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ABSTRAK

Stres oksidatif memiliki efek merugikan pada kualitas semen selama pengolahan semen untuk
inseminasi buatan. Antioksidan á-Tocopherol merupakan salah satu antioksidan yang termasuk ke dalam
kelompok antioksigen. Antioksidan ini dapat mengurangi aksi radikal bebas dan menurunkan stress
oksidatif pada sperma. Penelitian ini bertujuan menguji efektivitas penambahan á-tocopherol pada
pengencer tris-kuning telur terhadap kualitas semen cair yang berasal dari kauda epididimis kucing.
Kauda epipidimis kucing didapatkan dengan metode kebiri. Kauda epididimis kemudian  dipisah dan
dicacah untuk mendapatkan spermatozoa kucing. Semen dengan motilitas >70% diencerkan pada kelompok
pengencer tris kuning telur (TKT), tris kuning telur dengan á-tocopherol 0,1% (TKT+T-0,1%), tris kuning
telur dengan á-tocopherol 0,2% (TKT+T-0,2%), dan tris kuning telur dengan á-tocopherol 0,3% (TKT+T-
0,3%). Semen cair disimpan selama 4 hari (H0-H4) pada suhu 4°C, kemudian dilakukan evaluasi
kualitasnya (motilitas, viabilitas, abnormalitas dan membran plasma utuh sperma) setiap 24 jam.
Hasil penelitian menunjukkan kualitas semen cair tidak berbeda signifikan pada H0 (P>0,05), tetapi
penambahan á-tocopherol secara umum meningkatkan kualitas semen pada H4 pascapreservasi.
Berdasarkan hasil penelitian, kelompok pengencer TKT+T-0,1% adalah perlakuan terbaik.

Kata kunci: antioksidan; kucing; tris kuning telur; á-tocopherol; radikal bebas.

ABSTRACT

Oxidative stress has detrimental effects on semen quality during semen processing for artificial
insemination. The á-Tocopherol is an antioxidant that belongs to a group known as antioxygen. These
antioxidants can reduce the action of hydrogen peroxide, leading to a decrease in sperm oxidative stress.
The aim of the research was to evaluate the post-preservation quality of cat semen (motility, viability,
abnormality, and membrane plasma integrity.) Semen collection was carried out by castration method
then the cauda epididimis is separated and sliced to get the cat’s spermatozoa. Semen with motility > 
70% were grouped and diluted with different extenders; tris-egg yolk extender (TKT), tris-egg yolk extender
with á-tocopherol 0,1% (TKT + T-0,1%), tris-egg yolk extender with á-tocopherol 0,2% (TKT+ T-0,2%), tris-
egg yolk extender with á-tocopherol 0.3% (TKT+ T-0,3%). All semen samples were preserved in 4°C for 4
days (H0-H4). The semen samples were evaluated the parameter of spermatozoa immediately (motility,
viability, abnormality, and membranes plasma integrity) every 24 hours. The result showed that there
were no significant changes in semen quality on H0 (P>0,05). In general, the supplementation of á-tocopherol
maintained the semen quality of H4 post-preservation. Furthermore, the result showed that TKT+T-0,1%
extender is the best extender and treatment.
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PENDAHULUAN

Kelangsungan hidup suatu spesies penting
karena setiap individu mempunyai jangka
waktu hidup terbatas dan hanya dengan
reproduksi kelangsungan hidup dapat terjaga.
Kucing termasuk dalam keluarga Felidae,
termasuk di dalamnya spesies kucing besar
seperti harimau, macan dan singa. Kucing
memiliki tiga jenis genus yaitu; Phantera, Felis
dan Acinonyx (Edwards, 2005).

Koleksi material genetik adalah salah satu
upaya mengembangbiakan kucing atau hewan
lain. Salah satu cara koleksi material genetik
pada hewan jantan yang mati adalah koleksi
semen yang berasal dari kauda epididimis (Rizal
et al., 2004). Semen dari kauda epididimis
memungkinkan untuk dilakukan pengolahan
dan penyimpanan, karena semen tersebut
memiliki kualitas yang sama dengan ejakulat.
Axner et al. (1998) menunjukkan bahwa semen
dari kauda epididimis telah mengalami
pematangan di bagian kaput dan korpus
epididimis dan  memiliki  molititas yang sama
seperti semen hasil ejakulasi. Spermatozoa hasil
penyimpanan dapat digunakan untuk
inseminasi buatan (IB), intra cytoplasmic sperm
injection (ICSI), dan in vitro embryo production
(IVEP) sehingga memperoleh individu yang baru
(Yulnawati et al., 2005).

Penerapan teknologi reproduksi, khususnya
IB, menggunakan semen cair atau beku yang
diolah dari hasil koleksi semen. Terdapat
beberapa metode untuk koleksi semen, di
antaranya adalah menggunakan vagina buatan,
pemijatan, dan elektroejakulator, metode untuk
koleksi spermatozoa bisa juga dilakukan dari
kauda epididimis (Zambelli dan Cunto, 2006).
Pengolahan semen menentukan kualitas semen
yang digunakan untuk IB. Salah satu komponen
penting yang menentukan kualitas spermatozoa
adalah bahan pengencer. Komponen dalam
bahan pengencer harus memenuhi kebutuhan
serta fungsi fisiologis spermatozoa sehingga
kualitas spermatozoa dapat dipertahankan
selama penyimpanan (Wicaksono dan
Arifiantini, 2009). Selain itu, bahan pengencer
diharapkan tidak bersifat toksik, dan dapat
melindungi dari kejutan dingin baik untuk
semen beku atau semen cair (Kusumawati dan
Leondro, 2011).

Preservasi semen dapat menyebabkan
kematian spermatozoa, karena rusaknya
membran plasma spermatozoa akibat
peroksidasi lipid/lemak. Peroksidasi lemak

merupakan proses kompleks yang terjadi karena
reaksi polyunsaturated fatty acid atau asam
lemak tak jenuh, fosfolipid penyusun membran
sel dengan radikal bebas (Rizal et al., 2009).
Antioksidan merupakan molekul yang dapat
menekan radikal bebas, sehingga mampu
mencegah kerusakan spermatozoa dan
mempertahankan kualitasnya. Antioksidan
yang berasal dari luar (eksogen) dapat
membantu mempertahankan kualitas
spermatozoa. Salah satu antioksidan yang dapat
digunakan adalah á-tocopherol. Antioksidan
tersebut bekerja dengan menyumbang ion
hidrogen, sehingga mampu mengubah radikal
peroksil menjadi radikal tocopherol yang kurang
aktif (Wardlaw dan Jeffrey, 2007), peristiwa
tersebut mampu menghambat dan menekan
efek kerusakan asam lemak/peroksidasi lemak
(Vernet et al., 2004). Penambahan á-tocopherol
pada pengencer telah digunakan dalam
kriopreservasi semen berbagai jenis ternak,
yaitu kambing boer (Alawiyah dan Hartono,
2006), sapi (Dasrul et al., 2012), sapi madura
(Ratnani et al., 2017) dan ayam pelung
(Hendiyani et al., 2018). Sampai saat ini,
penelitian tentang penambahan á-tocopherol
pada semen cair kucing belum banyak
dilaporkan, sehingga penelitian ini bertujuan
untuk mengevaluasi pengaruh penambahan á-
tocopherol pada pengenceran semen kucing
dengan beberapa konsentrasi berbeda yang
dipreservasi pada suhu 4°C.

METODE PENELITIAN

Koleksi Semen
Sebanyak dua puluh lima buah testis

digunakan untuk penelitian ini.  Testis diperoleh
dari klinik hewan di Bogor dari pasien kucing
yang dikebiri. Testis yang didapatkan kemudian
dibawa ke laboratorium untuk diproses
selanjutnya.  Testis disimpan dalam NaCl
fisiologis dan dibawa menggunakan coolbox
dengan waktu perjalanan sekitar 30-45 menit
dari klinik hewan ke laboratorium. Bagian
kauda epididimis dipisahkan dan dibersihkan
dari bagian tunica dartos dan tunica albuginea.
Kemudian dilakukan pembilasan dengan cara
menyemprotkan larutan NaCl fisiologis ke
kauda epididimis menggunakan spuit 10 mL dan
jarum berukuran 20G. Selanjutnya, testis
dilakukan pencacahan dengan pisau bedah dan
ditambahkan larutan PBS sebanyak 3-4 mL.
Larutan yang mengandung spermatozoa
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memiliki membran plasma utuh yang dievaluasi
dengan metode hypoosmotic swelling (HOS) test
(Jeyendran et al., 1984). Komposisi larutan
hipoosmotik terdiri atas: 1,35 g fruktosa + 0,73
g natrium sitrat yang dilarutkan dengan
akuabidestilata hingga mencapai volume 100
mL. Sebanyak 200 mL larutan hipoosmotik
ditambahkan dengan 20 mL semen dan
dicampur hingga homogen kemudian diinkubasi
pada suhu 37 oC selama 45 menit. Preparat ulas
tipis dibuat pada gelas objek kemudian
dievaluasi dengan bantuan mikroskop cahaya
pembesaran 400 kali, terhadap minimum 200
spermatozoa. Spermatozoa yang memiliki
membran plasma utuh ditandai oleh ekor
melingkar atau menggelembung, sedangkan
yang rusak ditandai oleh ekor lurus karena tidak
mampu menahan cairan yang masuk ke dalam
sel (Ariswan et al., 2014)

Prosedur Analisis Data
Data motilitas, viabilitas, abnormalitas dan

MPU spermatozoa diperoleh dari lima kali
pengulangan, dianalisis dengan menggunakan
uji sidik ragam satu arah/one-way analysis of
variance (ANOVA). Data tersebut kemudian
dilanjutkan dengan uji Duncan dengan selang
kepercayaan 95%. Uji Duncan dilakukan jika
hasil uji menunjukkan perbedaan yang
signifikan antar perlakuan (P<0,05). Analisis
data dilakukan dengan menggunakan program
Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 25.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Evaluasi Spermatozoa Sebelum Pengen-
ceran

Hasil pengamatan spermatozoa yang berasal
dari kauda epididimis disajikan dalam Tabel 1.
Tingkat kepadatan spermatozoa di kauda
epididimis masih tinggi, hal ini karena belum
adanya penambahan plasma semen dari kelen-
jar aksesoris.  Rataan konsentrasi spermatozoa
kucing sebesar 147,5 ± 54,83 juta sel/mL setelah
sentrifugasi, sebelum sentrifugasi kosentrasi
spermatozoa sebesar 61,9 ± 7,3 juta sel/mL.
Konsentrasi spermatozoa sebelum disentrifugasi
sama dengan laporan Tsutsui et al. (2003b) yang
menyatakan bahwa konsentrasi spermatozoa di
kauda epididimis sebesar 58-64 juta sel/mL.
Hasil ini juga berbeda dengan hasil yang
dilaporkan oleh Yulnawati et Al. (2005) yang
menyatakan bahwa konsentrasi spermatozoa

tersebut ditampung dalam tabung falcon® 15 mL,
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 1800
rpm selama 8 menit. Supernatan dibuang dan
dilakukan penghitungan konsentrasi sperma-
tozoa menggunakan kamar hitung Neubauer,
pengamatan terhadap persentase motilitas,
viabilitas, abnormalitas dan membran plasma
utuh (MPU) hari ke-0. Spermatozoa epididimis
selanjutnya diencerkan dan disimpan pada suhu
4 oC selama empat hari.  Suhu refrigerator
diukur setiap hari menggunakan termometer.

Pembuatan Bahan Pengencer
Bahan pengencer yang digunakan terdiri

dari 0,03025 g/mL tris (hydroxylmethyl)
aminomethane (Merck®), sebanyak 0,017 g/mL
citric acid monohydrate (Merck®), 0,0125 g/mL
D (-) fructose (Merck®), 500 IU/mL penicillin-G
(Sigma-Aldrich®), 0, mg/mL streptomycin
sulfate (Meiji®), dan 10 mL mili-Q water.
Pengencer dasar tris ditambahkan kuning telur
dengan perbandingan 80 : 20, dan mengandung
lipoprotein dan lechitin sebagai pelindung
membran spermatozoa terhadap efek cold shock
(Tsutsui et al., 2003a). Spermatozoa yang telah
diencerkan ditambahkan á-tocopherol (Sigma-
Aldrich®) dengan konsentrasi 0,1%, 0,2%, 0,3%
dan kontrol kemudian dilakukan pemeriksaan
pH dan mikroskopis.

Evaluasi Kualitas Spermatozoa yang
Dievaluasi

Karakteristik kualitas spermatozoa secara
mikroskopis yang dievaluasi meliputi
konsentrasi, persentase motilitas, viabilitas,
abnormalitas, dan membran plasma utuh
(MPU) (Muhammad et al., 2016). Persentase
spermatozoa motil adalah persentase
spermatozoa yang bergerak progresif (bergerak
ke depan). Motilitas spermatozoa dievaluasi
secara subjektif pada delapan lapang pandang
yang berbeda dengan mikroskop cahaya
pembesaran 400 kali (Rasul et al., 2001). Angka
yang diberikan berkisar antara 0 dan 100%
dengan skala 5% (Toelihere, 1993). Persentase
spermatozoa hidup adalah persentase
spermatozoa yang hidup, sedikitnya 200
spermatozoa dievaluasi dengan pewarnaan
eosin-nigrosin menggunakan mikroskop cahaya
pembesaran 400 kali (Felipe et al., 2008).
Spermatozoa yang hidup ditandai oleh kepala
yang bening, sedangkan spermatozoa yang mati
ditandai oleh kepala berwarna merah.

Persentase membran plasma utuh (MPU)
merupakan presentase spermatozoa yang
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dari kauda epididimis kucing sebesar 108,00 ±
81,49 juta sel/mL.  Perbedaan konsentrasi
diduga akibat adanya perbedaan teknik koleksi
spermatozoa,  umur, dan nutrisi dari hewan
tersebut (Yulnawati dan Setiadi, 2005).

Viabilitas spermatozoa diamati dengan
menggunakan pewarnaan eosin nigrosin (Felipe
et al., 2008). Spermatozoa hidup ditunjukkan
dengan kepala yang bening, sedangkan
spermatozoa mati dinilai dari kepala yang
bewarna merah jambu/pink (Gambar 1). Hal
tersebut karena membran kepala spermatozoa
yang sudah mati tidak stabil sehingga mudah
menyerap warna eosin nigrosin (Bansal dan
Bilaspuri, 2008). Faktor utama yang digunakan
untuk menentukan kualitas spermatozoa
layak untuk dibekukan adalah viabilitas,
pada penelitian ini viabilitas sebesar 79,7±
1,9%.

Hasil pengamatan integritas membran
plasma utuh (MPU) disajikan pada Gambar 2.
Persentase MPU yang diperoleh sebesar 73,90
± 1,10%.  Spermatozoa dalam larutan hipoos-
motik akan bereaksi karena larutan masuk ke
dalam sel melewati membran plasma. Akibat
perbedaan tekanan osmotik dari larutan
tersebut dengan tekanan osmotik luar sel yang
lebih rendah, sehingga larutan tersebut  masuk
ke dalam sel dan menyebabkan pembengkakan.
Kejadian ini dapat diamati pada ekor sperma-
tozoa yang mengalami invaginasi/melingkar.
Spermatozoa dengan kerusakan fungsi membran
tidak mengalami pembengkakan dan ekornya
tidak mengalami invaginasi/melingkar
(Jeyendran et al., 1984).

Persentase motilitas spermatozoa epididimis
kucing pada penelitian ini sebesar 72,00 ± 0,94%,
sedangkan abnormalitas spermatozoa (Gambar
3) yang ditemukan dalam penelitian ini sebesar
9,6 ± 1,7%.  Kualitas spermatozoa kauda
epididimis kucing menunjukkan hasil yang baik
dan memenuhi syarat untuk diproses lebih
lanjut dalam bentuk semen cair. Syarat semen
yang bisa diolah lebih lanjut antara lain
memiliki presentase motilitas e”70%, abnormal
6-10%, dan presentase MPU e”60% (Rizal, 2009).

Evaluasi Spermatozoa Setelah Pengen-
ceran

Tabel 1. Pemeriksaan mikroskopis spermatozoa
kauda epididimis kucing

Paramater Pengamatan Hasil

Sebelum Sentrifugasi
Motilitas (%) 74,5±0,9
Viabilitas (%) 79,7±1,9
Abnormalitas (%) 9,6±1,7
Membran Plasma Utuh (%) 77,7±1,8
Konsentrasi spermatozoa 61,9±7,3
(juta sel/mL)
Setelah sentrifugasi
Motilitas (%) 74,5±0,9
Konsentrasi spermatozoa 143,7±33,6
(juta sel/mL)

Keterangan: data disajikan dalam bentuk rerata
dengan standar deviasi (x±SD).

Gambar 1. Viabilitas spermatozoa kauda
epididimis kucing; hidup (A), mati
(B)

Gambar 2. Membran plasma utuh (MPU)
kauda epididimis kucing; membran
plasma utuh (A), membran plasma
tidak utuh (B)
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Kualitas spermatozoa dievaluasi setiap hari.
Evaluasi menunjukkan kualitas spermatozoa
yang menurun karena penyimpanan.  Para-
meter motilitas spermatozoa disajikan pada
Tabel 2. Motilitas spermatozoa menurun secara
signifikan mulai hari ke-1 sampai hari ke-4
penyimpanan (P<0,05) pada kelompok perlakuan
T-0,1%, T-0,2% dan T-0,3%, sedangkan pada T-
0 terjadi penurunan yang signifikan mulai hari
ke-3 hingga hari ke-4.  Penurunan ini kemung-
kinan diakibatkan adanya penumpukan asam
laktat sisa metabolisme sel. Penumpukan asam
laktat mengakibatkan turunnya pH medium
(pengencer) menjadi asam, dan dapat menjadi
racun terhadap spermatozoa yang mengakibat-
kan kematian spermatozoa (Sugiarti et al.,
2004).

Viabilitas spermatozoa pada kelompok T-
0%, T-0,1%, T-0,2%, dan T-0,3% menurun secara
signifikan (P<0,05). Pada H0 tidak menun-
jukkan perbedaan yang nyata pada setiap

kelompok perlakuan (P>0,05). Viabilitas
spermatozoa setelah penyimpanan selama empat
hari menunjukkan kelompok T-0,1% tertinggi
dan kelompok T-0,3% memiliki nilai viabilias
terendah. Kelompok T-0% dan T-0,2 tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata. Paramater
viabilitas digunakan sebagai kemampuan
spermatozoa untuk bertahan hidup. Persentase
spermatozoa hidup lebih tinggi daripada
persentase motilitas. Hal tersebut karena
spermatozoa yang hidup belum tentu motil,
tetapi jumlah spermatozoa yang tidak motil
terkadang masih hidup (Campbell et al., 2003).
Penurunan persentase viabilitas juga dapat
diakibatkan oleh pengaruh cold shock (Pereiera
et al., 2010).

Membran plasma utuh (MPU) spermatozoa 
kauda epididimis kucing dengan pengencer tris 
kuning telur yang ditambah á-tocopherol 
selama empat hari pada suhu 4 p C disajikan 
pada Tabel 4. Membran plasma utuh sper-

Tabel 2. Motilitas spermatozoa kauda epididimis kucing dengan pengencer tris kuning telur yang
ditambah á-tocopherol selama 4 hari pada suhu 4°C 

Motilitas spermatozoa (%±SD)
Pengencer

H0 H1 H2 H3 H4

T-0 72,00±0,9a 67,20±2,1aAB 61,40±1,0aA 54,00±1,9bA 42,60±1,9cA
T-0.1% 73,00±0,4a 69,40±1,2bB 65,00±0,6cB 60,40±1,0dB 51,40±1,9eB 
T-0.2% 71,20±0,7a 65,20±0,8bA 58,40±1,4cA 51,90±1,8dA 45,40±1,6eA 
T-0.3% 70,80±0,5a 60,80±0,5bC 53,40±1,1cC 42,70±1,7dC 33,00±1,2eC

Keterangan: Huruf kecil (a, b, c, d, e) yang berbeda pada baris yang sama dan huruf besar berbeda (A, B, 
C) pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P< 0.05); H0: evaluasi 
segera semen diencerkan; H1: evaluasi hari ke-1, H2: evaluasi hari ke-2, H3: evaluasi hari 
ke-3, H4: evaluasi hari ke-4.

Tabel 3. Viabilitas spermatozoa kauda epididimis kucing dengan pengencer tris kuning telur yang
ditambah á-tocopherol selama empat hari pada suhu 4°C 

Viabilitas spermatozoa (%±SD)
Pengencer

H0 H1 H2 H3 H4

T-0 78,42±1,5a 75,92±1,1aA 70,51±1,2aAB 66,90±1,6bAB 60,31±3,0cA
T-0.1% 79,65±0,9a 78,54±0,7aA 72,41±1,7bA 71,12±2,2bB 68,04±2,3bB 
T-0.2% 76,45±1,2a 71,26±1,5bB 66,66±0,7cBC 63,89±1,2cdA 61,23±2,0dA 
T-0.3% 76,41±1,3a 67,01±1,7bC 62,76±1,8bcC 58,62±1,5cC 53,11±1,5dC

Keterangan : Huruf kecil (a, b, c, d, e) yang berbeda pada baris yang sama dan huruf besar berbeda (A, B, 
C) pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P< 0.05); H0: evaluasi 
segera semen diencerkan; H1: evaluasi hari ke-1, H2: evaluasi hari ke-2, H3: evaluasi hari 
ke-3, H4: evaluasi hari ke-4.
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matozoa pada semua kelompok menurun secara
signifikan mulai hari ke-1 sampai hari ke-4
penyimpanan (P<0,05). Berdasarkan hasil
penelitian terdapat perbedaan yang nyata pada
kelompok T-0% dan T-0,1% serta T-0,2% dan T-
0,3% selama penyimpanan dari H0 hingga H4
(P<0,05). Kemudian pada hari terakhir
penyimpanan keutuhan membran plasma
tertinggi yaitu terdapat pada kelompok T-0,1 dan
terendah pada kelompok T-0,3.  Penyimpanan
selama empat hari dapat menyebabkan terja-
dinya peroksidasi lipid yang akan menyebabkan
kerusakan struktur membran plasma terganggu
(Suyadi et al., 2015), sehingga nilai MPU naik
setelah empat  hari penyimpanan.

Penggunaan bahan pengencer tris kuning
telur berfungsi sebagai penyangga (buffer) bagi
pengencer, sehingga perubahan pH akibat asam
laktat dari hasil metabolisme spermatozoa dapat
ditekan. Asam laktat merupakan produk sisa
respirasi sel secara anaerob. Pengencer tris
kuning telur selain sebagai buffer juga

mengandung fruktosa sebagai sumber energi,
untuk mencegah perubahan pH akibat asam
laktat serta mempertahankan tekanan osmotik
dan keseimbangan elektrolit, sumber energi dan
melindungi spermatozoa dari cold shock 
(Widjaya, 2011).

Spermatozoa yang disimpan pada suhu
dingin menyebabkan energi yang dikeluarkan
menjadi semakin banyak. Energi yang tersedia
akan terkuras yang mengakibatkan sperma-
tozoa menjadi lebih semipermeable terhadap
elektrolit. Kejadian tersebut mengakibatkan
membran sel menjadi pecah yang dapat
menyebabkan kematian spermatozoa. Reactive
oxygen species (ROS) dihasilkan selama
metabolism (Dutta et al., 2019),  apabila
jumlahnya meningkat maka sistem antioksidan
endogen tidak mampu mengatasinya. Menurut
Alvarez dan Storey (1995) senyawa ROS dapat
menyebabkan kerusakan polyunsaturated fatty
acid yang merupakan komponen penting
fosfolipid penyusun membran plasma

Gambar 3. Abnormalitas spermatozoa kauda epididimis kucing; dichephalic (A) trichephalic (B), 
       Cytoplasmic droplet (C), dan ekor bengkok (D)

Tabel 4. Membran plasma utuh spermatozoa kauda epididimis kucing dengan pengencer tris kuning
telur yang ditambah á-tocopherol selama empat hari pada suhu 4°C 

Keutuhan membran plasma spermatozoa (%±SD)
Pengencer

H0 H1 H2 H3 H4

T-0 73,90±1,1aA 71,61±0,9abA 67,22±0,7abA 64,70±0,5bcAB 59,04±2,2cA
T-0.1% 73,62±0,9aAB 72,20±0,7bA 66,96±1,0bcA 66,19±1,3cdA 64,34±1,2dB 
T-0.2% 68,67±2,7aB 66,43±1,7abB 62,51±0,8abB 62,00±0,7bcBC 59,07±1,1cA 
T-0.3% 66,76±1,5aB 63,85±1,7bB 61,89±1,4bB 60,73±1,0bcC 54,50±1,2cC

Catatan: Huruf kecil (a, b, c, d, e) yang berbeda pada baris yang sama dan huruf besar berbeda (A, B, C)
pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P< 0.05); H0: evaluasi segera
semen diencerkan; H1: evaluasi hari ke-1, H2: evaluasi hari ke-2, H3: evaluasi hari ke-3, H4:
evaluasi hari ke-4.
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spermatozoa. Selanjutnya akan menginaktivasi
enzim glikolitik, pemutusan rantai DNA dan
menyebabkan kematian spermatozoa. Selain itu
ROS dapat menyebabkan mutasi pada DNA
mitokondria, bahkan dapat merusak
mitokondria sehingga menginduksi terjadinya
nekrosis spermatozoa (Dutta et al., 2019).
Produksi ROS yang semakin tinggi
menyebabkan tingkat peroksidasi lipid pada
membran menjadi meningkat (Suryohudoyo,
2000).

Berdasarkan hasil penelitian penambahan
á-tocopherol dalam pengencer tris kuning telur
pada konsentrasi 0,1% memberikan hasil
terbaik dalam mempertahankan motilitas,
viabilitas, dan MPU, sedangkan konsentrasi
0,3% memberikan hasil terendah. Hasil ini
menunjukkan bahwa penambahan á-tocopherol
dalam pengencer semen berpengaruh terhadap
kualitas spermatozoa kauda epididimis kucing.
Menurut Comb (1992) á-tocopherol mempunyai
fungsi yang penting untuk memelihara
integritas membran pada seluruh sel tubuh.
Antioksidan á-tocopherol bertindak sebagai
pemutus berbagai reaksi rantai ROS karena
kemampuannya untuk memindahkan hydrogen
fenolat kepada radikal bebas peroksil dari asam
lemak tak jenuh ganda yang telah mengalami
peroksidasi (Mayes, 1995).

Penambahan á-tocopherol 0,1% merupakan
dosis optimum di dalam pengencer kuning telur,
sehingga dapat mempertahankan kualitas
spermatozoa. Keadaan tersebut diduga karena
penambahan á-tocopherol menyebabkan
optimalisasi laju fruktolisis sehingga kebutuhan
energi untuk motilitas dapat terpenuhi. Selain
itu, á-tocopherol diduga mampu mengikat
oksigen reaktif yang terdapat dalam sel sehingga

dapat mencegah terbentuknya peroksidasi lipid 
yang dapat menghambat glikolisis dan motilitas 
spermatozoa (Dasrul et al., 2012). Antioksidan 
á-tocopherol mampu menangkap senyawa 
oksigen reaktif (ROS) pada pengencer. Menurut 
Bansal dan Bilaspuri (2008) antioksidan á-
tocopherol bereaksi dengan menyumbangkan 
satu atom hidrogen dari gugus OH ke senyawa 
radikal bebas yang memiliki elektron tidak 
berpasangan, sehingga menyebabkan 
terbentuknya radikal tokoferoksil yang bersifat 
tidak merusak dan stabil, sehingga dapat 
menghentikan tahap proses propagasi berantai. 
Kejadian peroksidasi lipid dapat menyebabkan 
rusaknya membran plasma (Dasrul et al., 2012). 
Kerusakan membran plasma spermatozoa dapat 
menurunkan fluiditas membran yang berfungsi 
sebagai sarana transportasi substrat sumber 
energi seperti fruktosa masuk ke sel untuk 
dimetabolisir (fruktolisis) menjadi energi dalam 
bentuk ATP yang digunakan untuk pergerakan 
spermatozoa.  Energi dalam bentuk ATP akan 
menurun sehingga motilitas menurun bahkan 
dapat menimbulkan kematian spermatozoa. 
Penambahan á-tocopherol dapat memper-
tahankan dan melindungi membran sel dari 
serangan senyawa oksigen reaktif. Antioksidan 
á-tocopherol juga berfungsi sebagai antioksidan 
intraseluller yang paling kuat, dalam mengu-
rangi atau mencegah peroksidasi lipid tak jenuh 
di dalam dan pada dinding sel (Suryohudoyo, 
2000). Keberadaan antioksidan di dalam pengen-
cer akan meningkatkan kualitas spermatozoa 
selama preservasi (Ghallab et al., 2017).

Konsentrasi á-tocopherol  yang semakin 
meningkat juga menyebabkan á-tocopherol 
beralih fungsi sebagai pro-oksidan bukan 
antioksidan (Tariq et al., 2015). Hal tersebut

Tabel 5. Abnormalitas spermatozoa kauda epididimis kucing dengan pengencer tris kuning telur
yang ditambah á-tocopherol selama empat hari pada suhu 4°C

Abnormalitas spermatozoa (%±SD)
Pengencer

H0 H1 H2 H3 H4

T-0 10,00±0,6a 11,54±1,2abA 12,30±1,2abA 13,32±0,9bcA 15,10±1,0cA
T-0.1%  8,93±0,6a 11,81±0,5bAB 12,68±0,4bcA 13,84±0,6cdA 15,34±0,6dAB 
T-0.2% 10,45±0,8a 12,50±0,4bAB 13,50±0,4bAB 14,97±0,3cAB 17,10±0,3dBC 
T-0.3% 11,40±1,3a 13,86±0,4abB 14,88±0,1abB 15,90±0,2bcB 17,46±0,2cC

Catatan: Huruf kecil (a, b, c, d, e) yang berbeda pada baris yang sama dan huruf besar berbeda (A, B, C)
pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P< 0.05); H0: evaluasi segera
semen diencerkan; H1: evaluasi hari ke-1, H2: evaluasi hari ke-2, H3: evaluasi hari ke-3, H4: 
evaluasi hari ke-4.
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diakibatkan oleh produksi radikal bebas yang
meningkat ataupun produk antioksidan rendah,
sehingga menyebabkan keseimbangan yang
mengarah pada prooksidan yang dapat mening-
katkan stres oksidatif. Dampak dari stres
oksidatif yaitu dapat menurunkan kualitas
sperma, penurunan motilitas spermatozoa dan
meningkatkan jumlah spermatozoa mati
(Hendiyani et al., 2018).  Selain itu, penambahan
á-tocopherol pada konsentrasi tinggi menye-
babkan konsentrasi pengencer semakin pekat
dan pengencer menjadi hipertonik. Kondisi ini
menyebabkan metabolisme spermatozoa menjadi
terhambat dan mengakibatkan spermatozoa
kehilangan energi. Kondisi kehilangan energi
diawali dengan berkurangnya produksi energi
untuk bergerak sehingga motilitas spermatozoa
menurun dan apabila kondisi tersebut terjadi
secara terus menerus dapat menyebabkan
kematian spermatozoa (Hartono, 2008).

Persentase abnormalitas spermatozoa
kauda epididimis kucing dengan pengencer tris
kuning telur yang ditambah á-tocopherol
selama penyimpanan empat hari pada suhu 4 p
C disajikan pada Tabel 5. Abnormalitas pada
kelompok T-0%, T-0,1%, T-0,2%, dan T-0,3%
meningkat secara signifikan dari hari ke-1
sampai hari ke-4 penyimpanan (P<0,05).
Penyimpanan pada H0 tidak menunjukkan
perbedaan yang nyata pada setiap kelompok
perlakuan (P>0,05). Berdasarkan hasil
penyimpanan nilai abnormalitas terendah atau
yang memiliki jumlah spermatozoa normal
paling tinggi terdapat pada kelompok perlakuan
kontrol. Abnormalitas dapat terjadi selama
proses spermatogenesis, selama perjalanan
spermatozoa di epididymis, atau dalam proses
preservasi (Parkinson, 2004).  Beberapa sper-
matozoa memiliki abnormalitas pada kepala dan
ekor, antara lain trichephalic sedangkan
kelainan pada ekor yaitu adanya ekor bengkok
dan cytoplasmic droplet (Gambar 3). Secara
normal spermatozoa asal kauda epididymis
sering ditemukan abnormalitas cytoplasmic
droplet (Kauster et al., 2004).  Peningkatan jum-
lah abnormalitas cytoplasmic droplet selama
preservasi disebabakan oleh suhu yang dingin
(Mekasha et al., 2007). Berdasarkan hasil pene-
litian tidak terdapat perbedaan yang signifikan
pada setiap kelompok pemberian á-tocopherol.
Hartono (2008) menyatakan bahwa penam-
bahan antioksidan dalam pengencer tidak meme-
ngaruhi persentase abnomalitas spermatozoa.

SIMPULAN

Penambahan á-tocopherol 0,1% dalam
pengencer tris kuning telur setelah penyim-
panan pada suhu 4°C selama empat hari,
merupakan kelompok perlakuan terbaik dalam
mempertahankan motilitas, viabilitas dan
membran plasma utuh spermatozoa kucing yang
dikoleksi dari kauda epididimis pada penyim-
panan suhu 4°C.

SARAN

Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut
mengenai efektivitas penambahan á-tocopherol
pada pengencer semen cair terhadap keber-
hasilan program IB.
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