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Pendahuluan

Abstract: Undiluted sperm will reduce fertility, therefore dilution is
performed to maintain the quality of spermatozoa during storage.
Tomatoes contain carbohydrates, vitamin A, vitamin C, protein, and
lycopene as antioxidants. Carbohydrates and antioxidants act as a source
of energy to potentially prevent free radicals that can damage cells. This
study aims to determine the effect of adding tomato juice in sodium citrate
diluent and free-range chicken egg yolks to the semen quality of limousin
cattle. This study used a completely randomized design (CRD) with 4
treatments and 5 replications. The treatment consisted of a solution of
sodium citrate and egg yolk (P0), sodium citrate and egg yolk + 10%
tomato extract (P1), sodium citrate and egg yolk + 20% tomato extract
(P2), and egg yolk sodium citrate + 30% tomato extract. % (P3).
Parameters observed were motility, viability and abnormalities of semen
spermatozoa of Limousin cattle. Observations were made at 0, 24, 48, and
72 hours after cooling. The results showed that the addition of 10%
tomato extract (P1) had a significant effect on the highest percentage of
motility, namely 42.00 + 2.73c for the 48th hour, the highest viability
62.10 £ 4.51c for the 72nd hour, and lowest abnormality 16.60 + 1.81a
until the 72nd hour. The addition of 10% tomato extract (P1) in sodium
citrate diluent and egg yolk resulted in the best motility, viability, and
abnormality percentage of Limousin cattle spermatozoa.

Keywords: Limousine cattle, motility, sodium citrate and egg yolk,
tomato juice, viability and abnormalities of spermatozoa.

keberhasilan ~ inseminasi  buatan
dipengaruhi oleh kualitas sperma.

sangat

Bioteknologi reproduksi sampai sekarang
ini mengalami peningkatan yang sangat pesat.
Salah satu bioteknologi reproduksi yang cepat
berkembang adalah Inseminasi Buatan (IB).
Inseminasi Buatan (IB) atau kawin suntik adalah
suatu cara memasukkan spermatozoa yang telah
diencerkan terlebih dahulu ke dalam saluran alat
kelamin betina. Metode perkawinan IB dapat
meningkatkan penggunaan semen pejantan
karena dapat untuk mengawini banyak betina.
Secara umum, IB berfungsi untuk: (1)
Meningkatkan kualitas genetik, (2) Mencegah
penyakit menular, (3) Membuat catatan yang
lebih akurat, (4) Mengurangi biaya, dan (5)
Mencegah kecelakaan yang disebabkan oleh
pejantan  (Kusumawati,  2017).  Tingkat
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Kualitas semen umumnya ditentukan
berdasarkan daya gerak (maotilitas), daya hidup
(viabilitas) dan abnormalitas baik pada semen
segar, setelah diencerkan maupun setelah
dibekukan. Sperma yang tidak diencerkan dan
disimpan  selama  beberapa hari  akan
menurunkan fertilitas. Cara yang digunakan
untuk mempertahankan kualitas sperma tetap
bagus dan dapat disimpan dalam waktu yang
lama yaitu melalui pengenceran semen (lhsan,
2011). Pengencer dapat meningkatkan volume
semen, sehingga memungkinkan  untuk
melakukan inseminasi buatan pada sapi betina
dalam jumlah yang lebih besar daripada hanya
satu kali ejakulasi. Pengencer yang baik adalah
harganya murah, sederhana, dan praktis proses
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pembuatannya, dan memiliki daya preservasi
tinggi (Manehat et al., 2021). Pengencer harus
mengandung zat gizi sebagai sumber energi
spermatozoa selama penyimpanan, memiliki
daya preservasi tinggi yang mampu melindungi
spermatozoa dari Cold Shock, mengandung
unsur-unsur yang sifat fisik dan kimiawinya
hampir sama dengan semen, tidak bersifat racun
bagi spermatozoa dan sistem reproduksi betina,
harus memungkinkan spermatozoa bergerak
secara bertahap, menghambat pertumbuhan
bakteri, sebagai penyangga (buffer), mudah
pembuatannya, dan harganya terjangkau
(Susilawati, 2011).

Pengencer yang digunakan oleh UPT
Inseminasi Buatan Dinas Ketahanan Pangan dan
Peternakan Provinsi Sumatera Utara dalam
pengenceran semen adalah bahan pengencer
pabrikan termasuk Andromed dan Bovifree
yang harganya relatif mahal. Permasalahan
utama dalam pembuatan pengencer adalah
mahalnya pengencer pabrikan. Mengingat hal
tersebut, maka perlu dicari alternatif lain
sebagai bahan pengencer, seperti dengan
memanfaatkan natrium sitrat, kuning telur, sari
buah dan bahan-bahan alami lainnya. Natrium
sitrat dan kuning telur mengandung lesitin dan
lipoprotein yang dapat digunakan sebagai
penyangga (buffer) semen dan mencegah cold
shock akibat penurunan suhu secara mendadak
(Trias, 2001; Mustagilla et al., 2020). Kuning
telur juga mengandung glukosa yang digunakan
sebagai sumber energi bagi spermatozoa.

Natrium sitrat dan kuning telur terdapat
buffer yang dapat menjaga dan mengatur pH.
Sistem buffer berperan dalam melindungi
spermatozoa dari perubahan pH secara
mendadak yang dapat merusak viabilitas
spermatozoa (Junianto et al., 2000; Mustagilla
et al.,, 2020). Kuning telur ayam kampung
mengandung energi sebanyak 150 kalori, 13
gram protein, 10 gram lemak, dan 1,5 gram
karbohidrat (Zein dan Emir, 2019). Berdasarkan
kandungan tersebut, kuning telur ayam
kampung dapat satu bahan pengencer pada
semen sapi. Buah-buahan lain yang digunakan
sebagai bahan pengencer alternatif semen yaitu
tomat (Solanum lycopersicum Mill). Buah tomat
mengandung banyak nutrisi seperti karbohidrat,
vitamin A, vitamin C, protein, dan Likopen
sebagai antioksidan. Kandungan karbohidrat
dan antioksidan dapat berperan sebagai sumber
energi berpotensi mencegah radikal bebas yang
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dapat merusak sel.

Ketersediaan buah tomat relatif mudah
diperoleh dan harganya murah, dan menjadi
keunggulan sehingga dapat diperioritaskan
untuk penelitian. Sari tomat juga mempunyai
kandungan nutrisi yang sangat tinggi dalam
mempertahankan kualitas spermatozoa pada
penyimpanan suhu ruang (Noviyandi et al.,
2019). Metabolisme spermatozoa selama
penyimpanan akan menghasilkan radikal bebas
yang memiliki efek merusak asam lemak tak
jenuh pada membran spermatozoa sehingga
mempengaruhi ~ motilitas  dan  viabilitas
spermatozoa (Putra et al., 2019). Berdasarkan
hal tersebut, maka penulis melakukan penelitian
tentang Pengaruh Penambahan Sari Tomat
dalam Pengencer Natrium Sitrat dan Kuning
Telur Ayam Kampung Terhadap Kualitas
Semen Sapi Limousin di Balai Inseminasi
Buatan Daerah Provinsi Sumatera Utara.

Bahan dan Metode

Waktu dan tempat penelitian

Penelitian ini telah dilaksanakan di
Laboratorium UPT Balai Inseminasi Buatan
(IB) Dinas Ketahanan Pangan dan Peternakan
Provinsi Sumatera Utara yang berada di JI.
Jendral Gatot Subroto km. 7, Kota Medan pada
bulan September-Oktober 2022.

Alat dan bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini
adalah alat vagina buatan (AVB), waterbath,
mikroskop, timbangan mikro, Handly Counter,
transferpette, spektrofotometer, pemisah kuning
telur, gelas benda, gelas penutup, juicer, tabung
sentrifuse, pot sampel, erlenmeyer, pipet tetes,
pisau, dan gelas ukur. Bahan yang digunakan
dalam penelitian ini adalah 1 ekor sapi
Limousin yang berumur 4 tahun dan memiliki
bobot badan 562 kg, buah tomat, kuning telur
ayam kampung, natriun sitrat, air hangat (£37-
40°C), larutan fisiologis NaCl 0,9%, vaselin,
pewarna eosin-negrosin, Streptomycin dan
Penicillin sebagai antibiotik, aquadest, kertas
saring, tissue, dan kertas lakmus.

Metode penelitian

Penelitian ini menggunakan metode
eksperimen dengan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) yang terdiri dari 4 perlakuan dan 5
ulangan. Setiap ulangan akan diamati selama 0
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jam, 24 jam, 48 jam, 72 jam dan disimpan
dilemari pendingin dengan suhu 4°C. Dengan
rancangan sebagai berikut; Po: 80% Larutan
Natrium Sitrat + 20% Kuning Telur Ayam
Kampung + 0,5 ml Penicilin dan 1 ml
Streptomycin, Pi: 10% Sari Tomat + 70%
Larutan Natrium Sitrat + 20% Kuning Telur
Ayam Kampung + 0,5 ml Penicilin dan 1 ml
Streptomycin, P2: 20% Sari Tomat + 60%
Larutan Natrium Sitrat + 20% Kuning Telur
Ayam Kampung + 0,5 ml Penicilin dan 1 ml
Streptomycin, Ps: 30% Sari Tomat + 50%
Larutan Natrium Sitrat + 20% Kuning Telur
Ayam Kampung + 0,5 ml Penicilin dan 1 ml
Streptomycin.

Analisis data

Data yang diperoleh akan dianalisis secara
statistik dengan menggunakan Analisys of
Variance (ANOVA) pola satu arah (one way)
menggunakan aplikasi SPSS (Statistical Product
and Service Solutions). Apabila hasil yang
diperoleh dari uji Anova menunjukkan
perbedaan yang nyata (P<0,05) maka akan
dilanjutkan dengan uji Duncan.

Hasil dan Pembahasan

Evaluasi semen segar Sapi Limousin
Ketentuan dasar dalam menentukan
semen segar yang layak untuk dijadikan sampel
dapat diketahui dari hasil evaluasi semen segar.
Evaluasi semen segar sapi Limousin pada
penelitian ini diamati secara makroskopis dan
mikroskopis. Uji  makroskopis merupakan
pemeriksaan semen secara langsung,
pemeriksaan ini terdiri dari volume, pH, warna,
dan konsistensi, sedangkan uji mikroskopis
merupakan pengamatan yang menggunakan
mikroskop. Pengamatan ini terdiri dari gerak
massa, gerak individu, motilitas, viabilitas,
abnormalitas, dan konsentrasi spermatozoa.

Tabel 1. Karakteristik Semen Segar Sapi Limousin

Gerak Massa ++

Gerak Individu 2

Motilitas (%) 53%

Viabilitas (%) 91,6%
Abnormalitas (%) 5,2%

Konsentrasi (sel 1.038,6 x 10° juta/ml
sperma/ml)

Karakteristik Rataan
Umur 4 Tahun
Uji Makroskopis
Volume (ml) 5
pH 6-7
Warna Putih Susu
Konsistensi Sedang

Uji Mikroskopis

Sumber: Hasil Penelitian

Hasil evaluasi semen segar pada tabel
diatas diketahui bahwa sampel yang digunakan
untuk penelitian termasuk dalam kategori
normal. Pada penelitian ini volume semen sapi
Limousin berada pada kisaran normal. Rata-rata
volume semen sapi Limousin dari 5 ejakulasi
adalah 5 ml (Tabel 1). Hasil ini tidak jauh
berbeda dengan pendapat Toelihere, (1981)
yang menyatakan bahwa sapi menghasilkan
volume yang bervariasi antara 1,0 sampai 15,0
ml. Derajat keasaman (pH) semen sapi
Limousin yang diperoleh pada penelitian ini
adalah 6-7. Hasil ini hampir sama dengan pH
semen sapi Limousin yang diperoleh Yahaq,
dkk, (2019) yaitu 6,67. Hasil tersebut tergolong
dalam keadaan normal karena berada di antara
6,4 dan 7,8 (Garner dan Hafez, 2000). Toelihere
(1993), menyatakan bahwa pH semen
dipengaruhi oleh metabolisme fruktosa plasma
seminalis dan menghasilkan asam laktat dalam
jumlah tinggi.

Warna semen vyang diperoleh adalah
berwarna putih susu. Hasil ini didukung oleh
pendapat Kusumawati et al., (2018) dan
Hamdana et al., (2019) menyatakan bahwa
warna semen segar sapi Limousin adalah
berwarna putih susu. Warna dipengaruhi oleh
pigmen riboflavin yang dibawa oleh satu gen
autosomal resesif, yang diproduksi oleh kelenjar
accessories (Hafez, 2000). Konsistensi atau
derajat kekentalan semen yang diperoleh pada
sapi Limousin ini berada pada konsistensi
sedang. Konsistensi sedang pada semen segar
bangsa Limousin tergolong normal. Hal ini
didukung hasil penelitian Hamdana et al.,
(2019) dan Suhartati et al., (2020) bahwa
konsistensi semen sapi Limousin adalah sedang.

Gerak massa hasil pemeriksaan yang
diperoleh dalam penelitian ini adalah positif dua
(++). Hasil ini sejalan dengan gerak massa
semen sapi Limousin yang diperoleh Yahag,
dkk, (2019) yaitu (++). Gerak individu dari
penelitian ini diperoleh hasil yang baik dengan
angka penilaian 2 vyaitu bergerak progresif,
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namun tidak ada gelombang. Hal ini sesuai
dengan pendapat Toelihere, (1993) menyatakan
bahwa penilaian kualitas semen yang ke 2
cukup baik artinya gerakan berayun atau
melingkar, kurang dari 50% bergerak progresif,
tidak ada gelombang. Motilitas semen segar
dalam penelitian ini didapatkan sebesar 53%.
Hasil tersebut masih tergolong baik sesuai
dengan yang dilaporkan oleh Garner dan Hafez,
(2000) bahwa pada sapi tropis memiliki
motilitas spermatozoa berkisar antara 40-75%.
Viabilitas semen segar sapi Limousin dalam
penelitian ini yaitu 91,6%.

Hasil presentase viabilitas semen segar ini
termasuk dalam kategori yang baik dan
didukung oleh pendapat Hafez, (2000) yang
menyatakan bahwa semen segar yang akan
diproses lebih lanjut harus mengandung
setidaknya 80% spermatozoa hidup.
Abnormalitas semen segar sapi Limousin dalam
penelitian  ini  diperoleh  sebesar 5,2%.
Abnormalitas spermatozoa yang diperoleh
tergolong dalam kategori sangat baik dimana,
nilai tersebut sesuai dengan standar inseminasi
buatan dan  didukung oleh  pendapat
Kartasudjana, (2001) yang menyatakan bahwa
semen untuk inseminasi buatan sebaiknya tidak
boleh mengandung lebih dari 20% sperma
abnormal.  Konsentrasi  spermatozoa  sapi
Limousin yang diperoleh adalah 1.038,6 x 10°
juta/ml. Hasil ini sejalan dengan pendapat Alam
et al., (2020) yang menyatakan bahwa sapi
jantan Limousin memiliki rata-rata konsentrasi
lebih dari 1.004,9 juta/ml.

Pengaruh penambahan sari tomat dalam
pengencer natrium sitrat dan kuning telur
ayam kampung terhadap motilitas semen
Sapi Limousin

Motilitas atau daya gerak progresif
spermatozoa merupakan salah satu indikator
dalam menentukan kualitas semen yang
diencerkan dan juga dapat mempengaruhi daya
fertilitas  spermatozoa.  Kecepatan  gerak
progresif spermatozoa untuk masing-masing
spesies berbeda dan bervariasi tergantung pada
kondisi media dan suhu lingkungan. Presentase
motilitas diamati dari O jam, 24 jam, 48 jam, dan
72 jam pada saat semen yang diencerkan
konstan pada suhu 4°C. Rata-rata persentase
motilitas atau gerak spermatozoa sapi Limousin
yang telah diamati setelah dilakukan pewarnaan
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eosin  negrosin pada kelompok perlakuan
penambahan sari tomat dapat dilihat pada tabel
2. Berdasarkan  hasil  analisis  statistik
menggunakan Analysis of Variance (ANOVA)
pola satu arah (one way) pada pengamatan
motilitas menunjukkan taraf signifikan yaitu
pada 0 jam (0,009), 24 jam (0,003), 48 jam
(0,001), dan 72 jam (0,000), yang berarti bahwa
penambahan sari tomat dalam pengencer
natrium sitrat dan kuning telur ayam kampung
menunjukkan adanya pengaruh terhadap
motilitas semen sapi Limousin (P<0,05).

Tabel 2. Rata-rata (+ SD) persentase motilitas
spermatozoa (%) semen sapi Limousin dalam
pengencer sari buah tomat pada berbagai
perlakuan selama simpan dingin

Waktu Pengamatan

Perlakuan 0 jam 24 jam 48 jam 72 jam
PO 51,00 + 43,00 £ 38,00 + 31,00 +
2,23 2732 2,73 2.23¢

p1 53,00 + 48,00 + 42,00 + 36,00 +
2,73¢ 2,73>  2.73¢  2,23¢

P2 48,00 + 42,00 £ 37,00 + 26,00 +
2,730 2,732 2,73 4,18

P3 47,00 + 41,00 £ 33,00 + 22,00 +
2,73 223 2,73 2,73

Pvalue 0,009 0,003 0,001 0,000

Keterangan: PO: natrium sitrat dan kuning telur,
P1: sari tomat 10%, P2: sari tomat 20%, P3: sari
tomat 30%. Superskrip yang berbeda pada baris
yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata
antar perlakuan (P<0,05).

Uji lanjut Duncan pada pengamatan
motilitas spermatozoa di 0 jam menunjukkan
bahwa PO (51,00 + 2,23") dan P2 (48,00 +
2,73%) tidak menunjukkan perbedaan yang
nyata, namun ada perbedaan dari segi nilai
persentase. P3 (47,00 + 2,73%) menunjukkan
adanya perbedaan yang nyata dengan PO.
Kelompok PO dengan P1 (53,00 + 2,73°)
menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata,
namun ada perbedaan dari segi nilai persentase.
Pengamatan motilitas spermatozoa di 24 jam
menunjukkan bahwa antara PO (43,00 £ 2,73%),
P2 (42,00 £ 2,73% dan P3 (41,00 £ 2,23%) tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata. Namun,
berbeda nyata dengan P1 yaitu (48,00 + 2,73P).
Pengamatan motilitas spermatozoa di 48 jam
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PO, P2, dan P3 mengalami penurunan di bawah
40%. PO (38,00 + 2,73) dengan P2 (37,00 *
2,73%) tidak menunjukkan perbedaan yang
nyata. Namun, berbeda nyata dengan P3 yaitu
(33,00 £ 2,73%). Sedangkan pada P1 (42,00 +
2.73% dengan PO berbeda nyata. Pengamatan 72
jam terjadi penurunan dibawah 40% di setiap
perlakuan terhadap motilitas spermatozoa. PO
(31,00 £ 2,23°%), P1 (36,00 + 2,23%), P2 26,00
4,18) dan P3 (22,00 + 2,73%) menunjukkan
adanya perbedaan yang nyata.

Berdasarkan hasil pengamatan dapat
dilihat bahwa rata-rata persentase motilitas
spermatozoa sapi Limousin selama proses
pendinginan pada perlakuan yang berbeda
mengalami penurunan. Hasil pengamatan pada 0
jam, 24 jam, 48 jam, dan 72 jam menunjukkan
bahwa semen dalam bahan pengencer natrium
sitrat dan kuning telur ayam kampung dengan
penambahan sari tomat sebanyak 10% (P1)
adalah perlakuan yang paling baik dan masih
menunjukkan persentase pergerakan progresif
motilitas layak inseminasi buatan yaitu diatas
40% hingga penyimpanan jam ke-48. Hasil ini
masih sesuai dengan ketentuan SNI 01.4869.1-
2005 yang menyatakan bahwa kualitas semen
setelah pembekuan atau pendinginan harus
memiliki spermatozoa hidup dan motilitas
progresif minimal 40%. Sebagaimana pendapat
Toelihere, (1993) bahwa semen yang memenuhi
syarat untuk digunakan dalam program
inseminasi buatan harus memiliki persentase
spermatozoa motil paling sedikit 40%.

Persentase motilitas spermatozoa
berbanding terbalik dengan lama waktu
penyimpanan dingin, dimana semakin lama
waktu pendinginan maka semakin rendah
persentase motilitas yang didapatkan. Hal ini
kemungkinan disebabkan oleh berkurangnya
ketersediaan energi dalam bahan pengencer,
semakin menuanya umur spermatozoa dan
meningkatnya keasaman (pH) semen serta
semakin meningkatnya jumlah spermatozoa
yang rusak dan mati akibat pendinginan. Selain
itu, ini juga dikarenakan oleh semen segar yang
diperoleh pada saat penampungan menghasilkan
rata-rata 53%, sehingga persentase motilitas
pada saat penyimpanan dingin mengalami
penurunan angka yang relatif rendah.

Hasil penelitian ini terbukti bahwa
penambahan sari tomat 10% (P1) dalam
pengencer natrium sitrat dan kuning telur ayam
kampung dapat memperbaiki komposisi dan
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keadaan fisiologis pengencer, sebagaimana
dapat dilihat dari persentase  motilitas
spermatozoa yang lebih tinggi dibandingkan
dengan kontrol (PO). Tingginya persentase
motilitas spermatozoa pada kelompok perlakuan
penambahan sari tomat 10% (P1) dibandingkan
dengan kontrol kemungkinan disebabkan
tingginya kadar vitamin C, vitamin E, dan
likopen pada sari tomat yang berperan sebagai
antioksidan. Seperti yang dilansir oleh Astuti,
(2017) bahwa 1 kg tomat apel mengandung
142,1 mg vitamin C dan likopen sebanyak 66,72
mg. Adanya kandungan vitamin C, vitamin E,
dan likopen ini dapat mengoptimalkan laju
fruktolisis sehingga kebutuhan energi untuk
motilitas dan kelangsungan hidup spermatozoa
dapat terpenuhi.

Kandungan vitamin C, vitamin E dan
likopen merupakan antioksidan yang dapat
mengikat radikal oksigen yang terdapat dalam
sel untuk mencegah pembentukan peroksidasi
lipid pada membran mitokondria yang dapat
menghambat glikolisis dan motilitas. Hasil
penelitian Chinoy et al, (1991) dan Harbin et
al., (2017) menyatakan bahwa pemberian
vitamin C yang dikombinasikan dengan vitamin
E ternyata dapat meningkatkan kadar Na+ dan
K+ dan aktivitas ATPase dan sukninat
dehidrogenase, sehingga terjadi peningkatan
metabolisme energi pada spermatozoa kelinci.
Hidrosinonemal (HNE) merupakan salah satu
peroksidasi lipid yang berperan sebagai
penghambat glikolisis dan motilitas
spermatozoa. Penghambatan motilitas oleh HNE
diyakini terkait dengan penghambatan glukolisis
dan oksidasi gugus sulfhidril (-SH) dari protein
mikrotubulus spermatozoa. Hasil penelitian ini
juga menunjukkan bahwa penambahan sari
tomat 20% (P2) dan 30% (P3) dalam pengencer
natrium sitrat dan kuning telur ayam kampung

ternyata menurunkan persentase motilitas
spermatozoa pada sapi Limousin setelah simpan
dingin.

Persentase motilitas spermatozoa pada
kelompok penambahan sari tomat 20% (P2) dan
30% (P3) lebih rendah dibandingkan dengan
kelompok kontrol (P0). Rendahnya persentase
motilitas  spermatozoa  pada  kelompok
penambahan sari tomat 20% (P2) dan 30% (P3)
kemungkinan disebabkan oleh penurunan pH
pengencer sehingga tidak sesuai lagi dengan
keadaan fisiologis spermatozoa. Selain itu, hal
ini juga disebabkan karena meningkatnya
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kandungan yang terdapat dalam sari tomat
seperti vitamin C dan likopen. Hal ini sesuai
dengan pendapat Hammerstedt, (1993) yang
menyatakan bahwa semakin tinggi konsentrasi
sari tomat, maka juga akan semakin tinggi
kandungan vitamin C, vitamin E dan likopen
dalam pengencer yang mempercepat laju
fruktolisis dan akumulasi asam laktat dalam
pengencer. Percepatan akumulasi asam laktat
dalam pengencer akan semakin mempercepat
penurunan pH semen yang selanjutnya akan
menyebabkan penurunan  aktivitas enzim
metabolik, akibatnya kebutuhan energi untuk
motilitas tidak dapat terpenuhi.

Pengaruh penambahan sari tomat dalam
pengencer natrium sitrat dan kuning telur
ayam kampung terhadap viabilitas semen
Sapi Limousin

Viabilitas atau daya hidup spermatozoa
merupakan salah satu parameter penting untuk
menentukan kualitas semen karena dapat
mengetahui berapa persen spermatozoa yang
hidup. Perbedaan spermatozoa yang hidup dan
mati pada penelitian ini dapat dilihat pada
gambar 1.

Gambar 1. Viabilitas spermatozoa diamati
menggunakan mikroskop perbesaran 400x. (A)
Spermatozoa hidup, (B) Spermatozoa mati.

Lama waktu penyimpanan dingin semen
cair berbanding lurus dengan  jumlah
spermatozoa yang mati. Semakin lama semen
disimpan dalam suhu dingin, maka semakin
banyak spermatozoa yang terlihat menyerap
warna (mati) pada saat pengamatan. Rata-rata
persentase  viabilitas atau daya hidup
spermatozoa sapi Limousin yang telah diamati
setelah dilakukan pewarnaan eosin negrosin
pada kelompok perlakuan penambahan sari
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tomat dapat dilihat pada tabel 3. Berdasarkan
hasil analisis statistik menggunakan Analysis of
Variance (ANOVA) pola satu arah (one way)
pada pengamatan motilitas menunjukkan taraf
signifikan yaitu pada O jam (0,001), 24 jam
(0,001), 48 jam (0,000), dan 72 jam (0,002),
yang berarti bahwa penambahan sari tomat
dalam pengencer natrium sitrat dan kuning telur
ayam kampung menunjukkan adanya pengaruh
terhadap viabilitas semen sapi Limousin
(P<0,05). Uji lanjut Duncan pada pengamatan
viabilitas spermatozoa di 0 jam menunjukkan
bahwa PO (75,10 + 3,74™) dan P2 (71,50 *
5,20%) tidak menunjukkan perbedaan yang
nyata, namun ada perbedaan dari segi nilai
persentase. P3 (66,50 + 4,54%) menunjukkan
adanya perbedaan yang nyata dengan PO.
Kelompok

Tabel 3. Rata-rata (+ SD) persentase viabilitas
spermatozoa (%) semen sapi Limousin dalam
pengencer sari buah tomat pada berbagai perlakuan
selama simpan dingin

Waktu Pengamatan

Perlakuan Ojam 24jam 48jam 72 jam

PO 7510+ 71,20+ 6520+ 56,80 %
3,74 450  4.88* 517

p1 80,90+ 76,00+ 7050+ 62,10+
3,92¢ 4,33¢ 4,44¢ 4,51°

P2 7150+ 6590+ 59,80+ 51,40+
520® 528 491> 501%®

P3 66,50+ 59,60+ 50,60+ 44,30z
4,542 5,402 5,172 8,292

P value 0,001 0,001 0,000 0,002

Keterangan: PO: natrium sitrat dan kuning telur, P1:
sari tomat 10%, P2: sari tomat 20%, P3: sari tomat
30%. Superskrip yang berbeda pada baris yang sama
menunjukkan perbedaan yang nyata antar perlakuan
(P<0,05).

PO dengan P1 (80,90 £ 3,929
menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata,
namun ada perbedaan dari segi nilai persentase.
Pengamatan viabilitas spermatozoa di 24 jam
menunjukkan bahwa PO (71,20 + 4,50) dan P2
(65,90 + 5,28%) tidak menunjukkan perbedaan
yang nyata, namun ada perbedaan dari segi nilai
persentase. P3 (59,60 + 5,40% menunjukkan
perbedaan yang nyata dengan PO. Kelompok PO
dengan P1 (76,00 + 4,33%) menunjukkan tidak
ada perbedaan yang nyata, namun ada
perbedaan  dari segi nilai  persentase.
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Pengamatan di 48 jam terhadap viabilitas
spermatozoa menunjukkan bahwa antara PO
(65,20 + 4,88) dan P2 (59,80 + 4,91°) tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata, namun ada
perbedaan dari segi nilai persentase.

P3 (50,60 + 5,17%) menunjukkan adanya
perbedaan yang nyata dengan PO. Kelompok PO
dengan P1 (70,50 + 4,44°) menunjukkan tidak
ada perbedaan yang nyata, namun ada
perbedaan  dari segi nilai  persentase.
Pengamatan viabilitas spermatozoa di 72 jam
menunjukkan bahwa antara PO (56,80 + 5,17")
dan P2 (51,40 + 5,01%) tidak ada perbedaan
yang nyata, namun ada perbedaan dari segi nilai
persentase. P3 (44,30 + 8,29%) menunjukkan
adanya perbedaan yang nyata dengan PO.
Kelompok PO dengan P1 (62,10 + 4,51°)
menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata,
namun ada perbedaan dari segi nilai persentase.

Berdasarkan hasil pengamatan terlihat
bahwa rata-rata persentase viabilitas
spermatozoa sapi Limousin selama proses
pendinginan pada perlakuan yang berbeda
mengalami penurunan. Hasil pengamatan pada 0
jam, 24 jam, 48 jam, dan 72 jam menunjukkan
bahwa penambahan sari tomat sebanyak 10%
(P1) dalam pengencer natrium sitrat dan kuning
telur ayam kampung adalah perlakuan yang
paling baik yang masih menunjukkan persentase
viabilitas tertinggi yaitu di atas 60% hingga jam
ke-72 selama simpan dingin. Terdapat
perbedaan antara nilai persentase viabilitas dan
nilai  persentase  motilitas,  sebagaimana
diketahui bahwa persentase viabilitas relatif
lebih tinggi dibandingkan dengan persentase
motilitas spermatozoa. Hal ini diduga bahwa
spermatozoa yang tidak bergerak progresif
belum tentu mati, karena spermatozoa
mengalami cold shock dan tidak mampu
bergerak secara progresif. Hal ini juga didukung
Riyadhi et al., (2020) yang menyatakan bahwa
spermatozoa yang motil selalu hidup, tapi
spermatozoa hidup belum tentu motil.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
penambahan sari buah tomat dengan konsentrasi
10% (P1) dalam pengencer natrium sitrat dan
kuning  telur ayam  kampung  dapat
mempertahankan ~ komposisi  dan  kondisi
fisiologis pengencer, sehingga persentase hidup
spermatozoa juga dapat dipertahankan. Hal ini
dapat dilihat dari persentase viabilitas
spermatozoa yang lebih tinggi dibandingkan
dengan kontrol (P0). Tingginya nilai persentase
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viabilitas  spermatozoa  pada  kelompok
perlakuan penambahan sari tomat 10% (P1)
dibandingkan dengan perlakuan kontrol (PO)
dapat terjadi karena dalam sari tomat
mengandung vitamin C, vitamin E, dan likopen
yang berperan sebagai antioksidan. Dengan
adanya vitamin C, vitamin E, dan likopen ini
dapat mengoptimalkan laju fruktolisis sehingga
kebutuhan energi untuk kelangsungan hidup
spermatozoa dapat terpenuhi. Selain itu,
kandungan vitamin C, vitamin E, dan likopen
dapat mengikat radikal oksigen yang terdapat
pada pengencer dan sel spermatozoa (Harbin et
al., 2017).

Vitamin C yang terkandung dalam sari
tomat segera diubah menjadi radikal askorbil
yang sangat reaktif terhadap radikal oksigen dan
radikal hidroksil (Comb, 1992). Penambahan
vitamin C sebanyak 200mg/100 ml pada
pengencer dapat berperan sebagai pelindung
membran  plasma  spermatozoa kambing
peranakan  Boer dari  kerusakan akibat
peroksidasi lipid (Harbin et al., 2017). Selain
itu, kuning telur juga mengandung sumber
kolesterol berupa Low Density Lipoprotein
(LDL) yang mampu menjaga Kkeutuhan
membran plasma  spermatozoa. LDL
mempunyai efek stabilisasi plasma
spermatozoa, membran integritas akrosom,
mitokondria dan flagella spermatozoa (Meo et
al., 2022) Hasil penelitian ini juga menunjukkan
bahwa penambahan sari tomat 20% (P2) dan
30% (P3) dalam pengencer natrium sitrat dan
kuning telur ayam kampung justru menurunkan
persentase viabilitas spermatozoa sapi Limousin
setelah simpan dingin.

Persentase viabilitas pada kelompok
penambahan sari tomat 20% (P2) dan 30% (P3)
lebih rendah dibandingkan dengan pengencer
natrium sitrat dan kuning telur ayam kampung
tanpa penambahan sari tomat (P0). Keadaan ini
kemungkinan disebabkan karena semakin
tingginya konsentrasi sari tomat juga akan
meninggikan kandungan vitamin C nya dalam
pengencer, sehingga akan mempercepat laju
fruktolisis dan meningkatkan konsentrasi asam
laktat dalam pengencer. Konsentrasi asam laktat
yang tinggi dapat mengakibatkan penurunan pH
semen secara cepat Yyang selanjutnya
menyebabkan penurunan aktivitas enzim-enzim
metabolisme, sehingga kebutuhan energi untuk
mempertahankan hidup tidak dapat terpenuhi
(Lehninger, 1993). Penyimpanan semen dalam
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jangka waktu yang lama akan menyebabkan
peningkatan akumulasi asam laktat sisa
metabolisme sel, sehingga menyebabkan
kondisi medium menjadi asam. Kondisi ini
dapat menjadi racun bagi spermatozoa yang
akhirnya menyebabkan kematian spermatozoa
(Astuti, 2017).

Menurunnya pH, terjadi peningkatan
konsentrasi H+ yang bereaksi dengan radikal
membentuk hidrogen peroksida (Hammersttedt,
1993) . Hidrogen peroksida merupakan katalis
dalam pembentukan peroksidasi lipid yang
dapat merusak membran plasma dan selanjutnya
menghambat glikolisis dan tingkat kematian
spermatozoa semakin meningkat. Dalam hal ini,
Mukhlis et al., (2017) juga menyatakan bahwa
penurunan persentase viabilitas spermatozoa
disebabkan oleh tingginya persentase campuran
bahan pengencer. Penggunaan antioksidan yang
berlebihan justru berubah menjadi pro-oksidan
dan penggunaan antioksidan yang berlebihan
akan bersifat racun bagi spermatozoa (Meo et
al., 2022).

Pengaruh penambahan sari tomat dalam
pengencer natrium sitrat dan kuning telur
ayam kampung terhadap abnormalitas
semen Sapi Limousin

Abnormalitas spermatozoa adalah
kelainan atau tidak normalnya spermatozoa
yang terbagi menjadi 3 macam vyaitu
abnormalitas primer, abnormalitas sekunder,
dan abnormalitas tersier. Perbedaan
spermatozoa yang hidup dan mati pada
penelitian ini dapat dilihat pada gambar 2.
Abnormalitas spermatozoa merupakan faktor
penting dalam menentukan kualitas
spermatozoa, karena jika persentase
abnormalitasnya diatas 20% maka tingkat
fertilitasnya rendah, sehingga berpengaruh pada
tidak terjadinya fertilisasi pada saat kopulasi.
Rata-rata  nilai  persentase  abnormalitas
spermatozoa sapi Limousin selama simpan
dingin dapat dilihat pada tabel 4. Hasil analisis
statistik menggunakan Analysis of Variance
(ANOVA) pola satu arah (one way) pada
pengamatan motilitas menunjukkan taraf
signifikan yaitu pada 0 jam (0,011), 24 jam
(0,001), 48 jam (0,004), dan 72 (0,000), yang
berarti penambahan sari tomat dalam pengencer
natrium sitrat dan kuning telur ayam kampung
menunjukkan  adanya pengaruh terhadap
abnormalitas semen sapi Limousin (P<0,05).
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Gambar 2. Abnormalitas spermatozoa
diamati menggunakan mikroskop perbesaran 400x.
(A) Spermatozoa normal, (B) Spermatozoa tanpa
kepala, dan (C) Spermatozoa kepala kecil.

Tabel 4. Rata-rata (£ SD) persentase abnormalitas
spermatozoa (%) semen sapi Limousin dalam
pengencer sari buah tomat pada berbagai perlakuan
selama simpan dingin

Waktu Pengamatan

Perlakuan Ojam 24jam 48jam 72 jam

PO 6,90 + 10,80+ 14,30 + 18,40 +
0,96®  1,09%  2,01*% 1,552

p1 6,10 £ 9,20 + 1250+ 16,60
0,542 1,252 2,712 1,818

P2 7,70 £ 12,20+ 1590+ 21,00 +
1,15 1,20 2,30  1,83°

P3 8,70 + 1330+ 18,90+ 2540 +
1,48° 1,39¢ 2,43° 2,10°

P value 0,011 0,000 0,004 0,000

Keterangan: PO: natrium sitrat dan kuning telur, P1:
sari tomat 10%, P2: sari tomat 20%, P3: sari tomat
30%. Superskrip yang berbeda pada baris yang sama
menunjukkan perbedaan yang nyata antar perlakuan
(P<0,05).

Uji lanjut Duncan pada pengamatan di 0
jam terhadap abnormalitas spermatozoa
menunjukkan hasil bahwa PO (6,90 + 0,96%°)
dan P2 (7,70 + 1,15) tidak ada perbedaan yang
nyata, namun ada perbedaan dari segi nilai
persentase. P3 (8,70 + 1,48°%) menunjukkan
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adanya perbedaan yang nyata dengan PO.
Kelompok PO dengan P1 (6,10 = 0,549
menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata,
namun ada perbedaan dari segi nilai persentase.
Pengamatan abnormalitas spermatozoa di 24
jam menunjukkan bahwa PO (10,80 + 1,09%)
dan P2 (12,20 + 1,20*) tidak ada perbedaan
yang nyata, namun ada perbedaan dari segi nilai
persentase. P3 (13,30 + 1,39°) menunjukkan
adanya perbedaan yang nyata dengan PO.
Kelompok PO dengan P1 (9,20 + 1,259
menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata,
namun ada perbedaan dari segi nilai persentase.

Pengamatan di 48 jam terhadap
abnormalitas spermatozoa menunjukkan hasil
bahwa PO (14,30 + 2,01®) dan P2 (15,90 +
2,30) tidak ada perbedaan yang nyata, namun
ada perbedaan dari segi nilai persentase. P3
(18,90 * 2,43%) menunjukkan adanya perbedaan
yang nyata dengan PO. Kelompok PO dengan P1
(12,50 £ 2,71%) menunjukkan tidak ada
perbedaan yang nyata, namun ada perbedaan
dari segi nilai persentase. Pengamatan di 72 jam
menunjukkan bahwa terjadi  peningkatan
abnormalitas spermatozoa di atas 20% pada
perlakuan P2 dan P3. Sebagaimana PO (18,40 +
1,55% dan P1 (16,60 + 1,81%) menunjukkan
bahwa tidak ada perbedaan yang nyata, namun
ada perbedaan dari segi nilai persentase. P2
(21,00 + 1,83°) dan P3 (2540 * 2,109
menunjukkan perbedaan yang nyata dengan PO.

Hasil pengamatan pada 0 jam, 24 jam, 48
jam, dan 72 jam menunjukkan bahwa semen
dalam bahan pengencer natrium sitrat dan
kuning telur ayam kampung dengan
penambahan sari tomat sebanyak 10% (P1)
menunjukkan persentase abnormalitas yang
paling rendah hingga penyimpanan jam ke-72
sehingga layak untuk inseminasi buatan yaitu
kurang dari 20%. Persentase abnormalitas
spermatozoa ini berbanding terbalik dengan
motilitas dan viabilitas, dimana semakin
menurun persentase motilitas dan viabilitas
maka semakin meningkat nilai persentase
abnormalitas spermatozoa. Hal ini menunjukkan
bahwa semakin tinggi persentase abnormalitas
spermatozoa, maka semakin tidak bagus pula
kualitasnya.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
penambahan sari tomat dalam pengencer
natrium sitrat dan kuning telur ayam kampung
dapat mempengaruhi persentase abnormalitas
spermatozoa pada sapi Limousin. ini juga

81

membuktikan bahwa penambahan sari tomat
10% (P1) dalam pengencer natrium sitrat dan

kuning  telur  ayam kampung  dapat
mempertahankan  komposisi  dan  kondisi
fisiologis pengencer, sehingga persentase

abnormalitas spermatozoa sapi Limousin dapat
dipertahankan. Sebagaimana dapat dilihat dari
persentase abnormalitas spermatozoa yang lebih
rendah dibandingkan dengan perlakuan kontrol
(PO). Rendahnya persentase abnormalitas
spermatozoa pada perlakuan penambahan sari
tomat 10% (P1) dibandingkan dengan perlakuan
kontrol (PO), kemungkinan disebabkan karena
adanya bahan antioksidan pada sari tomat.

Sari tomat terdapat kandungan vitamin C,
dan vitamin E vyang berperan sebagai
antioksidan. Bahan ini dapat menghambat enzim
yang menghasilkan ROS (Reactive Oxygen
Species) sehingga reaksi ROS dengan sel-sel
normal seperti peroksidasi lemak dan kerusakan
DNA spermatozoa dapat dicegah (Parwata, dkk,
2018). Kandungan antioksidan pada tomat juga
berfungsi untuk menyangkal radikal bebas, hal
ini didukung oleh Cahyadi et al., (2017) yang
menyatakan bahwa penurunan  persentase
abnormalitas disebabkan karena antioksidan
yang menyangkal radikal bebas, yang dapat
menyebabkan sel spermatozoa menjadi cacat
atau abnormal. Pada tomat juga terdapat zat
antioksidan bernama likopen. Likopen juga
diketahui memberikan perlindungan terhadap
oksidasi lipid, protein, dan DNA. Hal ini sejalan
dengan hasil penelitian Zakiyah et al., (2022)
yang menyatakan bahwa likopen yang
terkandung sari tomat berhasil menormalkan
jumlah sperma abnormal mencit yang terpapar
asap rokok tersier.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
persentase abnormalitas spermatozoa pada
kelompok perlakuan penambahan sari tomat
20% (P2) dan 30% (P3) lebih tinggi
dibandingkan dengan dalam pengencer natrium
sitrat dan kuning telur ayam kampung tanpa
penambahan sari tomat (P0). Hal ini
kemungkinan terjadi karena disebabkan dengan
semakin tingginya konsentrasi sari tomat juga
akan meningkatkan kandungan vitamin C dalam
pengencer, sehingga akan mempercepat laju
fruktolisis dan meningkatkan asam laktat dalam
pengencer. Konsentrasi asam laktat yang tinggi
akan mempercepat penurunan pH semen. Hal
ini sesuai dengan pendapat Tanii et al., (2022)
yang  menyatakan  bahwa,  peningkatan
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abnormalitas disebabkan oleh adanya proses
peroksidasi lipid, perubahan tekanan osmotik
akibat radikal bebas, dan asam laktat hasil dari
proses metabolik, sehingga merusak membran
plasma dan  menyebabkan  peningkatan
abnormalitas sperma.

Peningkatan abnormalitas ini terjadi
karena semakin lama semen cair disimpan maka
semakin sedikit nutrisi yang tersedia bagi
spermatozoa dan terjadi ketidakseimbangan
tekanan osmotik sebagai akibat dari dari proses
metabolik yang terus berlangsung selama
simpan dingin yang mempengaruhi perubahan
fisik pada spermatozoa. Hal ini juga sejalan
dengan pendapat Manehat et al., (2021) yang
menyatakan bahwa abnormalitas spermatozoa
disebabkan oleh kejutan suhu dingin yang
menyebabkan  ketidakseimbangan  tekanan
osmotik sebagai akibat dari proses metabolik
yang terus berlangsung. Menurut Salisbury dkk,
(1985) cold shock dan perubahan tekanan
osmotik pada spermatozoa yang diejakulasi
menyebabkan perubahan pembentukan
spermatozoa yang dapat menyebabkan kelainan
atau abnormal.

Peningkatan abnormalitas spermatozoa
setelah proses pendinginan disebabkan oleh
pengaruh fisik spermatozoa, dimana perubahan
suhu akan menyebabkan perubahan
permeabilitas membran sel dinding spermatozoa
sehingga menyebabkan pemecahan membran
plasma, hal ini juga didukung oleh Susilawati,
(2013) yang menyatakan bahwa spermatozoa
cenderung  mengalami  kerusakan  yang
signifikan selama pengenceran dan
penyimpanan pada suhu rendah. Peningkatan
abnormalitas spermatozoa, tergantung
penanganan yang dilakukan. Faktor lain yang
mempengaruhi peningkatan abnormalitas adalah
tindakan perlakuan yang kurang hati-hati,
mencairkan semen yang tidak sama isotonisnya,
panas, cold shock, dan gangguan nutrisi. Selain
itu, terjadinya peningkatan abnormalitas
spermatozoa juga diakibatkan oleh pengaruh
fisik pada saat perlakuan, dimana spermatozoa
bergesekan  satu  sama lain  sehingga
menyebabkan kelainan dan kematian.

Kesimpulan
Penambahan sari tomat dalam pengencer

natrium sitrat dan kuning telur ayam kampung
berpengaruh terhadap matilitas, viabilitas, dan
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abnormalitas semen sapi Limousin.
Penambahan sari tomat sebanyak 10% (P1)
dalam pengencer natrium sitrat dan kuning telur
ayam kampung merupakan perlakuan terbaik
dalam mempertahankan motilitas yaitu 42,00%
selama penyimpanan 48 jam, viabilitas 62,10%
selama penyimpanan 72 jam, dan abnormalitas
16,60% selama penyimpanan 72 jam pada
semen cair sapi Limousin.
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