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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kualitas semen beku kerbau lumpur setelah
ditambahkan (3-karoten atau gliserol dalam pengencer tris kuning telur terhadap kualitas semen
beku kerbau lumpur. Penelitian menggunakan 14 straw semen beku kerbau lumpur yang berasal
dari BIB Tuah Sakato, Ibuh Payakumbuh. Metode penelitian eksperimen dengan analisis data
menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan 7 perlakuan dan 2 ulangan : PO tanpa
penambahan (3-Karoten atau gliserol, perlakuan penambahan 3-Karoten ke dalam Tris kuning
telur konsentrasi : P1 0,1%, P2.0,2% , P3 0,3% dan gliserol dengan konsentrasi : P4 2%, P5 4% dan
P6 6%. Alat dan bahan yang digunakan seperti: mikroskop, CASA, objec glass, cover glass, sitrat,
kuning telur, larutan HOS, dan pewarna eosin-nigrosin. Parameter pengamatan setelah proses
thawing adalah persentase : motilitas, viabilitas, MPU, dan abnormalitas semen beku. Hasil
penelitian menunjukkan rata-rata motilitas sperma secara berurut yaitu P1 57,79 + 5,30, P4 57,71
+9,01,P0 54,62 + 8,92, P5 51,47 + 5,80, P2 49,28 +7,59, P3 25,45 + 1,21, dan P6 25,03 +1,21. Perlakuan
P3 dan P6 nyata (P < 0,05) menurunkan angka motilitas spermatozoa setelah thawing. Sementara
viabilitas, MPU dan abnormalitas tidak memberikan perbedaan nyata (P > 0,05) antarpelakuan.
Dari data ini dapat disimpulkan berdasarkan penambahan (3-karoten konsentrasi 0,1 %, 0,2%, 0,3%
dibandingkan dengan penambahan gliserol 2%, 4%, 6% pada pengencer tris kuning telur sama-
sama memberikan perbedaan nyata (P <0,05) terhadap motilitas dan sama-sama tidak memberikan
perbedaan nyata (P > 0,05) terhadap viabilitas, membran plasma utuh dan abnormalitas semen
beku kerbau lumpur. Penambahan p-karoten sampai 0,2% atau penambahan gliserol sampai 4%
mampu mempertahankan angka post-thawing motility (PTM) di atas 40%.

Kata Kunci: Kerbau Lumpur, 3-Karoten, Gliserol, Semen Beku, Kualitas Spermatozoa

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the quality of frozen buffalo semen after adding f-
carotene or glycerol to the tris egg yolk diluent on the quality of frozen buffalo semen. The study used 14
straws of frozen semen from mud buffaloes originating from BIB Tuah Sakato, Ibuh Payakumbuh. The
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experimental research method with data analysis used a completely randomized design with 7 treatments and
2 replicates: PO without the addition of B-carotene or glycerol, treatment with the addition of B-carotene to
egg yolk tris (TKT) at concentrations: P1 0.1%, P2. 0.2%, P3 0.3%, and Glycerol at concentrations: P4 2%,
P5 4%, and P6 6%. The equipment and materials used included: a microscope, computer-assisted semen
analysis (CASA), object glass, cover glass, 14 straws of frozen buffalo semen, citrate, egg yolk, HOS solution,
and eosin-nigrosin dye. The parameters observed after the thawing process were the percentages of motility,
viability, MPU, and abnormalities in frozen semen. The results of the study showed the average sperm
motility in order, namely P1 57.79 + 5.30, P4 57.71 + 9.01, PO 54.62 + 8.92, P5 51.47 + 5.80, P2 49.28 +
7.59, P3 25.45 + 1.21, and P6 25.03 + 1.21. Treatments P3 and P6 significantly (P < 0.05) reduced sperm
motility after thawing. Meanwhile, viability, MPU, and abnormality did not show significant differences (P
> 0.05) between treatments. From these data, it can be concluded that the addition of B-carotene at
concentrations of 0.1%, 0.2%, and 0.3% compared to the addition of glycerol at 2%, 4%, 6% in the egg yolk
tris diluent, both significantly (P < 0.05) affected motility and did not significantly (P > 0.05) affect viability,
intact plasma membrane, and abnormalities in frozen buffalo semen. The addition of p-carotene up to 0.2%
or glycerol up to 4% was able to maintain post-thawing motility (PTM) above 40%.

Keywords: Mud Buffalo, p-Carotene, Glycerol, Frozen semen, Spermatozoa Quality

PENDAHULUAN

Peningkatan laju pertumbuhan dan mutu
genetik ternak kerbau dapat dicapai melalui
pemanfaatan teknologi reproduksi. Salah
satunya yaitu teknologi inseminasi buatan (IB),
IB merupakan teknologi reproduksi yang
efektif dalam meningkatkan produktivitas
Indonesia (Genesti et al.2024).
Populasi kerbau nasional tercatat mencapai
sekitar 2,4 juta ekor pada tahun 2023 (Dirjen
PKH, 2023), namun tingkat keberhasilan IB
pada kerbau masih rendah, yaitu 20-40%
(Isnaini, 2020). Penggunaan semen beku dalam
IB pada kerbau lumpur (Bubalus bubalis)
merupakan salah satu solusi karena dinilai
bermanfaat untuk meningkatkan kinerja dan
potensi ternak, untuk memperbaiki kualitas
genetik  ternak, meningkatkan jumlah
keturunan dari pejantan yang telah terbukti
mempunyai sifat-sifat unggul untuk tujuan
produksi tertentu, serta kekurangan pejantan.

Menurut Howley et al., (2012) dalam
Isnaini (2020) bahwa apabila program IB

ternak di

diiringi dengan manajemen pemeliharaan dan
manajemen pengaturan reproduksi yang baik,
maka akan mampu meningkatkan keuntungan
bagi  peternak  sebesar 18%  dengan
memaksimalkan potensi reproduksi yang ada
pada ternak. Program IB dilakukan untuk
mengawinkan kerbau betina dengan kerbau
pejantan yang mempunyai mutu genetik yang
baik, agar menghasilkan keturunan dengan
mutu genetik yang wunggul. Salah satu
penyebab rendahnya angka kebuntingan hasil
IB pada kerbau diduga karena rendahnya
mutu semen beku kerbau tersebut. Hal ini
sperma kerbau lebih
mudah rusak dibandingkan dengan sperma
sapi pada saat pembekuan (Goyal et al.,1996)
mungkin karena kandungan protein plasma
semen kerbau lebih rendah dibandingkan
dengan plasma semen sapi (Rattan et al., 1990).
Salah satu tantangan dalam menjaga kualitas
semen beku adalah kerusakan oksidatif yang
terjadi selama  proses
pembekuan dan pencairan. Proses pembekuan
semen menyebabkan berbagai jenis kerusakan
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biologis yang dikenal sebagai cryodamage.
Selama proses pengenceran, pendinginan,
pembekuan hingga pencairan, spermatozoa
mengalami cold shock yang mengganggu
kestabilan
kristal es intraseluler yang merusak organel,

lipid membran, pembentukan
serta perubahan osmotik yang tajam akibat
perpindahan air keluar-masuk sel. Selain itu,
pembekuan peningkatan
pembentukan ROS yang menyebabkan
peroksidasi lipid, kerusakan membran, serta
fragmentasi DNA (Gharagozloo & Aitken,
2011).
terhadap berbagai bentuk cryodamage ini

memicu

Kerentanan spermatozoa kerbau
menyebabkan penurunan motilitas, viabilitas,
integritas membran, dan kualitas
thawing lebih rendah dibandingkan dengan
sapi (Goyal et al., 1996).

Pengencer yang digunakan yakni tris
kuning telur, karena memiliki bahan atau zat
yang diperlukan oleh spermatozoa yang
merupakan sumber makanan baginya, antara
lain fruktosa, laktosa, rafinosa, asam-asam
amino dan vitamin dalam kuning telur
sehingga spermatozoa dapat memperoleh
sumber energi dalam jumlah yang cukup
untuk. Kuning telur merupakan krioprotektan
ekstraseluler mengandung lipoprotein dan
lesitin  yang melindungi
spermatozoa untuk mencegah terjadinya stres
dingin (cold shock) selama pendinginan pada
suhu 5°C (Ervandi et al., 2013).

Selain kuning sebagai
krioprotektan ekstraseluler, juga dibutuhkan
gliserol sebagai krioprotektan intraseluler
untuk melindungi sel dari dalam. Penambahan
gliserol ke dalam pengencer semen mampu
meningkatkan ketahanan sel spermatozoa
terhadap pembekuan dan mencegah adanya
kristalisasi es pada titik beku
pengencer. Gliserol mampu menembus ke
dalam sel karena memiliki molekul yang lebih
kecil, gliserol akan menggantikan air bebas dan
mengeluarkannya dari sel sehingga kerusakan
spermatozoa lebih sedikit (Ariantie et al., 2013).
Dosis gliserol yang umum digunakan pada
semen kerbau adalah 6-7% karena terbukti

pasca-

membran  sel

telur

larutan

memberikan perlindungan optimal terhadap
kerusakan sel tanpa menimbulkan efek toksik
(Singh et al., 2019). Kerusakan selama proses
pembekuan dapat dengan
penambahan antioksidan yang berasal dari
beta karoten ([3-Karoten).

Pigmen alami ini memiliki kemampuan

diminimalisir

untuk menstabilkan membran sel, melindungi
DNA, dan mengurangi kerusakan oksidatif
pada sel sperma. Hal ini sependapat dengan
beberapa terdahulu
penambahan vitamin C atau (-karoten pada

penelitian bahwa
pengencer dapat meningkatkan ketahanan
kualitas spermatozoa selama penyimpanan
(Siahaan, et al 2012., Savitri, et al 2014) tentunya
dengan waktu ekuilibrasi yang tepat. Siahaan,
et al 2012, menyatakan bahwa penambahan 3-
0.002%
memberikan hasil rata-rata motilitas dan daya
hidup yang nyata pada
spermatozoa sapi Bali post thawing. Dosis
0,002% p-karoten dipilih berdasarkan hasil
penelitian terbukti
meningkatkan viabilitas
spermatozoa tanpa mengganggu kestabilan

karoten = dengan  konsentrasi

spermatozoa

sebelumnya  karena

motilitas dan

pengencer.

Meskipun [(-karoten dan gliserol
memiliki mekanisme perlindungan berbeda —
B-karoten melalui aktivitas antioksidan dan
gliserol melalui perlindungan
intraseluler —belum ada penelitian yang secara

osmotik-

langsung membandingkan efektivitas kedua
bahan tersebut dalam pengencer tris kuning
telur khusus pada semen beku kerbau lumpur.

Penelitian  ini penting
karakteristik spermatozoa kerbau berbeda dari
sapi sehingga respons terhadap krioprotektan
dan antioksidan kemungkinan juga berbeda
(Goyal et al., 1996).

Berdasarkan hal tersebut, peneliti
tertarik melakukan penelitian yang berjudul “

karena

Perbandingan Penambahan [-Karoten atau
Gliserol dalam Pengencer Tris Kuning Telur
Terhadap Kualitas Semen Beku Kerbau
Lumpur (Bubalus bubalis)” di BIB Tuah Sakato
Payakumbuh.
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MATERI DAN METODE

dilaksanakan  di
Laboratorium Produksi Balai Inseminasi
(BIB) Tuah  Sakato, Ibuh,
Payakumbuh, Sumatera Barat. Selama tiga

Penelitian ini
Buatan

bulan pada bulan Februari hingga April 2025.
Peralatan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah perlengkapan, waterbath, pinset,
tisu, termometer, gelas ukur, tabung reaksi,
stop watch, CASA (Computer Assistend Semen
Analysis), objek glass, cover glass, kertas lakmus,
dan mikroskop. Bahan yang digunakan pada
penelitian ini adalah semen kerbau lumpur
yang digunakan
berjumlah 14 straw. Seluruh straw berasal
dari satu ekor pejantan kerbau lumpur yang telah
lulus seleksi kualitas reproduksi di BIB Tuah
Sakato. 14 straw berasal dari tanggal produksi
yang berbeda,
standar semen segar untuk dibekukan (SNI
Semen Beku Kerbau tahun 2024).

Metode penelitian yang digunakan
adalah metode eksperimen. Data yang didapat
dianalisis dengan metode statistik Rancangan
Acak Lengkap dengan 7 perlakuan dan 2
ulangan. Perlakuannya adalah penambahan 3-
Karoten dan penambahan Gliserol dilakukan
sebelum pembekuan (dicampur ke dalam
bahan pengencer) yaitu:

dalam penelitian ini

namun telah memenuhi

P0 = 0% beta karoten atau gliserol
P1=81=0,1%
P2=32=0,2%
P3=pB3=0,3%

P4=Gl= 2%
P5=G2= 4%
P6=G3= 6%

Setiap perlakuan diulang sebanyak dua
kali sehingga terdapat 14 satuan percobaan.
Parameter yang akan diamati dalam penelitian
ini untuk menilai kualitas semen kerbau
lumpur setelah thawing adalah sebagai berikut:

a. Post Thawing Motility (PTM)

Dianalisis menggunakan komputer
CASA (Computer Assisted Semen Analysis)
untuk mengamati pergerakan sperma. Analisis

dilakukan dengan pembesaran 400, frame
rate 60 fps, dan mengevaluasi parameter
seperti motilitas progresif, kecepatan gerak
rata-rata (VAP), kecepatan lurus (VSL), dan
kecepatan lintasan (VCL). Setiap bidang
pandang dianalisis dengan minimal 100-200
spermatozoa. Kumar et al. (2016) menemukan
bahwa parameter motilitas progresif dan
kecepatan gerak spermatozoa yang diukur
dengan CASA memiliki korelasi positif yang
signifikan dengan tingkat keberhasilan
inseminasi buatan pada kerbau. Hal ini
menegaskan pentingnya evaluasi PTM dalam
prediksi fertilitas. Pada prosedur thawing,
straw semen dicairkan menggunakan water
bath pada suhu 37°C selama 30 detik, yang
merupakan metode standar untuk menjaga
viabilitas ~ dan spermatozoa.
Pemilihan suhu dan durasi yang tepat penting
untuk meminimalkan kerusakan akibat stres
termal pada sperma beku, sehingga hasil
analisis PTM menjadi lebih akurat dan dapat

dijadikan indikator keberhasilan inseminasi.

motilitas

jumlah spermatozoa

Motilitas(%) = X 100%

jumlah total spermatozoa

b. Persentase Spermatozoa Hidup

Teknik penghitungan persentase hidup
spermatozoa dilakukan dengan menggunakan
pewarna, yaitu eosin-negrosin. Adapun cara
kerjanya adalah sebagai berikut (Susilawati,
2011): Satu tetes semen yang telah di thawing
diteteskan pada ujung object glass dengan
menggunakan alat penetes kecil. Larutan eosin-
negrosin diteteskan satu tetes di dekat semen,
kemudian keduanya dicampur. Campuran
tersebut kemudian ditutup dengan object glass
lain pada ujungnya yang membentuk sudut 45
dan ditarik ke arah ujung yang lain. Hasil
olesan diamati pada mikroskop dengan
perbesaran 400x, spermatozoa yang menyerap
warna berarti spermatozoa tersebut mati,
sedang yang tidak menyerap warna berarti
hidup (Putra et al., 2022).
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jumlah spermatozoa hidup

Viabilitas(%) = X 100%

jumlah total spermatozoa

c. Persentase Membran Plasma Utuh

(MPU)
Pemeriksaan keutuhan membran plasma
spermatozoa  menggunakan  Hypoosmotic

Swelling Test (HOS-Test).
masukkan dalam 99 u larutan HOS-Test dan
dibiarkan selamama 30 menit dalam water
bath (37°C). Semen ditempatkan pada objek
glass dan ditutup dengan cover glass, kemudian
diamati di

Semen 1up di

bawah mikroskop dengan
400x. yang
kerusakan membran plasma

pembesaran Spermatozoa
mengalami
ditandai dengan ekor yang lurus sedangkan
spermatozoa dengan membran plasma utuh
ditandai dengan ekor yang melingkar atau
menggembung (Nofa et al.,2017). Selanjutnya
amati menggunakan mikroskop (Purwanta et

al., 2024).

jumlah spermatozoa
dengan membran plasma utuh
jumlah total spermatozoa

MPU(% = x 100%
d. Abnormalitas

perhitungan dan pembuatan
sama dengan cara menghitung
viabilitas, hanya saja dibandingkan antara
spermatozoa yang normal dan abnormal.

Cara
ulasan

Spermatozoa abnormal bisa dilihat dan bentuk
morfologi spermatozoa itu sendiri, bentuk-
bentuk spermatozoa abnormal di antaranya
adalah kepala yang terlalu besar, ekornya

putus, bercabang,
melingkar dan sebagainya (Fafandri et al.,
2023).

ekor ekornya

Jmlh spermatozoa abnormal
Abnormal (%) =——2 X 100%
Jumlah total spermatozoa

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemeriksaan semen berupa maotilitas
progresif spermatozoa dapat dilakukan
dengan dua cara yaitu secara manual atau
dengan  menggunakan  Computer-Assisted
Semen Analysis (CASA) dengan pembesaran
400, dianalisis minimal 100-200 sperma per
bidang pandang
menggunakan water bath 37°C selama 30 detik

straw semen dicairkan

untuk meminimalkan stres termal dan
mempertahankan viabilitas. Persentase
sperma yang motil digunakan sebagai

indikator kemampuan spermatozoa untuk
membuahi sel telur dari betina, oleh karena itu
motilitas spermatozoa memegang peranan
penting untuk keberhasilan fertilisasi. Data
yang diperoleh dari masing-masing perlakuan
telah diolah dan disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Rataan Post Thawing Motility (PTM) Semen Beku Kerbau Lumpur

Perlakuan Rata-rata
PO (Trish KT + 0% p-Karoten + 0% Gliserol) 54,62+8,922
P1 (Trish KT + 0,1% p-Karoten) 57,79+5,302
P2 (Trish KT + 0,2% p-Karoten) 49,28+7,592
P3 (Trish KT + 0,3% p-Karoten) 25,45+1,21b
P4 (Trish KT + 2% Gliserol 57,71+9,012
P5 ( Trish KT + 4% Gliserol 51,47+5,802
P6 ( Trish KT + 6% Gliserol 25,03+1,21b

Keterangan: huruf dalam kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05)
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Berdasarkan Tabel 1 hasil pengujian
statistik menunjukkan bahwa penambahan 3-
karoten atau Gliserol berbeda nyata (P<0,05)
terhadap motilitas semen beku kerbau lumpur
setelah perlakuan.

Uji lanjut menunjukkan perlakuan P3
(dengan penambahan 0,3% (-karoten) atau P6
(dengan
menunjukkan perbedaan yang nyata dengan
perlakuan lainnya. Hal ini diduga karena

penambahan 6% gliserol)

konsentrasi [-karoten pada P3 dan gliserol
pada P6 lebih tinggi dari perlakuan lainnya
yang justru memberikan efek negatif terhadap
motilitas spermatozoa. Pada P3, p-karoten
yang sebagai
antioksidan, pada dosis tinggi justru dapat
berubah menjadi pro-oksidan. Berdasarkan
penelitian oleh Genc et al., (2023), menyatakan
bahwa B-karoten dalam konsentrasi fisiologis
berfungsi sebagai antioksidan yang mampu
menetralkan reactive oxygen species (ROS),
namun pada dosis tinggi dan kondisi kaya
oksigen seperti selama kriopreservasi, [3-
karoten rentan mengalami autooksidasi,
membentuk radikal (-karoten yang reaktif.
Radikal ini dapat memicu produksi ROS
tambahan seperti superoksida dan peroksida
lipid, yang pada akhirnya menyebabkan
peroksidasi lipid membran sel, termasuk
membran spermatozoa.
Akibatnya, integritas struktur dan fungsi
sperma terganggu, yang ditandai dengan
penurunan motilitas secara signifikan (Prakash
et al., 2022; Wafa et al., 2021).

Meskipun gliserol berfungsi sebagai
krioprotektan untuk melindungi sperma dari
kerusakan akibat pembekuan, jika digunakan
terlalu banyak dapat meningkatkan tekanan
osmotik di sekitar sel. Penelitian oleh Gungor
et al. (2019) menyatakan bahwa konsentrasi di
atas 5% dapat menyebabkan stres osmotik
yang memicu dehidrasi sel, kerusakan
membran plasma, serta gangguan
keseimbangan air dan ion di dalam sel. Hal ini
menghambat metabolisme mitokondria yang
berperan dalam pergerakan sperma, sehingga
motilitasnya menurun secara nyata setelah

seharusnya berfungsi

mitokondria

proses thawing.Tekanan osmotik yang tinggi
dapat
dehidrasi berlebihan, kerusakan membran
plasma, serta gangguan metabolisme. Kondisi

menyebabkan sperma mengalami

inilah yang menyebabkan penurunan motilitas
pada perlakuan P6. Hal ini juga selaras dengan
temuan pada semen kerbau oleh Khalil et al.,
(2025), yang menunjukkan bahwa meski 6 %
gliserol merupakan protokol standar, namun
dapat
merugikan kualitas sperma.

menginduksi stres osmotik dan

Motilitas terendah tercatat pada P3, yaitu
sebesar 25,45+1,21% di
minimal motilitas semen beku yang ditetapkan
oleh SNI 4869-2:2021 sebesar 40%. Hal ini
mengindikasikan bahwa penggunaan [3-
karoten dalam dosis tinggi bisa berbalik
menjadi pro-oksidan, menyebabkan
oksidatif yang mempercepat
struktur spermatozoa. Pendapat ini diperkuat
oleh Verma et al., (2018), yang menjelaskan
bahwa ketidakseimbangan antara antioksidan
dan oksidan selama proses kriopreservasi
dapat menurunkan kualitas semen beku
kerbau.

Viabilitas yang tinggi menunjukkan
bahwa membran plasma spermatozoa masih
utuh, yang sangat penting untuk keberhasilan
pembuahan, baik melalui inseminasi buatan
maupun kawin alam. Penilaian viabilitas
biasanya dilakukan dengan pewarnaan eosin-
nigrosin, yang membedakan sperma hidup dan
mati berdasarkan penyerapan warna (Manehat
et al., 2021). Tabel 2 menunjukkan viabilitas
semen beku kerbau lumpur dengan pengencer
Tris kuning telur dengan penambahan [3-
Karoten dan gliserol.

Hasil analisis menunjukkan bahwa
penambahan (-karoten atau gliserol tidak
memberikan perbedaan yang signifikan
(P>0,05), terhadap viabilitas semen beku
kerbau lumpur.

Dari data yang tersaji dapat dilihat
kecenderungan peningkatan viabilitas pada
beberapa perlakuan. Perlakuan dengan 0,3% (-
karoten (P3) menghasilkan viabilitas tertinggi
sebesar 56,79 +7,13%, diikuti oleh perlakuan

bawah standar

stres
kerusakan
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(P1) sebesar 50,45 +4,62%. Sebagai antioksidan
kuat, (-karoten dapat menetralkan radikal
bebas dan mencegah kerusakan membran
selama pembekuan. Meskipun tidak signifikan

statistik,
menunjukkan adanya potensi (3-karoten untuk

secara kecenderungan ini

mempertahankan viabilitas sperma selama
penyimpanan.

Tabel 2. Rataan Viabilitas Semen Beku Kerbau Lumpur

Perlakuan Rata-rata
PO (Trish KT + 0% {-Karoten + 0% Gliserol) 48,04+9,76
P1 (Trish KT + 0,1% (-Karoten) 50,45+4,62
P2 (Trish KT + 0,2% (-Karoten) 45,45+5,76
P3 (Trish KT + 0,3% [-Karoten) 56,79+7,13
P4 (Trish KT + 2% Gliserol 47,84+5,84
P5 ( Trish KT + 4% Gliserol 42,72+5,82
P6 ( Trish KT + 6% Gliserol 40,85+5,21

Penelitian sebelumnya oleh Eriani et al. mempertahankan  viabilitas  spermatozoa

(2018) menunjukkan bahwa penambahan (-
karoten hingga 2,5% dalam pengencer tris
kuning telur mampu meningkatkan kualitas
semen beku kerbau Aceh, dengan hasil terbaik
diperoleh pada 0,625%. Viabilitas
spermatozoa, serta integritas membran dan
akrosom meningkat nyata tanpa
menunjukkan efek toksik pada dosis tersebut.
Temuan ini memperkuat hasil penelitian saat
ini, di mana penambahan (3-karoten pada dosis
yang lebih rendah, yaitu 0,3%, juga
menunjukkan kecenderungan peningkatan

dosis

secara

viabilitas spermatozoa. Hal ini
mengindikasikan bahwa (-karoten tetap
memberikan  efek  protektif = meskipun

digunakan dalam konsentrasi rendah. Sejalan
dengan literatur yang ada, dosis optimal (3-
karoten untuk menjaga kualitas semen beku
kerbau berada pada kisaran rendah hingga
sedang, yakni sekitar 0,6-0,7%, sedangkan
penggunaan [-karoten dalam konsentrasi
tinggi (di atas 1,25%) tidak terbukti
memberikan peningkatan tambahan yang
signifikan terhadap kualitas semen. Oleh
karena itu, penggunaan dosis rendah seperti

0,3%  dapat dipertimbangkan  sebagai
pendekatan yang efisien dan aman dalam
formulasi pengencer, khususnya untuk

selama proses pembekuan dan penyimpanan.
Sementara itu, penggunaan gliserol
pengencer menunjukkan
kecenderungan penurunan viabilitas seiring
dengan meningkatnya konsentrasi. Pada P4
(2% gliserol), viabilitas sebesar 47,84 +5,84%
masih relatif tinggi, namun menurun pada P5
(4%) menjadi 42,72 +5,82%, dan pada P6 (6%)
turun hingga 40,85 +5,21%. Meskipun gliserol

dalam

berfungsi sebagai  krioprotektan untuk
melindungi sel dari kerusakan akibat
pembekuan, pada dosis tinggi dapat

menyebabkan stres osmotik yang merusak
Gunawan et al, (2023)
menjelaskan bahwa penggunaan gliserol lebih
dari 5% tanpa adaptasi bertahap dapat
mengurangi viabilitas karena menyebabkan
dehidrasi dan efek toksik terhadap
spermatozoa.

Menurut Standar Nasional Indonesia
(SNI) 4869-2:2021 tentang semen beku kerbau,
viabilitas spermatozoa setelah thawing harus
minimal 40%. Dalam penelitian ini, semua
perlakuan (P1-P6) masih berada di atas batas
tersebut, termasuk P6 (6% gliserol) yang
mencatat viabilitas 40,85%. Perlakuan P3 (0,3%
-karoten) terlihat paling menjanjikan, karena
memberikan hasil tertinggi dan tetap dalam
batas aman. Selain itu, formulasi dengan (-
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karoten tampak lebih stabil dibandingkan
dengan gliserol yang pada konsentrasi tinggi
dapat memperburuk kualitas semen.

Secara keseluruhan, hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa penggunaan p-karoten
hingga 0,3% dalam pengencer semen dapat
meningkatkan viabilitas spermatozoa dan
pasca-thawing.
Penggunaan gliserol perlu dikontrol agar tidak
melebihi ambang toksisitas, yakni tidak lebih
dari 5-6%. Dengan demikian, kombinasi (-
karoten dosis optimal dan gliserol dalam

mempertahankan  kualitas

konsentrasi rendah berpotensi menjadi
formula yang lebih aman dan efektif untuk
produksi semen beku kerbau.

Membran utuh  (MPU)
merupakan salah satu indikator penting dalam
beku  karena

integritas  struktural dari
yang sangat

keberhasilan fertilisasi. Tabel 3 menunjukkan

plasma

menilai  kualitas semen
mencerminkan
spermatozoa, menentukan
membran plasma utuh semen beku kerbau
lumpur dengan pengencer Tris kuning telur

dengan penambahan (3-Karoten dan gliserol.

Tabel 3. Rataan MPU Semen Beku Kerbau Lumpur.

Perlakuan Rata-rata
PO (Trish KT + 0% p-Karoten + 0% Gliserol) 31,66+0,46
P1 (Trish KT + 0,1% B-Karoten) 33,84+3,02
P2 (Trish KT + 0,2% B-Karoten) 29,19+0,74
P3 (Trish KT + 0,3% B-Karoten) 26,63+2,11
P4 (Trish KT + 2% Gliserol 33,24+4,21
P5 ( Trish KT + 4% Gliserol 31,77+2,85
P6 ( Trish KT + 6% Gliserol 30,09+0,17

Hasil analisis statistik menunjukkan
bahwa  penambahan  (-karoten  atau
penambahan Gliserol tidak memberikan
perbedaan yang nyata (P>0,05) terhadap
membran plasma utuh (MPU) semen beku
kerbau lumpur.

Hal ini  menunjukkan
penambahan (-karoten dalam dosis rendah
mampu memberikan perlindungan terhadap

bahwa

membran sel spermatozoa selama proses

pembekuan  dan  pencairan.  Sebagai
antioksidan, [-karoten berperan dalam
menetralkan radikal bebas dan menjaga
kestabilan  lipid = membran,  sehingga

mengurangi risiko kerusakan akibat stres
oksidatif.

Peningkatan MPU pada perlakuan P1
ini selaras dengan hasil penelitian Wafa et al.,
(2021), yang menyatakan bahwa penambahan
antioksidan alami dalam pengencer semen
dapat meningkatkan viabilitas dan integritas

membran spermatozoa kerbau. Temuan

serupa juga dinyatakan oleh Selguk dan
(2019), yang menemukan bahwa
vitamin E dan glutation efektif dalam menjaga
struktur meningkatkan
motilitas sperma setelah proses thawing. Selain
itu, penelitian oleh Semih Gungor et al. (2019)
menyatakan bahwa kombinasi antioksidan
dalam pengencer semen sapi jantan mampu
mengurangi stres oksidatif dan memperkuat
kestabilan membran, asalkan digunakan

Nizam

membran  serta

dalam dosis yang tepat agar tidak
menimbulkan efek sebaliknya.
Namun, dengan semakin

meningkatnya dosis B-karoten P2 (0,2% -
karoten) dan P3 (0,3% -karoten), nilai MPU
justru menurun menjadi 29,19+0,74% dan
26,63 +2,11%. Penurunan ini mengindikasikan
bahwa penggunaan (-karoten dalam dosis
tinggi dapat berubah menjadi pro-oksidan,
yang justru merusak membran sel akibat
ketidakseimbangan  redoks  di
lingkungan sel. Hal ini didukung oleh Patel et
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al., (2016), yang menjelaskan bahwa meskipun
penambahan antioksidan seperti cysteine HCI
dan asam askorbat dapat meningkatkan
sangat
bergantung pada dosis yang digunakan. Dosis
berlebihan justru bisa menyebabkan kebocoran

kualitas sperma, efek tersebut

enzim dan merusak sel sperma.

Secara keseluruhan, hasil penelitian ini
konsisten dengan beberapa literatur lain,
seperti tinjauan dari Raheja et al., (2018), yang
menyatakan ~bahwa  kombinasi  antara
antioksidan dan protein stabilizer dalam
pengencer semen dapat menjaga kualitas
spermatozoa setelah thawing. MDPI (2021) dan
EKBA (2023) juga menegaskan pentingnya
penggunaan antioksidan dan krioprotektan
dalam dosis yang tepat untuk menjaga

stabilitas membran dan mengurangi stres

oksidatif. Oleh karena itu, kombinasi 3-karoten
0,1% dan gliserol 2% dianggap sebagai formula
yang paling efektif dalam menjaga MPU dan
meningkatkan kualitas biologis semen beku
kerbau lumpur.

adalah

karena

Abnormalitas
indikasi
berfungsi mengurangi kapasitasi spermatozoa
pada saat
perkembangan dan pemeliharaan kebuntingan
(Banaszewska & Andraszek 2021).

Hasil analisis statistik menunjukkan

spermatozoa
penurunan  kesuburan

fertilisasi dan mempengaruhi

bahwa penambahan [-karoten atau gliserol
tidak memberikan perbedaan yang nyata
(P>0,05) terhadap abnormalitas semen beku
kerbau lumpur (Tabel 4).

Tabel 4. Rataan Abnormalitas Semen Beku Kerbau Lumpur.

Perlakuan Rata-rata
PO (Trish KT + 0% p-Karoten + 0% Gliserol) 32,64+3,46
P1 (Trish KT + 0,1% B-Karoten) 29,50+4,07
P2 (Trish KT + 0,2% B-Karoten) 23,53+5,50
P3 (Trish KT + 0,3% B-Karoten) 29,89+2 51
P4 (Trish KT + 2% Gliserol 25,17+0,40
P5 ( Trish KT + 4% Gliserol 27,65+0,98
P6 ( Trish KT + 6% Gliserol 26,12+1,51

Hasil ini menunjukkan bahwa
penambahan [-karoten dan gliserol dalam
jumlah yang sesuai mampu menjaga bentuk
dan  struktur sperma
pembekuan. (-karoten, yang dikenal sebagai
antioksidan alami, membantu menetralisir
radikal bebas yang berpotensi
membran dan organel sel. Sementara itu,
gliserol berperan sebagai krioprotektan yang
menjaga tekanan osmotik tetap stabil serta
mencegah kerusakan akibat pembentukan
kristal es selama pembekuan. Penelitian oleh
Patel et al. (2016) mendukung hal ini, di mana
mereka menemukan bahwa penambahan asam
askorbat dan cysteine dalam pengencer semen
mampu memperbaiki morfologi
kerbau setelah pencairan (post-thawing).

selama  proses

merusak

sperma

Penelitian terbaru oleh Younus et al.,
(2024) juga mendukung temuan ini. Mereka
menyatakan bahwa pemberian antioksidan
seperti  vitamin C, ergothioneine, dan
pyrroloquinoline  quinone  (PQQ)
signifikan dapat mengurangi stres oksidatif
dan  memperbaiki  struktur = morfologi
spermatozoa sapi. Perlindungan terhadap
mitokondria dan kepala sperma dinilai penting
karena mampu mencegah kerusakan DNA dan
deformasi bentuk sperma yang sering terjadi
akibat proses pembekuan.

secara

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan dapat disimpulkan penambahan (-
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karoten konsentrasi 0,1 %, 0,2%, 0,3%
dibandingkan dengan penambahan Gliserol
2%, 4%, 6% pada pengencer tris kuning telur
sama sama memberikan perbedaan nyata (P <
0,05) terhadap motilitas dan sama sama tidak
memberikan perbedaan nyata (P > 0,05)
terhadap viabilitas, membran plasma utuh dan
abnormalitas semen beku kerbau lumpur.
Penambahan [-karoten sampai 0,2% atau
penambahan Gliserol sampai 4% mampu
mempertahan angka post thawing motility
(PTM) di atas 40%.
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