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ABSTRACI' 

A study about the use ofvitamin E and BHT in frozen ram senten extender has done. Tris citrate, lactose and skim milk 
as extenders and vitamin Eand BHT as antioxidants with ceitain doses were used in this experiment. The quality ofsemen such 
as motility, live sperm, intact plasma membrane and intact acrosom membrane were evaluated. The objectives of this study are to 
determine the best extender and antioxidant with certain doses in cryopreservation of ram semen. Based on" this study it was 
found that the skim milk extender (50.0 and 62.5% respectively) showed the best quality of sperm motility and live sperm after 
thawing. The mean percentage of intact plasma membrane and intact acrosome on skim milk extender also showed the best result 
(58.3 and 61.0% respectiDely). The supplement of0.2 g vitamin E showed higher rate ofsperm motility, live sperm, intact plasma 
membrane and intact acrosome after thawing than the other treatments (51.9, 65.4, 61.3 and 64.2 percent respectiDely). It can be 
concluded that the supplementation of 0.2 g vitamin E using the skim milk extender gave the best quality in ram semen 
cryapreservation. 

Keywords: antioxidant, 8HT, cryopreseroation, semen, vitamin E. 

PENDAHULUAN 

Salah satu penyebab kerusakan pada 
spermatozoa selama proses kriopreservasi 
sampai pencairan kembali adalah 
peroksidasi lipid. Kerentanan spermatozoa 
terhadap peroksidasi lipid dapat meningkat 
disebabkan oleh cekaman dingin (Pursel, 
1979). Proses peroksidasi mengubah 
struktur spermatozoa, terutama pada 
bagian membran dan akrosom, kehilangan 
motilitas, perubahan m.etabolisme yang 
cepat dan pe1epasan komponen intraselu1er 
crones dan Mann, 1977). Keadaan ini dapat 
dicegah dengan menambahkan antioksidan 
ke dalam pengencer semen. Vitamin E 
(a-tokoferol) telah dibuktikan dapat 
melindungi membran plasma spermatozoa 
sapi selama pembekuan sampai pencairan 
kembali (Beconi et al., 1993), sedangkan BHT 
(Butylated Hydroxytoluene) dapat mencegah 
kerusakan membran plasma spermatozoa 
yang disebabkan cekaman dingin dan 
memberikan perlindungan terhadap 

perubahan yang disebabkan pembekuan 
(Hammerstedt et al., 1976). Vitamin E dan 
BHT akan mencegah peroksidasi lipid 
melalui pemberian atom-atom hidrogennya 
yang cepat kepada radikal peroksil/lipid 

" (Wijaya, 1996). 

Pengencer yang biasa digunakan 
untuk pengenceran semen domba antara 

" lain adalah tris sitrat, laktosa dan susu skim 
yang dikombinasikan dengan kuning telur. 
Menurut Jones dan Mann (1977), kuning 
telur dan susu skim dapat melindungi 
spermatozoa dati kerusakan yang 
disebabkan peroksidasi lipid. Kuning telur 

interaksinya dengan se1 spermatozoa atau 

dan susu di<:tuga membentuk lapisan 
pelindung terhadap sel. spermatozoa, 
mencegah peroksidasi lipid melalui 

berkombinasi langsung' dengan peroksida 
dan kemudian menetralisir pengaruhnya. 

Tujuan penelitian ini adalah untuk 
menentukan jenis pengencer dan 
antioksidan <:tengan dosis terbaik da1am 
proses kriopreservasi semen domba. 
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MATEIU DAN METODA 

Penelitian J.nl dilaksanakan di 
Laboratorium Fisiologi Reproduksi Balai 
Penelitian Ternak Ciawi, Bogor. Dalam 
penelitian ini digunakan semen . yang 
ditampung dan enam ekor domba St Croix 
jantan dengan umur lebih kurang dua 
siu;npai tiga tahlJIl dan rataan bobot badan 
45 ± 7,6 kg. Ternak percobaan ditempatkan 
<Ii dalam kandang individu yang dilengkapi 
tempat makan dan air minum. Pakan yang 
diberikan berupa Rumput Gajah segar yang 
dicacah sebanyak 5 sampai 6 kg dan 
konsentrat 0,5 sampai 0,6 kg per ekor per 
han Berta mineral secukupnya. Air minum 
diberlkan secara ad libitum. 

Bahan-bahan yang digunakan adalah 
vitamin E, BHY, akuabides, eosin-negrosin, 
nitrogen cair, alkohol, bahan...bahan untuk 
pengukuran kadar peroksidasi lipid (MDA, 
malonaldehid). Pengencer yang digunakan 
adalah tiga macam pengencer, yaitu tris 
sitrat (At), laktosa (Az) dan susu skim (As) 
(Tabe11). 

Metude Penelitian 

1. Penampungan Semen 

Semen domba pejantan ditampung 
dengan vagina buatan pada pagi han 
sekitar jam 08.00 WIB dan dilakukan 
evaluasi secara makroskopis dan 
mikroskopis di laboratorium. Semen yang 
dipakai adalah semen dengan kualitas baik 
(konsentrasi ~ 2.000 x 1()6/ mI, motilitas 
~ 70%, abnormalitas < 15%). 

Tabell. Komposisi Bahan Pengencer Dasar 
yang Di"",...,,,hn. dalam Penelitian 

SusuTris Laktosa
Bahan Sitrat 

(At) (A2) 
Skim 
(A3) 

Tris 
(hydroxymethyl) 2,42 - -
amioo methane, gr 
Asam Sitrat, l?: 1,28 - -
Fruktosa,l?: 2,16 2,16 2,16 
Laktosa, g - 10,00 -

ISUsu Skim, g - - 9,00 
KuningTe1ur, % 20,00 '20,00 20,00 
Gliserol, % 7,00 7,00 7,00 
Penisilin, i.u./ml 1.000,00 1.000,00 1.000,00 
Streptomisin, 
mg/ml 

0,50 0,50 0,50 

Akuabides, ad 100,00 100,00 100,00 

2. Pengencer Semen 

Sebagai bahan pengencer semen 
dipakai pengencer tris sitrat, laktosa dan 
susu skim seperti tercantum pada Tabe11. 
Penambahan vitamin E dan BHY ke dalam 
setiap 100 mI bahan pengencer disesuaikan 
dengan kombinasi perlakuan sesuai Tabe12. 

Tabel2 Dosis Vitamin E dan BHT yang 
Ditambahkan pada setiap 100 ml 
P er 

KomposisiPerlakuan 

TrisSitrat 
AtBa 
A1Bt 

Tris Sitrat + 0,1 gr vitamin E 
A1B3 Tris Sitrat + 0,2 gr vitamin E 
AtB4 Tris Sitrat + 0,1 gr BHT 
AtBs Tris Sitrat + 0,2 gr BHT 
AlBt Laktosa 
AlBa Laktosa + 0,1 gr vitamin E 
AlB3 Laktosa + 0,2 gr vitamin E 
A2B4 Laktosa +0,1 grBHT 
A2BS Laktosa + 0,2 grBHT 
A3Bt SusuSkim 
A3Ba Susu Skim + 0,1 gr vitamin E 
A3B3 Susu Skim. + 0,2 gr vitamin E 
A3'B4 Susu Skim + 0,1 gr BHT 
A3Bs Susu Skim + 0,2 gr BHT 
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c. 	 Kualitas spermatozoa setelah dicairkan 
kembali : persentase motilitas, hidup 
dan TAU, MPU dan kadar peroksidasi 
lipid (MDA). 

6, Rancangan Penelitian 

Rancangan yang digunakan adalah 
RAK pola Faktorial 3 x 5 dengan enam 
ulangan. Data percobaan diuji dengan 
analisis varian (ANOV A) (Steel dan Torrie, 
1993). Untuk menguji antar perlakuan 
dilakukan dengan uji lanjut Kontras 
Ortogonal. 

BASIL DAN PEMBAHASAN 

1. Sifat-sifat Fisik Semen Segar 

Hasil pemeriksaan semen segar 
domba Sl Croix yang mencakup sifat-sifat 
fisik semen tertera pada Tabel 3. 

Tabel3. Rataan Nilai Suat Fisik Semen Segar 
Domba St Croix yang Digunakan 
Selama Pene1itianlebih kurang satu minggu dilakukan 

i
pencairan kembali (thawing) dengan No Parameter Ukuran 
menempatkan mini straw semen beku ke Volume(ml) l,54±0,41 
dalam air hangat dengan suhu 370C selama Wama krem 
15 detik. Setelah pengenceran, pendinginan Konsistensi kental 
dan pencairan kembali dilakukan evaluasi Derajat keasaman <PH) 6,8 ± 0,01 
terhadap kualitas semen. Gerakan massa +++ 

Konsentrasi (juta/ml) 3.785 ± 343,79 
5. Pengukuran Parameter Motilitas (%) 81,67±2,58 

Parameter yang diukur dalam evaluasi Persentase bidup (%) 89 ± 2,37 

semen meliputi : Tudung akrosom utuh 94±1,27 
(TAU)(%) 

a. Kuantitas dan kualitas semen segar : 10 Membran plasma utuh 86,33± 2,34 
(MPU)(%) 

3. Pengenceran dan Pendinginan Semen 

Proses pembekuan menggunakan 
metode 2 tahap, dimana setiap pengencer 
dibagi menjadi 2 bagian A dan B. Pada 
pengencer bagian A ditambahkan semen 
dengan konsentrasi spermatozoa moti! 
sebesar 400 x 106/ml. Semen yang telah 
.diencerkan didinginkan secara perlahan di 
dalam mesin pendingin sampai suhu 5<C 
dan ditambahkan pengencer B. Kemudian 
semen dimasukkan ke dalam mini straw 
(0,25 ml) dan ditutup dengan serbuk 
polyuinylcloride (PVC) dan diekuilibrasi pada 
suhu SoC selama dua jam di dalam ruang 
pendingin. 

4. Pembekuan Semen 

. Pembekuan semen dilakukan dengan 
menempatkan rak yang berisi mini straw 
pada uap nitrogen cair selama 10 menit, 
kemudian dimasukkan ke dalam nitrogen 
cair (-196oC) dan disimpan di dalam 
kontainer yang berisi nitrogen cairo Sete1ah 

volume, warna, kekentalan, pH, gerakan 
masa, konsentrasi, persentase motilitas, 
hidup, tudungakrosom utuh (TAU) dan 
membran plasma utuh (MPU). 

b. 	 Kualitas spermatozoa sete1ah 
diencerkan dan diekuilibrasi 
persentase motilitas, hidup, TAU dan 
MPU. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

11 Abnormalitas(%) 8,33±1,37 
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2. 	 KuaIitas Spermatozoa Setelah 
Perlakuan 

2.1 	 Persentase Motilitas 

Hasil penelitian lffi 

menunjukkan bahwa pengencer Sl1SU 

skim (A3) 1ebih unggul dibandingkan 
dengan 1aktosa (fu) dan tris sitrat (AI) 
dalam menekan penuruncu"1. 
persentase motilitas semen. Hal ini 
terlihat pada nilai persentase motilitas 
tertinggi yang dipero1eh pada 
pengencer A3 (80,17%) diikuti oleh A2 
(79,67%) dan Al (79,17%) pada tahap 
sete1ah pengenceran. Setelah 
ekuilibrasi pengencer A3 (71,00%) 
1ebih tinggi daripada A2 (68,50%) dan 
Al (67,00%). Demikian pula setelah 
pencairan kembali, nilai motilitas 
pada pengencer A3 (50,00%) juga 1ebih 
tinggi daripada A2 (46,33%) dan Al 
(43,67%) (Lampiran 1). Begitu. juga 
penambahan antioksidan terutama 0,2 
g vitamin E (B3) mempunyai 
kemampuan mempertahankan 
motilitas 1ebih baik daripada kontro1 
atau tanpa antioksidan (BI)' 
penambahan 0,1 g vitamin E (~), 0,1 g 
Bill (B4) dan 0,2 g Bill (B5). hli 
terlihat dari hasil persentase motilitas 
tertinggi setelah pengenceran, 
dipero1eh pada B3 (80,56%) diikuti 
oleh B5 (80,28%), ~ (79,44%), B4 
(79,44%) dan BI (78,61%). Hasil yang 
sarna juga dipero1eh sete1ah 
ekuilibrasi, dimana B3 (72,78%) 1ebih 
tinggi dibandingkan dengan B5 
(70,28%), ~ (69,17%), B4 (67,22%) dan 
BI (64,72%). Setelah pencairan kembali 
semakin je1as terlihat bahwa B3 
(51,94%) mempunyai persentase 
motilitas 1ebih tinggi daripada B5 
(48,33%), B2 (46,39%), B4 (44,44%) dan 
BI (43,06%) (Lampiran 1). 

Uji statistik menunjukkan 
bahwa penge1ompokan temak dan 
interaksi antara perlakuan pengencer 
dan antioksidan berpengaruh tidak 
nyata (P>O,05) terhadap persentase 
motilitas spermatozoa. Pada tahap 
pengenceran, faktor pengencer dan 
antioksidan berpengaruh tidak nyata 
(P>O,05). Pada tahap sete1ah 
ekuilibrasi dan pencairan kembali, 
kedua faktor berpengaruh sangat 
nyata (P<O,Ol). 

Persentase motilitas 
spermatozoa semen yang diencerkan 
dengan susu skim 1ebih tinggi 
daripada tris sitrat dan 1aktosa 
terutama sete1ah ekuilibrasi dan 
pencairan kembali. Hal ini terjadi 
karena susu skim mengandung 
substansi pelindung yaitu. 1esitin yang 
berfungsi melindungi spermatozoa 
dari cekaman dingin se1arna 
pembekuan semen 

Keunggulan lain susu skim yang 
digunakan yaitu. mengandung 
vitamin C sebesar 75 mg/100 g susu 
skim. Vitamin C dikenal sebagai salah 
satu. antioksidan yang dapat menjaga 
membran plasma sel spermatozoa 
dari kerusakan selama proses 
pembekuan. Beconi et al. (1993) 
me1aporkan bahwa vitamin C mampu 
melindungi membran plasma 
spermatozoa sapi selarna proses 
pembekuan dan pencairan kembali. 
Se1anjutnya dijelaskan, pada semen 
dengan kualitas yang baik, 
penambahan vitamin C dapat 
menurunkan kerentanan membran 
plasma terhadap peroksidasi 
dibandingkan dengan kontroL 

Tinggil:lya persentase motilitas 
spermatozoa pada per1akuan 
penambahan antioksidan, baik 
vitamin E maupun Bill disebabkan 
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karena kemampuan antioksidan 
menghambat terjadinya proses 
peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid 
pada spermatozoa domba dapat 
menyebabkan kehilangan motilitas, 
hambatan terhadap fruktolisis dan 
respirasi, keblarnya enzim intraseluler 
dan kerusakan struktur membran 
plasma Oones dan ~1977)~ 

Persentase motilitas terutama 
setelah ekuilibrasi dan setelah 
pencairan kembali lebih tinggi pada 
perlakuan penambahan vitamin E 
daripada BHT. Hal ini karena vitamin 
E mampu menghambat proses 
peroksidasi lipid dibandingkan 
dengan BHT. Keunggulan lain 
vitamin E adalah kemampuannya 
yang dapat didaur ulang setelah 
digunakan oleh sel spermatozoa 
dengan bantuan vitamin C yang 
terkandung dalam semen domba. 
Rataan kandungan vitamin C dalam 
semen domba adalah 5 mg/dl semen 
dengan rentang 2 sampai 8 mg/dl 
semen (Pineda, 1989). 

Menurut Wijaya (1996) 
mekanisme daur ulang vitamin E 
berjalan sesuai urutan reaksi-reaksi 
berikut: 

Lipid-02o + tokoferol-OH -+ lipid-OifI 
+ tokoferol-O° 

Tokoferol..oo + askorbat -+ tokoferol
OH + semi dehidroaskorbat 

Jadi fungsi vitamin C di suu. 
adalah untuk mendaur ulang 
tokoferol. Sedangkan semidehidro
askorbat akan dikembalikan menjadi 
askorbat oleh enzim NADH (enzim 
NADH-semidehidroaskorbat 
reduktase) atau glutation tereduksi 
(enzim dehidro-askorbat reduktase). 

Persentase motilitas 
spermatozoa yang . tertinggi setelah 
pencairam kembali diperoleh pada 
kombinasi perlakuan pengencer susu 
skim dan penambahan 0,2 g vitamin E 
(AsB3) yang berkisar antara 50 sampai 
60% dengan rataan 55%. Hasil ini 
lebih tinggi dari basil yang dilaporkan 
oleh Ritar dan Ball (1993) yang 
menyatakan nilai persentase motilitas 
spermatozoa domba sete1ah pencairan 
kembali adalah sebesar 43,9% dan 
menurut Maxwell et ale (1995) sebesar 
49,2%. 

2.2 Persentase Hidup 

Hasil pene1itian uu. 
menunjukkan bahwa persentase 
hidup tertinggi setelah pengenceran 
semen diperoleh pada pengencer susu 
skim (As) sebesar 86,07%, diikuti oleh 
laktosa (A2) sebesar 85,40% dan tris 
sitrat (At) sebesar 84,70%. Setelah 
ekuilibrasL persentase hidup pada As 
(79,40%) lebih tinggi daripada A2 
(78,97%) dan At (76,87%). Sete1ah 
pencairan kembali, nilai persentase 
hidup lebih tinggi pada As (62,53%), 
kemudian A2 (59,03%) dan At (56,90%) 
(Lampiran 2). Ini menunjukkan bahwa 
pengencer susu skim (As) lebih 
unggul dibandingkan dengan 
pengencer lainnya. Begitu juga 
dengan penambahan 0,2 g vitamin E 
(&) mempunyai kemampuan 
mempertahankan daya hidup 
spermatozoa yang lebih baik daripada 
kontrol dan pertakuan lainnya. Ini 
terlihat 'dari basil persentase hidup 
tertinggi sete1ah tahap pengenceran 
diperoleh pada B3 (86,83%) diikuti 
oleh Bs (85,72%), B2 (85,39%).. B4 
(84,78%) dan Bt (84,22%). Hasil yang 
sama juga diperoleh setelah semen 
diekuilibrasL dimana Bs (81,56%) lebih 
tinggi dibandingkan dengan 
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perlakuan Bs (79,44%), Ih (78,83%), B4 
(77,72%) dan Bt (75,00%). Sete1ah 
pencairan kembali semakin je1as 
terHhat bahwa 8;, (65,39%) 
mempunyai persentase hidup lebih 
tinggi daripada Bs (61,22%), Ih 
(59,50%), B4 (57,00%) dan Bt (54,33%) 
(Lampiran 2). 

Uji statistik menunjukkan 
bahwa penge1ompokan ternak dan 
interaksi antara perlakuan pengencer 
dan antioksidan berpengaruh tidak 
nyata (P>O,OS) terhadap persentase 
hidup spermatozoa pada ketiga tahap 
pengolahan semen. Pada tahap 
pengenceran, faktor pengencer dan 
antioksidan berpengaruh tidak nyata 
(P>O,OS). Sete1ah ekuilibrasi, faktor 
pengencer berpengaruh tidak nyata 
(P>O,OS), sedangkan faktor 
antioksidan berpengaruh sangat nyata 
(P<0,01). Setelah pencairan kembali, 
kedua faktor berpengaruh sangat 
nyata (P<O,Ol). 

Pengencer susu skim 
menghasilkan persentase hidup yang 
lebih tinggi dibandingkan dengan 
pengencer laktosa dan tris sitral Hal 
ini terjadi· karena susu skim 
mempunyai kemampuan yang lebih 
tinggi dalam menjaga viabilitas set 
spermatozoa. Lesitin yang terkandung 
di dalam susu skim memberikan 
perlindungan kepada spermatozoa 
terhadap cekaman dingin yang dapat 
berakibat buruk pada spermatozoa. 
Selain menyebabkan perubahan fisik 
dan ldmia, cekaman dingin juga 
men~b~kan kematian pada 
spermatozoa. Hal ini didukung oleh 
pendapat John dan Stewart (1979), 
yang mengemukakan bahwa 
terjadinya perubahan ultrastruktur 
pada set spermatozoa yang 
diakibatkan oleh cekaman dingin 

menyebabkan viabilitas spermatozoa 
sangat rendah. 

Persentase hidup spermatozoa 
lebih tinggi pada penambahan 0,2 g 
vitamin E baik pada tahap setelah 
pengenceran, ekui1ibrasi maupun 
pencairan kembali. Tingginya 
persentase hidup spermatozoa pada 
penambahan antioksidan karena 
antioksidan dapat menjaga 
spermatozoa dari k.erusakan yang 
disebabkan oleh peroksidasi lipid. 

Nilai persentase hidup yang 
tertinggi baik pada tahap setelah 
pengenceran, ekui1ibrasi maupun 
pencairan kembali, diperoleh pada 
kombinasi perlakuan antara 
pengencer susu skim dan 
penambahan 0,2 g vitamin E (~8;,). 
Pada tahap· setelah pengenceran, nilai 
persentase hidup pada perlakuan ~8;, 
sebesar 87,17% dengan rentang 85 
sampai 90%, sete1ah ekuilibrasi 82,50% 
dengan rentang 80 sampai 86%. 
Sete1ah pencairan kembali, nilai 
persentase hidup pada perlakuan ~B3 
adalah sebesar 69% dengan rentang 67 
sampai73%. 

2.3 	 Persentase Membran Plasma 
Utuh (MPU) dan Tudung 
Akrosom Utuh (TAU) 

Hasi1 pene1itian uu 
menunjukkan bahwa persentase MPU 
dan TAU tertinggi setelah 
pengenceran semen diperoleh pada ~ 
dengan nilai masing-masing 84,27% 
dan 90,67%, diikuti oleh A2 dan Al 
dengan nilai masing-masing sebesar 
83,63% dan 90,57% serta 83,13% dan 
90,20%. Hasil yang sama juga 
diperHha~ pada tahap setelah 
ekuilibrasi, dimana ni1ai persentase 
MPU dan- TAU pengencer ~ (74,13% 
dan 85,30%) lebih tinggi dJ.'bandingkan 
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dengan A2 (71,80% dan 84,27%) dan 
Al (69,83% dan 82,50%). Demikian 
pula setelah tahap pencairan kembali, 
nilai As (58,10 dan 61,03%) lebih tinggi 
daripada A2 (54,60% dan 58,67%) dan 
Al (51,73% dan 56,73%) (Lampiran 3 
dan 4). Hal ini menunjukkan bahwa 
As lebih ungguI daripada pengencer 
yang 1ain Begitu juga dengan 
penambahan antioksidan ke dalam 
setiap pengencer pada pene1itian ini 
lebih mampu menekan penurunan 
persentase :MPU dan TAU daripada 
kontrol, terutama pada tahap setelah 
ekuilibrasi dan pencairan kembali. 
HasH pene1itian menunjukkan bahwa 
setelah tahap pengenceran persentase 

. 	:MPU dan TAU tertinggi diperoleh 
pada B3 dengan nilai masing~masing 
84,44% dan 90,94%, diikuti oleh Bs 
dengan nilai 84,39% dan 90,67%, B2 
dengan nilai 83,22% dan 90,56%, B4 
dengan nilai 83,22% dan 90,11% dan 
Bl dengan nilai 83,11% dan 90,11%. 
HasH yang sama juga diperoleh 
setelah semen diekuilibrasi, dimana B3 
(76,50% dan 86,89%) lebih tinggi 
dibandingkan dengan Bs (74,06% dan 
85,39%), ~ (73,00% dan 84,56%), B4 
(70,28% dan 83,22%) dan Bl (65,78% 
dan 80,06%). Setelah pencairan 
kembali semakin jelas terlihat bahwa 
B3 (61,28% dan 64,22%) mempunyai 
persentase MPU dan TAU yang lebih 
tinggi daripada Bs (57,06% dan 
61,50%), ~ (54,78% dan 59,00%), B4 
(52,78% dan 56,61%) dan Bl (48,50% 
dan 52,72%) (Lampiran 3 dan 4). 

Uji statistik menunjukkan 
bahwa pengelompokan ternak dan 
interaksi antara pengencer dan 
antioksidan berpengaruh tidak nyata 
(P>O,05) terhadap persentase MPU 
dan TAU spermatozoa pada ketiga 
tahap pengolahan semen. Pada tahap 
pengenceran, faktor pengencer dan 

antioksidan berpengaruh tidak nyata 
(P>O,05).Sedangkan setelah ekuilibrasi 
dan pencairan kembali, kedua faktor 
berpengaruh sangat nyata (P<O,01). 

Pengencer susu skim 
menghasi1kan persentase MPU dan 
TAU spermatozoa yang lebih tinggi 
baik setelah pengenceran.. ekuilibrasi 
maupun pencairan kembali. Ini 
dikarenakan susu skim mengandung 
berbagai komponen yang bermanfaat 
dalam memelihara. integntas 
membran plasma dan tudung 
akrosom spermatozoa di antaranya 
adalah lesitin, glukosa dan vitamin C. 
Lesitin mampu memberikan 
perlindungan terhadap tudung 
akrosom dan membran plaSma sel 
spermatozoa terhadap kerusakan 
yang disebabkan oleh cekaman 
dingin. Lesitin bekerja sarna dengan 
lipoprotein yang terdapat pada 
kuning telur melindungi spermatozoa 
mela1ui penempelannya dengan kuat 
pada membran plasma. Lipoprotein 
juga bersifat krioprotektif yang 
berfungsi menstabi1kan membran 
plasma selama proses pembekuan dan 
pencairan kembali. 

Jones dan Mann (1m) 
melaporkan bahwa pengencer susu 
skim dapat me1indungi spermatozoa 
dari kerusakan yang disebabkan 
peroksidasi lipid. Susu skim diduga 
membentuk lapisan pelindung 
terhadap spermatozoa, mencegah 
peroksidasi lipid m~ui interaksinya 
dengan sel spermatozoa atau 
berkombinasi langsung dengan 
peroksida kenl.udian menetralisir 
pengaruhnya. 

Perlakuan penambahan 
antioksidan . ke da1am pengencer 
semen .memberikan persentase 
tudung akrosom utuh dan membran 
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plasma utuh yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan kontrol. Hal ini 
semakin membuktikan bahwa 
antioksidan mampu me1indungi 
integritas membran plasma dan 
tudung akrosom sel spermatozoa. 
Bila keadaan membran plasma tetap 
utuh, maka seiring dengan itu 
akrosom yang berada didalamnya 
ikut terlindungi. Sesuai dengan 
fungsinya, antioksidan akan 
melindungi spermatozoa dari 
pengaruh buruk yang disebabkan oleh 
radikal bebas. 

Pada perlakuan penambahan 
antioksidan, penambahan 0,2 g 
vitamin E terlihat lebih baik dalam 
mempertahankan keutuhan tudung 
akrosom dan membran plasma sel 
spermatozoa dibandingkan dengan 
perlakuan lain baik setelah 
pengenceran, ekuilibrasi maupun 
setelah pencairan kembali. Dalam hal 
ini vitamin E mempunyai aktivitas 
biologi yang lebih besar daripada 
BHT. Vitamin E mempunyai fungsi 
dasar yang penting dalam memelihara 
integritas membran pada seluruh sel 
tubuh, termasuk sel spermatozoa. 
Fungsi antioksidan vitamin E me1iputi 
reduksi radikal bebas yang kemudian 
menghambat reaksi yang mempunyai 
kemampuan merusak seperti 
tingginya spesies oksidasi reaktif. 

~ayes (1995) menyatakan 
bahwa vitamin E merupakan baris 
pertama pertahanan terhadap proses 
peroksidasi asam-asam lemak tak 
jenuh ganda yang terdapat dalam 
pospolipid membran seluler dan 
subseluler. Pospolipid pada 
mitokondria, retikulum endoplasmik 
serta membran plasma mempunyai 
afinitas terhadap vitamin E, dan 
vitamin E terkonsentrasi pada tempat
tempat ini Vitamin E bertindak 

sebagai antioksidan dengan 
memutuskan berbagai reaksi rantai 
radikal bebas sebagai akibat 
kemampuannya untuk memindahkan 
hidrogen fenolat kepada radikal bebas 
peroksil dari asam lemak tak jenuh 
ganda yang telah mengalami 
peroksidasi. Radikal fenoksi yang 
terbentuk kemudian bereaksi dengan 
radikal bebas peroksil selanjutnya. 

Pada kombinasi perlakuan 
antara pengencer semen dan 
penambahan antioksidan, nilai 
persentase WU dan TAU yang 
tertinggi diperoleh pada kombinasi 
perlakuan pengencer susu skim dan 
penambahan 0,2 g vitamin E (A3B3) 
baik setelah pengenceran, ekuilibrasi 
maupun setelah pencairan kembali. 
Pada tahap setelah pengenceran nilai 
WU dan TAU pada kombinasi 
perlakuan A3B3 yaitu 84,83% dan 
90,83%. Pada tahap setelah ekuilibrasi 
nilai persentase WU dan TAU 
spermatozoa adalah 78,00% dan 
88,50%, dan setelah pencairan kembali 
65,00% dan 66,83%. 

Nilai persentase WU setelah 
pencairan kembali yang diperoleh 
pada kombinasi perlakuan A3B3 pada 
pene1itian ini lebih tinggi dari hasil 
penelitian yang dilaporkan oleh 
Valcarcel et al. (1997) yaitu sebesar 
44 ± 10%. Begitu juga dengan nilai 
persentase TAU setelah pencairan 
kembali yang diperoleh pada 
kombinasi perlakuan pengencer susu 
skim dan penambahan 0,2 g vitamin E 
(A3B3) lebih tinggi dari hasil yang 
diperoleh oleh· Valcarcel et al. (1997) 
sebesar 43 ±10%. 
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2.3 	 Kadar Malonaldehid (MDA) 
Spermatozoa 

Hasil penelitian ini 
menunjukkan bahwakadar MDA 
terendah setelah tahap ekuilibrasi 
semen diperoleh pada pengencer susu 
skim (A3) sebesar 3,25 nmol/ml 
diikuti oleh tris sitrat (AI) sebesar 3,36 
nmol/ml dan laktosa (A2) sebesar 3,39 
nmol/ml. Demikian pula sete1ah 
tahap pencairan kembali, kadar MDA 
pada A3 (5,92 nmol/ml) lebih rendah 
daripada A2 (6,10 nmol/ml) dan Al 
(6,16 nmol/ml) (Lampiran5). 
Penambahan 0,2 g vitamin E (B3) 
mempunyai kemampuan menekan 
kadar MDA spermatozoa yang lebih 

. 	baik dibandingkan dengan kontrol 
dan perlakuan lainnya. Ini terlihat 
dari kadar MDA terkecil. setelah 
ekuilibrasi yang diperoleh pada 
perlakuan B3 (2,30 nmol/ml) diikuti 
oleh perlakuan Bs (2,47 nmol/ml), B2 
(2,61 nmol/ml), B4 (2,88 nmol/ml) dan 
BI (6,40 nmol/ml). Hasil yang sarna 
juga diperoleh setelah semen 
dicairkan kembali, dimana B3 (4,80 
nmol/ml) lebih rendah dibandingkan 
dengan Bs (4,99 nmol/ml), fu (5,24 
nmol/ml).. B4 (5,54 nmol/ml) dan BI 
(9,70 nmol/ml) (Lampiran 5). 

Uji statistik menunjukkan 
bahwa pengelompokan ternak. dan 
interaksi antai'a perlakuan pengencer 
dan antioksidan berpengaruh tidak 
nyata (P>O,05) terhadap kadar MDA 
spermatozoa baik sete1ah tahap 
ekuilibrasi maupun sete1ah tahap 
pencairan kembali Pada tahap 
ekuih'brasi, faktor pengencer 
berpengaruh tidak nyata (P>O,05), 
sedangkan faktor antioksidan 
berpengaruh sangat nyata (P<O,Ol). 
Setelah pencairan kembali, faktor 
peng~er berpengaruh nyata 
(P<O,OS), sedangkan faktor 

antioksidan berpengaruh sangat nyata 
(P<O,Ol). 

Pengencer susu skim 
menghasilkan kadar MDA yang lebih 
rendah baik sete1ah ekuilibrasi 
maupun setelah pencairan kembali 
Ini dikarenakan pengencer susu skim 
mengandung vitamin C yang dapat 
berfungsi sebagai antioksidan. 
Vitamin C dapat menetralisir 
pengaruh buruk dati peroksidasi lipid 
dengan mengikat oksigen radikal 
bebas yang terdapat dalam plasma 
semen maupun pada spermatozoa 
sehingga menghambat· proses 
peroksidasi lipid. 

Pada perlakuan penambahan 
0,2 g vitamin E terlihat lebih baik 
dalam menekan kadar MDA baik 
setelah ekuih'brasi maupun setelah 
pencairan kembali. Vitamin E 

. bertindak sebagai antioksidan yang 
dapat meminimalkan kerusakan 
peroksidatif. 

Pada kombinasi perlakuan 
antara pengencer . semen dan 
penambahan antioksidan, kadar MDA 
yang terendah diperoleh pada 
kombinasi perlakuan pengencer susu 
skim dan penambahan 0,2 g vitamin E 
(A3B3) baik setelah ekuilibrasi maupun 
sete1ah pencairan kembali Pada tahap 
setelah ekuilibrasi kadar MDA adalah 
2,2 nmol/ml dan sete1ah pencairan 
kembali 4,66 nmol/ml. 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Kesimpulan 

Pengencer susu skim adalah yang 
terbaik dibandingkan pengencer lainnya. 
Penambahan antioksidan vitamin E dengan 
dosis 0..2 g menghasilkan semen beku 
domba yang' lebih baik daripada 
antioksidan lainnya. 
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Saran 

Semen beku terbaik yang diperoleh 
dari penelitian 1IU sebaiknya 
diinseminasikan sehingga dapat diketahui 
angka kebuntingan yang diperoleh. 
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Lampiran 1. 	 Rataan Persentase Motilitas Spermatozoa Domba St. Croix masing-masing Kombinasi 
Perlakuan pada Ketiga Tahap Pengolahan Semen (%) 

Tahap Pengolahan Anti
obidan 

Jenis Pengencer Rataan 
At A2 A, 

Setelah 
Pengenceran 

B! 
B:z 
"Os 
B4 
Bs 

78~±2,58 

79,17±2,O4 
80,83 ±2,O4 
78,33 ± 2,58 
79,17 ± 2,04 

78~±2,58 

8O,OO±3,16 
80,00 ±3,16 
79,17 ± 2,04 
80,83 ± 2,04 

79,17±2,O4 
79,17±2,04 
8O,83±2,O4 
80,83 ± 2,04 
80,83±2,58 

78,61 ± 0,4& 
79,44 ± 0,4& 
80,56 ± 0,4& 
79,44 ± 1,27& 
80,28 ± 0,96& 

Rataan 79,17 ± 1,72& 79,67 ± 1,ma 80,17 ± 0,75& 

Setelah Ekuilibrasi 

B! 
B:z 
"Os 
B4 
Bs 

61,67 ± 2,58 
66,67±2,58 
71,67 ± 2,58 
65,83 ± 2,04 
69,17 ± 3,76 

65,00 ± 3,16 
69,17 ± 3,76 
73,33±2,58 
65,83 ± 2,04 
69,17±3,76 

67,50±2,74 
71,67±2,58 
73~±2,58 
70,00 ± 3,16 
72,50 ± 4,18 

64,72 ± 2,92a 
69,17 ± 2,5()C 
72;78 ± 0,9&1 
67,22 ± 2,41b 

70,28 ± l,92d 
Rataan 67,00±l,41a 68,50 ± 2,26b 71,00 ± 2,OOC 

Setelah Pencairan 
Kembali 

B! 
B:z 
"Os 
B4 
Bs 

40,83±3,76 
43,33±2,58 
47,50±2,74 

. 41,67 ± 2,58 
45,oo±4,47 

41,67±2,58 
46,67±2,58 
53,33±4,08 
44,17±4,92 
48,33 ± 2,58 

46,67±2,58 
49,17±3,76 
55,oo±3,16 
47,50±2,74 
51~67±2,58 

43,06 ± 3,16& 
46,39 ± 2,93C 
51,94 ± 3,94e 

44,44 ± 2,92b 

48,33 ± 3,34d 
Rataan. 43,67 ± 1,37& 46~±2,50b 50,00 ± 0,63<= ..Angka yang dlikuti oleh hurufyang 5amtl b¢Jeda tidak nyafa paM tl.lrafuJ15% (kontras orlogonal) 

Al = Tris sitrat, A2 :: Lakiosa, A3 == Susu skim 
81 =Tanpa antioksidan, 82 '" 0,1 g vitl.lmin E 8s = 0,2 g vitamin E 84 .. 0,1 g BHT 85 '" 0,2 g 8HT 

Lampiran 2. 	 Rataan Persentase Hidup Spermatozoa Domba St. Croix masing-masing Kombinasi 
Perlakuan pada Ketiga TahapPengolahan Semen (%) 

Tahap 
Pengolahan 

Anti
obidan 

Jenis Pengencer Rataan
A1 A2 A, 

B! 82,83±2,48 84,67±3,08 85,17±2,4O 84,22 ± 1,23& 
B:z 85~±3,Ol 85,33±3,93 85,50±3,83 85,39 ± O,loa 

Setelah B3 .86,67 ± 1,03 86,67 ± 2,16 87,17 ± 2,32 86,83 ± 0,29& . 
Pengenceran ~ 84,17±3,97 83,50±3,39 86,67±1,97 84,78 ± l,67a 

Bs 84,50±3,02 86,83±2,14 85,83 ± 0,98 85,72 ± l,17a 
Rataan 84,70 ± l,ssa 85,40 ± 2,21a 86,07 ± 1,61& 

BI 72,00 ± 2,37 76,OO±3,10 77,oo±l,26 75,78 ± 2,65& 
B:z 77,50 ± 2,07 79,83±2,04 79,17±1,47 78,83 ± l,2()C 

Setelah Ekuilibrasi B3 80,OO±O,63 82,17±2,32 82,50±2,59 81,56 ± l,36e 

B4 76,50±3,62 76,50 ± 1,52 78,67 ± 1,63 77,22 ± l,25b 
Bs 78,33±1,03 80,33 ± 1,86 79,67 ± 0,52' 79,44 ± l,02d 

Rataan 76,87 ± O,BSa 78,97 ± 0;731> 79,40 ± 1,12b 

~ 51,83±3,76 55,OO±2,83 ~,17±3~97 54~±2,25a 
B:z 56,83±3,54 59,17±1,47 62,50±2,74 59,50 ± 2,SSC 

Setelah Pencairan "Os 62,67±3,56 64,50±2,43 69,00 ± 2,53 65,39 ± 3,2& 
Kembali B4 55~±1,97 56,17±4,12 59,5!>±2,88 57,00 ± 2,21b 

Bs 57,S3±l,94 60,33 ± 0,52 65,50±2,26 61,22±3,91d 
Rataan 56,90 ± 2,151 59,03 ± 1,21b 62,53 ± 2,2OC .. ..Angka yang dllkuti oleh..hurufyang samtl berbeda tidak nyata paM tl.lraf"1' 5% (kontras ortogonal) 

Al = Trissitrat, A2 =Laktosa, ' As" Susu skim 
81 :: Tanpa antioksidan, 82 =0,1 g vitamin E B3 = 0,2 g vitamin E' B4 =0,1 g BHT B5:: 0,2 g BHT 
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Lampiran 3. Rataan Persentase Membran Plasma Utuh (MPU) Spermatozoa Domba St Croix masing
maS~· Kombinasi Perlakuan pada Ketiga Tahap Pengolahan Semen {% 

Anti- Jenis Pengencer Tahap Rataan
Pengolahan' oksidan Al A2 As 

82,83±2,40 84,OO±0,89 83,11 ± 0,7982,50±0,55In 
83,67±3,27 83,22 ± 0,3983,OO±1,55 83,OO±1,55B:z 

Sete1ah B3 84,44 ± 0,421184,OO±1,55 84,50 ± 2,43 84,83±O,75 
Pengenceran & 83,22 ± 1,4& 82,OO±1,41 82,83 ± 3,43 84,83±1,6O 

Bs 84,00±1,67 84,39 ± 0;541184,17±1,47 85,OO±1,41" 
Rataan ,83,13 ± 0,7411 83,63 ± 1,Q9a 84,27 ± O,83a 

65,78 ± 3,()4a62,50± 2,07 68,50 ±5,7966,33 ± 3,20In 
73,00 ± 1,64<:74,83±3,54B:z 71,67 ± 3,14 72,50±2,07 

Sete1ah Ekuilibras~ B3 76,50 ± 1,37e75,33±1,21 76,17±2,48 78,00 ± 2,45 
B4 70,28 ± 3,42b67,OO±2,68 70,00 ± 2,00 73,83±3,19 

, Bs I 72,67 ± 2,42 74,06 ± 1,42d74,00±2,37 75,50±4,09 
Rataan 71,80± 2O,89b 74,13 ± 3,02<: ;69,83 ± O,71a 

51,83±4,17 48,50 ± 2,93a46,33±4,08 47,33 ± 5,32 In 
; 58,67 ± 4,27 54,78 ± 3,84c51,00 ± 2,83 54,67±3,56B:z 

Setelah Pencairan B3 56,50 ± 6,66 62,33±2,42 65,00 ± 3,79 6~,28 ± 4,35e 
Kembali B4 50,50±4,51 52,00 ± 3,90 55,83±1,6O 52,78 ± 2,75b 

Bs 54,33±3,83 56,67±2,07 6O,17±2,93 57,06 ± 2,94d 

Rataan 54,60 ± 1,91b51,73 ± 3,49 58,30 ± 1,78<:.. ..Angka yang diikuti oIeh hurufyang sat/UI berbeda tidak nyata pada tamfu}15% (kontras orlogonal) 
Al =Tris sitrat, A2 '" Laktosa As '" Susu skim 
Bl = Tanpa antioksidan B2 =0,1 g ~tamin E B3 '" 0,2 g vitamin E B4 '" 0,1 g BHT Bs '" 0,2 g BHT 

Lampiran 4. 	 Rataan Persentase Tudung Akrosom Utuh (TAU) Spermatozoa Domba St Croix masing
masin~ Kombinasi Perlakuan pada Ketiga Tahap Pengolahan Semen (%) 

Pengolahan oksidan ' At A2 As 
Rataan 

, Setelah 
Pengenceran 

Kembali 

e1ah Ekuilibrasi 

Sete1ah Pencairan 

Set

Angka 

In 
B:z 
B3 
B4 
Bs 

Rataan 
In 
B:z 
B3 
B4 
Bs, 

Rataan 
In 
B:z 
B3 
B4 
Bs 

Rataan 

90,17±1,47 
9O,17±O,98 
90,67± 0,82 
89,67±0,82 
9O,33±1,03 
90,20 ± O,25a 
76,83±3,49 
83,00 ± 0,63 
85,83±O,98 
82,50±2,51 
84,33±1,37 
82,50 ±O,7Qa 
52,33 ± 5,01 
57,50±2,43 
61,17±2,64 
55,33 ± 2,58 
57,33±3,61 
56,73 ± 2,278. 

89,83 ± 0,75 
90,83 ± 0,75 
91,33 ± 0,82 
90,17±O,98 
90,67±1,21 
90,57 ± O,34a 
81,67± 22,73 
85,00 ± 0,89 
86,33 ± 1,03 
83,00 ± 3,41 
85,33±1,03 
84,27 ± 1,371> 
50,83±2,32 
59,33 ± 1,51 
64,67±3,88 
56,67±3,08 
61,83±3,06 
58,67 ± 1,82b 

.. 

90,33±1,21 
9O,67±O,82 
90,83±1,47 
9O,50±0,84 
91,OO±1,26 
90,67 ± 0,2711 

81,67 ± 2,25 
85,67±1,97 
88,50 ± 1,22 
84,17 ± 1,17 
86,50 ± 1,22' 
85,30 ± O,93c 
55,OO±3,03 
60,17 ± 2,48 
66,83 ± 2,23 
57,63±1,94 
65,33 ± 2,80 
61,03 ± 0,64<: 

90,11 ± O,26a 
90,56 ± 0,34a 
90,94 ± 0,34a 
90,11 ± 0,4211 
90,67 ± O,34a 

80,06 ± 2,79
84,56 ± 1,39<: 
86,89 ± 1,42e 
83,22 ± O,86b 

. 85,39 ± 1,Q9d 

52,72 ± 2,1111 

59,00 ± 1,37<: 
64,22 ± 2,86e 

56,61 ± 1,25b 

61,50 ± 4,01d 

;; 

yang diikuti oIeh hur

anpa antioksidan 
A2 '" Laktcsa 
B2'" 0,1 g vi

ufyang sarna berb
As 

tamin E B3 '

eda tidak nyata pada tar
= Susu skim 
" 0,2 g vitamin E 

afUJ15% (kontras orlogo

B4 '" 0,1 g BHT 

nal) 

Bs =0,2 gBHTBl '" T
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Lampiran S. 	 Rataan Kadar Malonaldehid (MDA) Spermatozoa Domba St. Cr9ix sete1ah Ekuilibrasi dan 
Pencairan Kembali pada masingpmasing Kombinasi Perlakuan (nmol/ml) 

Tahap Antip Jenis Pengencer Rataan
Pengolahan oksidan At Az As 

Sete1ah Ekuilibrasi 

Bt 
B2 
B3 
B4 
Bs 

6,31 ±0,35 
2,66 ± 0,12 
2,45±O,16 
2,85±0,1S 
2,55±0,34 

6,48 ± 0,43 
2,49±0,32 
2,24±0,23 
3,17±0,30 
2,55±0,52 

6,42 ± 0,32 
2,66 ± 0,44 
2,20±0,28 
2,63±0,27 
2,32±0,25 

6,40 ± 0,()ge 
2,61 ± 0,1()C 
2,30±O,13a 
2,88±O,27d 

2,47 ± O,13b 

Rataan 3,36±O,16a 3,39 ± O,()9a 3,25±O,l3a 

Sete1ah Pencairan 
Kembali 

Bt 
B.z 
B3 
B, 
Bs 

9,67 ± 0,39 
5,22±O,18 
4,98±O,13 
S,70±O,16 
S,22±O,39 

9,77 ± 0,39 
5,28 ± 0,26 
4,76±0,30 
S,75±O,14 
4,89 ± 0,32 

9,67 ± 0,35 
5,22 ± 0,33 
4,66 ± 0,34 
S,16±0,39 
4,87 ± 0,25 

9,70 ± O,()6e 
5,24 ± o,ose 
4,80 ±O,16a 
S,54±O,33d 
4,99±O,20b 

Rataan 6,16 ± O,()9c 6,10±O,l1b S,92±O,1¥ ..Angka yang diikuti o1eh huru!yang smna berbeda tidak nyata padlt tara!u),5% (lwntras ortogonal) 
A1 =Tris sitral, A2 =Laktosa A3 =SU!1U skim 
B1 '" Tanpa tmtioksidan B2 =0.1 g uitamin E B3 '" 0.2 g uitamin E B4 = 0,1 g BHf Bs=O,2gBHf 
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