornya akan menggulung dan
menggelembung karena menyesuaikan dengan tekanan osmotik di sekitarnya.

219



Rahayu dan Ducha (2022) Jurnal Ilmiah Peternakan Terpadu 10(2):209-231

Gambar 2. Intergritas membran spermatozoa setiap perlakuan diamati di bawah
mikroskop dengan perbesaran 400x. Keterangan: A (CEP+0% air tebu);
B (CEP tanpa fruktosa+15% air tebu); C (CEP tanpa fruktosa+20% air
tebu); D (CEP tanpa fruktosa+25% air tebu); E (CEP tanpa fruktosa+
30% air tebu); h= sel spermatozoa hidup dan m= sel spermatozoa mati

Nilai rata-rata persentase integritas membran spermatozoa berdasarkan hasil uji
Duncan (0=0,05) menunjukkan adanya perbedaan nyata pada setiap perlakuan (Tabel 3).
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Tabel 3. Hasil rata-rata persentase integritas membran = standar deviasi (SD)
spermatozoa sapi FH dalam pengencer CEP dengan penambahan berbagai
konsentrasi air tebu.

Rata-rata Integritas Membran (%) + SD

Perlakuan Before Freezing After Freezing
CEP+0% air tebu 57,41+0,77¢ 45,88+0,77¢
CEP+15% air tebu 48,300,622 39,32+0,482
CEP+20% air tebu 51,13+0,93° 40,51+0,72°
CEP+25% air tebu 54,55+0,34¢ 43,91+0,21¢
CEP+30% air tebu 52,97+0,76° 41,36+0,40°

Keterangan: notasi (**<%¢) yang berbeda pada satu kolom yang sama mengindikasikan
adanya perbedaan nyata dari setiap perlakuan

Rerata integritas membran tertinggi pada tahap before freezing diperoleh pada
perlakuan pengencer CEP+0% air tebu dengan nilai sebesar 57,41%, sedangkan rerata
terendah diperoleh pada perlakuan dengan penambahan 15% air tebu yaitu sebesar
48,30%. Pada tahap after freezing, nilai rerata tertinggi juga diperoleh pada perlakuan 0%
air tebu sebesar 45,88%, sedangkan rerata paling rendah diperoleh pada perlakuan dengan
penambahan 15% air tebu dengan nilai sebesar 39,32%.

3.2. Pembahasan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, air tebu yang disubstitusikan ke
dalam pengencer CEP memiliki pengaruh terhadap kualitas spermatozoa sapi FH pada
penyimpanan beku. Air tebu merupakan salah satu bahan alami alternatif yang dapat
digunakan sebagai kandidat pengganti fruktosa pada pengencer CEP sebagai sumber
energi bagi spermatozoa. Pada penelitian ini kualitas spermatozoa dilihat dari beberapa
parameter yaitu motilitas (daya gerak), viabilitas (daya hidup) dan integritas membran
(keutuhan membran). Hasil uji Duncan (¢=0,05) pada rerata masing-masing kualitas
spermatozoa menunjukkan adanya perbedaan nyata pada setiap perlakuan. Perlakuan 0%
air tebu merupakan perlakuan kontrol yang memiliki nilai rata-rata persentase motilitas,
viabilitas dan integritas membran tertinggi pada tahap before freezing dan after freezing
dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Perlakuan dengan penambahan 25% air tebu
memiliki nilai rerata kualitas spermatozoa terbaik dibandingkan dengan perlakuan

penambahan 15%, 20%, dan 30% air tebu dilihat dari tahap before maupun after freezing.
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Berdasarkan data Tabel 1 rata-rata persentase motilitas + standar deviasi (SD)
spermatozoa sapi FH dalam pengencer CEP dengan penambahan berbagai konsentrasi air
tebu menunjukkan perlakuan penambahan 0% air tebu merupakan perlakuan dengan hasil
motilitas tertinggi yaitu sebesar 58,05+0,26% pada before freezing dan 40,11+0,41%
pada after freezing. Tingginya nilai motilitas ini dapat dikarenakan pengencer CEP
mengandung kadar fruktosa yang sesuai sebagai sumber energi bagi spermatozoa,
sehingga nilai kualitasnya lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan yang lain.
Keunggulan dari pengencer CEP lainnya yaitu memiliki komposisi ion serta osmolaritas
yang sama dengan cairan plasma pada epididimis sapi sehingga mampu mempertahankan
kualitas spermatozoa meliputi motilitas, viabilitas dan integritas membran (Ducha et al.,
2012; Indriani et al.,. 2013; Purwoistri et al.,. 2013).

Perlakuan dengan penambahan 15% air tebu ke dalam pengencer CEP tanpa
fruktosa memiliki nilai motilitas terendah yaitu sebesar 52,61+0,28% pada before
freezing dan 27,18+0,33 pada after freezing. Rendahnya nilai motilitas pada perlakuan ini
terutama setelah pembekuan diduga karena kurangnya sumber energi didalam pengencer.
Pada sel spermatozoa, suplai sumber energi merupakan hal terpenting untuk menunjang
motilitas atau daya gerak spermatozoa yaitu berupa Adenosine Triphosphat (ATP) yang
dihasilkan dari proses metabolisme. Kurangnya kandungan sukrosa air tebu pada
perlakuan ini menyebabkan motilitas spermatozoa menurun dengan drastis. Pada
perlakuan penambahan 20% air tebu ke dalam pengencer CEP tanpa fruktosa memiliki
nilai motilitas sebesar 53,73+0,35% pada before freezing dan 30,08+0,16% pada after
freezing. Nilai motilitas pada perlakuan ini lebih tinggi dibanding dengan perlakuan
penambahan 15% air tebu. Yan et al. (2020) menambahkan bahwa motilitas atau daya
gerak spermatozoa bergantung pada energi yang diberikan dalam bentuk ATP hasil
metabolisme pada mitokondria.

Pada perlakuan penambahan 25% air tebu ke dalam pengencer CEP tanpa fruktosa
memiliki nilai motilitas sebesar 55,62+0,30% pada before freezing dan 36,49+0,28%
pada after freezing. Nilai motilitas pada perlakuan ini merupakan nilai yang paling tinggi
diantara perlakuan penambahan air tebu lainnya. Hal ini diduga karena kandungan
sukrosa pada air tebu dinilai cukup untuk menggantikan kadar fruktosa dalam pengencer
CEP. Meskipun demikian, perlakuan penambahan 0% air tebu masih lebih baik

dibandingkan dengan perlakuan penambahan 25% air tebu untuk mempertahankan
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motilitas spermatozoa. Kemampuan perlakuan kontrol yang lebih baik ini diduga
disebabkan oleh sifat stabilitas kimia pada pengencer CEP lebih baik dari pengencer
perlakuan.

Perlakuan penambahan 30% air tebu ke dalam pengencer CEP tanpa fruktosa
memiliki nilai motilitas sebesar 54,55+0,38% pada before freezing dan 33,47+0,25%
pada after freezing. Nilai motilitas pada perlakuan ini lebih tinggi dibandingkan dengan
perlakuan 15% dan 20%, namun lebih rendah dari perlakuan 25%. Pada saat proses
metabolisme, sukrosa akan menghasilkan lebih banyak asam laktat. Banamtuan et al.
(2021) menambahkan bahwa konsentrasi asam laktat yang semakin menumpuk selama
masa penyimpanan akan mengakibatkan pH pengencer turun dan akan menyebabkan
kerusakan pada spermatozoa. Hal inilah yang menyebabkan motilitas spermatozoa pada
perlakuan 30% ini menurun, dikarenakan kadar sukrosa pada pengencer terlalu tinggi
sehingga menyebabkan nilai motilitas spermatozoanya menurun.

Motilitas spermatozoa adalah daya gerak spermatozoa dari satu tempat ke tempat
lain. Berdasarkan Gliozzi (2017) motilitas spermatozoa merupakan salah satu cara
sederhana, cepat dan murah yang digunakan sebagai parameter dasar untuk menentukan
kualitas spermatozoa. Menurut Ducha (2018) standar baku kualitas semen yang
digunakan untuk IB adalah dengan nilai motilitas sebesar >40% setelah proses
penyimpanan. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa perlakuan dengan pengencer CEP
dapat mempertahankan motilitas spermatozoa rata-rata dalam kisaran normal atau sesuai
standar yang ditetapkan.

Berdasarkan data Tabel 2 rata-rata persentase viabilitas + standar deviasi (SD)
spermatozoa sapi FH dalam pengencer CEP dengan penambahan berbagai konsentrasi air
tebu menunjukkan perlakuan 0% air tebu merupakan perlakuan dengan hasil viabilitas
tertinggi yaitu sebesar 66,13+0,41% pada before freezing dan 46,71+0,15% pada after
freezing. Hal ini disebabkan karena kandungan fruktosa dan bahan lainnya pada
pengencer CEP diduga cukup dan sesuai untuk spermatozoa dalam mempertahankan
hidup sehingga nilai viabilitasnya lebih tinggi dibandingkan perlakuan lainnya. Menurut
Mukminat dan Suharyati (2014) fruktosa merupakan gula monosakarida (CsH120¢) yang
akan lebih mudah diolah saat proses metabolisme untuk mempertahankan daya hidup

spermatozoa.
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Pada perlakuan penambahan 15% air tebu ke dalam pengencer CEP tanpa fruktosa
memiliki nilai viabilitas terendah yaitu sebesar 55,09+0,34% pada before freezing dan
37,98+0,29% pada after freezing. Rendahnya nilai viabilitas spermatozoa pada perlakuan
ini disebabkan karena kurangnya sumber energi berupa karbohidrat pada pengencer.
Semakin sedikit sumber energi yang terdapat pada pengencer akan menyebabkan
turunnya daya hidup spermatozoa dikarenakan hanya ada sedikit energi yang bisa
digunakan untuk metabolisme sel. Pada perlakuan penambahan 20% air tebu ke dalam
pengencer CEP tanpa fruktosa memiliki nilai viabilitas sebesar 57,18+0,29% pada before
freezing dan 41,08+0,25% pada after freezing. Nilai viabilitas pada perlakuan ini lebih
tinggi dibandingkan perlakuan penambahan 15% air tebu. Pada perlakuan penambahan
25% air tebu ke dalam pengencer CEP tanpa fruktosa memiliki nilai viabilitas sebesar
62,56+0,27% pada before freezing dan 45,39+0,33% pada after freezing. Nilai viabilitas
pada perlakuan ini merupakan nilai yang paling tinggi diantara perlakuan penambahan
air tebu lainnya, namun masih lebih baik nilai viabilitas pada perlakuan 0% air tebu. Hal
ini diduga karena sukrosa merupakan gula disakarida (Ci2H22011) yang harus
disederhanakan dahulu menjadi fruktosa agar dapat digunakan sebagai sumber energi
untuk mempertahankan viabilitas spermatozoa. Namun demikian, sukrosa akan
memerlukan waktu yang lebih lama dan energi lebih banyak untuk dipecah menjadi
fruktosa.

Perlakuan penambahan 30% air tebu ke dalam pengencer CEP tanpa fruktosa
memiliki nilai viabilitas sebesar 59,47+0,30% pada before freezing dan 43,69+0,26%
pada after freezing. Nilai viabilitas pada perlakuan ini lebih tinggi dibandingkan dengan
perlakuan 15% dan 20%, namun lebih rendah dari perlakuan 25%. Hal ini diduga karena
tingginya asam laktat yang dihasilkan oleh sukrosa pada saat metabolisme yang
menyebabkan pH pengencer menurun dan menyebabkan turunnya viabilitas
spermatozoa.

Gambar 1 menunjukkan viabilitas spermatozoa setiap perlakuan dilihat di bawah
mikroskop dengan perbesaran 400x. Spermatozoa yang hidup tidak dapat menyerap zat
pewarna, namun spermatozoa yang mati dapat menyerap zat pewarna sehingga warnanya
akan berubah menjadi merah (Mahiddine et al., 2020). Menurut Riyadhi (2020),
spermatozoa yang telah mati memiliki membran permeabilitas yang tinggi sehingga daya

serap warnanya tinggi, namun pada spermatozoa yang masih hidup membran
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permeabilitasnya cenderung rendah sehingga tidak dapat menyerap warna. Tabel 1 dan 2
menunjukkan bahwa turunnya viabilitas spermatozoa sejalan dengan motilitas
spermatozoa. Rochmi dan Sofyan (2019) menambahkan bahwa persentase viabilitas pada
spermatozoa seharusnya lebih tinggi dari persentase motilitas spermatozoa. Hal ini
dikarenakan ada kemungkinan spermatozoa yang dapat bertahan hidup meskipun tidak
motil (bergerak).

Berdasarkan data Tabel 3 rata-rata persentase integritas membran + standar
deviasi (SD) spermatozoa sapi FH dalam pengencer CEP dengan penambahan berbagai
konsentrasi air tebu menunjukkan perlakuan penambahan 0% air tebu merupakan
perlakuan dengan hasil integritas membran tertinggi yaitu sebesar 57,41+0,77% pada
before freezing dan 45,88+0,77% pada after freezing. Hal ini dapat terjadi karena
pengencer CEP memiliki sifat stabilitas kimia yang lebih baik daripada pengencer
perlakuan. Ducha (2012) menambahkan bahwa pengencer CEP mengandung sorbitol
untuk meningkatkan osmolaritas serta fruktosa dan asam sitrat sebagai sumber energi
sehingga dapat mengurangi resiko kerusakan membran pada spermatozoa.

Perlakuan dengan penambahan 15% air tebu ke dalam pengencer CEP tanpa
fruktosa memiliki nilai integritas membran terendah yaitu sebesar 48,30+0,62% pada
before freezing dan 39,32+0,48% pada after freezing. Hal ini dapat terjadi diduga karena
kurangnya sumber energi berupa gula didalam pengencer. Herdis et al. (2016)
menambahkan bahwa rendahnya integritas membran dapat menyebabkan metabolisme
sel terganggu. Pada perlakuan penambahan 20% air tebu ke dalam pengencer CEP tanpa
fruktosa memiliki nilai integritas membran sebesar 51,13+0,93% pada before freezing
dan 40,51+0,72% pada after freezing. Nilai integritas membran pada perlakuan ini lebih
tinggi dibanding dengan perlakuan penambahan 15% air tebu. Pada perlakuan
penambahan 25% air tebu ke dalam pengencer CEP tanpa fruktosa memiliki nilai
integritas membran sebesar 54,55+0,34% pada before freezing dan 43,91+0,21% pada
after freezing. Nilai integritas membran pada perlakuan ini merupakan nilai yang paling
tinggi diantara perlakuan penambahan air tebu lainnya, namun masih lebih baik nilai
integritas membran pada perlakuan penambahan 0% air tebu. Menurut Anwar et al.
(2014) sukrosa merupakan kelompok disakarida yang dapat disederhanakan oleh
spermatozoa menjadi dua unit monosakarida yaitu glukosa dan fruktosa yang terlibat

dalam dua siklus metabolisme yaitu siklus krebs dan glikolisis sehingga dapat membantu
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memecah ikatan dua unit monosakarida menjadi Adenosine Triphospate (ATP) dan
Adenosine Diphosphate (ADP) yang dimanfaatkan spermatozoa untuk melakukan
bergerak dan bertahan hidup.

Perlakuan penambahan 30% air tebu ke dalam pengencer CEP tanpa fruktosa
memiliki nilai integritas membran sebesar 52,97+0,76% pada before freezing dan
41,36+0,40% pada after freezing. Nilai integritas membran pada perlakuan ini lebih tinggi
dibandingkan dengan perlakuan 15% dan 20%, namun lebih rendah dari perlakuan 25%.
Hal ini diduga karena semakin tinggi kadar sukrosa maka asam laktat yang dihasilkan
juga akan meningkat. Mukminat dan Suharyati (2014) menyatakan bahwa penumpukan
asam laktat yang terlalu tinggi akan membuat pH menjadi terlalu asam bagi spermatozoa.
Suasana pengencer yang terlalu asam akan menjadi toksik bagi spermatozoa dan akan
mengganggu integritas membran spermatozoa.

Gambar 2 menunjukkan integritas membran spermatozoa setiap perlakuan dilihat
di bawah mikroskop dengan perbesaran 400x. Integritas membran merupakan parameter
untuk memeriksa keutuhan dari membran spermatozoa. Menurut Ramu dan Jeyendran
(2013) parameter integritas membran dapat dilakukan menggunakan uji HOST (Hypo
Osmotic Swelling Test). Nateq et al. (2020) menambahkan bahwa uji HOST dapat
memprediksi kemampuan membran spermatozoa dalam menjaga keseimbangan sel
dengan lingkungannya. Menurut Anwar et al. (2014) rusaknya membran sel dapat
mempengaruhi proses metabolisme spermatozoa yang menyebabkan perubahan pada
motilitas dan viabilitas spermatozoa. Jika membran plasma sel masih utuh maka
metabolisme pun akan berjalan dengan baik, sehingga sel dapat mengatur lalu lintas
keluar masuknya semua substrat dan zat elektrolit yang diperlukan oleh sel saat proses
metabolisme.

Falchi et al. (2018) menjelaskan bahwa apapun jenis pengencer yang digunakan jika
semen disimpan dalam waktu yang lama maka motilitas, viabilitas dan integritas
membran dari spermatozoa akan cenderung menurun. Hal ini dikarenakan ketersediaan
nutrisinya yang semakin berkurang sebab spermatozoa harus tetap melakukan
metabolisme selama penyimpanan. Menurut Blengur et al. (2020), spermatozoa yang
sudah mati mampu menjadi toksik bagi spermatozoa lain yang masih hidup. Hal ini yang
menyebabkan nilai kualitas spermatozoa pada perlakuan dengan penambahan air tebu

cenderung lebih rendah dibandingkan dengan perlakuan kontrol. Menurut Erwinda
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(2014), didalam air tebu terdapat sukrosa serta gula invert berupa glukosa dan fruktosa
yang bisa digunakan oleh spermatozoa mempertahankan motilitasnya selama
penyimpanan. Namun demikian, sukrosa merupakan gula disakarida (C12H22011) yang
harus disederhanakan dahulu menjadi fruktosa agar dapat digunakan sebagai sumber
energi oleh spermatozoa. Hal ini menyebabkan spermatozoa akan lebih menyukai sifat
gugus atom yang lebih sederhana seperti fruktosa pada pengencer CEP. Berdasarkan hasil
penelitian diketahui bahwa air tebu yang disubstitusikan ke dalam pengencer CEP
memiliki pengaruh terhadap kualitas spermatozoa sapi FH pada penyimpanan beku.
Penambahan 25% air tebu menunjukkan hasil terbaik sebagai kandidat pengganti fruktosa
pada pengencer CEP dilihat dari persentase motilitas, viabilitas dan integritas membran
yang lebih tinggi dibandingkan perlakuan penambahan 15%, 20%dan 30% air tebu dari

before freezing hingga after freezing.

4. Kesimpulan dan Saran

Simpulan dari penelitian ini adalah air tebu memiliki pengaruh untuk
mempertahankan kualitas spermatozoa sapi FH pada penyimpanan beku. Air tebu dapat
dijadikan sebagai kandidat pengganti fruktosa pada pengencer CEP dengan konsentrasi
terbaik sebesar 25%. Pada penelitian ini pengencer CEP+25% air tebu dapat
mempertahankan motilitas spermatozoa sebesar 36,49+0,28%; persentase viabilitas

sebesar 45,39+0,33% dan integritas membran sebesar 43,91+0,21% pasca thawing.
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