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ABSTRAK

Kualitas spermatozoa merupakan faktor penting dalam keberhasilan inseminasi buatan pada sapi. Salah
satu upaya mempertahankan kualitas spermatozoa selama penyimpanan dingin adalah melalui
penambahan antioksidan pada bahan pengencer. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh
suplementasi vitamin C dalam pengencer Andromed® terhadap kualitas spermatozoa Sapi Bali yang
disimpan pada suhu 5°C. Penelitian menggunakan metode eksperimen laboratorium dengan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) yang terdiri atas empat perlakuan dan lima ulangan, yaitu PO (Andromed® tanpa
vitamin C), P1 (Andromed® + 0,5% vitamin C), P2 (Andromed® + 1,0% vitamin C), dan P3
(Andromed® + 1,5% vitamin C). Variabel yang diamati meliputi motilitas progresif, viabilitas, dan
abnormalitas spermatozoa selama tiga hari penyimpanan. Data dianalisis menggunakan analisis varians
(ANOVA) dan dilanjutkan dengan uji Duncan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa suplementasi
vitamin C berpengaruh nyata (P<0,05) terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa, tetapi tidak
berpengaruh nyata terhadap abnormalitas. Perlakuan P1 menghasilkan kualitas spermatozoa terbaik
dengan motilitas sebesar 54,2+2,7% pada hari ke-2 dan viabilitas sebesar 71,2+2,9% pada hari ke-1
penyimpanan. Disimpulkan bahwa penambahan vitamin C 0,5% dalam pengencer Andromed® mampu
mempertahankan kualitas spermatozoa Sapi Bali selama penyimpanan pada suhu 5°C sehingga
berpotensi meningkatkan efektivitas program inseminasi buatan.

Kata kunci: Andromed®, vitamin C, spermatozoa, Sapi Bali

ABSTRACT

Spermatozoa quality is a crucial factor determining the success of artificial insemination in cattle. One
approach to maintaining sperm quality during cold storage is the supplementation of antioxidants in
semen extenders. This study aimed to evaluate the effect of vitamin C supplementation in Andromed®
extender on the quality of Bali cattle spermatozoa stored at 5°C. The experiment was conducted using
a Completely Randomized Design (CRD) consisting of four treatments and five replications: PO
(Andromed® without vitamin C), P1 (Andromed® + 0.5% vitamin C), P2 (Andromed® + 1.0% vitamin
C), and P3 (Andromed® + 1.5% vitamin C). The observed variables included progressive motility,
viability, and abnormalities of spermatozoa during three days of storage. Data were analyzed using
analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan’s multiple range test. The results showed that
vitamin C supplementation significantly affected (P<0.05) sperm motility and viability but had no
significant effect on sperm abnormalities. The P1 treatment produced the best sperm quality, with
motility reaching 54.2+2.7% on the second day and viability reaching 71.2+2.9% on the first day of
storage. It can be concluded that supplementation of 0.5% vitamin C in Andromed® extender
effectively maintains the quality of Bali cattle spermatozoa during storage at 5°C and may contribute
to improving the success of artificial insemination programs.

Keywords: Andromed®, vitamin C, spermatozoa, Bali cattle
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PENDAHULUAN

Sapi Bali merupakan salah satu plasma nutfah ternak asli Indonesia yang memiliki
kemampuan adaptasi tinggi terhadap lingkungan tropis, tingkat fertilitas yang baik, serta
persentase karkas yang dapat mencapai 60% (Sriwijayanti ef al., 2012). Keunggulan tersebut
perlu didukung melalui pemanfaatan pejantan unggul untuk meningkatkan mutu genetik
populasi, salah satunya melalui penerapan teknologi inseminasi buatan (IB) (Widyas et al.,
2017). Teknologi IB memungkinkan penyebaran materi genetik pejantan unggul secara luas
dan efisien sehingga berperan penting dalam peningkatan produktivitas ternak sapi (Ax et al.,
2016).

Keberhasilan program inseminasi buatan sangat dipengaruhi oleh kualitas semen yang
digunakan. Semen yang akan digunakan harus memiliki kualitas yang baik, terutama pada
parameter motilitas, viabilitas, dan integritas membran spermatozoa. Standar Nasional
Indonesia (SNI) mensyaratkan nilai post thawing motility (PTM) minimal 40% untuk semen
beku yang layak digunakan dalam program IB (Standar Nasional Indonesia, 2017). Oleh
karena itu, diperlukan upaya untuk mempertahankan kualitas spermatozoa selama proses
pengolahan dan penyimpanan semen agar daya fertilitasnya tetap optimal (Mumu, 2009).

Salah satu faktor penting dalam preservasi semen adalah penggunaan bahan pengencer.
Pengencer berfungsi menyediakan nutrisi, menjaga keseimbangan osmotik, melindungi
spermatozoa dari cold shock, serta mengandung krioprotektan yang mampu mempertahankan
kualitas spermatozoa selama penyimpanan (Aslam et al., 2014). Berbagai jenis pengencer telah
digunakan dalam teknologi reproduksi ternak, seperti tris-kuning telur, sitrat-kuning telur,
fosfat-kuning telur, dan Andromed®. Di antara berbagai pengencer tersebut, Andromed®
merupakan pengencer komersial berbasis tris yang banyak digunakan karena mengandung
fosfolipid, fruktosa, gliserol, asam sitrat, antibiotik, dan berbagai komponen pendukung
lainnya yang berfungsi menjaga viabilitas spermatozoa (Minitub, 2001).

Meskipun demikian, penggunaan Andromed® belum sepenuhnya mampu mencegah
kerusakan spermatozoa akibat stres oksidatif selama proses pendinginan maupun pembekuan.
Kerusakan membran plasma spermatozoa dapat terjadi akibat peroksidasi lipid yang dipicu
oleh senyawa oksigen reaktif (reactive oxygen species), sehingga berdampak pada penurunan
motilitas dan viabilitas spermatozoa (Aslam et al., 2014). Oleh sebab itu, diperlukan
penambahan antioksidan ke dalam pengencer untuk menghambat proses oksidasi dan

mempertahankan kualitas spermatozoa selama penyimpanan.
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Vitamin C (asam askorbat) merupakan antioksidan larut air yang mampu menangkap
radikal bebas dan menghambat reaksi berantai oksidatif pada membran plasma spermatozoa.
Kemampuan tersebut menjadikan vitamin C berpotensi melindungi spermatozoa dari
kerusakan peroksidatif yang dapat menurunkan viabilitas dan fertilitas sel (Lubis et al., 2013).
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa suplementasi vitamin C dalam bahan pengencer
mampu meningkatkan kualitas semen selama penyimpanan. Benconi et al. (1993) melaporkan
bahwa penambahan vitamin C pada pengencer susu skim dapat meningkatkan kualitas semen
beku kuda, sedangkan Aslam et a/. (2014) menunjukkan bahwa penambahan vitamin C pada
pengencer Andromed® mampu mempertahankan motilitas dan integritas membran plasma
spermatozoa sapi setelah proses pembekuan.

Meskipun manfaat vitamin C sebagai antioksidan telah banyak dilaporkan, informasi
mengenai penggunaan vitamin C dalam pengencer Andromed® untuk mempertahankan
kualitas spermatozoa Sapi Bali selama penyimpanan dingin masih terbatas. Oleh karena itu,
penelitian ini dilakukan untuk mengevaluasi pengaruh suplementasi vitamin C pada pengencer
Andromed® terhadap motilitas, viabilitas, dan abnormalitas spermatozoa Sapi Bali yang
disimpan pada suhu 5°C, serta menentukan konsentrasi vitamin C yang paling efektif dalam

mempertahankan kualitas spermatozoa selama penyimpanan.

MATERI DAN METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni—Juli 2024 di Unit Pelaksana Teknis Daerah
(UPTD) Balai Inseminasi Buatan Daerah (BIBD) Banyumulek, Kabupaten Lombok Barat,
Nusa Tenggara Barat. Materi penelitian berupa semen segar sapi Bali pejantan berumur 3
tahun dengan bobot badan £352 kg yang dipelihara di BIBD Banyumulek. Semen ditampung
menggunakan vagina buatan dan hanya ejakulat yang memenuhi standar kualitas untuk
diproses lebih lanjut yang digunakan dalam penelitian.

Penelitian menggunakan metode eksperimen laboratorium dengan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) yang terdiri atas empat perlakuan dan lima ulangan. Perlakuan yang diberikan
meliputi: PO = pengencer Andromed® tanpa penambahan vitamin C (kontrol), P1 =
Andromed® + 0,5% vitamin C, P2 = Andromed® + 1,0% vitamin C, dan P3 = Andromed® +
1,5% vitamin C. Pengencer Andromed® dibuat dengan perbandingan 1:4 menggunakan
aquabidest (20% Andromed® dan 80% aquabidest) sesuai metode yang dilaporkan oleh
Aslam et al. (2014).

Semen segar yang telah ditampung terlebih dahulu dievaluasi secara makroskopis
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meliputi volume, warna, konsistensi, aroma, dan pH. Volume semen dibaca langsung pada
tabung penampung berskala, sedangkan warna, aroma, dan konsistensi diamati secara visual.
Nilai pH diukur menggunakan kertas lakmus. Evaluasi mikroskopis meliputi motilitas massa,
motilitas progresif individu, viabilitas, abnormalitas, dan konsentrasi spermatozoa. Motilitas
massa diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 100x mengikuti metode Toelihere
(1981), sedangkan motilitas progresif individu diamati pada perbesaran 400x dan dinyatakan
dalam persentase spermatozoa yang bergerak progresif (Lubis ef al., 2013).

Viabilitas spermatozoa ditentukan menggunakan metode pewarnaan eosin—nigrosin.
Spermatozoa hidup ditandai dengan tidak menyerap warna, sedangkan spermatozoa mati
menyerap warna merah. Persentase viabilitas dihitung berdasarkan jumlah spermatozoa hidup
dibandingkan total spermatozoa yang diamati. Pengamatan abnormalitas dilakukan pada
preparat yang sama dengan menilai kelainan morfologi kepala maupun ekor spermatozoa
sesuai metode Sumadiasa et al. (2022). Konsentrasi spermatozoa diukur menggunakan
spektrofotometer setelah semen diencerkan dengan larutan NaCl fisiologis.

Semen yang memenuhi standar kualitas kemudian diencerkan menggunakan
pengencer sesuai perlakuan dan disimpan pada suhu 5°C. Evaluasi motilitas progresif,
viabilitas, dan abnormalitas spermatozoa dilakukan setiap hari selama tiga hari penyimpanan
atau sampai motilitas mencapai batas minimum 40%.

Variabel yang diamati meliputi motilitas progresif, viabilitas, dan abnormalitas
spermatozoa sebagai variabel respons, sedangkan konsentrasi vitamin C sebagai faktor
perlakuan. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan analisis ragam (ANOVA). Apabila
perlakuan menunjukkan pengaruh yang nyata (P<0,05), maka dilanjutkan dengan Uji Jarak
Berganda Duncan menggunakan program SPSS versi 22 untuk mengetahui perbedaan

antarperlakuan.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kualitas Semen Segar Sapi Bali
Evaluasi semen segar dilakukan untuk memastikan bahwa semen yang digunakan
memenuhi persyaratan sebagai bahan penelitian dan layak dipreservasi menggunakan
pengencer Andromed® yang disuplementasi vitamin C. Hasil pemeriksaan makroskopis dan
mikroskopis semen segar Sapi Bali disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Kualitas semen segar Sapi Bali

Parameter Nilai
Volume (ml) 4.6+ 1,44
Warna Putih susu
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Aroma Khas semen
Konsistensi Sedang

pH 6,42 +£0,18
Motilitas massa +++
Motilitas individu (%) 70 £6,12
Konsentrasi (x10%ml) 1.185+0,29
Viabilitas (%) 84 £3,16
Abnormalitas (%) 42+0,84

Rataan volume semen segar yang diperoleh sebesar 4,6+1,44 ml, masih berada dalam
kisaran normal volume ejakulat Sapi Bali yaitu 2—15 ml dengan rata-rata 4-8 ml (Arifiantini,
2012). Warna semen putih susu, aroma khas semen, konsistensi sedang, dan pH 6,42+0,18
menunjukkan bahwa semen berada dalam kondisi fisiologis normal dan tidak mengalami
kontaminasi. Nilai pH tersebut masih berada dalam kisaran normal semen sapi yaitu 5,9-7,3
(Dzulqarnain et al., 2022).

Secara mikroskopis, motilitas massa menunjukkan kategori sangat baik (+++), sedangkan
motilitas individu mencapai 70+6,12%, yang masih memenuhi standar semen segar untuk
proses pengolahan lebih lanjut. Konsentrasi spermatozoa sebesar 1,185x10° sel/ml
menunjukkan kepadatan spermatozoa yang tinggi dan sesuai dengan karakteristik semen
berkonsistensi sedang hingga kental. Viabilitas spermatozoa mencapai 84+3,16%, sedangkan
abnormalitas hanya 4,2+0,84%, jauh di bawah batas maksimum abnormalitas untuk
inseminasi buatan yaitu 20% (Ismaya, 2014). Hasil ini menunjukkan bahwa semen segar yang
digunakan memiliki kualitas yang baik dan layak untuk proses pengenceran serta
penyimpanan suhu dingin.

Pengaruh Suplementasi Vitamin C terhadap Motilitas Spermatozoa

Motilitas merupakan indikator utama kualitas spermatozoa karena berkaitan langsung
dengan kemampuan spermatozoa mencapai dan membuahi ovum. Hasil pengamatan motilitas
spermatozoa selama penyimpanan pada suhu 5°C disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Motilitas spermatozoa (%) selama penyimpanan

Hari PO P1 (0,5%) P2 (1%) P3 (1,5%)

0 83,343 4 87,416 83,4528 71,8+6,9
1 70,241,9 71,4418 70,2423 58,2+4.8
2 52,8+4,7 542407 53,8431 43,8436
3 37,0412 38,4+1,9 37,816 30,041,8

Motilitas spermatozoa mengalami penurunan pada seluruh perlakuan seiring
bertambahnya lama penyimpanan. Penurunan ini terjadi akibat berkurangnya cadangan energi
dan meningkatnya kerusakan membran plasma selama penyimpanan dingin. Namun demikian,

suplementasi vitamin C 0,5% (P1) menghasilkan motilitas tertinggi pada setiap periode
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pengamatan dibandingkan perlakuan lainnya. Pada hari ke-2, motilitas spermatozoa P1 masih
mencapai 54,2+2.7%, sehingga masih memenuhi standar minimal untuk pemrosesan semen,
sedangkan pada hari ke-3 seluruh perlakuan mengalami penurunan hingga di bawah 40%.

Tingginya motilitas pada perlakuan P1 menunjukkan bahwa vitamin C berfungsi
efektif sebagai antioksidan yang mampu menangkap radikal bebas dan menghambat
peroksidasi lipid membran spermatozoa. Perlindungan terhadap membran plasma
menyebabkan metabolisme sel tetap berlangsung sehingga energi yang dihasilkan masih
mampu mendukung pergerakan progresif spermatozoa. Hasil ini sejalan dengan penelitian
Aslam et al. (2014) yang melaporkan bahwa penambahan vitamin C pada pengencer
Andromed® mampu mempertahankan motilitas spermatozoa selama penyimpanan.

Sebaliknya, perlakuan P3 (1,5%) menunjukkan motilitas terendah dan berbeda nyata
(P<0,05) dibandingkan perlakuan lainnya. Kondisi ini mengindikasikan bahwa dosis vitamin
C yang terlalu tinggi dapat menyebabkan perubahan sifat medium sehingga aktivitas
antioksidan berubah menjadi prooksidan yang justru mempercepat kerusakan sel spermatozoa.
Temuan ini sesuai dengan pendapat Savitra et al. (2014) dan Gordon (1990) bahwa
penggunaan antioksidan berlebihan dapat menurunkan kualitas spermatozoa.
Pengaruh Suplementasi Vitamin C terhadap Viabilitas Spermatozoa

Viabilitas spermatozoa menunjukkan persentase spermatozoa hidup selama
penyimpanan. Pengamatan dilakukan menggunakan pewarnaan eosin-nigrosin, di mana
spermatozoa hidup tidak menyerap warna sedangkan spermatozoa mati berwarna merah.
Gambar 1 menunjukkan perbedaan spermatozoa hidup dan mati hasil pewarnaan diferensial.

Tabel 3. Viabilitas spermatozoa (%) selama penyimpanan

Hari PO P1(05%)  P2(1%)  P3(1,5%)

0 82,6424 83,8£1,0  83,8£1,3  70,0+1,7
1 69,442,8 712429 708443  57,4+6,5
2 54,8447 584445 57,8469 44,4450
3 39,8+1,7 454432 43816 30,8408

Hasil penelitian menunjukkan bahwa viabilitas spermatozoa menurun secara bertahap
selama penyimpanan. Perlakuan P1 menghasilkan viabilitas tertinggi pada seluruh waktu
pengamatan. Pada hari pertama penyimpanan, viabilitas spermatozoa masih mencapai
71,242,9%, sehingga memenuhi standar viabilitas semen untuk inseminasi buatan yaitu 60—

75% (Prastika et al., 2018).
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Gambar 1. Pewarnaan diferensial:
A. Spermatozoa hidup(tidak menyerap warna), B. Spermatozoa mati (menyerap warna)

Kemampuan vitamin C mempertahankan viabilitas spermatozoa berkaitan dengan
perannya sebagai antioksidan yang melindungi membran plasma dari kerusakan oksidatif.
Membran plasma yang tetap utuh memungkinkan berlangsungnya transport nutrien dan
metabolisme sel secara normal sehingga spermatozoa mampu bertahan hidup lebih lama. Hasil
penelitian ini sejalan dengan Aslam ef al. (2014) dan Lubis ef al. (2013) yang melaporkan
bahwa suplementasi vitamin C pada pengencer semen dapat meningkatkan daya hidup
spermatozoa selama penyimpanan dingin.

Perlakuan P3 menghasilkan viabilitas terendah dan berbeda nyata (P<0,05)
dibandingkan perlakuan lainnya. Penurunan tersebut diduga disebabkan oleh tingginya
konsentrasi vitamin C yang menyebabkan medium menjadi lebih asam sehingga mengganggu
aktivitas enzim metabolisme spermatozoa dan mempercepat kematian sel. Kondisi ini
menunjukkan bahwa suplementasi vitamin C harus diberikan pada konsentrasi optimal agar
memberikan efek protektif terhadap spermatozoa.

Pengaruh Suplementasi Vitamin C terhadap Abnormalitas Spermatozoa

Abnormalitas spermatozoa merupakan salah satu parameter penting dalam
menentukan fertilitas karena berkaitan dengan kemampuan spermatozoa melakukan fertilisasi.
Bentuk abnormal yang ditemukan selama penelitian meliputi kepala tidak normal, ekor
bengkok, dan ekor terputus. Hasil pengamatan abnormalitas spermatozoa disajikan pada Tabel
4.

Tabel 4. Abnormalitas spermatozoa (%) selama penyimpanan

Hari PO P1 P2 (1%) P3
(0,5%) (1,5%)
0 42421 4,6£1,9  58+1,9 4,6+1,8
1 5,0+1,8 42+1,6  5,0+1,4 54423
2 4,0£2,0 4,0£2,0  5,0£1,5 5,0+1,2
3 4,6+0,8 4,8+2,0 5,4+2.1 5,4+2.0
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Analisis statistik menunjukkan bahwa suplementasi vitamin C tidak memberikan
pengaruh nyata (P>0,05) terhadap abnormalitas spermatozoa. Persentase abnormalitas pada
seluruh perlakuan tetap rendah dan berada di bawah 20%, sehingga masih memenuhi standar
kualitas semen untuk program inseminasi buatan.

Rendahnya tingkat abnormalitas selama penyimpanan diduga karena adanya
kandungan lesitin dalam Andromed® yang berfungsi melindungi membran plasma
spermatozoa dari kerusakan akibat cekaman dingin (cold shock). Selain itu, vitamin C lebih
berperan dalam mempertahankan integritas membran dan metabolisme sel dibandingkan
memperbaiki bentuk morfologi spermatozoa yang telah terbentuk sebelumnya. Hasil ini
sejalan dengan penelitian Armangun et al. (2022) yang melaporkan bahwa suplementasi
vitamin C tidak berpengaruh nyata terhadap abnormalitas spermatozoa selama penyimpanan
dingin.

Secara keseluruhan, penelitian menunjukkan bahwa suplementasi vitamin C dalam
pengencer Andromed® berpengaruh terhadap kualitas spermatozoa Sapi Bali selama
penyimpanan pada suhu 5°C. Konsentrasi 0,5% merupakan dosis optimum yang mampu
mempertahankan motilitas hingga dua hari dan viabilitas hingga satu hari penyimpanan.
Efektivitas tersebut berkaitan dengan kemampuan vitamin C sebagai antioksidan yang
melindungi membran plasma spermatozoa dari kerusakan akibat radikal bebas dan peroksidasi
lipid. Namun, peningkatan konsentrasi hingga 1,5% justru menurunkan kualitas spermatozoa
karena menyebabkan kondisi medium menjadi terlalu asam dan mengganggu metabolisme sel.
Sementara itu, suplementasi vitamin C tidak memberikan pengaruh nyata terhadap
abnormalitas spermatozoa karena morfologi spermatozoa lebih dipengaruhi oleh proses

spermatogenesis dibandingkan kondisi pengencer selama penyimpanan..

KESIMPULAN

Suplementasi vitamin C dalam pengencer Andromed® berpengaruh terhadap kualitas
spermatozoa Sapi Bali yang disimpan pada suhu 5°C. Penambahan vitamin C sebesar 0,5%
merupakan perlakuan terbaik karena mampu mempertahankan motilitas spermatozoa hingga
2 hari dan viabilitas hingga 1 hari penyimpanan dengan nilai yang lebih tinggi dibandingkan
perlakuan lainnya. Sementara itu, penambahan vitamin C pada konsentrasi yang lebih tinggi
cenderung menurunkan kualitas spermatozoa. Oleh karena itu, vitamin C 0,5%
direkomendasikan sebagai konsentrasi optimum dalam pengencer Andromed® untuk

mempertahankan kualitas spermatozoa Sapi Bali selama penyimpanan dingin.
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