
EVALUASI TEKNIK PENGENCERAN BERTAHAP DAN 
KAJI BANDING BERBAGAI JENIS PENGENCER UNTUK 

KRIOPRESERVASI SEMEN SAPI

ANI ATUL ARIF

SEKOLAH PASCASARJANA
INSTITUT PERTANIAN BOGOR

BOGOR
2020





PERNYATAAN MENGENAI TESIS DAN
SUMBER INFORMASI SERTA PELIMPAHAN HAK CIPTA

Dengan ini saya menyatakan bahwa tesis berjudul Evaluasi Teknik 
Pengenceran Bertahap dan Kaji Banding Berbagai Jenis Pengencer untuk 
Kriopreservasi Semen Sapi adalah benar karya saya dengan arahan dari komisi 

pembimbing dan belum diajukan dalam bentuk apa pun kepada perguruan tinggi 

mana pun. Sumber informasi yang berasal atau dikutip dari karya yang diterbitkan 

maupun tidak diterbitkan dari penulis lain telah disebutkan dalam teks dan 

dicantumkan dalam Daftar Pustaka di bagian akhir tesis ini. 

Dengan ini saya melimpahkan hak cipta dari karya tulis saya kepada Institut 

Pertanian Bogor.

Bogor, Agustus 2020

Ani Atul Arif 
NIM B352170021





RINGKASAN

ANI ATUL ARIF. Evaluasi Teknik Pengenceran Bertahap dan Kaji Banding 

Berbagai Jenis Pengencer untuk Kriopreservasi Semen Sapi. Dibimbing oleh 

RADEN IIS ARIFIANTINI dan BAMBANG PURWANTARA

Proses pembuatan semen beku sapi di Balai Inseminasi Buatan di Indonesia 

sangat bervariasi dari segi teknik pengenceran dan jenis pengencer yang dipakai. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi teknik pengenceran bertahap dan 

pengaruh berbagai jenis pengencer untuk kriopreservasi semen sapi. Penelitian ini 

menggunakan sapi limousin sebanyak 3 ekor (umur 3 tahun). Semen sapi 

dikoleksi menggunakan vagina buatan kemudian dievaluasi secara makroskopis 

dan mikroskopis. Semen segar yang memiliki motilitas spermatozoa >70 %

diproses menjadi semen beku. Penelitian ini terdiri atas 2 tahap penelitian. Tahap 

pertama yaitu evaluasi teknik pengenceran bertahap terhadap kualitas semen beku 

sapi limousin dalam pengencer skim kuning telur, dan Tahap kedua yaitu kaji 

banding berbagai jenis pengencer terhadap kualitas semen beku sapi limousin. 

Semen beku post-thawing dianalisis dan dievaluasi kualitasnya meliputi:

parameter motilitas spermatozoa menggunakan CASA (Computer assisted semen 
analysis),viabilitas spermatozoa menggunakan pewarnaan eosin negrosin, 

integritas membran plasma (MPU) menggunakan larutan hypoosmotic swelling
(HOS) test, kerusakan DNA menggunakan pewarnaan Acridine Orange (AO),

kadar Malondialdehide (MDA) menggunakan metode asam thiobarbituric, dan 

konsentrasi ensim aspartat aminotransferase (AST) menggunakan kit komersial 

(Glory diagnostics, Spain). Data dianalisis menggunakan Analysis of Variance
(ANOVA) pada taraf nyata 95% dilanjutkan dengan uji Duncan’s Multiple Range 
Test (DMRT). Data diolah menggunakan program SPSS versi 24.0. Data disajikan 

dalam bentuk rerata ± standard error of mean (SEM).

Hasil penelitian Tahap 1 menunjukkan teknik pengenceran tidak 

memengaruhi nilai motilitas spermatozoa. Teknik pengenceran satu tahap 

menunjukkan nilai viabilitas dan keutuhan membran spermatozoa yang lebih baik

(P<0.05) dengan nilai enzim AST yang lebih rendah (P<0.05) dibandingkan 

dengan tiga tahap. Hasil penelitian Tahap 2 menunjukkan motilitas spermatozoa 

semen beku sapi limousin dalam pengencer Andromed® lebih baik (P<0.05) 

dibanding dengan pengencer Skim Kuning Telur (SKT), namun tidak berbeda 

(P>0.05) dengan pengencer Tris Kunig Telur (TKT) dan Tris Kuning Telur 

(TSKT). Viabilitas dan keutuhan membran plasma spermatozoa dari keempat 

pengencer tidak berbeda (P>0.05). Kadar MDA dan konsentrasi enzim AST 

spermatozoa dalam pengencer Andromed® menunjukkan nilai lebih rendah 

dibandingkan dengan pengencer SKT (P<0.05) namun tidak terdapat perbedaan 

dengan pengencer TKT atau TSKT (P>0.05). Penelitian ini menyimpulkan teknik 

pengenceran satu atau dua tahap dan pengencer TKT, TSKT dan andromed®

dapat digunakan dengan hasil yang sama baiknya.

Kata kunci: teknik pengenceran, jenis pengencer, semen beku, MDA, Enzim AST.



SUMMARY

ANI ATUL ARIF. Evaluation of Step Dilution and Comparative Study of

Various Types of Diluents for bull semen Cryopreservation. By RADEN IIS 

ARIFIANTINI dan BAMBANG PURWANTARA

The processes of bull frozen semen production at the Artificial Insemination 

Center in Indonesia were varied greatly in the step of dilution techniques and the 

type of dilution used. The objective of this study was to evaluate the dilution steps

and comparison of various types of diluents for cryopreservation of bull semen. 

This study used semen from 3 certified limousine bulls (3 years old). Semen

samples were collected using artificial vagina then evaluated macroscopically and 

microscopically. Fresh semen of limousine cattle which have the motility > 70%

were processed into frozen semen. This experiment consisted of 2 steps. The first 

step was the evaluation of the step dilution technique on the quality of frozen

semen from limousine bull in egg yolk skim diluent; while the second step was to

compare various types of diluents on the quality of frozen semen of limousine 

bulls. Post-thawing frozen semen were analyzed and evaluated for semen quality.

The evaluation includes motility using CASA (Computer-assisted semen 

analysis); viability using eosin nigrosin staining; plasma membrane integrity 

(PMI) using hypoosmotic swelling (HOS) test. Moreover, DNA damage was 

evaluated using Acridine Orange (AO) staining; Malondialdehyde (MDA) levels 

using the thiobarbituric acid method; and the concentration of aspartate

aminotransferase (AST) enzymes using commercial kits (Glory® diagnostics, 

Spain). Data were analyzed using Analysis of Variance (ANOVA) at a 95% 

significance level, then followed by Duncan's Multiple Range Test (DMRT). Data 

were processed using the SPSS version 24.0 program. Data was presented in the 

form of the mean ± standard error of mean (SEM).

Results of this first step experiment indicated that the dilution technique did 

not affect sperm motility. The one-step dilution showed better sperm viability and 

PMI (P<0.05) with lower AST of enzyme values (P<0.05) compared to the three-

step dilution. Results of the second step showed limousine frozen semen in 

Andromed® extender had the percentage of progressive motility better than skim 

egg yolk (SEY) extender (P<0.05) but between Tris egg yolk (TEY) and Tris skim 

egg yolk (TSEY) extender (P>0.05) did not show a significant difference. In the 

percentage of viability and MPU in the four diluents, there were no differences

(P>0.05). Whereas the MDA levels and concentration of AST in Andromed®

diluents showed the lowest values compared to SEY (P<0.05) but did not differ 

from TEY and TSEY (P>0.05). In conclusion, one or two-step dilution techniques 

and TEY, TSEY and Andromed® diluents can be used with equally good results.

Keywords: step dilution, various of extender, frozen semen, MDA, Enzyme AST
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