Jurnal Sain Veteriner, Vol. 44. No. 1. April 2026, Hal. 56-61
DOI: 10.22146/jsv.85254

ISSN 0126-0421 (Print), ISSN 2407-3733 (Online)
Tersedia online di https://jurnal.ugm.ac.id/jsv

Efek Suplementasi L-cysteine, Selenium, dan Kombinasinya terhadap Kualitas Spermatozoa
pada Kriopreservasi Semen Sapi Peranakan Ongole

Effects of L-cysteine, Selenium, and Their Combinations on Spermatozoa Quality in
Semen Cryopreservation in Ongole Cattle

Ahmad Syarifuddin'?, Asmarani Kusumawati', Sarmin', Sri Gustari'

"Program Studi Sain Veteriner, Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Gadjah Mada,
Yogyakarta, Indonesia
*Program Studi D3 Kesehatan Hewan, Fakultas Peternakan, Universitas Jambi, Jambi, Indonesia
*Email: uma_vet@ugm.ac.id

Naskah diterima: 5 Juni 2023, direvisi: 11 Juli 2024, disetujui: 17 November 2025

Abstract

The impact of decreasing the quality of spermatozoa during semen cryopreservation due to reactive oxygen
species (ROS) can be anticipated by adding antioxidants. Antioxidants that can be used are I-cysteine, selenium, and
their combinations. This study aims to determine the effect of adding antioxidants I-cysteiene, selenium, and their
combination on the quality of spermatozoa during the semen cryopreservation process of PO cattle. This study used
5 PO cattle (5-10 years) kept at the Artificial Insemination Center (BIB) Lembang. Semen was collected from five
cows, and one ejaculation was taken each using an articial vagina. Each ejaculate was divided into four parts; each
part was diluted with diluent A (skim milk and egg yolk), followed by dilluent B (skim milk, egg yolk, glycerol and
glucose) at 37°C. Part 1 (control), part 2 (1 mM I-cysteine ), part 3 (0,05 mM selenium), and part 4 (a combination
of 1 mM l-cysteine + 0,05 mM selenium) were then put into the cool top to be equilibrated at 4°C for 2-3 hours and
checked for motility. Semesn is put into straws and frozen in a container containing liquid nitrogen. Frosen semen
thawing was performed at 37°C for 30 seconds, followed by examining spermatozoa motility, recovery rate, and
viability. The result showed that the highest percentage of motility, recovery rate, and viability of spermatozoa was
cement with the addititon of I-cysteine (ImM) and selenium (0,05 mM) at values (48.00 + 2.73), (67.60 + 3.85),
(67.88 + 3.88) and (46.00 + 2.23), (64.78 + 3.14), (65.10 &+ 4.02). The conclusion shows that the antioxidants
l-cysteine and selenium can increase the motility, recovery rate, and viability of post-thawing spermatozoa in PO
cattle.
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Abstrak

Dampak penurunan kualitas spermatozoa selama kriopreservasi semen akibat adanya reactive oxygen species
(ROS) dapat diantisipasi dengan antioksidan. Antioksidan yang bisa digunakan adalah I-cysteine, selenium, dan
kombinasinya. Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh penambahan antioksidan
l-cysteine, selenium dan kombinasinya terhadap kualitas spermatozoa selama proses kriopreservasi semen sapi
PO. Penelitian ini menggunakan 5 ekor sapi PO (5-10) tahun yang dipelihara di Balai Inseminasi Buatan (BIB)
Lembang. Semen dikoleksi dari 5 ekor sapi tersebut masing-masing diambil 1 ejakulat dengan menggunakan vagina
buatan. Setiap ejakulat dibagi menjadi empat bagian, masing-masing bagian diencerkan dengan kuning telur dan
susu skim (pengencer A), dilanjutkan dengan pengencer B (gliserol, susu skim, glukosa, dan kuning telur) pada
suhu 37°C. Bagian 1 (kontrol), bagian 2 (1 mM I-cysteine), bagian 3 (0,05 mM selenium), dan bagian 4 (kombinasi
1 mM I-cystein + 0,05 mM selenium), selanjutnya dimasukkan ke dalam cool top untuk di equilibrasi pada suhu
4°C selama 2-3 jam dan dilakukan pemeriksaan motilitas. Semen dimasukkan ke dalam straw dan dibekukan dalam
container yang mengandung nitrogen cair. Thawing semen beku pada suhu 37°C selama 30 detik dilanjutkan dengan
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pemeriksaan motilitas spermatozoa, viabilitas spermatozoa, dan recovery rate. Hasil menunjukkan persentase

motilitas, recovery rate, dan viabilitas spermatozoa yang paling tinggi adalah semen dengan penambahan I-cysteine
(1mM) dan selenium (0,05 mM) berturut-turut pada nilai (48,00 + 2,73), (67,60 + 3,85), (67,88 + 3,88) dan (46,00
+2,23), (64,78 £ 3,14), (65,10 = 4,02). Simpulan menunjukkan bahwa antioksidan I-cysteine dan selenium dapat
meningkatkan motilitas, recovery rate, dan viabilitas spermatozoa post thawing pada sapi PO.

Kata kunci: Kriopreservasi; L-cysteine; sapi PO; selenium

Pendahuluan

Salah satu kendala yang menghalangi proses
pembekuan spermatozoa adalah tingkat stres
oksidatif yang tinggi yang disebabkan oleh spesies
reaktif oksigen (ROS) karena memiliki satu atau
lebih elektron yang tidak berpasangan pada orbital
terluarnya. ROS merupakan atom yang sangat
reaktif dan tidak stabil dan akan bereaksi dengan
molekul di sekitarnya untuk mendapatkan pasangan
elektron untuk mencapai kestabilan atom. Salah satu
penghalang spermatogenesis adalah kadar ROS yang
tinggi. Berlebihan ROS pada spermatozoa berbahaya
karena mengurangi jumlah sperma fungsional (Rath
et al, 2009). Membran spermatozoa mamalia
rentan teroksidasi oleh ROS karena jumlah asam
lemak tak jenuh yang tinggi, karena setiap reaksi
menghasilkan reaktif spesies oksigen (ROS) baru,
rantai peroksidasi lipid ini berlanjut terus menerus
(auotokatalitik). Ros ini kemudian menghasilkan
reaksi peroksidasi lipida baru yang menghancurkan
seluruh membran plasma sel spermatozoa. Selama
proses kriopreservasi, kualitas spermatozoa yang
menurun dapat diantisipasi dengan penambahan
antioksidan I-cysteine, selenium, dan kombinasinya.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
bagaimana penambahan antioksidan I-cysteine,
selenium dan kombinasinya mempengaruhi kualitas
spermatozoa selama kriopreservasi semen sapi PO.

Hasilnya diharapkan dapat memberikan
informasi lebih lanjut tentang l-cysteine, selenium
dan kombinasinya dalam kriopreservasi semen sapi
PO serta dapat meningkatkan pengembangan ilmu
di bidang kedokteran hewan khususnya pada bidang
reproduksi ternak dalam upaya pemerintah untuk
meningkatkan kualitas mutu genetik sapi PO di
Indonesia.

Materi dan Metode

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.

Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari
— Maret 2023 di Balai Inseminasi Buatan (BIB)
Lembang, Bandung Barat, Jawa Barat. Posisi lintang
bujur -6.8215189399636555, 107.63006118650605.
Pemeriksaan kualitas spermatozoa dilakukan di
Laboratorium BIB Lembang dan Laboratorium
Riset Terpadu Fakultas Kedokteran, Kesehatan
Masyarakat, dan Keperawatan (FK-KMK) UGM.

Penelitian ini menggunakan lima ekor sapi PO
jantan yang sehat yang dipelihara di BIB Lembang
dan berusia antara 5 dan 10 tahun. Semen dikoleksi
dengan menggunakan vagina buatan, hanya
setidaknya 70% motilitas progresif sampel semen
segar yang digunakan. Jumlah total 5 sampel semen
( 1 kali ejakulasi dari setiap sapi PO jantan) yang
akan digunakan. Dibagi menjadi 4 bagian, setiap
ejakulat diencerkan dengan pengencer A yang terdiri
dari antibiotik buffer (susu skim dengan antibiotik
streptomisin dan penicillin) dan kuning telur,
dilanjutkan dengan pengencer B yang terdiri dari
buffer antibiotik, kuning telur, glukosa dan gliserol
pada suhu 37°C. Bagian 1 sebagai kontrol, bagian 2
ditambah 1 mM l-cysteine, bagian 3 ditambah 0,05
mM selenium, dan bagian 4 ditambah kombinasi 1
mM l-cystein + 0,05 mM selenium. Sampel semen
selanjutnya di equilibrasi selama 2-3 jam pada
suhu 4°C dan setelah itu dilakukan pemeriksaan
motilitas post equilibrasi, hanya sampel setidaknya
55% motilitas progresif yang dibekukan. Semen
dimasukkan kedalam straw dan dimasukkan
kedalam container yang berisi nitrogen cair untuk
dilakukan pembekuan, kemudian semen beku
dicairkan kedalam waterbath beiri air suhu 37°C
selama 30 detik untuk dilakukan proses pemeriksaan
post thawing. Pemeriksaan semen beku meliputi
motilitas spermatozoa, recovery rate dan viabilitas
spermatozoa.

Data motilitas, recovery rate, dan viabilitas
spermatozoa yang diperoleh disajikan dalam bentuk
persentase, untuk menganalisis data penelitian,
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Statistical Product and Service Solution (SPSS) versi
22.0 yang akan digunakan, dengan metode one-way
Anova dan uji post hoc Duncan Multiple Range.

Hasil dan Pembahasan

Pemeriksaan Semen Segar

Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Semen Segar Sapi PO

Karakteristik Semen Rataan + SEM

Volume Semen (ml) 5,45+ 1,77
pH Semen 6,73 +0,17
Warna Semen Putih Krem
Gerakan Massa ++
Motilitas Spermatozoa (%) 71+223
Konsentrasi Spermatozoa (x10°/ml) 0,98 £ 0,31

Hasil penelitian menunjukkan bahwa persentase
motilitas spermatozoa semen segar sapi PO adalah 71
+ 2,23% dan masih dianggap baik dan selama tahap
pengenceran. Hasil tersebut tersebut dilaporkan juga
oleh Ax et al. (2000) bahwa motilitas spermatozoa
normal adalah 70-90% dengan pergerakan cepat dan
progresif, tetapi lebih rendah daripada hasil penelitian
Umbu ef al. (2021) dengan rata-rata motilitas 85,00
+ 3,53%. Suhu dan kondisi cairan/plasma dapat
mempengaruhi persentase motilitas spermatozoa.
Suhu lingkungan yang rendah dapat menghambat
motilitas, sedangkan suhu lingkungan yang tinggi
dapat meningkatkan motilitas spermatozoa (Ismaya,
2014).

Persentase Motilitas

Hasil persentase motilitas spermatozoa semen
sapi PO post thawing pada berbagai perlakuan tersaji
dalam Tabel 2. Persentase motilitas spermatozoa
post thawing dengan penambahan I-cysteine (1 mM)
dan selenium (0,05 mM) signifikan lebih tinggi
(P<0,05) berturut-turut pada nilai (48,00 £ 2,73) dan
(46,00 £ 2,23) dibandingkan dengan kontrol (42,00
+ 2,73) dan kombinasi I-cysteine 1 mM + selenium
0,05 mM (36,00 £ 2,23), hal ini sama dengan Ansari
et al. (2011) menunjukkan penambahan l-cysteine 1
mM dapat meningkatkan motilitas spermatozoa post
thawing pada kriopreservasi semen sapi Sahiwal.
Penambahan cysteine dalam pengencer semen
dapat meningkatkan motilitas semen sapi melalui
pengurangan stress oksidatif dengan menurunkan
nilai ROS (reactive oxygen species) (Alvarez dan
Storey, 1983), adanya ROS dalam kriopreservasi
semen dianggap dapat merusak sistem membran
plasma sehingga dapat menurunkan motilitas
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spermatozoa (Bucak et al.,, 2008). Penambahan
selenium (0,05 mM) pada penelitian ini juga lebih
baik dibandingkan kontrol dan kombinasi. Hasil
tersebut juga dilaporkan oleh Dorotskar et al.
(2012) yang menyatakan penambahan selenium
pada kriopreservasi semen sapi dapat meningkatkan
motilitas spermatozoa. Selenium adalah komponen
enzim glutathiome peroxidase yang dapat melindungi
membran sel dan lipid yang mengandung organel
dari kerusakan per-oksidatif dan di dalam kultur sel,
selenium dalam bentuk selenite membantu sel untuk
mendetoksifikasi dan melindungi dari kerusakan
oksidatif (Zhang et al., 2006)

Penambahan kombinasi l-cysteine (1 mM)
+ selenium (0,05 mM) menunjukkan signifikan
(P<0,05) lebih rendah pada nilai (36,00 + 2,23)
dibandingkan dengan kontrol (42,00 + 2.73).
Adanya penambahan cysteine yang di kombinasikan
selenium ke dalam pengencer dapat meningkatkan
kadar molekul endogenous glutathione (GSH)
yang mengandung banyak tiol di dalam sel, hal
ini membuat nanopartikel selenium menggunakan
endogenous glutathione (GSH) untuk menghasilkan
ROS secara berlebih (Zhao et al., 2020), dalam proses
kriopreservasi, peroksidasi lipid dapat merusak
membran sel spermatozoa jika terjadi ROS berlebih
pada sperma, hal ini dapat menyebabkan penurunan
morfologi, metabolisme sperma, motilitas, dan
fertilitas (Insani et al., 2014).

Persentase Recovery rate Spermatozoa

Hasil persentase Recovery rate spermatozoa
semen sapi PO post thawing pada berbagai
perlakuan tersaji dalam Tabel 2. Persentase recovery
rate spermatozoa dengan penambahan l-cysteine (1
mM) dan selenium (0,05 mM) signifikan lebih tinggi
(P<0,05) berturut-turut pada nilai (67,60 + 3,85) dan
(64,78 £ 3,14) dibandingkan dengan kontrol (59,15
+ 3,86) dan kombinasi l-csyteine (1 mM) + selenium
(0,05 mM) (50,69 + 3,14).

Penambahan antioksidan I-cysteine dan
selenium memiliki persentase recovery motility yang
lebih tinggi dibanding dengan kontrol dan kombinasi.
Peningkatan  ini terkait dengan
pemulihan yang cepat pada integritas membran dan
permeabilitas dari aktivitas antioksidan enzimatik,
dengan hal ini proses biosintesis dan penggunaan
ATP menjadi lebih efisien di aksonema (Calamara
et al., 2010). Penambahan cysteine dan selenium
meningkatkan motilitas spermatozoa individu dan
melindungi struktur membran plasma mitokondria

nampaknya
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serta berperan dalam menghasilkan energi (Saieed et
al., 2019).

Persentase Viabilitas

Metode pengecatan eosimn negrosin digunakan
untuk memeriksa viabilitas spermatozoa dalam
semen sapi PO. Kepala spermatozoa hidup, yang
tidak terwarnai akan berwarna putih, dan kepala
spermatozoa yang mati akan berwarna merah,
seperti yang ditunjukkan pada Gambar 1. Tabel 2
menunjukkan viabilitas spermatozoa sapi PO post
thawing. Persentase viabilitas spermatozoa dengan
penambahan antioksidan I-cysteine (1 mM) dan
selenium (0,05 mM) signifikan lebih tinggi (P<0,05)
berturut-turut pada nilai (67,88 + 3,88) dan (65,10 £+
3,16) dibandingkan dengan kontrol (59,35 +3.90) dan
kombinasi I-cysteine (1 mM) + selenium (0,05 mM)
(51,00 £ 3,07). Hasil dari Ansari et al. (2011) juga
menunjukkan bahwa penambahan I-cysteine (1 mM)
ke dalam pengencer dapat meningkatkan persentase
viabilitas spermatozoa sapi Sahiwal, sedangkan
hasil selenium juga sama dengan Dorotskar et al.
(2012) yang menyatakan penambahan selenium
pada kriopreservasi semen sapi dapat meningkatkan
viabilitas spermatozoa. Penambahan selenium dalam
pengencer selama proses kriopreservasi semen sapi
dapat meningkatkan kemampuan membran plasma
spermatozoa untuk mengurangi stres oksidatif
(Dorotskar et al., 2012).

Penambahan kombinasi I-cysteine (1 mM)
+ selenium (0,05 mM) menunjukkan signifikan
(P<0,05) lebih rendah pada nilai (51,00 £ 3,07)
dibandingkan dengan kontrol (59,35 =+ 3.90).
Adanya penambahan cysteine yang di kombinasikan
selenium ke dalam pengencer dapat meningkatkan
kadar molekul kecil endogenous glutathione (GSH)
yang mengandung banyak tiol di dalam sel, hal
ini membuat nanopartikel selenium menggunakan
endogenous glutathione (GSH) untuk menghasilkan
ROS secara berlebih (Zhao et al., 2020). Peroksidasi
lipid dapat menyebabkan perubahan fungsi

membran selama proses kriopreservasi, yang dapat
menyebabkan kerusakan membran plasma sel
spermatozoa, hal ini dapat menyebabkan penurunan
motilitas, morfologi, fertilitas, dan metabolisme
spermatozoa (Insani et al., 2014).
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Gambar 1. Hasil pemeriksaan viabilitas spermatozoa dengan
metode pengecatan eosin negrosin adalah sebagai
berikut: (A) spermatozoa hidup atau kepala tidak
terwarnai (putih), atau (B) spermatozoa mati atau
kepala terwarnai merah.

Kesimpulan

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
motilitas, recovery rate, dan viabilitas spermatozoa
dapat ditingkatkan dengan menambah antioksidan
l-cysteine dengan konsentrasi 1 mM dan selenium
dengan konsentrasi 0,05 mM
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