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RINGKASAN

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui manfaat ekstrak teh hijau yang
mbahkan dalam diluter susu kuning telur terhadap kualitas spermatozoa beku sapi Simental
mengetahui keberhasilan kawin suntik pada sapi. Rencana kegiatan penelitian ini terdiri dari
hun. Tahun pertama (I) yaitu penambahan ekstrak teh hijau berbagai dosis dalam diluter susu
ing telur sampai proses pembekuan. Teh hijau pada penelitian ini ditambahkan setelah proses
campuran semen dengan pengencer susu kuning telur. Konsentrasi yang ditambahkan adalah

0,5
pa

mg /100 ml, 1 mg/100 ml dan 1,5 mg/100 ml. Tahun kedua (II) yaitu proses kawin suntik
sapi Simental dengan semen beku yang telah diproses tersebut sampai terjadi kebuntingan.

Untuk kegiatan tahun I dilakukan posthawing dan dilakukan evaluasi meliputi motilitas,
viabilitas, membrane plasma utuh, nekrosis dan apoptosis. Untuk kegiatan tahun kedua
dildkukan kawin suntik pada sapi Simental dengan terlebth dahulu disinkronisasi dan

dis

perovulasi. Data yang diperoleh dianalisis dengan F Test.
Kesimpulan yang didapat bahwa penambahan ekstrak teh hijau dengan kadar 1 mg/ml

bahan pengencer susu kuning telur menunjukkan persentase yang paling baik dengan parameter

mo
per

ilitas, viabilitas dan membrane plasma utuh meningkat, nekrosis dan apoptosis spermatozoa
fentasenya menurun.
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1.1.Latar Belakang

Penyediaan pangan-termasuk pangan asal hewan-akan terus menjadi tantangan bagi
Negara manapun di dunia, karena kecepatan perkembangan penduduk dan tingkat pendapatan
telah menjadi suatu keniscayaan. Untuk memenuhi kebutuhan pangan sumber karbohidrat,
sudah menjadi isu penting bagi negara-negara dengan sumber daya yang terbatas, sementara
kebutuhan pangan dasar terus meningkat. Ketahanan pangan nasional di Indonesia memiliki
beberapa karakieristik, termasuk keharusan berorientasi kepada kepentingan sosial dan
ckonomi, serta kebutuhan gizi masyarakat, menjamin ketersediaan, dan aksesibilitas agar
hidup sehat dan produktif. Pengertian ketahanan pangan ini adalah suatu kondisi
terpenuhinya pangan bagi masyarakat secara cukup, baik dalam jumlahmaupun mutu yang,
aman, merata, dan terjangkau.
Salah satu upaya untuk memenuhi ketahahanan pangan tersebut, adalah meningkatkan
reproduktivitas ternak yaitu dengan adanya keberhasilan inseminasi buatan atau kawin suntik
yang sampai saat ini belum tuntas. Potensi permintaan daging di Indonesia sangat besar.
Dengan jumlah penduduk Indonesia saat ini lebih dari 200 juta dengan tingkat pertumbuhan
sekitar 1,5% pertahun dan elastisitas permintaan daging yang tinggi, maka peningkatan
pendapatan dan pertambahan penduduk secara nyata meningkatkan jumlah permintaan akan
daging setiap tahunnya. Oleh karena itu, pemerintah terus berupaya mendorong
perkembangan industry peternakan di Indonesia.
Keberhasilan inseminasi buatan atau kawin suntik pada sapi dipengaruhi oleh faktor
kualitas semen beku.Permasalahan semen bekuadalah rendahnya kualitas semen setelah
pengenceran kembali atau yang disebut dengan thawing.yang ditandai dengan terjadinya
perubahan fungsionil spermatozoa ultra struktur yang berakibat kegagalan fertilisasi,

kerusakan membrane plasma dan tudung akrosom yang menyebabkan terjadinya penurunan




motilitas, daya hidup dan kegagalan fertilisasi. Penyebabnya antara lain karena proses
dehidrasi tidak terjadi sehingga terbentuk kristal-kristal es intraseluler yang dapat merusak
sel. Selain itu juga dapat karena peningkatan osmolaritas media pembekuan sehingga
krioprotektan bersifat racun selanjutnya terjadi kerusakan fisik yaitu terbentuknya kristal
ekstraseluler, toksisitas dari elektrolit yang pekat atau terjadinya osmotic swelling (Kassai,
1996). Kerusakan selama pembekuan bisa terjadi pada membrane plasma maupun pada inti
spermatozoa (apoptosis). Membran plasma spermatozoa tersusunatas lipid, protein
dankarbohidrat. Lipid membrane plasma spernatozoa memiliki fosfolipid dengan kadar yang
tinggi sehingga menyebabkan spermatozoa rentan terhadap ROS (Reactive Oxygen Species)
(Sanocka and Kurpisz, 2004).Peroksidasi pada spermatozoa dikuti oleh perubahan struktur
membrane plasma spermatozoa sehingga mengubah kestabilan dan fungsi membrane serta
penurunan fluiditas membrane spermatozoa. Rusaknya membrane plasma mitokondria
spermatozoa menyebabkan metabolisme spermatozoa terganggu dan menyebabkan
penurunan motilitas spermatozoa. Inisiasi apoptosis bisa terjadi akibat signal intrinsik yang
dihasilkan oleh sel yang mengalami stress. Jalur intrinsic atau jalur mitokondria dimulai
dengan permeabilisasi selaput luar mitokondria. Permeabilisasi ini bergantung pada
permeability transition pore (PT pore). Terbukanya PT pore akan berakibat masuknya air
kedalam matrik mitokondria sehingga ruang intermembran membengkak dan membrane Iuar
robek. Robeknya selaput Iuar mitokondria berakibat keluamya protein-protein
proapoptogenik (Crompton e/ al, 1998).Beberapa protein yang dilepas antara lain cyfokrom c,
apoptosis inducing factor (AIF) dan endonuklease G (Liet al, 2001). Cytochrome ¢ bersama
dengan Apaf-1 serta procaspase 9 membentuk ikatan kompleks yang disebut apoptosome
yang nantinya akan mengaktifkan caspase efektor hingga terjadinya apoptosis (Zou ef al,
1999). AIF dan endonuklease G berkontribusi akan terjadinya fragmentasi DNA dan

kondensai kromatin yang merupakan tanda khas terjadinya apoptosis (Loo ef al, 2001)



Pelepasan cytochrom c kesitosol dari mitokondria akan membentuk suatu kompleks
multimerik dan cytochrom c, apaf 1 dan procaspase 9 yang disebut apoptosom. Di dalam
apoptosom segera procaspase 9akan diaktifkan menjadi caspase 9 suatu enzyme yang
kemudian akan mengaktifkan procaspase 3menjadi caspase 3 suatu caspase eksekutor
(Peterson ef al, 2010)

Oleh karena itu perlu adanya bahan yang dapat meredam Reactive Oxygen Species yang
ditambahkan dalam media pengencer untuk pembekuan semen. Salah satunya yaitu teh hijau.
Teh hijau dapat bertindak sebagai antioksidan karena mengandung bahan aktif yaitu
polyphenolic, catechin, epicatechin, epigalocatechin, epicatechingallate dan apigallocatechin-
3 gallate (Sulistyo dkk, 2003). Ekstrak teh hijau juga dilaporkan mempunyai keuntungan
terhadap kualitas spermatozoa kucing yang disimpan pada suhu dingin dengan waktu yang
panjang dan juga mencegah oksidasi pada spermatozoa babi pada proses pembekuan
(Mahdieh ef al, 2016). Berdasarkan uraian diatas maka peneliti ingin meneliti penambahan

ekstrak teh hijau dalam media semen sapi Simental post thawing,

1.2.Rumusan Permasalahan

1. Apakah penambahan ekstrak teh hijau dalam bahan pengencer susu kuning telur dapat
meningkatkan persentase motilitas spermatozoa sapi Simental post thawing ?

2. Apakah penambahan ekstrak teh hijau dalam bahan pengencer susu kuning telur dapat
meningkatkan persentase viabilitas spermatozoa sapi Simental post thawing ?

3. Apakah penambahan ekstrak teh hijau dalam bahan pengencer susu kuning telur dapat
meningkatkan persentase membrane plasma utuh spermatozoa sapi Simental post
thawing ?

4. Apakah penambahan ekstrak teh hijau dalam bahan pengencer susu kuning telur dapat

menurunkanpersentasekejadiannekrosis spermatozoa sapi Simental post thawing ?



. Apakah penambahan ekstrak teh hijau dalam bahan pengencer susu kuning telur dapat
menurunkan persentase apoptosis spermatozoa sapi Simental post thawing ?
. Apakah semen beku yang telah diproses dapat meningkatkan angka kebuntingan pada

proses kawin suntik ? (tahun iI).



BAB. 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Teh Hijau

Teh hijau atau Camellia sinensis merupakan tanaman perdu yang bercabang-cabang .
Teh hijau ini umumnya ditanam diperkebunan dan tumbuh diketinggian 200-2300 m dari
permukaan laut. Umumnya dipanen secara manual . daunnya berwarna hijau gelap berbentuk
oval dengan pinggiran bergerigi dan bunganya berwarna putih beraroma. Teh hijau
diproduksi dari perebusan daun teh segar pada temperatur tinggisehingga enzim
pengoksidanya tidak aktif dan kandungan polifenolnya tetap ada. Komponen teh terdiri dari
polifenol termasuk katekin, kafein, asam amino, vitamin, polisakarida dan florin. Ketekin
yang terkandung pada seliap 100 gram daun (eh adalah sebesar 16-30%. (Foster,
2000).Katekin juga disebut asam katekoat dengan rumus kimia C"H“O% Teh hijau
mengandung senyawa antioksidan yang disebut Epigallacatechin gallate (EGCG) (Sulistyo
dkk, 2003 dalam Agustina, 2015).EGCG merupakan golongan katekin yang paling dominan
pada teh hijau dan memiliki aktifitas antioksidatif yang sangat kuat. Stabilitas katekin
dipengaruhi oleh pH dan suhu. Apabila pH dan suhu semakin tinggi maka semakin menurun
kandungan katekinnya (Chen e/ al, 2001)

Hasil dari pemrosesan daun teh hijau mempunyai aktivitas antioksidan yang kuat
(Raza dan John, 2008).Kemampuan senyawa katekin sebagai antioksidan telah banyak
dibuktikan dengan kekuatan 100 kali lebih tinggi dibandingkan dengan vitamin C dan 25 Kali

lebih tinggi dari pada vitamin E (Syah, 2006).

2.2.Spermatozoa dan plasma semen
Spermatozoa mempunyai struktur yang cukup padat dan tidakmudah terdispersi kecuali

membran plasma. Morfologi spermatozoa terdiri dari tiga bagian yaitu bagian kepala, leher



dan ekor (Gamer and Hafez, 2000). Inti ada di dalam kepala dan mempunyai ukuran kira-kira
sepertiga panjang kepala, mengandung bahan genetk yang dibutuhkan pada saat membuahi
sel telur. Inti spermatozoa mengandung kromosom yaitu separuh dari jumlah kromosom inti
yang diploid pada sel somatik. Bagian tengah merupakan pusat tenaga spermatozoa karena
adanya mitokondria di dalamnya. Bagian ekor dibagi ke dalam mid-piece, tail dan end piece.
Mid piece merupakan bagian tebal dari ekor dan terletak disebelah mitochondrial sheath yang
terbentuk dari mitokondria spermatid. Mitochondrial sheath mengandung ensim yang dapat
mengubah fruktosa dan substrat energi lainnya menjadi senyawa kompieks yang dapat
digunakan oleh spermatozoa.

Bagian terbesar semen adalah plasma seminalis yaitu sebesar dua pertiga bagian
berupa sekresi dari kelenjar asesoris. Plasma semen mempunyai pH sebesar sekitar 7.0 dan
tekanan osmotik sama dengan tekanan darah. Fungsi plasma semen adalah sebagai pembawa
spermatozoa dari saluran reproduksi hewan jantan ke dalam saluran reproduksi hewan betina.
Fungsi ini dapat berjalan dengan baik karena plasma semen mengandung bahan-bahan
penyanggah dan makanan sebagai sumber energi bagi spermatozoa. Plasma semen terdiri dari
bermacam-macam komponen biokimia yang spesifik mengatur fungsi spermatozoa. Plasma
semen mengandung asam askorbat, asam amino, peptida, protein, lipid, asam lemak,
beberapa ensim, antimikroba yaitu Imunoglobulin A dan beberapa hormon (Susilowtai dan
Hernawati, 2013). Plasma semen mengandung berbagai macam protein yang berasal dan
kelenjar asesoris dan sebagian besar turut berkontribusi dalam fertilitas maupun fungsi
spermatozoa protein tersebut dapat bertindak sebagai stimulator maupun inhibitor berbagai
reaksi biokimia dalam spermatozoa (Muino-Blanco er al, 2008). Plasma semen juga
mengandung bahan-bahan yang dapat menghambat pengikatan oksidatif dan beberapa bahan

yang mempunyai kemampuan sebagai antioksidan untuk melindungi kerusakan spermatozoa




yaitu vitamin C, zink, transferin, laktoferin, albumin yang sangat bervariasi antara satu

individu dengan individu lain (Subratha, 1998).

2.3.Bahan pengencer semen atau air mani
Bahan pengencer yang dipakai untuk penyimpanan harus sedemikian rupa sehingga
kualitas yang baik dari semen yang disimpan dapat dipertahankan. Adapun tujuan
pengenceran adalah untuk meningkatkan volume semen yang diperoleh (Hardijanto, dkk,
2010). Pengenceran semen dapat dilakukan dengan penambahan bahan-bahan tertentu yang
mampu memberikan makanan sebagai sumber energi bagi spermatozoa dan dapat
memperpanjang daya hidup spermatozoa diluar tubuh (Salisbury dan Van Demark, 1985).
Syarat bahan pengencer yang baik adalah sebagai berikut : mempunyai tekanan osmose
isotonis dengan darah dan dapat mempertahankan tekanan isotonis selama penyimpanan,
memberikan imbangan unsur mineral yang dibutuhkan untuk kehidupan spermatozoa,
menyebabkan bahan makanan spermatozoa untuk proses metabolisme aerob dan an aerob,
memiliki ‘lipoprotein atau lecitin untuk melindungi spermatozoa untuk kejutan dingin,
menyediakan penyanggah terhadap produk akhir metabolisme yang bersifat racun terhadap
spermatozoa, merupakan bahan reduksi untuk melindungi enzim seluler yang mengandung
sulfhydril, bebas dari substansi produk kumam-kuman atau organisme yang berbahaya bagi
spermatozoa, alat reproduksi betina, fertilisasi, implantasi dan pengembangan ovum yang
difertilisasi (Salisbury dan Van Denmark, 1985).
Keisotonisan larutan pengencer berguna untuk menjaga keseimbangan cairan yang
ada di dalam sel dan diluar sel karena bila larutan pengencer bersifat hipotonik maka cairan
yang ada di luar sel akan masuk ke dalam sel dan apabila larutan pengencer bersifat

hipertonik cairan yang ada di dalam sel akan terserap ke luar. Keadaan diatas dapat terjadi



karena dinding sel bersifat semipermiabel. Larutan pengencer yang bersifat hipotonik atau

hipertonik sangat berbahaya bagi kehidupan sel (Bearden & Fuquay, 1980).

2.4. Pembekuan semen

Pembekuan adalah teknik penyimpanan semen dalam keadaan beku pada temperatur
rendah dan dalam keadaan beku melalui reduksi aktivitas metabolisme tanpa mempengaruhi
organel-organel didalam sel, fungsi fisiologis, biologi dan morfologi pengaruh pembekuan
pada fungsi spermatozoa dan kesuburan telah dipelajari secara luas pada berbagai sopecies
hewan terutama pada sapi. Secara ultrastruktur, membram plasma dan akrosom luar dari
spermatozoa akan terganggu selama proses pembekuan. Kapasitasi dini dan reaksi akrosom

dan fungsi mitokondria akan berubah sehingga motilitas terganggu. (Layek ef al; 2016).

2.5. Thawing

Thawing dimaksudkan untuk mencairkan kembali semen beku dengan menggunakan
media dan durasi tertentu sehingga dapat dideposisikan kealat reproduksi betina. Kondisi ini
menyebabkan heat shock effect maupun kontaminasi dengan oksigen pada spermatozoa
sehingga mempengaruhi kestabilan membran yang berdampak pada kualitas semen beku
(Salim dkk, 2012)

Proses thawing dapat mempengaruhi stabilitas dan fungsi-fungsi hidup membran
spermatozoa. Metode thawing semen beku menjadi salah satu faktor yang sangat menentukan
karena cara thawing yang tidak tepat menyebabkan kerusakan spermatozoa sehingga kualitas
akan menurun. Subu dan lama thawing mempunyai pengaruh besar terhadap keadaan
spermatozoa khususnya keutuban spermatozoa (Zelpina, 2012). Jika terjadi perubahan suhu

yang tidak sesuai secara ckstraseluler maka permeabilitas fosfolipid hidrofilik rusak



menyebabkan fluiditas membran terganggu sehingga terjadi kematian spermatozoa (Salim
dkk, 2012)

Penurunan persentase hidup spermatozoa pstt thawing biasa terjadi pada proses
pembekuan dan post thawing karena terjadi perbedaan temperatur. Pada saat pencairan
kembali permeabilitas membran plasma spermatozoa akan berubah dan mengakibatkan

kematian sel (Zelpina dkk, 2012).

2.6. Fertilisasi

Keberhasilan fungsi spermatozoa dalam fertilisasi dipengaruhi oleh kualitasnya.
Spermatozoa yang normal mempunyai kualitas baik sehingga mampu melakukan kapasitasi,
reaksi akrosom dan menerobos dinding zona pelusida sel telur pada saat fertilisasi. Fertilisasi
terjadi karena adanya pertemuan antara spermatozoa dan oosit. Spermatozoa dalam
menjalankan fungsinya untuk fertilisasi dilengkapi dengan kemampuan untuk bergerak.
Kemampuan ini datangnya tidak begitu saja melainkan melalui banyak proses, ketika
spermatozoa keluar dari tubulus seminiferus menuju epididimis, ditempat inilah spermatozoa

mulai bergerak (Hayati, 2011).



BAB.3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN
3.1. Tujuan Penelitian
Tujuan khusus penelitian ini adalah untuk mengetahui manfaat ekstrak teh hijau yang
ditambahkan dalam diluter susu kuning telur terhadap kualitas spermatozoa beku sapi
Simental dan mengetahui keberhasilan kawin suntik pada sapi tersebut.
Tujuan umum penelitian ini adalah peningkatan kualitas semen cair maupun semen beku
sapi Simental sehingga diperoleh angka fertilisasi yang tinggi pada program kawin suntik

yang nantinya populasi ternak sapi dapat meningkat sehingga kebutuhan pangan terpenubhi.

3.2. Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah kualitas dari semen beku sapi lebih baik sehingga
pada program kawin suntik keberhasilannya meningkat dan akhirnya populasi ternak sapi

Jjuga meningkat kebutuhan protein hewani terpenuhi.

1’ MILIK
PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLANGGA
SURABAYA
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BAB.4METODE PENELITIAN b=

4.1.Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini berlangsung 2 tahun. Tahun I yaitu penambahan ekstrak teh hijau
dalam bahan pengencer semen sapi sampai tahap pembekuan, selanjutnya tahun II dilakukan
kawin suntik pada sapi dengan menggunakan semen beku yang telah diproduksi.
Penampungan semen, pemeriksaan kualitas spermatozoa dan pembuatan semen beku

dilakukan di Teaching Farm Fakultas Kedokteran Hewan.

4.2.Variabel penelitian :

1. Variabel bebas : macam bahan pengencer dan konsentrasi ekstrak teh hijau

2. Variabel tergantung : motilitas spermatozoa, viabilitas spermatozoa, keutuhan
membran plasma spermatozoa,nekrosis dan apoptosis spermatozoa

3. Variabel kendali : umur sapi, pakan dan pemeliharan

4.3. Definisi operasional penelitian :
1. Motilitas spermatozoa : spermatozoa yang bergerak aktif ke depan dalam satu lapang

pandang

o

Viabilitas spermatozoa : spermatozoa yang hidup bagian kepala spermatozoa dengan
pewarnaan eosin negrosin berwarna jernih.

3. Keutuhan membran spermatozoa : persentase jumlah spermatozoa yang memiliki
membran plasma utuh yang ditandai dengan adanya pembengkakan pada kepala
spermatozoa dan adanya ekor yang melingkar yang diuji dengan teknik Hypoosmotik

Swelling Test
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4. Nekrosis : persentase kematian spermatozoa yang ditandai dengan inti mengalami
picnotis, kariorexis, dan kariolysis yang diketahui dengan pewarmnaan Hematoxylin
Eosin (HE) yang ditemukan pada lima lapang pandang yang berbeda pada
pembesaran 400 kali per 100 spermatozoa

5. Apoptosis  : persentase kerusakan /fragmentasi DNA spermatozoa yang diuji
dengan Tunnel Assay yang terlihat warna coklat kehitaman pada inti spermatozoa
yang diamati dengan mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 kali

6. Fertilissai : bersatunya spermatozoa dan sel telur.

4.4. Tahapan Penelitian
1. Penampungan Semen

Semen ditampung dari sapi pejantan Simental dengan menggunakan vagina buatan
yang dilengkapi dengan tabung gelas penampung berskala. Vagina buatan disiapkan dengan
memasang kedua selubung dan alat penampung yang telah disterilkan, sedangkan ruangan
antara selubung luar dan dalam diisi dengan air hangat yang bersuhu 45° C dengan tujuan
memberi suhu terhadap selubung dalam sebesar 42-43°C dan sepertiga bagian depan
selubung dalam vagina buatan diolesi vaselin. Setelah vagina buatan selesai dipersiapkan,
pejantan diberi rangsangan dengan betina pemancing kemudian dilakukan penampungan
semen. Segera setelah penampungan, semen dibawa kelaboratorium dan diperiksa secara
makroskopis dan mikroskopis. Pemeriksaan makroskopis meliputi volume, warna, bau,
konsistensi dan pH serta pemeriksaan mikroskopis meliputi gerakan massa, gerakan individu,

viabilitas, konsentrasi dan resistensi test.

12



2.Pengenceran Semen
Semen setelah ditampung diperiksa secara makroskopis dan mikroskopis. Semen dibagi
menjadi 3 kelompok.Jumlah bahan pengencer yang akan ditambahkan ke dalam masing -

masing semen dihitung dengan rumus :

Vol pengencer = vol semen x konsentrasi spermatozoa x motilitas

Konsentrasi spermatozoa yang diinginkan/ml
3.Penambahan teh hijau
Teh hijau pada penelitian ini ditambahkan setelah proses pencampuran semen dengan
pengencer susu kuning telur. Konsentrasi yang ditambahkan adalah 0,5 mg/ 100 mi, 1 mg/

100 ml dan 1,5 mg/ 100 ml bahan pengencer.

4.Gleserolisasi dan Ekuilibrasi

- Penambahan gliserol ke dalam pengencer dan semen berfungsi untuk mencegah
terjadinya kristal-kristal es dan menghindari tertimbunnya elektrolit intraseluler di dalam
spermatozoa. Gliserol ditambahkan ke dalam bagian kedua dari bahan pengencer (setengah
volume). Setengah bagian kedua dari baban pengencer yang mengandung gliserol
ditambahkan pada bagian pertama yang mengandung spermatozoa dalam 4 bagian yang sama -
dengan beda waktu 15 menit setiap penambahan atau secara tetes demi tetes sechingga selesai
dalam waktu 1 jam. Setiap penambahan harus disertai pengadukan periahan-lahan. Suhu
harus dipertahankan 5°C . selama proses pencampuran

Waktu eckuilibrasi merupakan waktu memperkenalkan spermatozoa untuk
mengadakan keseimbangan dengan pengencer yang telah ditambah dengan gliserol.

Ekuilibrasi semen sapi dilakukan selama 2 jam dengan suhu 5°C. (Susilowati dkk, 2010).
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S. Filling dan Sealing Straw

Filling adalah proses memasukkan semen yang telah dicampur dengan pengencer
kedalam straw. Straw yang digunakan yaitu mini strawberukuran 0,25 ml. Semen yang
dimasukkan ke dalam straw minimal mengandung 50 juta spermatozoa.
6. Pre Freezing dan Freezing

Pre freezing dilakukan dengan cara straw yang berisi semen disusun pada rak straw
dan ditempatkan sekitar 1-2 cm diatas permukaan nitrogen cair selama 9 menit. Freezing
dilakukan dengan cara merendam atan menenggelamkan straw dalam nitrogen cair pada suhu
-196°C (Puspitawangi, 2013)
7.Thawing

Thawing dilakukan dengan cara merendam straw yang berisi semen kedalam air
hangat suhu 370C selama 30 detk atau air yang bersuhu 25-30 °C selama 1 menit (Yulianto
dan Cahyo, 2014). Kemudian ketiga perlakuan tersebut diperiksa motilitas, viabilitas,

keutuhan membran plasma, nekrosis dan fragmentasi DNA.spennatozoa (apoptosis).

Metode pemeriksaan :
1.Motilitas spermatozoa

Sebanyak 10 pl suspensi semen ditambah dengan 10 pl Na Cl fisiologis
dihomogenkan dan diteteskan pada obyek glass kemudian ditutup dengan gelas penutup dan
diamati berapa banyak spermatzoa yang bergerak progresif (maju ke depan) dengan
menggunakan mikroskop perbesaran 400 kali. Motilitas spermatozoa ditentukan dengan
menghitung pergerakan spermatozoa motil (bergerak maju) dan tidak motil sampai sebanyak
100 spermatozoa. Motilitas spermatozoa dibagi menjadi 4 kriteria yitu bergerak maju ke

depan, bergerak mundur, bergerak berputar atau ditempat dan tidak bergerak.
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2.Viabilitas spermatozoa

Semen segar diteteskan pada gelas obyek ditambahkan eosin negrosin dicampur
sampai homogen dan dibuat preparat ulas, dikeringkan diatas nyala api dengan cepat. Hasil
ulasan diperiksa dengan mikroskop perbesaran 400 kali. Jumlah persentase spermatozoa yang
mati dan hidup dihitung dengan ulangan 3 kali dan tiap perhitungan dalam 100 sprmatozoa.
Penilaian terhadap viabilitas spermatozoa adalah sebagai berikut: spermatozoa yang hidup
kepalanya terlihat transparan atau berwama jernih. Spermatozoa yang mati membran
plasmanya rusak, permeabilitas meningkat akhirnya zat warna masuk ke dalam sel dan

kepalanya nampak kemerahan. (Susilowati, dkk, 2010)

3.Pengujian keutuhan membrane plasma spermatozoa dengan Hipoosmotic Swelling
Test. Sebanyak 1 ml larutan hipoosmotic (7,35 gram Na Sitrat 2 H20, 13,52 gram fruktosa
dilarutkan dalam 1000 ml aquades) ditambah dengan 0,1 ml spermatozoa kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit dan diamati dengan mikroskop pembesaran 400
X. Spermatozoa dengan membrane plasma utuh ditandai dengan ekor spermatozoa yang
melingkar karena membrane plasma spermatozoa masih berfungsi dengan baik dalam
penyerapan air pada lingkungan yang bersifat hipotonik. Spermatozoa yang membrannya

rusak ditandai dengan ekor yang lurus (Susilowati, 2007).

4. Pemeriksaan nekrosis spermatozoa

Persentase kematian spermatozoa yang ditandai dengan inti mengalami picnotis,
kariorexis, dan kariolysis yang diketahui dengan pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) yang
ditemukan pada lima lapang pandang yang berbeda pada pembesaran 400 kali per 100

spermatozoa.
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S.Pemeriksaan apoptosis spermatozoa dengan pewarnaan acridin orange

Pada penelitian ini digunakan pewarnaan acridin orange. Semen diteteskan pada gelas
obyek, dibuat ulasaan kemudian direndam dengan methanol dan acid glacial (3:1) selama 30
menit. Gelas obyek diambil kemudian dikeringkan. Selanjutnya diperiksa dibawah
mikroskop fluorescen. Spermatozoa yang berwama hijau adalah spermatozoa yang tidak
mengalami apoptosis, sedangkan yang berwama kuning sampai orange adalah spermatozoa

yang mengalami apoptosis.

4.5. Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang akan digunakan pada penelitian ini adalah rancangan Acak
Lengkap ( RAL)dengan ulangan yang sama. Penelitian ini menggunakan tiga perlakuan dan
enam ulangan. Penentuan ulangan berdasarkan perhitungan t(n-1) > 15 dengan t adalah
perlakuan dan n adalah ulangan. Pada Rancangan Acak lengkap dikemukan bahwa tidak ada
faktor-faktor lain yang dapat dianggap berpengaruh terhadap hasil pengamatan selain
perlakuan (Kusriningrum, 2010)

4.6. Analisa Data

Data hasil yang diperoleh ditabulasikan sesuai dengan variabel yang diamati. Hasil
pengamatan motilitas, viabilitas, membran plasma utuh, ekspresi cytokrom C, nekrosis dan
integritas DNA dilakukan dengan F Test dan bila ada perbedaan dilanjutkan dengan Uji
BNT. Sedangkan untuk angka kebuntingan dilakukan pencatatan data (deskriptif). (Santoso

dan Fandy, 2001)
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4.7.BAGAN ALIR PENELITIAN

ANTIOKSIDAN UPAYA MIEME

PENELITIAN 2018/2019

PENGEMBANGAN MEDIA SPERMATOZOA SAPi SIMENTAL DALAM KONDISI
BEKU DENGAN MEMANFAATKAN EKSTRAK THE HIJAU SEBAGAI
NUH! KETAHANAN PANGANR NASIGNAL
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BAB.5. HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

5.1.Hasil Penelitian
1. Semen Segar Sapi Simental

Penelitian ini membutuhkan semen segar yang berkualitas. Pemeriksaan makroskopis
semen meliputi, volume, warna, bau, konsistensi dan pH. Sedangkan pemeriksaan
mikroskopis semen meliputi gerakan massa, individu, konsentrasi dan daya tahan hidup
spermatooza. Hasil pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis semen segar sapi Simental
dapat dilihat pada tabel 1. Kualitas semen sapi yang digunakan untuk proses pembekuan
harus mempunyai syarat motilitas progresif dan daya tahan hidupnya >70%.

Tabel 1. Karakteristik semen segar sapi Simental

Parameter Rataan £SD
Volume (ml) 7,50 £1.75
Konsistensi kental

Wama Putih kekuningan
Bau khas

pH 6-7

Motilitas massa 4+
Motilitas individu progresif (%) 87,50 + 0,35
Daya tahan hidup (%) 90,75 £ 0,40
Abnormalitas (%) 5,25 40,50
Konsentrasi (juta/ml) 1035 +£245,55
Keterangan :

Gerakan massa +++ adalah gerakan bersama-sama dari spermatozoa membentuk gelombang
tebal, banyak dan cepat.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa semen sapi Simental yang ditampung berwarna
putih kekuningan, bau khas, konsistensi kental, pH 6-7, volume 7,50 + 1,75 ml, konsentrasi
1035+245,55 juta/ml, motilitas masa +++ (pergerakan spermatozoa membentuk gelombang
besar dan banyak), motilitas individu progresif 87,5040,35%, viabilitas 90,75+0,40%. Pada
umumnya volume semen akan bertambah banyak sesuai dengan umur, besar tubuh,
perubahan keadaan , kesehatan organ reproduksi dan frekuensi penampungan semen. Warna,
konsistensi semen dan konsentrasi spermatozoa mempunyai hubungan erat satu sama lain.

Semakin encer suatu semen maka konsenirasi spermatozoa akan rendah dan warna semen
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semakin pucat. Konsistensi semen tergantung pada perbandingan spermatozoa dan plasma
semen (Evans dan Maxwell, 1987). Derajat keasaman sangat mempengaruhi daya hidup
spermatozoa. Apabila derajat keasaman (pH) semen tinggi atau rendah akan menyebabkan
spermatozoa tersebut mati. Derajat keasaman semen dipengaruhi oleh banyaknya asam laktat
yang dihasilkan. Asam laktat merupakan hasil akhir metabolisme spermatozoa (Hardijanto,

dkk, 2010).

2. Pemeriksaan kualias semen beku Sapi Simental posthawing setelah penambahan ekstrak
teh hijau dalam pengencer susu kuning telur,
Motilitas individu, viabilitas, membran plasma utuh, nekrosis dan apoptosis spermatozoa
sapi Simentalposthawing dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel. 2. Rata-rata dan SD persentase kualitas spermatozoa sapi Simental posthawing

Parameter PO PI(0,5 mg) PII (1 mg) PHI (1,5 mg)
Motilitas (%) 45,25°3,74 55,30°3,32 69,17°+1,47 52,83°43,35
Viabilitas (%) 47,50°+5,24 57,00°+3,16 70,67°+1,75 55,33°42,25
Membran plasma | 42,67°1:2,94 54,67°+3,77 69,33°:1,21 52,83°13,18
utuh (%)

Nekrosis (%) 11,17°+1,47 6,83°+1,17 2,17°40,75 6,17°+0,75
Apoptosis(%) 10,33%1,63 6,50°+1,05 2,00°+0,89 6,33°+1,21

Notasi huruf yang berbeda pada baris yang sama berbeda nyata (p<0,05).

Pada tabel 2 dapat dilihat bahwa penambahan ekstrak teh hijau dalam bahan
pengencer susu kuning telur untuk semen sapi Simental menghasilkan perbedaan yang
nyatapada motilitas, viabilitas, membran plasma utuh, nekrosis dan apoptosis spermatozoa.

Pengamatan dalam bahan pengencer semen sapi Simental tanpa penambahan ekstraks teh
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hijau menunjukkan persentase motilitas, viabilitas, membran plasma utuh spermatozoa yang
paling rendah sedangkan persentase nekrosis dan apoptosis menunjukkan persentase nekrosis
dan apoptosis paling tinggi. Uji Multivariat terhadap motilitas, viabilitas, membran plasma
utuh, nekrosis dan apoptosis terdapat perbedaan yang nyata p<0,05 antara PO, PI, PII dan
PIII. Pengamatan persentase motilitas, viabilitas, membran plasma utuh, yang tertinggi dan
nekrosis serta apoptosis yang terendah terdapat pada kelompok PII. Sedangkan hasil
pengamatan kualitas spermatozoa antara kelompok PI dan PIII tidak terdapat perbedaan yang

nyata p>0,05.

Gambar 1. Semen beku sapi Simental (bentuk straw) dalam kontainer
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Gambar 2. Straw sapi Simental yang di label
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Gambar 3. Spermatozoa dengan pewarnaan €osin negrosin
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A. Spermatozoa mati : kepala berwarna merah keunguan
B. Spermatooza hidup : kepala berwarna bening (transparan).

N

Gambar 4. Spermatozoa dengan Hipoosmotic Swelling Test
A.Spermatozoa yang membrannya rusak (Ekor spermatozoa lurus)

B.Spermatozoa yang membrannya utuh (Ekor spermatozoa melingkar)




Gambar 5. Spermatozoa dengan Pewarnaan Acridin Orange
A.Spermatozoa yang apoptosis (berwarna kuning)
B.Spermatozoa yang tidak apoptosis (berwarna hijau)

Pemeriksaan kualitas semen segar perlu dilakukan untuk mengetahui spermatozoa
yang akan digunakan untuk penelitian memenuhi syarat atau tidak. Kualitas semen dapat
diperiksa secara makroskopis dan mikroskopis (Susilowati dkk, 2010). Pemeriksaan semen
secara makroskopis meliputi pemeriksaan volume, konsistensi, bau, warna dan pH.
Pemeriksaan secara mikroskopis meliputi gerakan massa, individu, konsentrasi dan
persentase spermatozoa yang hidup. Hasil penelitian ini, semen yang digunakan untuk
pembekuan semen sapi Simental memebuhi syarat dan memiliki kualitas yang bagus.
Mcnurut Permadi dkk (2013) yang menycbutkan bahwa scincn scgar dinyatakan memcnuhi
syarat untuk perlakuan dengan kriteria motilitas dan viabilitas > 70%.

Pada penelitian ini semen segar sapi Simental yang digunakan memiliki warna putih
kekuningan. Menurut Salmah (2014), semen normal akan berwarna putih kekuningan dan
diperkirakan memiliki konsentrasi spermatozoa yang tinggi. Warna semen akan berubah
menjadi tidak normal jika terdapat kelainan pada alat kelamin serta akan memiliki bau yang

busuk atau anyir yang merupakan indikasi adanya radang pada saluran kelamin (Hardijanto
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dkk, 2010). Hasil penelitian menunjukkanbahwa pH semen sapi Simental mempunyai nilai
antara 6-7. Menurut Susilowati dkk (2010), menyatakan bahwa semen sapi yang subur
memiliki pH berkisar 6,4-6,8. Apabila pH terlalu asam atau basa biasanya spermatozoanya
banyak yang mati. Konsentrasi spermatozoa hasil penelitian adalah 1035 +245,55 juta/ml.
Konsentrasi spermatozoa sapi tersebut menunjukkan batas normal 1500-3000 juta/ml
(Susilowati dkk, 2010).

Berdasarkan uraian hasil diatas bahwa semen segar sapi Simental yang digunakan
memiliki kualitas yang disyaratkan sehingga dapat diproses lebih fanjut yaitu untuk proses
pembekuan..

Motilitas sangat penting untuk fertilisasi karena motilitas dapat menunjukkan
gambaran spermatozoa yang sehat. Motilitas dapat membantu transport spennatozoa dari luar
untuk mencapai tempat terjadinya fertilisasi (Garner and Hafez, 2000). Viabilitas merupakan
daya tahan hidup spermatozoa, apabila spermatozoa mati maka permeabilitas membrannya
rusak (Salisbury dan Van Demark, 1985).Membran spermatozoa yang mati tidak permeabel
terhadap zat warna atau memiliki afinitas yang rendah schingga menyebabkan yang mati
berwamna merah (Sugiarti, dkk., 2004). Membran plasma berfungsi melindungi organel-
organel sel dari kerusakan mekanik dan sebagai filter pertukaran zat-zat intra dan
ekstraseluler (Gamer and Hafez, 2000). Keutuhan membran plasma sangat diperlukan oleh
spermatozoa karena akan berpengamh terhadap metabolisme yang berhubungan dengan
motilitas dan viabilitas spermatozoa.(Soler e/ af, 2003).

Pada proses pembekuan semen akan terjadi stress oksidatif. Stress tersebut akan
menyebabkan peningkatan Reactive Oxygen Species (ROS), kadar ROS yang tinggi dalam
sel dapat mengoksidasi lipid, protein dan DNA Fosfolipid pada membran plasma
spermatozoa memiliki kadar yang tinggi sehingga rentan terhadap ROS (Sanocka and

Kurpisz, 2004). ROS dalam kadar yang tinggi akan berpotensi toksik terhadap kualitas dan
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fungsi spermatozoa (Saleh and Agarwal, 2002). Bila kadar ROS tidak mampu dinetralisir
oleh antioksidan yang ada di spermatozoa dapat menyebabkan peroksidasi lipid (Alvarez dan
Storey, 1995).

Pada penelitian ini kualitas spermatozoa sapi Simental dengan penambahan ekstrak
teh hijau pada proses pembekuan dengan dosis 0,5 mg, 1 mg dan 1,5 mg / 100 ml bahan
pengencer sama-sama meningkat, tetapi yang paling bagus adalah di kelompok pemberian
ekstrak teh hijau sebesar 1 mg/ 100 ml bahan pengencer, hal tersebut karena ekstrak teh hijau
mempunyai senyawa antioksidan berupa polifenol yaitu senyawa katekin. Teh hijau dapat
mengurangi produksi ROS dengan melengkapi elektron yang tidak berpasangan schingga
mengurangi kerusakan protein, membran lipid dan asam nukleat (Naghma dan Mukhtar,
2007). Katekin dapat mencegah dan melawan radikal bebas pada membran sel sehingga sel
tidak mati, sel tidak rusak dan berfungsi kembali untuk proses metabolisme. Kelompok
hydroxyl dari katekin bertindak sebagai antioksidan yang dapat menurunkan produksi ROS
(Armoskaite ef al, 2011). Selain itu teh hijau mengandung vitamin C dan vitamin E yang juga
bersifat antioksidan (Sundari dkk, 2009). Pada kelompok PI dan PIII yaitu pemberian ekstrak
the hijau 0,5 mg dan 1,5 mg / 100 ml bahan pengencer kualitas spermatozoa sapi Simental
posthawing tidak berbeda nyata, hal tersebut karena penambahan antioksidan dengan kadar
rendah belum mencukupi untuk menangkal radikal bebas sedangkan bila antioksidan terlalu
tinggi juga akan menyebabkan toksik. Sifat toksik disebabkan oleh pemberian antioksidan
yang berlebihan sehingga menyebabkan meningkatnya tekanan osmosis dan menyebabkan
kerusakan membrane spermatozoa (Wilandari dkk, 2013) sedangkan viabilitas spermatozoa
juga terganggu yang dikarenakan kandungan fenolnya tinggi. Kandungan fenol yang tinggi
akan bersifat toksik dan menyebabkan kematian sel (Putranti, 2010). Sesuai dengan pendapat
Delvita (2014) menunjukkan bahwa semakin tinggi dosis ekstrak the hitam semakin

menurunkan viabilitas spermatozoa mencit yang juga akan berpengaruh terhadap motilitas.
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5.2. Luaran Yang Dicapai

1. Seminar International (VMIC 11 2018)

2. Publish di Jurnal International Philippine Jurnal of Veterinary Medicine. Publish ;
Philipp.J. Vet Med., 55(2) : 127-134, 2018.

3. Draft HKI
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BAB. 6. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA
Rencana tahun II (2019) adalah kawin suntik pada sapi Simental dengan

menggunakan semen beku hasil penelitian tahun I (2018).

27



[ MILIK
PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLANOUA

BAB. 7. KESIMPULAN DAN SARAN SURABAY A

7.1. KESIMPULAN

1. Penambahan ekstrak teh hijau dalam bahan pengencer susu kuning telur dapat
meningkatkan persentase motilitas spermatozoa sapi Simental post thawing.

2. Penambahan ekstrak teh hijau dalam bahan pengencer susu kuning telur dapat
meningkatkan persentase viabilitas spermatozoa sapi Simental post thawing

3. Penambahan ekstrak teh hijau dalam bahan pengencer susu kuning telur dapat
meningkatkan persentase membrane plasma utuh spermatozoa sapi Simental post
thawing.

4. Penambahan ekstrak teh hijau dalam bahan pengencer susu kuning telur dapat
menurunkanpersentasekejadiannekrosis spermatozoa sapi Simental post thawing

5. Penambahan ekstrak teh hijau dalam bahan pengencer susu kuning telur dapat

menurunkan persentase apoptosis spermatozoa sapi Simental post thawing,.

7.2. SARAN

Sebaiknya pada proses pembekuan semen sapi Simental dalam bahan pengencer susu

kuning telur ditambahkan ektrak teh hijau 1 mg /100 ml bahan pengencer
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temperature storage by addition green tea extract (Camellia sinensis). Ejaculate collected
from four Simental bulls, evaluated and placed : 37°C water bath before process. There were
four experiments with six repetitions.The semen of Simental bull diluted with milk-egg yolk
supplemented with green tea extract of 0 (as control), 0,05; 0,1 and 0,15 mg/100 mL extender
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The result showed that sperm motility, viability and membrane integrity were significantly
different (p< 0.05) among the treatments. The conclusion of this study is adding of green tea
extract with 0,1 mg/100 mL extender is better for maintain motility, viability, and membrane
integrity Simental bull sperm.

Keywords: green tea extract, cold temperature, sperm quality, bull

1.Introduction

Artificial insemination is the beginning of reproductive biotechnology in the male
animals. Artificial insemination role in the programs of breeding catiles and can use diluted
fresh semen, liquid semen or frozen semen. One of the supporting factors in efforts to
optimize the artificial insemination program for goats is the availability of quality bull semen.
The use of liquid semen for artificial insemination in cattle still raises the problem mainly
related to the right kind of diluents to maintain the quality of spermatozoa during dilution and
insemination. The main constraints of the process of cooling of bull semen is the destruction

of function and membrane structure and the ability of spermatozoa (o survive (18). Thus, it is
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very important to identify the factors or conditions which affect normal sperm functions. One
of the most important factors contributing to affect normal sperm fuctions has been reported
to be oxidative stress (8,9). Among various causes oxidative stress has been attributed to
affect the fertility status and physiology of spermatozoa (3).The main destructive aspects of
oxidative stress are the production of Reactive Oxygen Species (ROS) (26).ROS can cause
cell dysfunction through changes in the function of protein structures (enzymes, receptors,
antibodies, matrix formers and cytoskeleton), DNA chains and cell membranes, resulting in
disrupted cell integrity (23). In lbw concentrations ROS plays an important role as a mediator
of normal spermatozoa function and involved in hyperactivation, capacitation, acrosome
reactions as well as fusion of spermatozoa with egg cells (16) but when the increase in ROS
concentrations above normal values and can not be neutralized by antioxidants present in
spermatozoa, may cause lipid peroxidation (5). The end result of this reaction is the breaking
of the chain of fatty acids into various aldehyde compounds such as Maiondiaidehide (MDA),
9 hydrocinonemes and various hydrocarbons and ethane that can damage cell membranes
(12,23). The breakdown of the cell membrane will increase the permeability of the cell
membrane, so materials that should not pass through the cell membrane can freely exit the
cell and ultimately the integrity of the spermatozoa is impaired (2).

Against ROS attack, spermatozoa are well equipped with a powerful defense system
of antioxidants (21). This researches the impact of oxidative stress and ROS on spermatozoa
quality of Simental bull. In this study the researchers wanted to examine the addition of
green tea extract in volk milk diluent on Simental bull semen stored at cold temperatures.

Recently plant-derived antioxidants have been getting major focus due to their lower
cytotoxicity and are considered to be better than synthetic antioxidants (13). Plant-derived
extracts are exceiient sources of the naturai antioxidant. Severai studies documented that the

plant-derived antioxidant are associated with improvement of spermatozoa in freezing
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diluents. Antioxidative protection property of green tea extract on the quality of canine, avian
and mouse semen have been confirmed (4). According the research by (15), additing extract
green tea with dose 0,25, 0,5, 0,75 and 1,0 % can maintained quality of sperm Achai bull

post-thawed .

2. Material and Methods
2.1. Experimental Animals

Semen samples from four Simental bulls (5 years of age) were use in this study. The
Simental bulls were maintained under uniform nutritional condition. This study included a
complete randomized method which consists of four groups. Each group consisted of 12
repetitions Ejaculated were collected twice a week from the male bulls with the aid of an
artificial vagina, immediately after collection was brought to the laboratory and semen
parameters were assessed , including volume, pH, consistency, color and concentration of
semen. After male bulls semen underwent microscopic and macroscopic examination
- | (appiying prequalification that the percentages of sperm motility and viability should be 70%
or above).
2.2. Semen Dilution

One hundred skim milk added with 100 cc aquadest, heated until 92-95°C and then
colded until 20-27°C temperature. On the other hand, the eggs are cleaned and then separated
the yolks, then measure 5 cc of egg yolks and then added with cold milk until 100 cc. Added
with Penicillin 1.000 IU/cc diluents and Streptomycin 1 mg/ cc diluents. Diluents was
prepared divided into four groups. Controlled groups (P0) refers to diluents + semen of
Simental bulls (without extract green tea). Group I (PI) refers to diluents + semen of Simental
bulis + extract green tea (0.05mg/ 100 cc diluents. Group II (PII) refers to diluents + semen of

Simental bulls + extract green tea (0.1 mg/ 100 cc diluents. Group III (PIII) refers to diluents
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+ semen of Simental bulls + extract green tea (0.15 mg/ 100 cc diluents. All of groups colded
at 5°C and then examined sperm motility, viability and membrane integrity.
2.3. Green tea extract preparation
Green tea leaves was dried, milled with a grinding machine, and then soaked with

96% ethanol solvent and allowed to stand for 3 days, covered with aluminium foil to prevent
evaporation. Futhermore, the green tea solution was squeezed by using filter paper, and then
the filtrate was evaporated at 50°C at 45 rpm speed of rotator to separate the solvent with
extract green tea leaves to obtain thickened extract. The extract was evaporated in acid
chamber until formed solid extract and then freeze dried.
2.4. Semen Evaluation

Sperm motility was assessed using a phase contrast microscope. The motility of
sperm was analyzed by mixing the semen gently and placing a 10 ul drop diluents of semen
on-a slide covered with a glass cover slip from five selected representative fields. Samples
were selecterd randomly from 3 fields, for a total of 100 cells (24).

Eosin negrosin staining was used to evaluate the viability (live/dead in %) of sperm. -
One drop of semen was placed on a object glass slide and this sample mixed with one drop of
eosin — negrosin solution. The mixture was smeared on the the glass slide and allowed to dry.
One hundred sperm were evaluated in a least five different fields in each smear under a light
microscope. Observed and recorded the unstained heads as live of sperm and stained or
partial stained heads of as dead spem (24).

Hypo-osmotic swelling test (HOS) was used to evaluate plasma membrane integrity
(11). A total of 100 pl of semen was mixed with one cc of hipocosmotic solution (containing
13,51 g of fructose and 7,35 g sodium citrate in 1000 cc of distilled water. The mixture was
incubated at room temperature for 30 min. Following incubation, 15 pl of sample was placed

on a slide, covered with a cover slip and observed under a light microscope. The sperm were
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categorized according to the observed under a light microscope. At least 100 sperm were
observed and the result were recorded as percentages. Spermatozoa with intact plasma
membrane are characterized by a circular sperm tail because the plasma membrane of sperm
still work well in water absorption in a hypotonic environment. Meanwhile damaged sperm
membrane marked by a straight tail (19).
2.5. Statistical Analysis

All data were expressed as the mean values+SD The statistical significances of the
effects of sperm quality (motility, viability and membrane integrity) were delenningd by

Anova, P-values<0.05 were considered to be significantly different (22).

3.Result

Fresh Simental bull semen used in this research had undergone macroscopic and
microscopic examinations. Macroscopic examination included examination on Simental bull
semen volume, color, odor, consistency and pH. Meanwhile, microscopic examinations
investigated sperm mass motility, individual motility, concentration, viability and membrane
integrity. The result of microscopic and macroscopic examinations was presented on Table 1.

Table 1. Macroscopic and Microscopic Examinations Simental Bull Semen

Indicator Character

Volume (c<) 1 725 %050

Consistency Viscous

Color Milky white to yellowish
Odor Typical

pH 6-7

Mass Movement(%) +++

Individual Movement(%) Progresif (90 + 0.75)
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The research shows that Simental bull semen stored has milky white to yellowish
colour, typical odor, viscous consistency, pH=6-7, volume 7.25+0.50 cc, concentration
1045x10°, mass movement ++ ( the motion formed big and many waves), progressive
individual movement (90+0.75) and membrane integrity 86+1.05%. The percentages of
sperm motility, viability, membrane integrity after adding extract green tea in diluents on the
cold temperature were show in table 2,3 and 4. Sperm motility, viability and membrane
integrity were significantly different (p<0.05).

Table 2. Percentage of Simental bull’s semen vxablhty in the milk egg yolk diluents + extract
green tea which stored in cold temperature (5 0C) and evaluated everyday.

Treatments | Day 1 (%) Day 2 (%) Day 3 (%) Day 4 (%) Day 5 (%)

PO 71.50£0.60° | 66.17+0.40° |54.50+0.20° |44.17+6.08° | 36.83+0.70°
PI 77.33045° | 66.83:0.20° [55.83+0.20° [50.50£0.25° [47.33£0.50"
PII 88.50+0.10° | 80.50+0.50° |[72.17+0.45° |62.33£0.20" [ 56.17+0.60"
PLLL 73.00+0.20° 76.17—:0.20" 62.50£0.50° [ 55.67+0.50° | 50.33+0.70°

(p<0.05)

Note : Value in the same row w1th different superscnpt mdlcate significant difference at

Table 3.Percentage of Simental bull’s semen wablllty in the milk egg yolk diluents + extract
green tea which stored in cold temperature (5 OC) and evaluated everyday.

Treatments | Day 1 (%) Day 2 (%) Day 3 (%) Day 4 (%) Day 5 (%)

PO 82.67£0.75° | 74.50+0.30° |57.00+0,40° |48,00+0,20° |[41,17+0,80°
PI 85.50:045° |75.67x0.30° |64,00+0.10° | 55,60+0.20° |49.33+0.50°
PII 89.50+0.25° | 85.50+0.15° [ 80,67+0,50* |69,0040,20° | 60,00+0,45°
PIII 80.58+0.25° | 72.54+0.05° | 70,50+0,50° | 59,00£0,90° | 55,50+0,20°

(p<0.05)

Note : Vaiue in the same row with different superscript indicate significant difference at
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Figure 1. Live sperm (A. Uncoloured head) and dead (B. Coloured head)

Table 4. Percentage of Simental bull’s semen membrane integrity in the milk egg yolk
diluents + extract green tea which stored in cold temperature (5°C) and evaluated

everyday.
Treatments Day 1 (%) Day 2 (%) Day 3 (%) Day 4 (%) Day 5 (%)
PO 81,000,80° | 72,33%0,10° | 56,33+0,25° | 47,8330,70° | 17,8330,60°
PI 84.17+0,90° | 71,00£0,10° |62,07+0,80° |52,67+0,80° | 18,67+0,50°
PII 88.65+0,10° | 83,53:0,30° | 78,50+0,30" | 65,1720,10° | 22,83+0,70°
Pl | 78,80+0,30° |70,50:0,20° |68,50+025" |[56,330,75"° | 25,50+0,50°

(p<0.05)

Note : Value in the same row with different superscript indicate significant difference at




Figure 2. Damage membrane sperm (A. Straight spermatozoa tail) and intact membrane
sperm (B. Round spermatozoa tail)

4. Discussion

Based on the results of fresh semen assessment in Table 1, it can be concluded that
the fresh Simental bull semen used in this study has a good category and qualify for dilution.
This is in accordance with the requirements of Toelihere (1985) that there are requirements to
be fulfilled in the process of cooling or freezing of semen is the percentage of motility and
viability of spermatozoa > 70% and mass movement ++ / +++.

Motility or progressive force of spermatozoa after the process is always used as the

easiest grip in semen assessment for artificial insemination using liquid semen. This
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spermatozoa movement for each species is different and varies according to diluter type and
environment temperature (25). Spermatozoa movement was enhanced by energy in form
Adenosine Triphosphat (ATP) produced by mitochondria and cyclic Adenosine
Monophosphate (cAMP) (27). The utility of the plasma membrane is absolutely necessary to

ensure survival and success in fertilizing the egg . In addition to protecting the cell organelles



" | from mechanical damage, the plasma membrane also plays an important role as a good filter
for the exchange of intra- and extracellular substances maintained in metabolic processes
(10). The destruction of the plasma membrane results in disruption of metabolic processes
and physiological processes, resulting in the death of spermatozoa (20).

Some researchers prove that antioxidants from the plant can improve the quality of
spermatozoa in a diluent when freezing. In our study, at 0.1 mg green tea extract / 100 cc
diluent, the optimal response toward sperm motility, viability and membrane integrity was
observed. Likewise, in Sahiwal bull, the maximum response of green tea extract was evident
at 0.5% concentration in diluent semen (14).

According to research (1), proves that green tea extract can act as an antioxidant
against canine, avian and mouse spermatozoa. Meanwhile, according to (15), proves that the
addition of green tea extract of 0.75% in eeg yolk citrate diluents provides the best post-
thawing quality (motility, viability and integrity of membranes). This is because green tea
extract acts as an antioxidant containing polyphenols which can inhibit peroxidase reactions
so'that free radicals are not formed. An important substance catechin contained in green tea
extract can inhibit ROS. Catechin can prevent and fight free radicals in cell membranes so
that cell death can be prevented, cell membranes are not damaged and its function to regulate
the outflow of substrate and electrolyte is maintained (6). In this study the quality of
spermatozoa with the addition of green tea extract dose 0.05 mg and 0.15 mg / 100 cc diluent
lower than the addition of 0.1 mg dose. This is because it is thought to be due to a decrease in
pH diluent so it is no longer appropriate with the physiological condition of spermatazoa.

Decreased pH in the cell environment will cause problems with the work of metabolic

enzymes (17).



5. Conclusion
The addition of green tea extract in milk-egg yolk diluent could be maintain progresit
motility, viability and integritas membrane of Simental bull’s sperm on cold temperature,

with the best dose was 0.1 mg/100 ccdiluent.
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Abstract

The aim of this study was to determine the effects of green tea extract as antioxidant
in the extender of frozen semen on viability, motility, intact of plasma membrane, percentage
of necrosis and apoptosis of spermatozoa. Ejaculate collected from four Simmental Bull,
evaluated aud placed at 37°C water bath before freezing process. The seinen samples diluted
with milk-egg yolk supplemented with green tea extract of 0 (as control), 0.05, 0.1, and 0.15
mg/100 mL extender respectively. Diluted semen packed in 0,25 mL straws were placed at
cooltop to make sure the temperature decrease from room temperature to 5°C, then freezed
and stored in liquid nitrogen for four weeks. Frozen straws were thawed individually in 37°C
water bath for 30 s then microscopic evaluation. The result showed that post-thawed sperm
viability, motility, and intact plasma membrane of frozen semen in extender supplemented
with 0,1 mg green t€a extract/ 100 mL were highest (p<0,05), meanwhile the percentage of
necrosis and apoptosis of sperm were lowest (p<0,05) compared to the other groups. It could
be concluded that a dose of green tea extract in frozen semen extender was potentially act as
antioxidant to reduce decreased quality of post thawed sperm.

Keywords: green tea extract,post-thawed sperm quality, necrosis, apoptosis

Introduction

Genetic improvement is a key in any modem cattle breeding system. One way to
achieve genetic improvement is to use the cryopreserved semen of superior commercial sires
(1).The effects of cryopreservation on sperm function and fertility have been widely studied.
Techniques for the successful cryopreservation of spermatozoa have progressed and are now
standardized (2).Although frozen semen has advantages which can be used for a long time,

but it has weakness that will cause decreasing in quality after freezing process. It is about
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50% of spermatozoa will die during freezing process and spermatozoa that survive generally
have low fertility (3). During the process of freezing and thawing, the spermatozoa passing
through a variety of temperature changes and extreme osmolarity that could be trigger the
production of reactive oxygen species (ROS) (4, 5).Thus, cryopreservation of spermatozoa
also have a detrimental effects on sperm quality after thawing (6). During cryopreservation,
semen is exposed to cold shock and atmospheric oxygen, this will raise up the level of lipid
peroxidation (7). Production of reactive oxygen species (ROS) in cryopreservation has been
associated with deterioration of sperm motility, viability and intact plasma membrane of bull
semen (8) and promote DNA fragmentation of spermatozoa(9). Experiments have shown that
oxidative stress produced in these procedures due to high reactive oxygen species (ROS)
associated with low quality of seminal plasma(10).

Lipid peroxidation during the semen freezing process will damage the spermatozoa,
caused of plasma membrane of spermatozoa composed of phospholipid. It contains
unsaturated fatty acids which particularly susceptible to free radicals that it will stimulate the
autocatalytic reactions and caused damage at the double bonds (11). Lipid peroxidation may
alter the structure of plasma membrane, the region of spermatozoa acrosome and cause the
loss of motility. Prolonged lipid peroxidation may damage the structure of the lipid matrix
which will cause an unstable cell plasma membrane (12).

ROS plays a role in the regulation of spermatozoa function physiologically. ROS
affect post ejaculated spermatozoa motility initiation through cAMP synthesis and protein
phosphorylation(9). Superoxide anion at physiologic concentrations is required for initiation
of hyper-activation, capacitation and acrosomic reactions during fertilization (13, 14). Other
studies have suggested that low concentrations of free radicals in human semen increase the
ability of spermatozoa to bind the zonapelucida(15). The concentration of antioxidant and

storage periods have significant effects on motility, viability, acrosome integrity and
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membrane integrity (12).Means anti-oxidants prevent the increase of free radicals and
improve the quality of semen(16).

Green tea extract is one of the plant derived antioxidant. Several studies
documented that herbs antioxidant in freezing extender were associated with improvement of
spermatozoa quality (17). Recently, plant-derived antioxidants have been getting major focus
due to their lower cytotoxicity and are considered to be better than synthetic antioxidants
(18).Green tea has valuable effects on health due to abundant amount of polyphenols that are
the major water soluble components of green tea infusions(19). In addition, green tea
polyphenol (GTP) are potent decrease of ROS (20).0ne of result from tea leaves (Camellia
sinensis) processing is green tea which has strong antioxidant activity. Green tea extract
contains high concentration of liquid polyphenol (21). The main polyphenols in green tea
were epikatechin, (EC), epigallokatechin (EGC), epikatechingalat (ECG) and
epigallokatechingalat (EGCG) (22).Based on those, it is necessary to determine the effect

supplementation of green tea extract as antioxidants in the freezing process of semen.

Material and Methods

This research was conducted at Regional Artificial Insemination Center, in Teaching
Farm Faculty of Veterinary Medicine, UniversitasAirlangga, located at DriyoRejo District,
Gresik Residence, East Java, Indonesia. Four head of 3-5 years old and weighed 400-900 kg
fertile Simmental bulls were used for this study. Semen was collected from the bulls twice
aweek by using artificial vagina. Fresh semen was assessed macroscopically (volume, odor,
pH, consistence, color) and microscopically (motility, viability and concentration).If
spermatozoa motility and viability more than 70%, it means semen was qualify for the
study.Ejaculate was processed to be frozen semen according The Indonesian National
Standard number SNI: 4869-1:2017 (production and analysis of frozen semen) of The

National Standardization Agency of Indonesia.
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Milk-egg yolk extender contain penicillin (1000 IU/ mL), streptomycin (1 mg/mL),
7% glycerol and distilled water until 100 mL, devided into four groups, i.e. control group and
three treatment groups supplemented with 0.05 (P1), 0.1 (P2), and 0.15 mg/100 mL extender
(P3) respectively. Fresh semen was diluted in extender to obtained 30 x 10° spermatozoa
/mL.

Each diluted semen from each groups was equilibrated at 5°C for 2 h before filled in
0,25mLstraws. The straws were placed on steel racks and held in liquid nitrogen at minus
140°C for 10 minutes. Frozen straws were then immediately immersed in liquid nitrogen
(minus 196°C) and stored for 4 weeks until further assessment. Post thawed semen analysis
was conducted on two sample of straws from each treatment, it were thawed at 37°C for 30s

to determined the semen quality parameters with six replication respectively.

Green tea extract preparation

Green tea leaves was dried, milled with a grinding machine, and then soaked with
96% ethanol solvent and allowed to stand for 3 days, covered with aluminum foil to prevent
evaporation. Furthermore, the green tea solution was squeezed by using filter paper, and then
the filtrat was evaporated at 50°C at 45 rpm speed of rotator to separate the solvent with
extract green tea leaves to obtain thickened extract. The extract was evaporaied in acid

chamber until formed solid extract and then freeze dried.

Semen Evaluation
Sperm motility
Progressive motility was assessed using a phase contrast microscope (200 x

magnification) at 37°C temperature. A wet mount was made by using a 10 uL drop of semen
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placed directly on a microscope slide and covered with cover glass(23). Sperm motility was

counted on three microscopic fields for each semen sample and then averaged.

Sperm viabiiity

Eosin negrosin staining was used to evaluate the viability (live/dead in %) of semen.
One drop of semen was placed on a object glass slide and this sample mixed with one drop of
eosin-negrosin solution. The mixture was smeared on the glass slide and allowed to dry. One
hundred spermatozoa were evaluated in at least five different fields in each smear under a
light microscope. Observed and recorded the unstained heads as live of spermatozoa and/or

stained/partial stained heads of as dead spermatozoa (23).

Sperm plasma membrane integrity

Hypu-usmiic swelling iesi (HOS) was used iv cvaiugic plasina membrane inicpriiy
(24). One mLof hypo-osmotic solution (7.35 grams of Na Citrate, 13.52 grams of fructose
was dissolved in 1000 mL of aquadest) plus 0.1 mL of spermatozoa then incubated at room
temperature for 30 minutes. Following by incubation, 15 pl of the sample was placed on
aobject glass slide, covered with a cover glass and observed with a 400x magnification
microscope. Spermatozoa with intact plasma membrane are characterized by a circular
spermatozoa tail because the plasma membrane of spermatozoa still works well in water

absorption in a hypotonic environment. Meanwhile damaged spernatozoa membrane marked

by a straight tail (25).

Sperm necrosis
One drop of semen was smeared on the object glass, fixed in solution of glacial acid
and methanol absolute (1: 3) for 15 minutes, and finally stained with Hematoxylin Eosin.

Necrotic spermatozoa characterized by pycnotic, karyorrhexis, and karyolysis of nuclei(26).
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Examination conducted on five different fields of view at 400 magnification per 100

spermatozoa under phase-contrast microscope (Olympus BX51 TF, Japan).

Spermapoptosis

Acridin Orange Staining was used to determine apoptosis of spermatozoa. One drop
of semen smeared on the object glass, and dried at room temperature. The smear preparations
were fixed in solution of glacial acid and methanol absolute (1: 3) for 15 minutes, dried again
at room temperature, dripped with acridin orange, and then covered with a cover glass.
Observation conducted under a fluorescence microscope with magnification 100 times per
100 spermatozoa. Apoptotic spermatozoa were yellow - red, while the live spermatozoa were

greenish color(27).

Result

In this study the fresh semen of Simmental bull was performed macroscopic and
microscopic evaluation first. The macroscopic evaluation were examination of volume, color,
odor, consistency and degree of acidity (pH), while microscopic evaluation were examination

of mass movement, individual movement, concentration and viability of spermatozoa (Table

).

Table 1. The characteristic of Simmental bull semen

Parameter Mean + SD

Volume (mL) 726+1.72

Consistence Medium to thick

Color Milky white to yellowish
Odor Spesific

pH 6-7

Mass Movement =+

Moatility (%) speed 25.83 £ 28073

Viability (%) 95.65 £2.36
Abnormality (%) 6.69+1.86

Concentration (millions/mL) 1040 + 226.55

N
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Functional assay of spermatozoa at pre-freezed and post-thawed semen showed that
supplementation of 0.1 mg/ 100 ml green tea extract in milk-egg yolk semen extender was
have highest (p<0.05) of viability, motility and plasma membrane integrity (Table 2), and

lowest (p<0.05) of necrotic and apoptotic of spermatozoa compared to other group (Table 3).

Table 2. Viability, motility and intact membrane integrity of pre-freezed and post-thawed

spermatozoa of Simmental bull semen diluted in milk-ess yolk extender. PO;
control, P1, P2, and P3 supplemented with green tea extract: 0.05, 0.10, and 0.15

mg/100 mL extender.

Viability Motility Intact Membrane Integrity

Treatment | , . . Post- Pre-Froezed Post- S Post-

PIVEIREEE] thawed | YT T thawed | UTTTTYY | thawed
PO 64.25+2.05° | 58.15+1.25° | 60.2542.35° | 55.45+1.25° | 56.254+2.05° | 46.15+1.25°
P1 68.20+1.70° | 58.35+1.15" | 65.20+£1.70° | 58.35+1.10° | 62.20+1.70° | 50.35+1.15°
P2 77.50+2.35% | 68.25+1.10° | 75.50+2.50° | 64.35+1.20° | 72.25+2.15" | 62.25+1.15°
P3 68.55+£2.20° | 59.15+1.20° | 66.55+2.40° | 58.15+1.30" | 63.35+2.20° | 48.15+1.20°

FaWe T4

Different superscript in the same column were significantly different (p<0.05).

Table 3. Necrosis and apoptosis of pre-freezed and post-thawed spermatozoa of Simmental
bull semen diluted in milk-egg yolk extender. PO: control, P1, P2, and P3
supplemented with green tea extract: 0.05. 0.10, and 0.15 mg/100 mL extender

respectively.
Necrosis Apoptosis
Treatment Post- Post-
Pre-freezed thawed Pre-freezed thawed
PO 5.25+2.05° | 7.15+ 1.15° | 8.15"2.05° | 9.15+1.25°
Pl 3.20+1.70° | 6.35+1.25° | 4.20+1.70" | 7.35+1.30°
P2 2.25+0.15" |3.05+1.15" | 3.2520.15" | 4.05+1.15"
P3 4.35+2.20° |5.15%1.20° [ 5.25¢2.20° [ 7.05+1.25°

Different superscript in the same column were significantly different (p<0.05).

Discussion
The fresh semen of Simmental bulls in this study had been qualified to be processed
into frozen semen (Table 1). The motility of spermatozoa is one of the criteria of semen

quality that correlates with the ability of spermatozoa to fertilize the ovum. The motility of
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spermatozoa may occur due to the energy (Adenosine Triphosphate) produced by the
mitochondria and due to the dynein motor (cytoskeleton) for flagella where motion is
regulated by Ca®* and cyclic Adenosine Monophosphate (CAMP) (28).

Spermatozoa absolutely requires intact of plasma membrane integrity for survival.
Plasma membrane is the entrance of substances from outer to inner of the cell, or vice versa.
If the plasma membrane of spermatozoa is damaged, it caused metabolism will be disrupted,
resulted decreased motility and ability of spermatozoa to fertilize the egg (29).

Cryopreservation process lead to damage mainly caused by the cold shock,
intracellular ice crystal formation, oxidative stress, and reorganization of lipid and protein of
the plasma membrane(10). Cryopreservation can damage spermatozoa cell compartment such
as membranes (plasma and acrosome), mitochondria and even chromatin damages (30). This
is because during the process of freezing and thawing of spermatozoa, it goes through a
variety of temperature changes and extreme osmolality which trigger the production of
reactive oxygen species (ROS) (4, 5). Stress on the plasma membrane during freezing of
spermatozoa lead to asymmetric changes in the phospholipid bilayer membrane (31). The
plasma membrane of mammalian spermatozoa is rich in polyunsaturated fatty acids that are
easily damaged by Reactive Oxygen Species (ROS), in a reaction called lipid peroxidation
(32).

There are biological antioxidants such as GSH, glutathione peroxidase, catalase, and
superoxide dismutase (SOD) in semen, that have important roles as suppressors of free
radicals (33). Endogenous antioxidant capacity of spermatozoa may disrupted during freezing
and thawing process. If the balance between Reactive Oxygen Species (ROS) and
antioxidants is disturbed, oxidative stress may result in negative effects on DNA integrity (9),

inhibition of oxidative metabolism (34) and decrease motility and viability of spermatozoa

.
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The results of this study showed that supplementation of green tea extract in milk-
egg yolk semen extender could maintain motility, viability, intact plasma membrane and
decrease the necrosis and apoptosis of Simmental bull spermatozoa.The best dose was 0.1
mg/ 100 mL extender. It was because green tea extract has antioxidant properties that contain
polyphenols that could inhibit the peroxidation reaction so that free radicals were not formed.
The existence of active substances, catechin in green tea extract then ROS could be
suppressed. The catechin compound could overcome the presence of superoxide, hydroxyl
radicals, peroxyl radicals and free radicals.Catechin was able to prevent and attacks oxidative
radicals on the cell membrane so that cell death could be prevented, cell membranes were not
damaged and can function in regulate inflow and outflow of substrate and electrolyte needed
in metabolic processes. The hydroxyl group of catechin compounds acts as an antioxidant

capable of reducing the production of ROS(35).

Conclusion

The supplementation of green tea extract in milk-egg yolk semen extender could be
maintain motility, viability and plasma membrane integrity and decrease necrosis and
apoptosis of post-thawed Simmental bull spermatozoa, with the best dose was 0.1 mg / 100

mL of semen extender.
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DESKRIPSI

EKSTRAK TEH HIJAU DALAM PEMBEKUAN SEMEN SAPI SIMENTAL

Bidang Teknik Invensi

Invensi ini berhubungan dengan penambahan ekstrak the hijau dalam pembekuan
semen sapi Simental. Penambahan ekstrak the hijau dilakukan pada media pengencer pada
temperature kamar. Ekstrak the hijau berfungsi sebagai antioksidan dan melindungi
membrane spermatozoa terhadap cekaman dingin. Media pembekuan semen sapi tersebut
dapat meningkatkan kualitas semen beku sapi Simental posthawing sehingga bila digunakan

untuk kawin suntik akan menghasilkan angka kebuntingan yang tigggi.

Latar Belakang Invensi

Berbagai teknologi telah diciptakan dan dipergunakan untuk meningkatkan efisiensi
reproduksi ternak. Inseminasi buatan (kawin suntik) merupakan awal pemakaian bioteknologi
reproduksi pada hewan jantan. Teknologi kawin suntik telah lama berkembang di Indonesia
terutama pada ternak besar (sapi potong dan sapi perah), tetapi sampai saat ini masih ada
kendala kualitas semen sapi posthawing. Salah satu faktor pendukung dalam upaya
mengoptimalkan program inseminasi buatan (kawin suntik) pada temak sapi adalah
tersedianya frozen semen (semen beku) yang memenuhi standar minimal.

Proses pembekuan menyebabkan kerusakan fungsi maupun struktur membrane dan
kemampuan spermatozoa untuk mempertahankan hidup. Tujuan dari proses pembekuan

adalah mempertahankan sesempumna mungkin beberapa sifat dari materi biologis terutama
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viabilitasnya Kendala utama dari proses pembekuan ini adalah terjadinya kerusakan sel.
Penyebabnya antara lain karena proses dehidrasi tidak terjadi sehingga terbentuk kristal-
kristal es intraseluler yang dapat merusak sel. Selain itu juga dapat karena peningkatan
osmolaritas media pembekuan sehingga krioprotektan bersifat racun selanjutnya terjadi
kerusakan fisik yaitu terbentuknya Kristal es ekstraseluler, toksisitas dari elektrolit yang
pekat atau terjadinya osmotic swelling.Kerusakan selama pembekuan bisa terjadi pada
membrane plasma maupun pada inti spermatozoa. Pada proses pembekuan, membrane lipid
spermatozoa mudah terinduksi sehingga terjadi Lipid Peroxidation (LPO). Kerentanan suhu
dingin dikaitkan dengan rasio asam lemak tak jenuh yang tinggi dari pada lemak jenuh
sehingga Reactive Oxygen Species yang terbentuk juga tinggi.

Teh hijau dapat bertindak sebagai antioksidan karena mengandung bahan aktif yaitu
polyphenolic, catechin, epicatechin, epigalocatechin, epicatechingallate dan apigallocatechin-
3 gallate. Ekstrak teh hijau juga dilaporkan mempunyai keuntungan terhadap kualitas
spermatozoa kucing yang disimpan pada suhu dingin dengan wakiu yang panjang dan juga
mencegah oksidasi pada spermatozoa babi pada proses pembekuan .

Sesuai dengan invensi ini disediakan suatu komposisi bahan untuk media pembekuan
semen sapi Simental yaitu ditambahkan ekstrak the hijau. Komposisi media pembekuan
sesuai invensi ini terdiri dari kuning telur sitar, gliserol dan ekstrak the hijau 1mg/ 100 ml
bahan pengencer. Sedangkan langkah langkah pembekuan semen sapi adalah : penampungan
semen sapi, pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis , apabila motilitas dan viabilitasnya >
70% maka ditambah dengan ekstrak the hijau pada suhu 37° C lalu diinkubasi selama 5
menit, selanjutnya dicampur dengan pengencer susu kuning telur, dilakukan pendinginan
pada suhu 5°C ditambah gliserol, filling dan sealing straw kemudian prefreezing dan
dilanjutkan freezing. Produk semen beku yang dihasilkan dari komposisi dan metode

pembuatan sesuai invensi ini memiliki persentase hidup, motilitas individu progresif,
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membrane plasma utuh, nekrosis dan fragmentasi DNA (apoptosis) yaitu 69,17 %; 70,67%,

69,33%, 2,17 dan 2,00 %.

Uraian Lengkap

Segera setelah semen ditampung dinyatakan memenuhi syarat dengan melalui
serangkaian pemeriksaan , maka dilanjutkan dengan pengenceran yang memenuhi syarat.
Syarat bahan pengencer tersebut adalah ; mengandung nutrisi, bersifat buffer, bersifat
isotonis, mempunyai efek antibakteri, tidak beracun dan dapat melindungi spermatozoa pada
proses pendinginan, pembekuan dan thawing. Selain itu pengenceran jﬁga bertujuan untuk
memperbanyak volume dan memperpanjang lama hidup spermatozoa. Semen perlu
diencerkan karena bila tidak ditambah bahan pengencer walaupun disimpan pada suhu dingin
akan cepat mati, hal tesebut karena spermatozoa bergerak aktif (metabolism terjadi terus)
sehingga cadangan energy akan habis dan efek sampingnya kadar asam laktat meningkat.
Setelah diencerkan, semen dibekukan dengan twjuan dapat disimpan antara 10-12 tahun
dengan kondisi kualitas semen masih dipertahankan. Tetapi sampai saat ini kualitas semen
beku sapi posthawing masih berkisar 40% sehingga keberhasilan kawin suntik juga masih
rendah yang disebabkan banyak metode untuk thawing semen beku sapi.
Melihat fenomena diatas perlu kiranya diusahakan bahwa semen sapi yang dibekukan harus
mempunyai kualitas yang memuaskan. Sehingga sampai saat ini masih banyak penelitian
bahan apakah yang baik untuk ditambahkan didalam bahan pengencer sehingga kualitas
semen beku sapi Simental akan meningkat.

Teh hijau diproduksi dari perebusan daun teh segar pada temperatur tinggischingga
enzim pengoksidanya tidak aktif dan kandungan polifenolnya tetap ada. Komponen teh terdiri
dari polifenol termasuk katekin, kafein, asam amino, vitamin, polisakarida dan florin. Ketekin

yang terkandung pada setiap 100 gram daun teh adalah sebesar 16-30%.Katekin juga disebut
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asam katekoat dengan rumus kimia CPH"0® Teh hijau mengandung senyawa antioksidan
yang disebut Epigallacatechin gallate (EGCG). EGCG merupakan golongan katekin yang
paling dominan pada teh hijau dan memiliki aktifitas antioksidatif yang sangat kuat. Stabilitas
katekin dipengaruhi oleh pH dan suhu. Apabila pH dan suhu semakin tinggi maka semakin
menurun kandungan katekinnya.

Semen beku adalah semen hasil penampungan dengan menggunakan vagina buatan ,
mempunyai konsentrasi, motilitas dan viabilitas yang memenuhi syarat, selanjutnya ditambah
dengan bahan pengencer yang dibuat menurut standart operasional dibalai Besar Inseminasi
Buatan (BBIB) Singosari. Akhimya dilakukan pembekuan sampai dibawah titik beku yaitu
antara -79°C sampai 196°C. Tujuan pembekuan adalah untuk mempertahankan motilitas dan
viabilitas spermatozoa. Pembekuan merupakan proses penghentian sementara metabolism sel
tanpa mematikan fungsi sel, tanpa mematikan fungsi sel tetapi metabolism dapat berlanjut
setelah pembekuan dihentikan. Pembekuan merupakan suatu fenomena pengeringan- fisik,
dimana pada pembekuan tersebut terbentuk kristal — kristal es, penumpukan elektrolit dan
bahan terlarut lainnya di dalam larutan atau di dalam sel. Kristal es intraseluler dapat merusak
spermatozoa secara mekanik. Penumpukan konsentrasi elektrolit yang berlebihan akan
melarutkan selubung lipoprotein dinding spermatozoa. Sedangkan thawing semen beku akan
menyebabkan perubahan permeabilitas membrane spermatozoa yang dapat menyebabkan
kematian spermatozoa.Pada proses penyimpanan suhu rendah akan terjadi cold shock yang
akan menyebabkan terjadinya perubahan susunan lipid membran dan fluiditas membran
akhimya terjadi pelepasan komponen fosfolipid dan kolesterol serta hilangnya beberapa
proteinase akrosin yang menyebabakan hilangnya integritas membran. Selama penyimpanan
pada suhu dingin akan terbentuk Reactive Oxygen Species (ROS) yang akan menyebabkan
oksidasi baik lipid maupun protein membran sehingga integritas membran spermatozoa

terganggu. Perubahan integritas membran akan menyebabkan pemasukan sodium dan
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kalsium ke dalam sel serta pemasukan oksigen juga menurun akibatnya aktivitas metabolik
dan motilitas akan menurun.

Kondisi spermatozoa akibat pembekuan akan menyebabkan lemahnya ikatan kovalen
penyusun protein membran plasma , membran mitokondria serta komponen penyusun bagian
lainnya. Misal sitoskeleton. Lemahnya ikatan kovalen akan diikuti dengan putusnya ikatan
tersebut apabila paparan suhu rendah terus berlangsung. Hal tersebut akan menyebabkan
perubahan struktur komponen membran spermatozoa, sehingga menyebabkan kemunduran
fungsi dari masing-masing komponen. Terjadinya destabilitasi membran plasma yang akan
menyebabkan peningkatan permeabilitas sel terhadap ion ekstraseluler termasuk ion Ca **
yang akhirnya menyebabkan kematian sel.

Teh hijau dapat mengurangi produksi ROS dengan melengkapi elektron yang tidak
berpasangan sehingga mengurangi kerusakan protein, membran lipid dan asam nukleat.
Katekin dapat mencegah dan melawan radikal bebas pada membran sel sehingga sel tidak

mati, sel tidak rusak dan berfungsi kembali untuk proses metabolisme. Kelompok hydroxy!

dari katekin bertindak sebagai antioksidan yang dapat menurunkan produksi ROS. Selain itu - -

teh hijau mengandung vitamin C dan vitamin E yang juga bersifat antioksidan.

Perbedaan yang jelas dibandingkan dengan media pembekuan yang ada sekarang
yaitu ekstrak teh hijau yang penambahannya saat awal penambahan media pembekuan pada
suhu 37°C dan diinkubasi selama 5 menit. Sebagaimana dijelaskan diawal yang menunjukkan
tentang cara penambahan ekstrak teh hijau dalam media pembekuan semen sapi Simental
yaitu susu kuning telur dilakukan sebelum pendinginan. Kadar ekstrak teh hijau yang

ditambahkan adalah 1 mg/ 100 ml bahan pengencer.
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Klaim

1. Komposisi media pembekuan semen sapi Simentalyang terdiri dari susu kuning telur,
gliserol dan ekstrak teh hijau yang digunakan untuk meningkatkan fungsi media pembekuan
sehingga bila digunakan untuk proses kawin suntik dapat menghasilkan fertilissai yang
maksimal akhimya angka kebuntingan meningkat.

2. Suatu komposisi media pembekuan semen sapi Simental sesuai dengan klaim 1 ,
dimana persentase masing-masing bahan adalah susu kuning telur dengan perbandingan
1:20, gliserol 10 % danekstrak teh hijau 1 mg/100 ml bahan pengencer.

3. Suatu komposisi media pembekuan semen sapi Simental sesuiai klaim 1 dan 2 dimana
pada dasarnya ekstrak teh hijau yang ditambahkan merupakan teh hijau yang telah
diekstraksi (dengan suatu metode) yang berfungsi meredam radikal bebas pada saat
pembekuan.

4. Suatu komposisis media pembekuan semen sapi Simental sesuai klaim 1 sampai 3
dimana ekstrak teh hijau tersebut diisolasi dari pucuk daun teh yang di tanam didaerah

Jawa Barat
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