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ABSTRACT

EFFECT OF VITAMIN C AND E ADDITION IN EGG YOLK TRIS
DILUENT ON FROZEN SEMEN QUALITY OF BRAHMAN CATTLE

By

Hanip Rangga Saputra

This study aims to determine the effect of the addition of vitamin C, vitamin E
and their combination on the quality of frozen semen (motility, viability and
abnormality) in egg yolk tris diluent in Brahman cattle semen. This research was
conducted in January 2023 at BIBD Poncowati, Lampung Province. This study
was conducted using Completely Randomized Design (RAL) with 4 treatments
and 6 replicates. The treatments were PO; control, P1; addition of vitamin C 0.5
9/100 ml diluent, P2; Vitamin E as much as 0.41 g/100 ml diluent, P3;
Combination of Vitamin C as much as 0.5 g/100 ml and Vitamin E as much as
0.41 g/100 ml diluent. The data obtained were analysis of variance at the 5%
level and tested further by BNT. The results showed that the addition of vitamin
C and vitamin E in egg yolk tris diluent had a real effect on motility, very real on
viability but no effect on abnormality. P1 treatment had the highest quality
(P<0.05) compared to other treatments, with motility values of 46.16+1.47%,
viability of 83.41+£3.06% and abnormality of 8.33+1.46%. The results can be
concluded that the addition of vitamin C as much as 0.5 g/100 ml of egg yolk tris
diluent showed the highest value in maintaining motility and viability of Brahman
cattle semen.

Keywords: Egg yolk tris, Vitamin C, Vitamin E, Spermatozoa, Brahman Cattle



ABSTRAK

PENGARUH PENAMBAHAN VITAMIN C DAN E DALAM PENGENCER
TRIS KUNING TELUR TERHADAP KUALITAS SEMEN BEKU
SAPI BRAHMAN

Oleh

Hanip Rangga Saputra

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan vitamin C,
vitamin E dan kombinasinya terhadap kualitas semen beku (motilitas, viabilitas
dan abnormalitas) dalam pengencer tris kuning telur pada semen sapi Brahman.
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2023 di BIBD Poncowati, Provinsi
Lampung. Penelitian ini dilakukan menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan 4 perlakuan dan 6 ulangan. Perlakuannya adalah PO; kontrol, P1;
penambahan vitamin C 0,5 g/100 ml pengencer, P2; Vitamin E sebanyak 0,41
9/100 ml pengencer, P3; Kombinasi Vitamin C sebanyak 0,5 g/100 ml dan
Vitamin E sebanyak 0,41 g/100 ml pengencer. Data yang diperoleh dianalisis
ragam dengan taraf 5% dan diuji lanjut BNT. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa penambahan vitamin C dan vitamin E pada pengencer tris kuning telur
berpengaruh nyata terhadap motilitas, sangat nyata terhadap viabilitas namun
tidak berpengaruh terhadap abnormalitas. Pada perlakuan P1 mempunyai kualitas
tertinggi (P<0,05) dibandingkan dengan perlakuan lainnya, yaitu dengan nilai
motilitas 46,16+1,47%, viabilitas 83,41+3,06% dan abnormalitas 8,33+1,46%.
Hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa penambahan vitamin C sebanyak 0,5
0/100 ml pengencer tris kuning telur menunjukkan nilai tertinggi dalam
mempertahankan motilitas dan viabilitas semen sapi Brahman.

Kata kunci : Tris kuning telur, Vitamin C, Vitamin E, Spermatozoa, Sapi
Brahman
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kebutuhan protein hewani masyarakat Indonesia setiap tahunnya selalu
meningkat, salah satu kebutuhan protein adalah daging. Daging terbagi atas dua
jenis yaitu daging merah dan daging putih. Daging merah merupakan daging
yang berasal dari ternak ruminansia, salah satunya adalah daging sapi. Sapi yang
memiliki kualitas daging yang tinggi salah satunya adalah sapi Brahman. Sapi
Brahman atau Boss Indicus adalah sapi yang berasal dari negara India. Sapi

Brahman merupakan salah satu jenis sapi keturunan sapi Zebu.

Lampung menjadi salah satu daerah dengan pemeliharaan ternak sapi terbesar di
Indonesia atau biasa disebut dengan lumbung ternak. Masyarakat Lampung
mayoritas memelihara ternak sapi dirumahnya untuk kegiatan sampingan atau
juga untuk tabungan. Masyarakat memelihara sapi karena memiliki harga jual
yang tinggi dan mudah dalam perawatan. Usaha peternak rakyat di Indonesia
banyak yang memelihara sapi betina atau indukan dibandingkan dengan sapi
pejantan. Pemeliharaan sapi indukan yang dilakukan bertujuan untuk menambah
jumlah ternak yang dimiliki dengan cara perkawinan alami atau buatan. Kegiatan
pemeliharaan sapi ini lah yang dapat menambah pendapatan masyarakat di

Indonesia.

Kebutuhan konsumsi daging menurut Badan Pusat Statistik (BPS) mencapai
696.960 ton, sedangkan jumlah produksi daging sapi di Indonesia hanya mencapai
437.783 ton pada tahun 2022. Pemerintah melakukan impor daging sapi atau

kerbau mencapai 266.065 ton untuk memenuhi kebutuhan konsumsi daging di



Indonesia. Upaya lain untuk pemenuhan kebutuhan sapi yang dapat dilakukan
yaitu dengan meningkatkan mutu genetik ternak melalui perkawinan dengan
pejantan yang memiliki genetik unggul. Salah satu cara untuk peningkatan mutu
yaitu dengan perkawinan buatan atau inseminasi buatan menggunakan semen

pejantan unggul.

Keberhasilan program Inseminasi Buatan (IB) salah satunya ditentukan oleh
kualitas semen. Semen yang berkualitas akan dibekukan untuk menambah daya
simpan. Pembekuan semen juga bertujuan agar spermatozoa tidak banyak yang
mati sampai dilakukan thawing (pengenceran kembali). Sebelum dibekukan
tentunya semen diencerkan dengan bahan pengercer yang mampu
mempertahankan daya tahan hidup spermatozoa. Namun selama proses
pembekuan dan post thawing akan banyak spermatozoa yang mengalami
kematian akibat adanya radikal bebas yang dapat merusak membran spermatozoa,
oleh karena itu perlu ditambahkan bahan pengencer yang mengandung bahan
antioksidan. Penambahan antioksidan pada bahan pengencer berfungsi untuk
meminimalisir atau menekan kerusakan membran spermatozoa akibat terjadinya
radikal bebas.

Antioksidan yang mampu untuk meningkatkan kualitas semen adalah vitamin C
(Yahaqg et al., 2019) dan Vitamin E (Breininger et al., 2005). Vitamin C (asam
arcorbat) merupakan salah satu vitamin yang bersifat sebagai antioksidan yang
larut dalam air. Vitamin C mampu menangkap radikal bebas dan mencegah
terjadinya reaksi rantai sehingga dapat menghindari kerusakan peroksidatif yang
berpengaruh terhadap viabilitas dan fertilitas spermatozoa. Vitamin E atau a
tokoferol mempunyai kemampuan memutuskan berbagai rantai reaksi radikal
bebas sebagai akibat kemampuannya memindahkan hidrogen fenolat pada radikal
bebas dari asam lemak tidak jenuh ganda yang telah mengalami peroksidasi
(Mayes, 1995). Menurut Beconi et al. (1993), secara in vitro vitamin E mampu
melindungi membran sel melawan peroksidasi lipid dengan cara menangkap
radikal bebas.



Sampai saat ini belum banyak dilakukan penelitian yang dilakukan tentang
penambahan vitamin C, vitamin E, dan kombinasinya yang ditambahkan pada
pengencer tris kuning telur pada semen sapi Brahman. Oleh karena itu perlu
dilakukannya penelitian untuk mengetahui penambahan vitamin C, vitamin E, dan

kombinasinya dalam pengencer tris kuning telur pada semen sapi Brahman.

1.2 Tujuan Penelitian

1. Untuk mengetahui pengaruh penambahan vitamin C, vitamin E, dan
kombinasinya dalam pengencer tris kuning telur terhadap kualitas semen beku
sapi Brahman;

2. Untuk mengetahui perlakuan penambahan vitamin C, vitamin E, dan
kombinasinya dalam pengencer tris kuning telur yang terbaik terhadap kualitas

semen beku sapi Brahman.

1.3 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi tentang pengaruh
penambahan vitamin C dan E dalam pengencer tris kuning telur terhadap kualitas
semen beku sapi Brahman sehingga dapat diimplementasikan oleh pihak-pihak

terkait seperti Balai Inseminasi Buatan.

1.4 Kerangka Pemikiran

Pada saat ini perkawinan secara inseminasi buatan menjadi salah satu cara untuk
meningkatkan kualitas genetik dari pejantan yang berkualitas. Para peternak
memilih perkawinan secara inseminasi buatan daripada perkawinan secara alami.
Inseminasi Buatan (IB) merupakan salah satu alternatif yang dapat dilakukan
untuk meningkatkan reproduktivitas dan populasi ternak. Dari semen seekor
pejantan yang berkualitas dapat digunakan untuk mengawini beberapa betina dan

dengan cara ini dapat menurunkan penularan penyakit yang melalui perkawinan.



Tingkat keberhasilan inseminasi buatan sangat dipengaruhi oleh kualitas sperma.
Sperma yang disimpan semakin lama maka kualitasnya akan semakin menurun,
oleh karena itu untuk mempertahankan kualitas sperma selama penyimpanan dan
pembekuan perlu penambahan bahan pengencer. Kematian sperma karena cold
shock pada saat pendinginan dan pembekuan dapat diperkecil dengan
menambahkan bahan pengencer sebagai pelindung (Hartono, 2008).

Penambahan bahan pengencer bertujuan untuk mempertahankan hidup
spermatozoa selama proses pembekuan ataupun penyimpanan. Menurut Aslam et
al. (2014), pengencer spermatozoa memiliki syarat penting yaitu sebagai penyedia
makanan untuk menjadi sumber energi, dapat mencegah cold shock serta
mencegah terbentuknya kristal es selama penyimpanan, menstabilkan pH dan
tekanan osmotik agar tetap sama dengan spermatozoa. Maka dari itu, untuk
mempertahankan kualitas semen yang akan dibekukan agar tetap terjaga selama
dalam penyimpanan diperlukan pengencer yang mengandung nutrisi, anti cold
shock, krioprotektan dan antioksidan yang dapat menjaga kualitas semen dalam

proses ekuilibrasi hingga pembekuan (Wiratri et al., 2014).

Bahan pengencer biasanya memiliki harga yang lumayan mahal. Oleh karena itu
lebih baik memanfaatkan bahan alami yang mudah dan murah didapat. Salah satu
bahan pengencer yang biasa digunakan adalah tris kuning telur. Selain harganya
murah, kuning telur banyak mengandung nutrisi untuk kebutuhan hidup sperma
serta terdapat phospatidhyl choline yang dipercaya mampu melindungi membran
sperma dengan memulihkan kehilangan fosfolipid, adanya lesitin dan lipoprotein
yang bekerja mempertahankan dan melindungi integritas selubung lipoprotein dan

sel spermatozoa (Toelihere, 1993).

Spermatozoa atau sel sperma adalah sel yang berfungsi mengantarkan
deoxyribonucleic acid (DNA) dari jantan ke sel telur. Membran spermatozoa
dapat rusak karena adanya reaksi peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid adalah asam
lemak tak jenuh yang bereaksi dengan kelompok Reactive Oxygen Species (ROS)

berupa radikal hidroksil yang akan menyebabkan reaksi berantai. Peroksidasi



lipid yang terus menenerus akan menyebabkan terakumulasinya ROS dalam
membran mitokondria, selanjutnya akan meningkatkan kerusakan sel (Umami
2009). Kerusakan membran spermatozoa akibat reaktivitas ROS dapat dicegah
dengan adanya senyawa antioksidan yang dapat melengkapi kekurangan elektron
yang dimiliki oleh radikal bebas, sehingga reaksi berantai berupa peroksidasi lipid
dapat dihambat (Winarsi, 2007). Salah satu target akibat radikal bebas adalah
senyawa lipid, protein, asam lemak tak jenuh, lipoprotein, karbohidrat, serta DNA
dan RNA. Beberapa molekul tersebut yang paling rentan terhadap serangan
radikal bebas adalah asam lemak tak jenuh yang berada di dalam sel (Astuti,
2012).

Antioksidan yang mampu untuk mempertahankan kualitas semen adalah vitamin
C dan vitamin E. Vitamin C memiliki kemampuan untuk menguatkan kestabilan
jaringan membran plasma terhadap peroksidasi yang terjadi pada saat pengolahan
semen beku, karena ada kontak langsung dengan O2 (oksigen) yang dapat
menyebabkan kematian pada spermatozoa (Savitri et al., 2014). Menurut Aslam
et al. (2014), vitamin C dapat mencegah terjadinya kerusakan peroksidatif akibat
radikal bebas yang dapat menjadi reaksi rantai, kerusakan tersebut dapat
mempengaruhi fertilitas dan viabilitas spermatozoa. Penambahan vitamin C
dengan dosis 0,5 g/100 ml pengencer tris kuning telur merupakan dosis terbaik
yang dapat mempertahankan persentase motilitas, viabilitas, abnormalitas dan
membran plasma utuh (MPU) spermatozoa sapi Brahman setelah thawing
(Destriani, 2021).

Vitamin E mempunyai kemampuan memutuskan berbagai rantai reaksi radikal
bebas sebagai akibat kemampuannya memindahkan hidrogen fenolat pada radikal
bebas dari asam lemak tidak jenuh ganda yang telah mengalami peroksidasi
(Mayes, 1995). Alawiyah dan Hartono (2006) menyatakan bahwa penambahan
vitamin E dengan dosis 0,1—0,4 g/100 ml bahan pengencer cenderung
meningkatkan jumlah sperma yang hidup. Menurut Beconi et al. (1993), secara in
vitro vitamin E mampu melindungi membran sel melawan peroksidasi lipid

dengan cara menangkap radikal bebas. Lebih lanjut Mayes (1995) menjelaskan



bahwa vitamin E mempunyai kemampuan memutus rantai reaksi peroksidasi atau
menangkap rantai radikal bebas dengan cara bereaksi secara langsung dengan
berbagai peroksi organik sehingga mencegah terjadinya reaksi berantai dan dapat
menekan terjadinya kerusakan peroksidatif yang berpengaruh terhadap kualitas

sperma.

1.5 Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah :

1. penambahan vitamin C, vitamin E, dan kombinasinya pada bahan pengencer
tris kuning telur berpengaruh terhadap kualitas semen beku sapi Brahman;

2. terdapat perlakuan penambahan vitamin C, vitamin E, dan kombinasinya pada
bahan pengencer tris kuning telur yang paling baik terhadap kualitas semen
beku sapi Brahman.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sapi Brahman

Ada beberapa jenis sapi yang memang khusus dipelihara untuk digemukkan
karena karakteristik yang dimilikinya, seperti tingkat pertumbuhan cepat dan
kualitas daging yang cukup baik, sapi-sapi inilah yang umumnya baik untuk
dijadikan sapi bakalan, yang dipelihara secara intensif selama beberapa bulan,
sehingga diperoleh pertambahan bobot badan yang ideal untuk dipotong (Abidin,
2010).

Sapi Brahman merupakan sapi yang berasal dari India yang merupakan keturunan
dari sapi Zebu (Bos indicus). Ciri khas sapi Brahman adalah berpunuk besar dan
berkulit longgar, gelambir dibawah leher sampai perut lebar dengan banyak
lipatan-lipatan. Telinga panjang menggantung dan berujung runcing. Sapi ini
adalah tipe sapi potong terbaik untuk dikembangkan. Sapi Brahman memilki
keunggulan yaitu mudah beradaptasi terhadap suhu panas, makanan yang
sederhana, dan tahan gigitan caplak (Sudarmono dan Sugeng, 2008).

Sapi Brahman berkembang pesat di Amerika Serikat yang beriklim tropis,
kemudian sapi Brahman dikembangbiakkan di Australia dan New Zeeland dengan
tujuan untuk meningkatkan mutu genetiknya. Sapi Brahman kemudian di ekspor
ke beberapa negara termasuk di Indonesia (Susilawati, 2003). Gambar sapi

Brahman dapat dilihat pada Gambar 1.



Menurut Blakely dan Bade (1992), sapi Brahman memiliki klasifikasi taksonomi
sebagai berikut:

Phylum : Chordata;

Sub-phylum  : Vertebrata;

Class : Mamalia;

Sub-Class : Eutheria;

Ordo : Artiodactyla;

Sub-ordo : Ruminantia;

Infra-Ordo : Pecora;

Family : Bovidae;
Genus : Bos;

Group : Taurinae;
Species : Bos indicus.

Gambar 1. Sapi Brahman
Sumber: dokumen pribadi

2.2 Inseminasi Buatan

Inseminasi buatan adalah suatu teknologi dan proses memasukkan sperma ke
dalam saluran reproduksi betina dengan tujuan agar betina bunting tanpa perlu
terjadi perkawinan alami. Konsep dasar dari teknologi ini adalah bahwa seekor

pejantan dapat menghasilkan sperma hingga milyaran sel kelamin jantan



(Spermatozoa) per ejekulasi, sedangkan untuk membuahi sel telur pada betina
hanya dibutuhkan satu sel spermatozoa (Hafez, 1993). Proses memasukan sperma
jantan ke dalam saluran reproduksi betina bertujuan agar dapat terjadinya
kebuntingan terhadap betina merupakan salah satu cara inseminasi buatan yang
dilakuhkan tanpa adanya perlakuan kawin alami. Tujuan inseminasi buatan (IB)
yaitu salah satunya sebagai alat yang mampu dan ampuh yang dibuat oleh
manusia agar dapat meningkatkan populasi ternak secara kulitatif dan kuantitatif
(Toelihere,1993).

Konsep yang dasar dalam teknologi ini yaitu seekor pejantan secara ilmiah dapat
memproduksi puluhan miliyar spermatozoa per-hari yang digunakan untuk
membuahi sel telur pada seekor betina yang seharusnya diperlukan satu sel
sperematozoa dari seekor pejantan (Hafez, 2000). Inseminasi buatan memiliki
dua metode yaitu metode vaginaskop dan metode rectorvaginal (Susilawati,
2003). Faktor yang sering mempengaruhi keberhasilan kebuntingan yaitu posisi

deposisi semen dalam saluran reproduksi ternak betina (Selk, 2007).

Tingkat keberhasilan perkawinan dengan IB sangat dipengaruhi oleh kualitas
sperma. Kualitas sperma sesudah penampungan akan mengalami penurunan
apabila tidak segera digunakan. Sperma yang tidak diencerkan dan disimpan
selama sehari fertilitasnya akan menurun, oleh karena itu untuk mempertahankan
kualitas sperma selama penyimpanan dan pembekuan adalah dengan penambahan
bahan pengencer (Hartono, 2008). Rendahnya tingkat aplikasi IB pada ternak
kambing disebabkan oleh beberapa faktor, seperti: tidak tersedianya semen,
kurangnya keterampilan inseminator untuk melakukan 1B pada ternak kambing,

dan jumlah pejantan kambing unggul tidak cukup memadai (Riyadhi et al., 2017).

2.3 Pengencer Semen

Untuk menghasilkan semen beku yang berkualitas tinggi dibutuhkan bahan

pengencer semen yang mampu mempertahankan kualitas spermatozoa selama

proses pendinginan, pembekuan, maupun pada saat thawing (Aboagla dan Terada,
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2004). Bahan pengencer harus mengandung sumber nutrisi, buffer, bahan anti
cold shock, antibiotik dan krioprotektan yang dapat melindungi spermatozoa
selama proses pembekuan dan thawing. Sumber nutrisi yang paling banyak
digunakan adalah karbohidrat terutama fruktosa yang paling mudah

dimetabolisasi oleh spermatozoa (Toelihere, 1993).

Buffer berfungsi sebagai pengatur tekanan osmotik dan juga berfungsi
menetralisir asam laktat yang dihasilkan dari sisa metabolism spermatozoa.
Buffer yang umum digunakan adalah tris (hydroxymethyl) aminomethane yang
mempunyai kemampuan sebagai penyangga yang baik dengan toksisitas yang
rendah dalam konsentrasi yang tinggi (Steinbach dan Foote, 1967). Bahan anti
cold shock yang umum ditambahkan adalah kuning telur yang dapat melindungi
spermatozoa pada saat perubahan suhu dari suhu ruang (28°C) pada saat
pengolahan ke suhu ekuilibrasi (5°C) (Aboagla dan Terada, 2004).

Pengenceran semen dilakukan sebelum proses pembekuan. Tujuan dari
pengenceran semen yaitu untuk meningkatkan dan memperbanyak volume semen
serta menunjang daya hidup spermatozoa. Syarat bahan pengencer semen yaitu
memiliki kandungan nutrisi yang baik yang dijadikan sebagai sumber energi
untuk kelansungan hidup spermatozoa (Toelihere, 1993). Untuk menghasilkan
semen beku yang berkualitas tinggi dibutuhkan bahan pengencer semen yang
mampu mempertahankan kualitas spermatozoa selama proses pendinginan,

pembekuan, maupun pada saat thawing (Aboagla dan Terada, 2004).

Beberapa bahan pengencer yang umum digunakan dalam pengencer semen adalah
kuning telur, susu, dan air kelapa. Larutan pengencer semen yang memiliki
komposisi kimia lebih lengkap akan memberikan fungsi yang baik bagi
spermatozoa yang diencerkan (Ridwan, 2007). Melalui pemanfaatan teknologi
dalam pengenceran dan preservasi semen akan lebih dapat mengoptimalkan
kapasitas semen yang diejakulasikan oleh seekor pejantan unggul. Ketersediaan
semen cair atau beku yang berkualitas baik jika dipadukan dengan upaya

meningkatkan kemampuan dan keterampilan peternak dan petugas di lapangan,
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khususnya dalam bidang reproduksi yang terkait langsung dengan program IB
tentu akan menciptakan sinergi yang baik untuk mempercepat peningkatan
populasi dan perbaikan mutu genetik ternak kambing tersebut (Riyadhi et al.,
2017).

2.4 Tris Kuning Telur

Bahan pengencer tris kuning telur terdiri dari tris aminomethane berfungsi sebagai
buffer dan mempertahankan tekanan osmotik dan keseimbangan elektrolit. Asam
sitrat monohidrat berfungsi sebagai bahan antioksidan. Kristal glukosa berfungsi
sebagai sumber makanan atau energi untuk spermatozoa. Penicillin dan
strepromycin sebagai antibiotik untuk melawan bakteri positif dan negatif.
Kuning telur berfungsi melindungi spermatozoa terhadap cold shock dan sebagai
sumber energi (Affandhy, 2003).

Sekitar 30% dari berat telur adalah bagian dari kuning telur. Kuning telur
memiliki komposisi gizi yang lebih lengkap dibanding putih telur. Komposisi
kuning telur terdiri dari air, protein, lemak, karbohidrat, mineral dan vitamin
(Sarwono, 1995). Protein telur termasuk sempurna karena mengandung semua
jenis asam amino esensial dalam jumlah yang cukup seimbang (Haryanto, 1996).
Menurut Toelihere (1993), kuning telur mengandung lipoprotein dan lechitin yang
mempertahankan dan melindungi integritas dan selubung lipoprotein dari sel
spermatozoa dan mencegah cold shock. Menurut Hafez (1987), daya guna telur
ayam sebagai pengencer semen sangat berharga dan pada dewasa ini
penggunaannya meluas ke seluruh dunia. Kuning telur juga terdapat zat yang
dapat merusak fertilitas spermatozoa sehingga bisa menjadi racun bagi
spermatozoa dan juga zat-zat yang dapat mencegah kerusakan spermatozoa

selama proses pendinginan (Situmorang, 1991).
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2.5 Vitamin C dan Vitamin E

Dalam proses IB diperlukan pengolahan semen agar dapat disimpan dan
digunakan dalam waktu yang cukup lama. Selama proses pengenceran dan
penyimpanan, masalah yang sering terjadi adalah kerusakan pada membran
plasma semen akibat terbentuknya peroksida lipid (Putra et al., 2019).

Salah satu antioksidan yang mampu untuk meningkatkan kualitas semen adalah
vitamin C. Vitamin C memiliki kemampuan untuk menguatkan kestabilan
jaringan membran plasma terhadap peroksidasi yang terjadi pada saat pengolahan
semen beku, karena ada kontak langsung dengan O2 (oksigen) yang dapat

menyebabkan kematian pada spermatozoa (Savitri et al., 2014).

Penambahan vitamin C dengan 0,5 g/100 ml dalam pengencer tris kuning telur
merupakan dosis yang optimal dan mampu mempertahankan persentase motilitas,
viabilitas, abnormalitas dan membran plasma utuh (MPU) spermatozoa sapi
Brahman setelah thawing (Destriani, 2021). Penambahan vitamin C mampu
meminimalkan kerusakan membran plasma sel sperma yang terjadi akibat reaksi
peroksidasi (Yahaq et al., 2019).

Penambahan vitamin C yang terlalu banyak dapat merubah kondisi pH dalam
pengencer semen, sehingga semen menjadi asam. Kondisi asam tersebut dapat
meningkatkan persentase kematian sel sperma. Kematian sel sperma tersebut
dikarenakan pada kondisi asam dapat meningkatkan tekanan osmotik pada cairan
semen. Akibatnya dapat terjadi ketidakseimbangan tekanan osmotik antara di

dalam dan di luar sel sperma (Yahagq et al., 2019).

Selain vitamin C, antioksidan lain yang dapat digunakan adalah vitamin E.
Vitamin E merupakan salah satu antioksidan yang digunakan untuk menghambat
reaksi peroksidasi lipid, yakni suatu zat yang dapat mengikat senyawa radikal
bebas (Putra et al., 2019). Alawiyah dan Hartono (2006) mengungkapkan bahwa

penambahan vitamin E dengan dosis 0,1—0,4 g/100 ml bahan pengencer
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cenderung meningkatkan jumlah sperma yang hidup. Semakin besar dosis
vitamin E dalam pengencer sitrat kuning telur (SKT) dengan dosis terbesar 0,5
0/100 ml maka kualitas semen cair yang disimpan selama 18 jam semakin baik
dengan nilai motilitas sebesar 59,37+8,00 %; dan viabilitas 89,46+1,12 %. Pada
pembekuan dosis penambahan vitamin E dalam pengencer SKT yang optimal
adalah 0,419/100 ml dengan nilai motilitas sebesar 53,4% dan 0,412 g/100 ml
dengan nilai viabilitas sebesar 86,57%. Penambahan vitamin E akan mencegah
peroksidasi lipid dengan cara memindahkan atom hidrogen kepada radikal
peroksil. Semakin banyak vitamin E yang ditambahkan maka semakin banyak
atom hidrogen yang dilepaskan sehingga peristiwa peroksidasi lipid tidak terjadi

dan viabilitas spermatozoa tetap terjaga (Hartono, 2008).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Januari 2023 bertempat di Laboratorium Unit
Pelayanan Teknis Daerah Balai Inseminasi Buatan Daerah (UPTDBIBD)

Poncowati, Lampung Tengah.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi, vagina buatan, pompa tangan,
batang pengaduk, thermometer, tabung penampung semen, kertas label, alat tulis,
kandang kawin, mikroskop, layar monitor, object glass, cover glass, stik glass,
beaker glass, pipet, timbangan digital analitik, gelas labu Erlenmeyer, panci,
pemanas elektrik, mesin filling dan sealing, box freezing, dudukan rak, rak straw,

depo, corong, gayung, gunting, tisu, pinset, container, canister dan goblet.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan yaitu kuning telur, vitamin C, vitamin E, semen Sapi
Brahman, vaselin, ternak pemancing, air panas, sabun, NaCl, N2 cair, alkohol

70%, tris aminomethan, asam sitrat, fruktosa, aquabides 100 ml dan gliserol.
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3.3 Metode Penelitian

Rancangan percobaan yang digunakan pada penelitian ini yaitu Rancangan Acak

Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan penambahan jenis antioksidan yaitu vitamin

C, vitamin E, dan kombinasinya dalam pengencer tris kuning telur dan setiap

perlakuan diulang 6 kali. Perlakuan yang diberikan yaitu :

PO : Tanpa penambahan vitamin C dan vitamin E

P1: Vitamin C sebanyak 0,5 g/100 ml pengencer

P2 : Vitamin E sebanyak 0,41 g/100 ml pengencer

P3 : Kombinasi vitamin C sebanyak 0,5 g/100 ml dan vitamin E sebanyak 0,41
9/100 ml

3.4 Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium UPTD-BIBD Lampung yang meliputi
proses pembuatan pengencer tris kuning telur, penampungan semen, pemeriksaan
kualitas semen segar, dan pemeriksaan kualitas semen beku berupa motilitas
spermatozoa, persentase hidup spermatozoa, dan abnormalitas spermatozoa.
Proses pengujian kualitas semen yang dilakukan di UPTD BIB Poncowati

Lampung dapat dilihat pada Gambar 2.

Pembuatan Penampungan dan -
. : Pengenceran Filling and
pengencer tris O pemeriksaan semen O semen O sealing

kuning telur segar

Post thawing Pre freezing

Test before - .
and freezing <:| freezing <:| Equilibrasi

Gambar. 2. Bagan prosedur pengujian kualitas semen
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1 Pembuatan pengencer tris kuning telur

Tahapan dalam pembuatan pengencer yaitu;

1.

mencuci telur dengan air mengalir, dikeringkan dan disterilisasi menggunakan
alkohol 70%, selanjutnya memisahkan kuning telur dengan albumin

menggunakan kertas saring;

. membuat larutan antibiotik

a. menyiapkan penicilin 3 g/ 3 jt 1U;
b. menyiapkan streptomicyn 1 g;
c. melarutkan kedua bahan dalam 10 ml aquades.

Komposisi bahan pengencer tris kuning telur dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Komposisi bahan pengencer tris kuning telur

Perlakuan
Bahan PO PL P2  P3

Pembuatan antibiotic

- Penicilin 3jt IU (g) 3 3 3 3

- Streptomicyn (g) 1 1

- Aquades (ml) 10 10 10 10
Pembuatan bahan pengencer

- Tris aminomethan (g) 303 303 3,03 3,03

- Asam sitrat (g) 1,78 1,78 1,78 1,78

- Fruktosa (9) 125 125 125 1,25

- Vitamin C (g)* - 0,5 - 0,5

- Vitamin E (9)* - - 041 041

- Aquades (ml) 60 60 60 60

- Kuning telur (ml) 25 25 25 25

- Gliserol (ml) 6 6 6 6

Sumber : BIB Poncowati (2021)
Keterangan : PO : pengencer tris kuning telur tanpa penambahan vitamin

P1 : pengencer tris kuning telur + vitamin C

P2 : pengencer tris kuning telur + vitamin E

P3 : pengencer tris kuning telur + vitamin C dan vitamin E
* . penambahan perlakuan
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3.4.2 Penampungan semen

Penampungan semen dilakukan dengan beberapa tahap yaitu:

1.

10.

memastikan area kandang penampungan dalam keadaan bersih, dan alas
penampungan tidak licin agar tidak menyebabkan cedera pada ternak maupun
petugas;

mewajibkan petugas mengenakan APD berupa wearpack, helm, dan safety
boot;

menyiapkan pejantan yang akan ditampung beserta teaser (jantan) atau boneka
pemancing (dummy cow) sesuai dengan jadwal penampungan;

memasukkan teaser atau pemancing ke dalam kandang jepit/ kandang kawin,
mengikat tali pada tiang agar teaser tidak terlepas;

menarik tali kekang pejantan agar berada di belakang ternak pemancing dan
membiarkan pejantan menaiki pemancing;

menyemprotkan cairan NaCl ke preputium pejantan agar preputium dan penis
dalam keadaan bersih;

melakukan 3 kali false mount. False mount adalah sapi pejantan dibiarkan
menaiki pemancing tapi tidak dilakukan pengambilan semen. Tujuannya untuk
menaikkan libido;

menunggu pada saat libido pejantan telah memuncak yang ditandai dengan
mukosa penis nampak memerah, pejantan menaiki teaser dan penisnya keluar,
maka penampung menangkap pada bagian preputium dan mengarahkan penis
ke vagina buatan. Setelah ujung penis menempel pada ujung mulut vagina
buatan, pejantan tersebut akan menekan penis kedalam vagina buatan maka
terjadilah ejakulasi;

memastikan bahwa ejakulasi telah terjadi secara optimal, jika belum optimal
maka dilakukan penampungan lagi dengan jeda selama 30 menit;
menyerahkan semen yang telah ditampung ke bagian laboran untuk dilakukan

evaluasi/ pemeriksaan (BIB Poncowati, 2021).
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3.4.3 Evaluasi semen segar

Evaluasi semen segar dilakukan segera setelah semen ditampung dari pejantan.
Evaluasi semen dilakukan untuk mengetahui semen yang ditampung layak atau
tidak untuk dilakukan proses selanjutnya. Evaluasi semen meliputi pemeriksaan
makroskopis dan mikroskopis.

Pemeriksaan makroskopis meliputi:
1. Volume;
2. Warna;
3. Kekentalan;
4. Bau,
5. pH.

Pemeriksaan mikroskopis dilakukan dengan tahapan:
1. menyalakan mikroskop, layar monitor dan slide warmer;
2. menyiapkan NacCl fisiologis 0,9% dalam beaker glass, stick glass, pipet,
object glass, cover glass dan tissue;
3. melakukan pemeriksaan gerakan massa sperma

a. meneteskan semen menggunakan stick glass di atas object glass.

b. melihat dibawah mikroskop dengan perbesaran 10 x 10 sambil
mengatur jarak lensa dengan objek yang dilihat sehingga terlihat
gerakan massa semen, dan dilakukan penilaian sebagai berikut:

0 :tidak ada gerak spermatozoa maupun gerak massa sperma

+  :gerakan massa sperma lemah berupa gelombang tipis dan jarang

++ . gerakan massa sperma cepat berupa gelombang tebal dan gelap

+++ : gerakan massa sperma sangat cepat berupa gelombang
gelombang tebal dan gelap

Semen segar yang layak diproses lebih lanjut adalah semen dengan

nilai gerakan massa minimal (+ +);

4. melakukan pemeriksaan motilitas sperma;
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5. mengencerkan semen dengan NaCl Fisiologis (satu tetes semen ditambah 4

tetes NaCl sesuai kekentalan semen) kemudian ditutup dengan cover glass.

Melihat dibawah mikroskop dengan perbesaran 20x10 dan 10x10;

. mengamati motilitas sperma dengan cara menilai sperma yang bergerak

maju. Pengamatan dilakukan pada minimal 5 bidang pandang. Semen segar
yang layak diproduksi adalah yang memiliki motilitas sperma >70%. (BIB
Poncowati, 2021).

3.4.4 Pengenceran semen

Pengenceran dilakukan untuk menambah volume semen dengan cara:

1.

menyiapkan semen segar yang telah dievaluasi dan menyiapkan bahan
pengencer yang telah dibuat dan disimpan di dalam inkubator dengan suhu
37°C agar pengencer tetap dalam kondisi hangat;

mengukur pengencer sesuai dengan jumlah yang diperlukan;

mencampur pengencer dengan semen segar di dalam beaker glass dan

memberi label nama sapi (BIB Poncowati, 2021)..

3.4.5 Filing dan Sealing

Tahapan filing dan sealing yaitu:

1.

memasang washer (karet) pada jarum panjang dan jarum pendek (posisi karet
harus rapat/menempel dengan kepala jarum);

memasang selang pada jarum (posisi selang hanya sampai setengah dari
pangkal jarum) kemudian pasang filling head dan suction head pada
tempatnya masing-masing;

memastikan posisi lubang jarum menghadap ke atas dan posisi selang antara
jarum dan valve (katup/penjepit selang) dilonggarkan;

meletakkan semen cone pada tempatnya;

memasukkan straw ke dalam straw hopper sesuai dengan semen yang akan
diisi;

memasukkan larutan semen dan pengencer ke dalam semen cone;
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memposisikan tuas yang ada di samping straw hopper pada posisi open (MPP
Uno);

menekan tombol hijau (on/off) tunggu beberapa saat kemudian tekan “Start”
Apabila semen sudah habis terisi geser tuas pada posisi closed (MPP Uno)
Apabila semen sudah habis terisi, mesin akan otomatis berhenti (MPP
Ouatro);

mematikan mesin dengan menekan tombol hijau (on/off) (BIB Poncowati,
2021).

3.4.6 Ekuilibrasi

Tahapan ekuilibrasi yaitu:

1.
2.
3.

meletakkan straw ke dalam cool top selama 4 jam dengan suhu 1-5 °C;
mengecek suhu thermometer dalam cool top;

merapikan straw di rak (BIB Poncowati, 2021).

3.4.7 Test before freezing

Pemeriksaan semen sebelum dibekukan dapat dilakukan dengan cara:

1.
2.
3.

menyiapkan object glass;

meneteskan semen di atas object glass dan menutup dengan cover glass;
mengamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 200x atau 100x, penilaian
meliputi motilitas, abnormalitas dan viabilitas;

mengeluarkan semen yang tidak memenuhi syarat (BIB Poncowati, 2021).

3.4.8 Proses prefreezing dan freezing

Tahapan prefreezing dan freezing dapat dilakukan sebagai berikut:

1.
2.

mengisi box prefreezing dengan N2 cair sampai batas yang telah ditandai;
meletakkan rak straw diatas dudukan dengan jarak straw dengan permukaan
N2 cair sekitar 6 cm selama 10 menit;

memasukkan straws kedalam goblet berisi N2 cair yang diletakkan di box;
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4. memindahkan goblet dengan cepat pada canister dan dimasukkan ke dalam
kontainer sampai terendam N2 cair dengan temperatur - 196° C (BIB
Poncowati, 2021)

3.4.9 Pemeriksaan Post thawing motility

Pemeriksaan post thawing motility dilakukan dengan cara:

1. menyiapkan air hangat pada water incubator atau dalam termos air dengan
suhu 37 C;

2. mengambil 2 dosis semen beku yang telah disimpan minimal 12 jam setelah
pembekuan, lalu thawing dalam air hangat dengan suhu 37 °C selama 30
detik;

3. mengeringkan dengan tisu, lalu potong kedua ujung straw;

4. memasukkan larutan semen ke dalam mikrotube dan dihangatkan pada suhu
sekitar 37 °C;

5. meneteskan diatas object glass kemudian tutup dengan cover glass;

6. melihat dibawah mikroskop dengan perbesaran 10 x 10 pada beberapa lapang
pandang;

7. melakukan penilaian terhadap motilitas sperma minimal motilitas sperma
40%.

8. melakukan penilaian dengan cara membandingkan spermatozoa yang
bergerak progresif dengan spermatozoa yang bergerak tidak progresif dan
dinyatakan dengan persentase antara 0-100% (BI1B Poncowati, 2021).

3.4.10 Pemeriksaan viabilitas setelah pembekuan

Pemeriksaan viabilitas dilakukan dengan cara:
1. meneteskan satu tetes eosin 2% pada ujung gelas objek;
2. meneteskan semen beku yang telah dicampur dengan bahan pengencer tris

kuning telur secara berturut-turut (P0O,P1,P2 dan P3);
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3. menempelkan ujung gelas objek yang lain atau ujung gelas penutup pada
kedua cairan sehingga keduanya bercampur, kemudian didorong ke ujung
gelas objek;

4. mengeringkan preparat ulas dengan cara menggerakkan di atas nyala lilin
atau pemanas Bunsen;

5. memeriksa spermatozoa yang hidup dan mati dengan menggunakan
mikroskop pada perbesaran sedang (10x40) spermatozoa yang hidup tidak
berwarna , sedangkan spermatozoa yang mati akan berwarna merah atau
merah muda. Jumlah spermatozoa yang dihitung minimal 210 sel;

6. menurut Azzahra et al. (2016) menghitung viabilitas dengan rumus:

jumlah sperma hidup

x 100%

Viabilitas :]_

umlah sperma diamati
3.4.11 Pemeriksaan abnormalitas spermatozoa

Pemeriksaan abnormalitas spermatozoa dilakukan dengan cara:

1. meneteskan satu tetes eosin 2% pada ujung gelas objek;

2. meneteskan semen beku yang telah dicampur dengan bahan pengencer
secara berturut-turut (PO, P1, P2 dan P3);

3. menenpelkan ujung gelas objek yang lain atau ujung gelas penutup pada
kedua cairan sehingga keduanya bercampur, kemudian didorong ke ujung
gelas objek;

4. mengeringkan preparat ulas dengan cara menggerakkan di atas nyala lilin
atau pemanas bunsen;

5. memeriksa sperma yang abnormal bisa dilakukan dengan perbesaran sedang
(10x40) spermatozoa yang abnormal ditandai dengan bentuk sperma tanpa
kepala, kepala tanpa ekor, ekor melingkar, kepala ganda. Jumlah spermatozoa
yang dihitung minimal 200 sel (Hartono et al., 2020);

6. menurut Ridwan (2007), menghitung sperma abnormal dapat dilakukan

dengan menggunakan rumus:

_ jumlah sperma abnormal

spermatozoa abnormal = — ——x 100%
jumlah sperma diamati
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3.5 Peubah yang Diamati

Peubah yang diamati adalah:

1. motilitas spermatozoa;

2. viabilitas spermatozoa;

3. abnormalitas spermatozoa.

Data peubah diambil pada semen segar, setelah equilibrasi (test before freezing),

dan setelah dibekukan (post thawing quality).

3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh dari masing-masing perlakuan pada semen segar dan setelah
equilibrasi (test before freezing) dianalisis deskriptif, sedangkan data setelah
pembekuan (post thawing quality) dianalisis statistika menggunakan analysis of
variance (ANOVA) dengan taraf 5% kemudian dilakukan uji lanjut dengan
menggunakan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) untuk mengetahui perlakuan yang

memberikan pengaruh terbaik pada kualitas semen.



V. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan:

1. Penggunaan bahan pengencer tris kuning telur yang ditambahkan vitamin C
dan vitamin E berpengaruh nyata (P<0,05) terhadap motilitas dan berpengaruh
sangat nyata (P<0,01) terhadap viabilitas namun tidak berpengaruh nyata
(P>0,05) terhadap abnormalitas spermatozoa.

2. Penggunaan vitamin C 0,5 g/100 ml dalam pengencer tris kuning telur
menunjukkan nilai tertinggi dalam mempertahankan motilitas dan viabilitas

spermatozoa sapi Brahman sampai post thawing.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai keberhasilan pelaksanaan
inseminasi buatan menggunakan semen beku yang diencerkan dengan pengencer

tris kuning telur dengan penambahan vitamin C dan vitamin E.
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