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Abstract

One of the obstacles in implementing semen cryopreservation is the high concentration of reactive
oxygen species (ROS), whit cause a reduction in sperm motility and post thawing sperm viability. The strategy
to decrease high levels of ROS is adding antioxidant to the diluent during the cryopreservation process.
This research aims to determine the effect of adding the antioxidants selenium and curcumin in reducing
oxidative stress in the semen cryopreservation process of PO cattle. This research used semen from PO cattle
that is collected by an artificial vagina. The collected semen samples were examined microscopically and
macroscopically and then divided into four treatments there are control, addition of 50 pM selenium (sodium
selenite), 10 uM curcumin and combination between 50 pM selenium & 10 uM curcumin. Semen that has been
mixed with diluent and antioxidant then followed by the freezing process of cryopreservation. Furthemore,
parameters observed included sperm motility, recovery rate and sperm viability. All parameters were analyzed
by SPSS with One Way ANOVA and DMRT test. The result of this research showed that the treatment of 10
UM curcumin has motility of 48.00 = 4.47%, recovery rate of 66.66 + 5.54%, viability of 67.00 + 4.30%. In
contrast, the treatment of 50 uM selenoum has a percentage value of motility 46,00 + 4,18%, recovery rate
63.90 £ 5.59% and viability of 64.00 + 3.93%. Utilization of the combination showed that it did not have give
a significant effect compared to the control. This study concludes that adding the antioxidants curcumin and
selenium is beneficial for maintaining sperm quality in PO cattle semen. Still, the combination treatment is not
effective at preserving sperm quality.

Keywords: curcumin; cryopreservation; selenium; PO Cattle; oxidative stress.

Abstrak

Salah satu kendala dalam pelaksanaan kriopreservasi semen adalah tingginya kadar reactive oxygen species
(ROS) yang dapat menyebabkan reduksi pada motilitas sperma dan viabilitas sperma post thawing. Strategi
untuk mengatasi tingginya kadar ROS adalah dengan menambahkan antioksidan pada pengencer selama proses
kriopreservasi. Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui pengaruh penambahan antioksidan selenium dan
kurkumin dalam menurunkan stress oksidatif pada proses kriopreservasi semen sapi peranakan ongole (PO).
Penelitian ini menggunakan semen yang dikoleksi dari sapi PO dengan vagina buatan. Sampel semen yang
ditampung diperiksa secara mikroskopis dan makroskopis kemudian dibagi menjadi 4 perlakuan yaitu kontrol,
penambahan selenium (sodium selenite) dengan konsentrasi 50 uM, kurkumin 10 uM dan kombinasi antara
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selenium 50 pM dengan kurkumin 10 uM. Semen yang telah dicampur dengan pengencer dan antioksidan
kemudian dibekukan dalam proses kriopreservasi, selanjutnya parameter yang diamati meliputi pemeriksaan
motilitas sperma, recovery rate dan viabilitas sperma. Semua parameter dianalisis statistika menggunakan
One Way ANNOVA dan uji DMRT. Berdasarkan penelitian menunjukkan bahwa perlakuan kurkumin 10 pM
memiliki nilai motilitas 48.00 + 4.47%, recovery rate 66.66 + 5.54% dan viabilitas 67.00 + 4.30%, sedangkan
perlakuan selenium 50 pM memiliki nilai presentase motilitas 46,00 = 4,18%, recovery rate 63.90 = 5.59% dan
viabilitas 64.00 + 3.93%. Pemanfaatan kombinasi kurkumin dan selenium tidak memberikan pengaruh yang
nyata dibandingkan dengan kontrol. Kesimpulan penelitian ini adalah penambahan antioksidan kurkumin dan
selenium bermanfaat dalam mempertahankan kualitas sperma sapi PO, namun perlakuan kombinasi kurang

baik dalam mempertahankan kualitas sperma.

Kata kunci: kurkumin; kriopreservasi; selenium; sapi PO; stress oksidatif

Pendahuluan

Kualitas genetik sapi Peranakan Ongole
(PO) dapat dipertahankan dengan metode
kriopreservasi, yaitu suatu teknik dalam
menyimpan gamet sapi PO yang berkualitas
unggul dalam kondisi beku dengan tujuan
untuk melakukan reduksi aktivitas metabolisme
dengan tetap menjaga fungsi dari organel-
organel di dalam sel (Gazali dan Tambing, 2002).
Metode kriopreservasi semen berpotensi untuk
konservasi in situ dan mempercepat penyebaran
genetik (Kostaman dan Setioko, 2011), namun
penerapan metode kriopreservasi semen yang
dikembangkan saat ini ternyata belum mencapai
tingkat keberhasilan yang diharapkan karena
masih banyak spermatozoa yang mengalami
kerusakan setelah kriopreservasi (Khan et
al., 2021). Efek negatif dari kriopreservasi
yaitu adanya stress oksidatif yang disebabkan
oleh tingginya kadar reactive oxygen species
(ROS) (Ball 2008). Hal tersebut memberikan
efek negatif terhadap sperma karena dapat
menyebabkan terjadinya kerusakan pada
membran, denaturasi protein, memberikan efek
reduksi pada motilitas sperma dan viabilitas
sperma post thawing (Karakus et al., 2021).

Strategi untuk mengatasi tingginya kadar
ROS adalah dengan menambahkan antioksidan
pada pengencer selama proses kriopreservasi
(Sariézkan et al., 2010). Beberapa antioksidan
yang dapat digunakan untuk melindungi
sperma adalah selenium dan kurkumin. Jamali
et al. (2019) menyatakan bahwa suplementasi
selenium dengan konsentrasi 2mM/ml pada
semenyangdikriopreservasidapatmeningkatkan
motilitas sperma post thawing, sementara Tvrda
et al. (2016) menyampaikan jika suplementasi
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antioksidan kurkumin dengan dosis 25-50 uM
dapat meningkatkan viabilitas spermatozoa
pada semen sapi yang dikriopreservasi selama
24 jam. Penambahan antioksidan selenium dan
kurkumin di media pembekuan terbukti dapat
menurunkan adanya ROS, mengurangi adanya
peroksidasi lipid, dapat mempertahankan
viabilitas, mempertahankan motilitas,
mempertahankan fungsi membran dan tingkat
fertilitas sperma (Len et al., 2019; Masoudi et
al., 2020).

Berdasarkan latar belakang tersebut, efek
negatif yang dihasilkan dari proses kriopreservasi
dapat diatasi dengan dilakukan penelitian tentang
penambahan kurkumin, selenium, dan kombinasi
antara kurkumin dengan selenium. Penelitian
ini bertujuan untuk melihat adanya pengaruh
antioksidan yang disuplementasikan selama proses
pembekuan semen secara kriopreservasi terhadap
kualitas spermatozoa sapi
Penelitian ini juga nantinya dapat digunakan sebagai
refrensi yang dapat digunakan untuk kriopreservasi
sapi PO unggul di Indonesia.

PO post-thawing.

Materi dan Metode

Ethical Clearance

Penelitian  ini  telah  disetujui  dan
dinyatakan memenuhi persyaratan etik untuk
penelitian menggunakan hewan oleh Komisi
Etik Penelitian Fakultas Kedokteran Hewan,
Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, dengan
nomor: 0113/EC-FKH/Int./2022.

Materi Penelitian

Penelitian ini menggunakan semen yang
dikoleksi dari 5 sapi PO yang dipelihara di Balai
Inseminasi Buatan Lembang (BIB Lembang)
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dengan rentang usia 7-9 tahun yang memiliki
berat badan 660-795 kg. Semen yang digunakan
sesuai dengan standar dari Indonesian National
Standardization (SNI) nomor 4869.1: 2017
yaitu berasal dari pejantan unggul yang
memiliki kemampuan reproduksi yang baik dan
telah diseleksi dari garis keturunannya. Sapi PO
yang digunakan juga harus dalam kondisi sehat
dan terbebas dari penyakit menular. Bahan-
bahan untuk pembuatan larutan pengencer
adalah kuning telur, antibiotik penisilin (Meiji,
Indonesia), antibiotik streptomisin (Meiji,
Indonesia), aquabidest, glukosa, gliserol,
kertas saring, alumunium foil. Antioksidan
yang digunakan dalam penelitian ini adalah
selentum (sodium selenite) (Merck, German)
dan kurkumin (dilarutkan dengan menggunakan
DMSO) (Merck, German).

Beberapa bahan tambahan yang diperlukan
untuk pemeriksaan spermatozoa antara lain
kertas pH, fruktosa, sodium sitrat 3%, NaCl
fisiologis (Widatra Bhakti, Indonesia), eosin
nigrosine. Penilitian ini menggunakan beberapa
alat diantaranya adalah vagina buatan (Minitub,
German), object glass, cover glass, slide warmer
(Minitub, German), tabung untuk koleksi
sperma, mikroskop (Olympus, Jepang) dengan
kamera (Opti Lab, Indonesia), thermometer,
gelas ukur, mikropipet, microtip (Biologix,
China), spuit, microtube, tabung konikel,
straw, erlenmeyer, pengaduk, sendok tanduk,
timbangan digital (Ohaus Corporation, USA),
waterbath, refrigerator, cool top (Minitub,
German), straw printing machine (Minitub,
German), filling sealing machine (Minitub,
German), freezing machine (Minitub, German),
bunsen, korek api, container storage, straw dan
cutter straw.

Metode Penelitian

Perlakuan dalam penelitian ini dibagi menjadi
empat yaitu kontrol, penambahan antioksidan
selenium 50 pM, penambahan antioksidan kurkumin
10 uM dan kombinasi selenium 50 pM + kurkumin
10 uM. Rangkaian penelitian meliputi persiapan
bahan pengencer, koleksi dan pemeriksaan
semen segar, pengenceran dan pembekuan
semen, pencairan kembali/thawing, dan
pemeriksaan kualitas spermatozoa.

Prosedur Penelitian

Semen segar yang telah dikoleksi dengan
vagina buatan, kemudian dilakukan uji secara
makrokopis untuk melihat jumlah volume, bau,
warna pada semen segar, konsistensi dan pH
semen segar. Pemeriksaan selanjutnya yaitu
pemeriksaan secara mikroskopis untuk melihat
gerakan massa, motilitas sperma, dilanjutkan
dengan menghitung daya hidup atau viabilitas
sperma. Semen yang memenuhi standar
minimum kemudian dilanjutkan dengan tahapan
kriopreservasi.

Pengenceran dan Pembekuan Semen

Standar ~ minimum  untuk  kualitas
spermatozoa yang digunakan dalam penelitian
ini adalah memiliki motilitas tidak dibawah
65%, memiliki gerakan massa sangat baik
(+++), memiliki abnormalitas <20% dan
konsentrasi spermatozoa tidak kurang dari 100
juta spermatozoa per milimiter dengan 60-75
mililiter per ejakulasi (Susilawati, 2011). Semen
segar yang telah memenuhi syarat kemudian
dicampur dengan larutan pengencer. Penentuan
volume pengencer sesuai dengan rumus (Telnoni
etal., 2017):

volume semen (ml)x konsentrasi x motilitas (%)

Volume total (Vt) = 250000

0,25

Semen yang telah memenuhi syarat
tersebut kemudian dilanjutkan dengan proses
pengenceran. Proses penambahan larutan
pengencer pada penelitian ini dilakukan
dengan metode satu tahap yaitu penambahan
larutan pengencer yang telah ditambahkan
dengan gliserol pada saat suhu semen 37°C,
setelah itu semen yang telah dicampur dengan
larutan pengencer diletakkan pada cool top
yang memiliki suhu 4-5 °C. Proses filling dan
sealing dilakukan dengan menggunakan mesin
filling sealing machine yang ditempatkan pada
cool top bersuhu 3-5°C. Tahapan berikutnya
adalah pre freezing yaitu menata straw pada rak
khusus, kemudian dimasukkan pada container
prosessing yang berisi nitrogen dengan jarak
2 cm yang bersuhu -150°C selama 9 menit,
setelah itu dilanjutkan dengan tahapan yang
terakhir yaitu dengan mencelupkan straw ke
dalam nitrogen cair. Semen beku yang disimpan
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selama 24 jam dilakukan thawing dengan suhu
37°C selama 15 detik.

Pemeriksaan Makroskopis Semen

Volume: semen yang telah dikoleksi
kemudian dilakukan pemeriksaan volume (ml)
dengan gelas ukur.

Bau: pemeriksaan ini dilakukan dengan
mencium bau semen secara langsung dari
tabung penampungan. Semen yang normal
akan menghasilkan bau semen khas semen sapi,
sedangkan pada sapi yang mengalami infeksi
pada saluran reproduksi akan memiliki bau
busuk karena terdapat nanah di dalamnya.

Warna: dilakukan pengamatan secara
langsung pada semen yang telah diletakkan
pada tabung penampung. Sapi yang memiliki
semen normal ditandai dengan warna putih yang
mirip dengan warna susu, sedangkan semen
yang abnormal akan memiliki warna merah
(kontaminasi dengan darah), hijau (terdapat
bakteri pembusuk) dan cokelat (kontaminasi
darah yang telah mengalami dekomposisi).

Konsistensi: pemeriksaan  konsistensi
semen dilakukan dengan cara memiringkan
tabung penampung ke arah kiri dan kanan,
kemudian melakukan pengamatan pada gerakan
semen, jika gerakan perpindahan cairan semen
lambat maka menunjukkan bahwa konsistensi
semen tersebut adalah kental dan begitupun
sebaliknya.

pH: digunakan kertas indikator pH
untuk mengukur kadar pH pada semen segar,
pemeriksaan dilakukan dengan mencelupkan
kertas tersebut pada semen, kemudian kertas
tersebut akan berubah warna sesuai dengan pH
semen.

Pemeriksaan Mikroskopis Semen

Gerakan Massa: semen sebanyak 10
uL diteteskan pada object glass yang telah
dihangatkan di atas slide warmers, setelah itu
dilakukan pengamatan gerakan massa dengan
mikroskop menggunakan perbesaran 100 kali
pada lensa objektif. Penilaian gerakan massa
dinilai berdasarkan adanya gelombang yang
dibuat oleh spermatozoa. Kriteria penilaian
gerak massa berdasarkan Susilawati (2011)
adalah sebagai berikut:
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1. Sangat baik (+++): gerakan massa yang
ditunjukkan dengan adanya gelombang
yang besar, gelombang berwarna gelap,
gelombang yang terbentuk tebal dan
terdapat gumpalan seperti awan hitam yang
bergerak secara cepat.

2. Baik (++): gerakan massa yang ditunjukkan
dengan terbentuknya gelombang-
gelombang yang kecil tipis, gelombang
yang terbentuk jarang, serta memiliki
pergerakan gelombang yang lamban.

3. Kurang baik (+): pada kategori ini tidak ada
gelombang yang terbentuk, ditunjukkan
dengan adanya gerakan individu yang
progresif.

4. Buruk (0): tidak terlihat adanya gelombang
yang terbentuk, namun terlihat sedikit
adanya gerakan-gerakan individual.

Motilitas Spermatozoa

Semen sebanyak 10 pl diteteskan pada
object glass yang sudah dihangatkan, setelah
itu diteteskan 40 pl larutan saline lalu ditutup
dengan cover glass. Pengamatan motilitas
dilakukan dengan menggunakan mikroskop
perbesaran 100 kali pada lensa objektif.
Penentuan penilaian motilitas dilakukan dengan
membandingkan spermatozoa yang bergerak
progresif dengan yang tidak progresif, nilai
motilitas dinyatakan dalam presentase (%)
dengan skala 0-100%.

Recovery Rate

Recovery rate (RR) adalah sebuah indikator
yang menunjukkan keberhasilan  proses
kriopreservasi. Penilaian nilai RR dilakukan
dengan rumus:

_ persentase motilitas semen beku post thawing

RR —
persentase motilitas semen segar

X 100%

Viabilitas dan Abnormalitas Spermatozoa

Prosedur yang dilakukan adalah dengan
mencampur 10 pL semen cair dengan 50 pL cat
eosin-nigrosin, setelah itu dihomogenkan dan
ditunggu selama 15 detik, kemudian dilakukan
pembuatan preparat apusan dengan ulas tipis
pada object glass, preparat yang telah dibuat
difiksasi dengan api di atas bunsen, kemudian
diamati dengan mikroskop pembesaran 400 kali
pada lensa objektif. Spermatozoa yang hidup
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menunjukkan warna putih pada bagian kepala
sedangkan spermatozoa yang mati kepalanya
akan berwarna merah, kemudian diamati
abnormalitas primer dan abnormalitas sekunder
spermatozoa (Aldini et al., 2022).

Analisis Data

Analisis data dengan SPSS melalui uji One-
Way ANOVA, untuk melihat perbedaan nyata
antar perlakuan dilakukan uji Duncan Multiple
Range Test (DMRT).

Hasil dan Pembahasan

Kualitas Semen Segar Sapi PO

Semen segar pada penelitian ini telah
memenuhi  persyaratan untuk dilanjutkan
proses freezing (Tabel 1). Semen yang dikoleksi
memiliki rata-rata volume sebesar 5,71 + 1,72
ml. Garner dan Hafez (2000) melaporkan jika
rata-rata volume semen sapi berkisar 5-8 ml
per ejakulasi. Nugraha et al/ (2021) dalam
penelitiannya melaporkan bahwa rata-rata
volume ejakulasi semen segar pada sapi PO
berkisar antara 0,6-6,43 ml. Jumlah volume
semen dapat dipengaruhi oleh perbedaan
genetik, ukuran testis, umur, dan berat badan
(Susilawati et al., 2020; Nugraha et al., 2021).

Nilai pH pada semen segar adalah 6,52 +
0,12 yang menunjukkan bahwa semen segar
pada penelitian ini termasuk kategori normal.
Sesuai dengan Garner dan Hafez (2000) yang
menyatakan bahwa semen sapi PO dapat
dikategorikan normal jika memiliki pH dengan
kisaran 6,4 + 7,8. pH merupakan sebuah
indikator yang dapat mempengaruhi daya
tahan spermatozoa untuk hidup (Donoghue

Tabel 1. Karakteristik semen segar sapi PO

Karakteristik Semen Rata-rata + SD

Makroskopis

Volume (ml) 5,71+ 1,72
pH 6,52+0,12
Warna Putih krem
Mikroskopis

Gerakan massa ++
Motilitas spermatozoa (%) 72,00 £2,73
Konsentrasi spermatozoa (x10°/ml) 1239 + 148,7
Viabilitas 83,00 £ 2,73
Abnormalitas 1,80+ 1,30

SD: standart deviation

dan Wishart, 2000). Nilai pH juga memliki
peranan penting terhadap spermatozoa terutama
berkaitan dengan motilitas, viabilitas, kapasitasi
dan reaksi akrosom (Mishra et al., 2018).

Berdasarkan uji makroskopis, semen
sapi PO memiliki warna putih krem, hal
tersebut sesuai dengan Cenariu et al/ (2018)
yang melaporkan bahwa semen yang normal
berwarna putih krem. Warna semen dengan
kekentalan semen dapat menjadi indikator
untuk mengintepretasikan tinggi rendahnya
konsentrasi spermatoa (Junaedi et al., 2016),
semakin tinggi konsentrasi semen maka dapat
menunjukkan adanya konsistensi dan kepekatan
warna semen yang meningkat, sedangan semen
yang berwarna pucat menunjukkan bahwa
semen memiliki konsentrasi yang rendah serta
memiliki kekentalan semen yang dikategorikan
encer (Sutama et al., 2000).

Pemeriksaan selanjutnya adalah
pemeriksaan secara mikroskopis dengan melihat
gerakanmassa. Gerakanmassapadapenelitianini
menunjukkan bahwa gerakan massa semen sapi
PO termasuk kategori baik (++). Gerakan massa
dapat menunjukkan adanya gerakan individu
spermatozoa, spermatozoa yang bergerak secara
progresif dapat menginterpretasikan semen yang
digunakan dalam penelitian memiliki kualitas
semen yang baik (Junaedi et al., 2016).

Uji mikroskopis berikutnya adalah melihat
motilitas individu spermatozoa, nilai motilitas
semen segar pada penelitian ini yaitu 72,00 +
2,73. Standar motilitas spermatozoa berdasarkan
Indonesian National Standardization (SNI)
nomor4869.1:2017 yaitumemilikinilaimotilitas
semen segar sebesar 70%, sedangkan nilai
motilitas untuk semen beku adalah 40%. Semen
segar yang memiliki motilitas sebesar 70%
dapat diproses menjadi semen beku (Sarastina
et al., 2007). Motilitas spermatozoa berperan
dalam menentukan kemampuan sperma dalam
fertilisasi, sehingga motilitas menjadi indikator
yang sangat penting (Ratnawati et al., 2018).

Nilai konsentrasi spermatozoa pada
penelitian ini adalah sebesar 1239 + 148,7
(x10°/ml). Konsentrasi menjadi salah satu aspek
penting karena dapat menunjukkan fertilitas
pada pejantan, serta dapat menjadi acuan untuk
penambahan banyaknya jumlah pengencer yang
akan digunakan untuk kriopreservasi (Cenariu
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et al., 2018). Viabilitas semen segar pada
penelitian ini adalah sebesar 83,00 + 2,73. Nilai
tersebut selaras dengan penelitian Nugraha et al
(2021) yang menunjukkan nilai viabilitas pada
semen segar sapi PO berkisar antara 71,82-
83,66%.

Semen segar pada penelitian ini memiliki
nilai abnormalitas sebesar 1,80 + 1,30. Rata-
rata nilai abnormalitas pada semen segar sapi
PO berkisar antara 1,15-2,99% (Nugraha et al.,
2021). Spermatozoa yang dapat diproses untuk
tahapan kriopreservasi jika memiliki jumlah
morfologi sperma yang normal sebesar 65-95%
(Garner dan Hafez, 2000). Semen segar yang
telah dievaluasi dengan uji makroskopis dan
mikroskopis pada penelitian ini dapat diproses
untuk semen beku.

Pengaruh  Kurkumin, Selenium dan
Kombinasinya Terhadap Motilitas Semen
Sapi PO

Persentase = motilitas  spermatozoa  pada
perlakuan penambahan antioksidan kurkumin 10
uM, selenium 50 uM dan kombinasi berbeda nyata
dengan perlakuan kontrol yang ditunjukkan dengan
nilai signifikansi P<0,05. Nilai rata-rata pada
perlakuan penambahan antioksidan kurkumin 10 uM
yaitu 48,00 + 4,47 lebih baik dalam mempertahankan
motilitas spermatozoa post thawing dibandingkan
dengan perlakuan kontrol (40,00 + 3,53) (Tabel 2).
Hasil ini sejalan dengan temuan Tvrda et
al (2016) yang melaporkan bahwa penambahan
antioksidan kurkumin dengan dosis 10 puM
pada semen sapi perah Friesian Holstein (FH)
dapat meningkatkan motilitas sperma lebih baik
dibandingkan dengan kontrol. Nilai motilitas
pada perlakuan kontrol menunjukkan hasil
yang rendah karena penambahan krioprotektan
gliserol pada larutan pengencer belum mampu
untuk melindungi sel dari adanya radikal bebas,

Gliserol hanya berfungsi dalam melindungi sel

dari kristal es yang terbentuk selama proses
kriopreservasi berlangsung (Whaley et al.,
2021).

Tingginya kadar ROS selama proses
kriopreservasi menyebabkan terjadinya
kerusakan pada mitokondria yang berpengaruh
terhadap produksi ATP, sehingga hal tersebut
menyebabkan motilitas sperma mengalami
penurunan (Gallo ef al., 2021). Penambahan
antioksidan kurkumin dalam media pengenceran
selama proses kriopreservasi dapat berfungsi
dalam mengurangi adanya radikal bebas yang
menyebabkan stress oksidatif (Santonastaso
et al., 2021). Kurkumin mencegah terjadinya
peroksidasi lipid melalui aktivasi enzim
glutathione peroxidase, catalase dan enzim
dismutase (Karakus et al., 2021). Enzim tersebut
berperan dalam mengkatalisis toksik H,O, dan
hidroperoksida (Masoudi et al., 2020).

Rataan nilai pada motilitas post thawing
dengan penambahan antioksidan selenium 50
UM (46,00+4,118)lebihtinggi daripadamotilitas
spermatozoa pada perlakuan kontrol (40,00 +
3,53). Dorostkar et al (2014) dalam penelitiannya
menyebutkan bahwa penambahan antioksidan
selenium dalam bentuk sodium selenite dengan
dosis 2 ugmL! yang menggunakan tris kuning
telur dapat mempertahankan motilitas semen
kerbau lebih baik dibandingkan dengan kontrol.
Sodium selenite berperan dalam menurunkan
stress oksidatif melalui aktivasi selenoprotein
Phospholipid  Hydro-peroxide  Glutathione
Peroxidase (Martins et al., 2014; Rahimi et al.,
2023). Sodium selenite juga berfungsi sebagai
kofaktor glutathione peroksidasi yang diketahui
dapat mengkatalis pengurangan toksik H O, dan
hidroperoksidasi (Ahsan et al., 2014).

Rata-rata  motilitas pada  perlakuan
kontrol atau tanpa penambahan antioksidan
menunjukkan hasil yang lebih tinggi (40,00
+ 3,53) jika dibandingkan dengan perlakuan

Tabel 2. Kualitas semen beku sapi PO dengan penambahan antioksidan kurkumin, selenium, dan

kombinasinya setelah kriopreservasi

Parameter Kontrol Kurkumin Selenium Kombinasi
Motilitas 40,00 + 3,53 48,00 + 4,47 46,00 £4,118¢ 34,00 + 2,234
Recovery rate 55,52 +3,89* 66,66 £ 5,54 63,90 £ 5,59¢ 47,24 + 2,964
Viabilitas 56,00 +4,00* 67,00 + 4,30 64,00 + 3,93¢ 48,20 + 3,89¢

sbed Hyuruf yang berbeda pada baris yang sama mengindikasikan perbedaan nyata P<0,05.
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penambahan kombinasi antioksidan kurkumin
10 uM dan selenium 50 puM (34,00 + 2,23).
Antioksidan  yang  ditambahkan  dalam
jumlah banyak pada pengencer diduga dapat
meningkatkan laju tekanan osmotik, hal tersebut
dapat berakibat buruk terhadap metabolisme
spermatozoa terutama dalam produksi ATP,
sehingga dapat menurunkan motilitas sperma
(Solihati et al., 2020). Antioksidan dalam jumlah
yang tinggi dapat menyebabkan membran
sperma mengalami hiperpolarisasi yang dapat
membuat motilitas sperma terganggu (Naz,
2014).

Selenium  dan
Terhadap Recovery rate

Pengaruh  Kurkumin,
Kombinasinya
Semen Sapi PO

Recovery rate semen beku dengan
penambahan antioksidan kurkumin, selenium,
dan kombinasinya menunjukkan adanya
perbedaan nilai yang signifikan (P<0,05)
(Tabel 2). Recovery rate dihubungkan dengan
kemampuan sperma untuk pulih setelah sperma
dibekukan (Telnoni et al., 2016). Nilai recovery
rate dengan perlakuan penambahan antioksidan
kurkumin 10 uM (66,66 + 5,54) dan selenium
50 uM (63,90 + 5,59) menunjukkan hasil yang
lebih baik dibanding kontrol (55,52 + 3,89).
Hal tersebut menunjukkan bahwa pemulihan
integritas dan permeabilitas terjadi dengan cepat
serta lebih efisien dalam biosintesis adenosine
triphosphate (ATP) di axonema (Calamera et al.,
2010), ATP berperan penting untuk spermatozoa
dapat bergerak dengan bebas (Nofa et al., 2018).
Recovery rate dapat digunakan untuk melihat
kemampuan pengencer dan krioprotektan dalam
menjaga keberlangsungan hidup sperma selama
kriopreservasi (Telnoni et al., 2016).

Pengaruh  Kurkumin, Selenium dan
Kombinasinya Terhadap Viabilitas Semen
Sapi PO

Viabilitas spermatozoa pada kriopreservasi
semen PO dengan penambahan antioksidan
selenium, kurkumin, dan kombinasinya dapat
dilihat pada Tabel 2. Nilai viabilitas spermatozoa
setelah thawing dalam pengencer dengan
penambahan antioksidan kurkumin, selenium
dan kombinasinya berbeda nyata dengan

perlakuan tanpa penambahan antioksidan. Hal
tersebut ditunjukkan dengan P<0,05 yang dapat
dilihat pada Tabel 2. Viabilitas spermatozoa
pada kriopreservasi semen PO menunjukkan
bahwa perlakuan penambahan antioksidan
kurkumin dengan dosis 10 uM (67,00 £ 4,30)
dapat mempertahankan viabilitas sperma post
thawing dibandingkan dengan kontrol (56,00
+ 4,00). Abdnour et al (2020) melaporkan
bahwa pemberian antioksidan kurkumin pada
semen kelinci yang disimpan pada nitrogen
cair dengan suhu -196° C selama satu bulan
dapat mempertahankan viabilitas sperma yang
lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok
kontrol. Antioksidan kurkumin dengan dosis
10 uM dapat menjaga viabilitas sperma lebih
baik dibandingkan dengan kontrol (Tvrda et al.,
2015).

,

r"’

Gambar 1. Viabilitas spermatozoa dengan metode pengecatan
eosin  nigrosin, gambar (A) menunjukkan
spermatozoa yang hidup/kepala tidak terwarnai
(putih) (B) menunjukkan spermatozoa yang mati/
kepala terwarnai merah

Rataan nilai viabilitas pada perlakuan
penambahan antioksidan selenium dengan dosis
50 uM (64,00 + 3,93) lebih tinggi dibandingkan
dengan perlakuan tanpa antioksidan (56,00
+ 4,00). Penambahan sodium selenite pada
media pengencer diketahui dapat meningkatkan
viabilitas sperma dibandingkan dengan kontrol
(Dorostkar et al., 2014). Penelitian lain
menyebutkan bahwa semen sapi yang disimpan
pada suhu -196°C dengan penambahan selenium
konsentrasi 0,5 pg/ml dan 1 pg/ml dapat
mempertahankan motilitas, memiliki viabilitas
yang lebih baik dan memiliki spermatozoa
dengan integritas membran yang lebih baik
dibandingkan dengan penyimpanan semen
beku tanpa penambahan selenium (Khalil ef al.,
2019).
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Rata-rata  viabilitas pada perlakuan
kontrol atau tanpa penambahan antioksidan
memiliki hasil yang lebih tinggi (56,00 + 4,00)
dibandingkan dengan perlakuan penambahan
kombinasi antioksidan kurkumin 10 uM dan
selentum 50 uM (48,20 + 3,89). Pemberian
antioksidan yang dilakukan secara berlebihan
dapat menimbulkan ketidakseimbangan antara
antioksidan dan radikal bebas yang ada di
dalam metabolisme sel, oleh sebab itu perlakuan
kombinasi antara antioksidan selenium dan
kurkumin kurang efektif dalam meningkatkan
kualitas sperma beku sapi PO dibandingkan
kontrol (Solihati et al., 2020). Membran plasma
spermatozoa sangat sensitif terhadap perubahan
temperatur (Tethool et al., 2022), sehingga
larutan pengencer yang berbahan dasar skim
milk kuning telur dapat berfungsi melindungi
membran plasma dari efek cold shock selama
proses kriopreservasi (Nofa et al., 2018).
Komponen fosfolipid yang terdapat pada susu
skim dan kuning telur dapat menggantikan
fosfolipid pada membran yang rusak selama
proses pembekuan (Nofa et al., 2018).

Kesimpulan

Antioksidan Kurkumin 10 pM dan
selenium 50 pM dapat meningkatkan kualitas
semen beku sapi PO yang disimpan dengan suhu
-196°C yang meliputi motilitas, recovery rate
dan viabilitas. Penelitian ini memberikan dasar
untuk pengembangan metode kriopreservasi
yang lebih efektif untuk semen sapi PO di
Indonesia.
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