
 
    

 

   Open Access: https://ejurnal.fapetkan.untad.ac.id/index.php/agrisains 

184 

 

P-ISSN: 1412-3657, E-ISSN: 2716-5078                    Volume 26, Nomor 3, 184-195 

 
 Perbandingan Pengaruh Penambahan Antioksidan Alami dan 

Sintetis dalam Pengencer CEP Semen Beku Sapi Bali 
 

Comparison of Natural and Synthetic Antioxidant Supplementation 
in CEP Extender for Bali Cattle Frozen Semen 

 Sherly Intan Eka Putri1*, Nur Ducha1, Erlix Rakhmad Purnama1, 

Wiwied Sawitri2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRAK 

Spermatozoa sapi Bali rentan terhadap kerusakan akibat stres oksidatif selama 
kriopreservasi, yang dapat menurunkan kualitas semen beku. Penelitian ini bertujuan 
mengevaluasi pengaruh penambahan antioksidan alami (ekstrak teh hijau) dan sintetis 
(glutathione) pada pengencer Cauda Epididymal Plasma (CEP) terhadap kualitas 
semen beku sapi Bali. Rancangan percobaan yang digunakan adalah Rancangan 
Acak Lengkap (RAL) dengan tiga perlakuan dan enam ulangan, pengencer CEP dasar 
(kontrol), CEP + 0.75 mM glutathione, dan CEP + 0.15% ekstrak teh hijau. Evaluasi 
kualitas spermatozoa dilakukan saat before freezing dan post thawing, meliputi 
motilitas menggunakan Computer-Assisted Semen Analysis (CASA), viabilitas 
menggunakan pewarna eosin-nigrosin dan integritas membran dan uji Hypo-Osmotic 
Swelling Test (HOST). Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan antioksidan 
secara signifikan meningkatkan kualitas spermatozoa dibanding dengan kontrol 
(p<0,05). CEP yang ditambahkan 0,15% ekstrak teh hijau memberikan hasil terbaik 
dalam mempertahankan post-thawing motilitas (49,2 ± 2%), viabilitas (67,4 ± 2,6%), 
dan integritas membran (62,1 ± 1,9%). Kesimpulannya, ekstrak teh hijau dan 
glutathione secara signifikan lebih efektif dibandingkan kontrol, dengan ekstrak teh 
hijau cenderung memberikan nilai tertinggi pada motilitas, viabilitas, dan integritas 
membran post-thawing. 

 
Kata kunci: Antioksidan, teh hijau, glutathione, semen beku, sapi Bali 

ABSTRACT 

Bali cattle spermatozoa are highly vulnerable to oxidative stress during 
cryopreservation, which can compromise frozen semen quality. This study 
aimed to evaluate the effect of adding natural (green tea extract) and 
synthetic glutathione) antioxidants to Cauda Epididymal Plasma (CEP) 
diluents on the quality of frozen Bali cattle semen. A Completely Randomized 
Design (CRD) with three treatments and six replications was applied, CEP 
diluent (control), CEP + 0.75 mM glutathione, and CEP + 0.15% green tea 
extract. Sperm quality was evaluated before freezing and post thawing, 
including motility using Computer-Assisted Semen Analysis (CASA), viability 
using eosin-nigrosin staining, and membrane integrity using the Hypo-
Osmotic Swelling Test (HOST). The results showed that antioxidant 
supplementation significantly improved sperm quality compared with the 
control (p<0.05). CEP supplemented with 0.15% green tea extract exhibited 
the best performance in maintaining after thawing motility (49.2 ± 2%), 
viability (67.4 ± 2.6%), and membrane integrity (62.1 ± 1.9%). In conclusion, 
green tea extract and glutathione were significantly more effective than the 
control, with green tea extract tending to provide the highest values for 
motility, viability, and membrane integrity after thawing. 
 
Keywords: Antioxidant, green tea extract, glutathione, frozen semen, Bali cattle 
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PENDAHULUAN 

 Sapi Bali adalah sapi asli Indonesia yang berpotensi sebagai penghasil daging, 
dengan kontribusi sekitar 26,9% terhadap kebutuhan daging nasional (Fuah et al., 2020). 
Sapi ini banyak dipelihara karena kebutuhan pakannya yang relatif sedikit namun memiliki 
tingkat produktivitas yang tinggi (Azzahra et al., 2025). Untuk mempertahankan populasi 
sekaligus meningkatkan mutu genetik, teknologi reproduksi seperti Inseminasi Buatan (IB) 
banyak diterapkan dengan tingkat keberhasilan mencapai 60–70% (Kuswanto et al., 2023). 
Keberhasilan IB sendiri dipengaruhi oleh kondisi ternak, keterampilan peternak, serta 
kualitas semen yang digunakan (Argus & Suhra, 2023). 
 Kualitas semen sapi sering mengalami penurunan akibat cold shock dan peningkatan 
produksi reactive oxygen species (ROS) selama proses pembekuan (Fitri et al., 2025; 
Pramesti & Ducha, 2023). Kondisi tersebut menyebabkan stres oksidatif yang ditandai 
dengan ketidakseimbangan antara ROS dan sistem pertahanan antioksidan endogen, 
sehingga dapat merusak struktur spermatozoa (Tamargo et al., 2024). Beberapa penelitian 
melaporkan bahwa proses kriopreservasi dapat menurunkan motilitas dan viabilitas 
spermatozoa hingga 50% setelah pencairan (Khalil et al., 2018). Meskipun spermatozoa 
memiliki sistem pertahanan berupa enzim antioksidan endogen, mekanisme ini tidak cukup 
kuat untuk menyeimbangkan produksi ROS yang berlebih (Fitri et al., 2025). Oleh sebab 
itu, penambahan antioksidan dalam pengencer diperlukan untuk menangkal pembentukan 
ROS (Wijayanti et al., 2023). 
 Antioksidan adalah komponen yang umum ditambahkan dalam pengencer. Fungsi 
utama dari antioksidan adalah melindungi sel dari kerusakan struktural dengan 
menghilangkan metabolit oksigen reaktif (Partyka & Niżański, 2021). Antioksidan sendiri 
terbagi menjadi dua jenis, yaitu alami dan sintetis. Contoh antioksidan alami adalah ekstrak 
teh hijau dan diketahui mampu menetralkan ROS dan mencegah kerusakan DNA akibat 
stres oksidatif (Alqawasmeh et al., 2021). Sementara itu, contoh antioksidan sintetis adalah 
glutathione, diketahui dapat menjaga keseimbangan redoks intraseluler dengan cara 
menetralkan radikal bebas, mereduksi hidroperoksida, serta melindungi lipid, protein, dan 
DNA dari kerusakan oksidatif (Zou et al., 2021). 
 Meskipun berbagai penelitian telah membahas penambahan antioksidan dalam 
pengencer semen, perbandingan langsung antara antioksidan alami dan sintetis pada 
pengencer Cauda Epididymal Plasma (CEP) semen beku Sapi Bali masih terbatas. 
Berdasarkan beberapa hal itu, penelitian ini dilakukan untuk membandingkan pengaruh 
penambahan ekstrak teh hijau 0,15% dan glutathione 0,75 mM terhadap kualitas 
spermatozoa Sapi Bali pasca pembekuan. 

MATERI DAN METODE 

Waktu dan Tempat 

Penelitian berlangsung pada bulan September hingga Oktober 2024 bertempat di 
Laboratorium Balai Besar Inseminasi Buatan (BBIB) Singosari, Malang. 

Materi Penelitian 

 Bahan-bahan yang digunakan salam penelitian yaitu bahan dasar CEP, ekstrak teh 
hijau, glutathione, semen sapi Bali segar, zat warna eosin negrosin, dan larutan host. 
Sementara alat yang digunakan adalah mikroskop, waterbath, tabung nitrogen, object 
glass, cover glass,  hand tally counter, spuit, dan mikropipet. Pengencer CEP terdiri dari 
NaCl 15 mmol/L; KCl 7.0 mmol/L; CaCl₂·2H₂O 3.0 mmol/L; MgCl₂·6H₂O 63.0 mmol/L; 
NaHCO₃ 11.9 mmol/L; NaH₂PO₄ 8.0 mmol/L; KH₂PO₄ 20.0 mmol/L; fruktosa 55 mmol/L; 
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sorbitol 1.0 g/L; BSA 2.0 g/L; Tris 133.7 mmol/L; penisilin 1000 IU; streptomisin 1 g; asam 
sitrat 42.6 mmol/L (Ducha, 2018). Bahan pengencer CEP dihomogenkan menggunakan air 
injeksi secara aliquots kemudian disaring menggunakan 0.22 µm membran Millipore. Hasil 
penyaringan ditambahkan kuning telur sebanyak 20% dari total pengencer. Pengencer 
dibagi menjadi tiga untuk ditambahkan ekstrak teh hijau sebanyak 0.15%, glutathione 
sebesar  0.75 mM, dan sebagai kontrol dengan tanpa tambahan apapun. Kemudian 
pengencer diendapkan selama 3 hari hingga terpisah supernatan dan endapannya. 
Supernatan dipisahkan menggunakan spuit digunakan sebagai pengencer (Fitri et al., 
2025).  

Metode Penelitian 

Sampel semen diperoleh dari pejantan sapi Bali berusia 13 tahun dengan 
menggunakan artificial vagina. Setelah ditampung, semen diuji secara mikroskopis dan 
makroskopis. Pengujian makroskopis meliputi pengujian yang melibatkan volume, pH, 
warna, bau, dan konsistensi. Sementara itu, pengujian mikroskopis melibatkan motilitas, 
viabilitas, dan integritas membran. 

Semen segar diencerkan menggunakan pengencer CEP. Pengenceran yang 
dilakukan adalah A1, A2, dan pengenceran B. Pengenceran A1 ditambahkan dengan 
perbandingan 1:1, sementara pengenceran A2 berdasarkan rumus yang telah ditentukan. 
Setelah itu, semen disimpan dalam kulkas bersuhu 5℃ dan ditunggu sampai suhu turun 

hingga 4-5℃ sebelum dilanjutkan ke pengenceran B. Pada pengencer B, pengencer 
ditambahkan gliserol sebanyak 13%. Pembekuan semen dimulai dengan proses post 
freezing, yaitu penurunan suhu secara bertahap dari 5℃ menjadi -140℃ selama 7 menit 
menggunakan mesin DigitCool. Selanjutnya, proses pembekuan menggunakan nitrogen 
cair dengan suhu -196℃ (Fitri et al., 2025). 

Pengujian semen cair dilakukan pada saat before freezing atau setelah penambahan 
gliserol 13% dan belum dibekukan. Pengujian before freezing dapat digunakan untuk 
optimasi kualitas dasar sperma sebelum pembekuan (Androni et al., 2021). Lalu pengujian 
post thawing dilakukan pada straw beku yang dihangatkan dalam waterbath dengan suhu 
37 ̊C selama 30 detik. Pengujian post thawing bertujuan menilai kualitas semen setelah 
pembekuan serta membandingkan efektivitas antioksidan sebagai krioprotektan. Pengujian 
dilakukan ketika before freezing dan post thawing meliputi motilitas, viabilitas, dan integritas 
membran.  

Uji motilitas menggunakan mikroskop perbesaran 400x. Data motilitas spermatozoa 
diperoleh dengan menghitung pergerakan spermatozoa dari lima lapang pandang yang 
berbeda dan dihitung menggunakan skala 0-100% (Prihantoko et al., 2020). Semen beku 
dicairkan kembali pada suhu 37℃ sampai 38℃ selama 30 detik dan harus menunjukkan 
motilitas progresif spermatozoa ≥40% sebagai persyaratan mutu (BSN, 2024). 

Uji viabilitas spermatozoa dilakukan dengan meneteskan semen diatas object glass 
dan ditambahkan pewarna eosin nigrosin lalu dibuat apusan tipis. Perbesaran mikroskop 
yang digunakan adalah perbesaran 400x. Kepala spermatozoa yang berwarna ungu-merah 
menandakan sel telah mati, sedangkan kepala spermatozoa yang tetap tidak terwarnai 
menunjukkan bahwa spermatozoa masih hidup (Ducha et al., 2025). 

Uji integritas membran menggunakan Hypo Osmotic Swelling Test (HOST) sebagai 

parameter penilaian untuk mengevaluasi kelayakan membran plasma spermatozoa (Ducha 

et al., 2025). Larutan HOST terdiri dari 1.3 g fruktosa dan 0.7 trisodium sitrat dalam 100 ml 

akuades (Ducha et al., 2025). Sampel semen sebanyak 50 μL dilarutkan kedalam 1000  μL 

larutan HOST. Sampel kemudian dihangatkan di waterbath selama 30 menit sebelum 

diamati di mikroskop dengan perbesaran 400x. Ekor spermatozoa yang melingkar 

menandakan bahwa membran plasma masih utuh, sedangkan ekor yang lurus 
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menunjukkan bahwa membran plasma spermatozoa telah rusak (Mujahidurrohman et al., 

2023).  

Analisis Data 

Data dianalisis dan diolah berdasarkan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 
tiga perlakuan dan enam ulangan, yaitu: P1 = semen + gliserol 13% + CEP (kontrol), P2 = 
semen + gliserol 13% + CEP + glutathione 0,75 mM, dan P3 = semen + gliserol 13% + 
CEP + ekstrak teh hijau 0,15%. Penggunaan gliserol 13% mengacu pada penelitian Fitri et 
al. (2025). Data yang diperoleh diolah untuk dilakukan pengujian normalitas dan 
homogenitas untuk ditentukan data distribusinya. Data yang termasuk normal dan 
homogen akan dilanjutkan ujinya menggunakan metode analisis One Way ANOVA. Uji 
duncan dilakukan apabila perlakuan berpengaruh signifikan (p<0.05). Uji duncan digunakan 
untuk mengetahui kelompok perlakuan yang berbeda secara signifikan. Seluruh data diolah 
menggunakan SPSS 23 pada Windows. 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Pengujian Semen Segar 

Pengujian semen Sapi Bali dilakukan pada saat semen segar dan ketika proses 
pengenceran. Pengujian semen segar dilakukan secara mikroskopis dan makroskopis 
(Ducha et al., 2025). Hasil dari pengujian semen segar sesuai dengan persyaratan BSN 
(2024) dengan minimum motilitas ≥ 70% dan abnormalitas ≤ 20%. 

Tabel 1. Evaluasi kualitas semen segar sapi Bali  

Parameter Makroskopis Nilai Rataan ± Standar Deviasi 

Warna Putih susu 
pH 6.7 ± 0.1 

Konsistensi Pekat 
Volume (ml) 8 ± 1.4 

Konsentrasi (juta/ml) 1469 ± 570.6 
Abnormalitas 10.8 ± 1.13 

Motilitas individu (%) 70 ± 2.8 
Viabilitas (%) 83.4 ± 2.7 

Integritas membran 77 ± 1.4 
Sumber: Data Primer (2024) 

  Hasil evaluasi kualitas semen segar sapi Bali secara makroskopis diperoleh bahwa 
semen sapi Bali memiliki volume sebanyak 8 ± 1.4 ml, lebih banyak dibanding penelitian 
yang dilakukan oleh Fazrien et al. (2020) yang berkisar antara 5.5 - 6.9 ml.  Semen 
berwarna putih susu menujukkan kondisi yang normal. Warna semen sapi yang baik adalah 
warna susu, krem keputihan, atau putih kekuningan (Brillianti et al., 2021).  
Potensial Hidrogen (pH) yang diperoleh dari semen segar bernilai 6.7 ± 0.1 termasuk 
kedalam rentang normal (Ducha et al., 2025). Kekentalan semen mencerminkan 
konsentrasi spermatozoa, di mana semen yang lebih kental umumnya memiliki jumlah 
spermatozoa lebih tinggi (Ducha et al., 2025; Tethool et al., 2022) . 

Pengujian mikroskopis diperoleh data konsentrasi 1469 ± 570.6 juta/ml 
menggunakan spektrofotometer. Hasil motilitas semen segar 70% ± 2.8 dan abnormalitas 
10.8 ± 1.13%, yang berarti semen segar dapat dilanjutkan prosesnya menjadi semen beku 
sesuai dengan BSN (2024). Nilai motilitas semen segar yang diperoleh lebih rendah 
dibanding penelitian Fitri et al. (2025) yang memiliki persentase motilitas 72.2%.  

Viabilitas spermatozoa adalah penilaian spermatozoa berdasarkan total jumlah 
spermatozoa yang hidup dalam satuan persen (Sugiantini et al., 2023) dan menghasilkan 
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nilai viabilitas semen segar sebesar 83.4 ± 2.7%. Nilai viabilitas yang diperoleh termasuk 
dalam kategori baik, sesuai dengan penelitian Fazrien et al. (2020) dengan hasil nilai 
viabilitas semen segar Sapi Bali adalah berkisar antara 80.1% hingga 83.8%. Uji integritas 
membran semen segar menghasilkan nilai 77 ± 1.4% yang mana lebih tinggi dibanding 
semen segar pada penelitian Fitri et al. (2025) yang menghasilkan nilai 65.71± 8.34. 

Pengujian Motilitas Spermatozoa 

Pengujian motilitas semen Sapi Bali juga dilakukan pada saat before freezing dan 
post thawing dengan perlakuan pengencer CEP dasar, CEP + 0.75 mM glutathione, dan 
CEP + 0.15% ekstrak teh hijau. Hasil pengamatan motilitas dapat dilihat di Tabel 2. 

Tabel 2. Hasil persentase rata-rata ± standar deviasi motilitas spermatozoa Sapi Bali dalam pengencer CEP 
dasar, CEP + 0.75 mM glutathione, dan CEP + 0.15% ekstrak teh hijau. 

Rerata Persentase Motilitas 
(%) 

Perlakuan  

CEP 
CEP + 0.75 mM 

glutathione 
CEP + 0.15% 

ekstrak teh hijau 

Before freezing 60.8 ± 2a 65.8 ± 2b 67.3 ± 2.6b 

Post thawing 40.8 ± 2a 47.5 ± 2.7b 49.2 ± 2b 

Keterangan: Notasi abjad yang berbeda pada tabel menyatakan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan 
(P<0.05), sedangkan notasi sama, menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan signifikan 
(P>0.05). Notasi a merupakan motilitas terendah, dan begitupun seterusnya. 

 Berdasarkan Tabel 2, terdapat tren yang konsisten pada motilitas spermatozoa baik 
saat before freezing maupun post thawing. Tren tersebut menunjukkan bahwa 
penambahan antioksidan, baik glutathione  maupun ekstrak teh hijau, secara konsisten 
meningkatkan motilitas spermatozoa dibandingkan dengan kontrol tanpa antioksidan. Pada 
tahap before freezing, motilitas tertinggi diperoleh pada perlakuan CEP + 0,15% ekstrak teh 
hijau (67,3 ± 2,6%), diikuti CEP + 75 mM glutathione (65,8 ± 2%), dan terendah pada CEP 
tanpa penambahan antioksidan (60,8 ± 2%). Pola yang sama juga tampak pada tahap post 
thawing, di mana ekstrak teh hijau memberikan motilitas tertinggi (49,2 ± 2%), diikuti 
glutathione (47,5 ± 2,7%), serta terendah pada kontrol (40,8 ± 2%). 

Hasil uji ANOVA memperlihatkan adanya pengaruh signifikan (P<0.05) antar 
perlakuan dengan dan tanpa tambahan antioksidan. Uji lanjutan Duncan menegaskan 
bahwa penambahan 0.15% ekstrak teh hijau memberikan rata-rata motilitas yang lebih 
tinggi dibanding perlakuan lainnya. Temuan ini sejalan dengan tren pada Tabel 2, yang 
menunjukkan bahwa ekstrak teh hijau memberikan efek protektif terbaik dalam 
mempertahankan motilitas spermatozoa selama proses pembekuan dan pencairan dengan 
perbedaan signifikan dibandingkan pengencer tanpa antioksidan, tetapi tidak berbeda 
nyata dengan pengencer yang mengandung glutathione.  

Motilitas spermatozoa yang lebih tinggi pada perlakuan penambahan ekstrak teh 
hijau dibandingkan glutathione diduga berikatan dengan kandungan antioksidan alami yang 
lebih kompleks dan potensi aktivitas biologinya yang lebih kuat. Ekstrak teh hijau 
mengandung kelompok polifenol khususnya epigallokatekin galat (ECGC), yang mempu 
mendonasikan elektron kepada ROS sehingga dapat menghambat proses peroksidasi lipid 
pada membran spermatozoa yang terjadi selama proses pembekuan (Susilowati et al., 
2021). Dengan demikian, integritas membran dan fungsi mitokondria spermatozoa dapat 
dipertahankan sehingga pergerakan dan motilitasnya tetap optimal. 

Sementara itu, glutathione juga merupakan antioksidan kuat, dapat menstabilkan 
struktur membran, mempertahankan fluiditas lipid, serta mencegah kerusakan protein dan 
DNA akibat stres oksidatif (O’Flaherty & Scarlata, 2022). Dengan demikian, spermatozoa 
dapat mempertahankan fungsi motilitasnya dengan lebih baik. Namun, aktivitas glutathione 
bergantung pada aktivitas enzim dan kondisi redoks dalam sel. Selama proses 
kriopreservasi, terjadi penurunan aktivitas enzimatik akibat suhu rendah (Kabir & Ju, 2023), 
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diduga dapat mengurangi efektivitas glutathione dalam menetralkan ROS dibandingkan 
dengan ekstrak teh hijau yang aktivitas antioksidannya bekerja secara langsung tanpa 
memerlukan sistem enzimatik. 

Motilitas spermatozoa terendah pada perlakuan tanpa tambahan antioksidan 
disebabkan oleh ROS selama proses kriopreservasi (Fleming & Thomson, 2025). Proses 
kriopreservasi memicu stress oksidatif (Cao et al., 2022), yang dapat menyerang bagian 
membran plasma yang kaya akan asam lemak (Wang et al., 2025). Tanpa adanya 
antioksidan, ROS berlebih yang menyebabkan stress oksidatif dapat memicu peroksidasi 
lipid pada membran sel spermatozoa, kerusakan DNA, dan inaktivasi enzim-enzim penting 
(Bader et al., 2020). Oleh karena itu, perlakuan tanpa tambahan antioksidan menghasilkan 
motilitas terendah dibanding perlakuan dengan tambahan antioksidan. 

Pengujian Viabilitas Spermatozoa 

Pengujian Hasil persentase rata-rata ± standar deviasi viabilitas spermatozoa Sapi 
Bali dalam pengencer CEP dasar, CEP + 0.75 mM glutathione, dan CEP + 0.15% ekstrak 
teh hijau viabilitas semen Sapi Bali dilakukan pada saat before freezing dan post thawing 
dalam pengencer CEP dasar, CEP + 0.75 mM glutathione, dan CEP + 0.15% ekstrak teh 
hijau. Hasil pengamatan viabilitas dapat dilihat di Tabel 3. 

Tabel 3. Hasil persentase rata-rata ± standar deviasi viabilitas spermatozoa Sapi Bali dalam pengencer CEP 
dasar, CEP + 0.75 mM glutathione, dan CEP + 0.15% ekstrak teh hijau. 

Rerata Persentase Viabilitas 
(%) 

Perlakuan  

CEP CEP + 0.75 mM 
glutathione 

CEP + 0.15% 
ekstrak teh hijau 

Before freezing 70.4 ± 1.1a 76.5 ± 1.7b 78.9 ± 0.7c 

Post thawing 57.4 ± 2a 65.4 ± 2.3b 67.4 ± 2.6b 

Keterangan: Notasi abjad yang berbeda pada tabel menyatakan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan 
(P<0.05), sedangkan notasi sama, menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan signifikan 
(P>0.05). Notasi a merupakan viabilitas terendah, dan begitupun seterusnya 

Berdasarkan Tabel 3, terlihat bahwa viabilitas spermatozoa menurun baik saat 
before freezing maupun post thawing. Perlakuan dengan penambahan 0.15% ekstrak teh 
hijau menunjukkan viabilitas paling tinggi before freezing, yaitu 78.9 ± 0.7%, sedangkan 
perlakuan tanpa antioksidan memiliki nilai terendah, yaitu 70.4 ± 1.1%. Pada saat post 
thawing, viabilitas tertinggi tetap ditunjukkan oleh ekstrak teh hijau (67.4 ± 2.6%), diikuti 
glutathione (65.4 ± 2.3%), dan yang terendah pada pengencer tanpa antioksidan (57.4 ± 
2%). 

 
Gambar 1. Viabilitas spermatozoa Sapi Bali dengan perbesaran 400x. 

Deskripsi: [a] Pengencer CEP; [b] Pengencer CEP + 0.75 mM glutathione; [c] CEP + 0.15% ekstrak teh hijau; 
(D) spermatozoa terwarnai; (L) spermatozoa tidak terwarnai 

Penilaian viabilitas dilakukan dengan pewarnaan eosin-nigrosin (Gambar 1), di mana 
spermatozoa hidup ditandai dengan kepala yang tidak terwarnai (notasi L), sedangkan 
spermatozoa mati memiliki kepala berwarna keunguan (notasi D). Hasil uji statistik 
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menunjukkan bahwa saat before freezing, ketiga perlakuan berbeda nyata satu sama lain. 
Namun setelah pencairan, perbedaan yang nyata hanya terlihat antara pengencer tanpa 
antioksidan dan kedua perlakuan dengan antioksidan. Hal ini mengindikasikan bahwa baik 
ekstrak teh hijau maupun glutathione mampu mempertahankan viabilitas spermatozoa 
dengan efektivitas yang relatif sama pada tahap post thawing.  

Viabilitas spermatozoa yang lebih tinggi pada perlakuan CEP dengan penambahan 
antioksidan dibandingkan pengencer tanpa antioksidan menunjukkan bahwa keberadaan 
senyawa antioksidan berperan penting dalam melindungi sel sperma dari kerusakan akibat 
stres oksidatif selama kriopreservasi. Kriopreservasi bertanggung jawab terhadap 
pembentukan ROS berlebih seperti superoksida, hidrogen peroksida, dan radikal hidroksil, 
yang dapat menyebabkan terjadinya stres oksidatif, kerusakan membran sel, serta 
peroksidasi lipid (Benko et al., 2022). Kerusakan ini menyebabkan disfungsi mitokondria 
dan akhirnya menyebabkan kematian sel sperma (Mai et al., 2024). Penambahan 
antioksidan kedalam pengencer berfungsi menetralkan ROS tersebut, sehingga struktur 
dan fungsi membran dapat dipertahankan (Qamar et al., 2023). Dengan demikian, jumlah 
spermatozoa hidup tetap tinggi setelah thawing. 

Ekstrak teh hijau mengandung berbagai senyawa polifenol, terutama ECGC yang 
memiliki kemampuan tinggi dalam menetralisir radikal bebas serta mencegah stres oksidatif 
pada sel (Capasso et al., 2025). Sementara itu, glutathione menjaga keseimbangan redoks 
intraseluler dengan menetralkan radikal bebas, mereduksi hidroperoksida, serta melindungi 
lipid, protein, dan DNA dari kerusakan oksidatif (Zou et al., 2021). Meskipun mekanisme 
kerja keduanya, keduanya sama-sama mampu mengurangi dampak negatif stres oksidatif 
yang tidak dapat dicegah oleh pengencer tanpa tambahan antioksidan. Oleh karena itu 
kelompok perlakuan dengan antioksidan menunjukkan viabilitas lebih tinggi dibandingkan 
kontrol tanpa antioksidan. Hasil ini sejalan dengan penelitian Fitri et al. (2025) serta 
Pramesti & Ducha (2023) yang melaporkan bahwa penambahan antioksidan glutathione 
dan ekstrak teh hijau pada pengencer menghasilkan viabilitas spermatozoa yang lebih 
tinggi dibandingkan dengan kontrol tanpa penambahan antioksidan. 

Pengujian Integritas Membran Spermatozoa 

Pengujian integritas membran semen Sapi Bali dilakukan pada saat before freezing 
dan post thawing dalam pengencer CEP dasar, CEP + 0.75 mM glutathione, dan CEP + 
0.15% ekstrak teh hijau. Hasil pengamatan integritas membran dapat dilihat di Tabel 4. 

Tabel 4. Hasil persentase rata-rata ± standar deviasi viabilitas spermatozoa Sapi Bali dalam pengencer CEP 
dasar, CEP + 0.75 mM glutathione, dan CEP + 0.15% ekstrak teh hijau. 

Rerata Persentase 
Integritas Membran (%) 

Perlakuan  

CEP CEP + 0.75 mM 
glutathione 

CEP + 0.15% 
ekstrak teh hijau 

Before freezing 67.3 ± 1.7a 74 ± 1.1b 75 ± 2.5b 

Post thawing 52.8 ± 1.1a 59.5 ± 2.7b 62.1 ± 1.9b 

Keterangan: Notasi abjad yang berbeda pada tabel menyatakan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan 
(P<0.05), sedangkan notasi sama, menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan signifikan 
(P>0.05). Notasi a merupakan integritas membran terendah, dan begitupun seterusnya. 

Berdasarkan Tabel 4 terlihat bahwa integritas membran spermatozoa menurun 
setelah proses pembekuan. Dari ketiga perlakuan, CEP + 0.15% ekstrak teh hijau 
memberikan hasil terbaik dengan nilai 75 ± 2.5% before freezing dan 62.1 ± 1.9% post 
thawing. Sebaliknya, nilai terendah diperoleh pada CEP tanpa tambahan antioksidan, yaitu 
67.3 ± 1.7% before freezing dan 52.8 ± 1.1% post thawing. 
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Gambar 2. Integritas membran plasma spermatozoa Sapi Bali dengan perbesaran 400x 

Deskripsi: [a] Pengencer CEP; [b] Pengencer CEP + 0.75 mM glutathione; [c] CEP + 0.15% ekstrak teh hijau; 
(D) spermatozoa ekor lurus; (L) spermatozoa ekor menggulung 

Hasil pengamatan dapat dilihat pada Gambar 2, di mana spermatozoa yang hidup 
ditunjukkan dengan ekor yang menggelung (notasi L), sedangkan spermatozoa yang mati 
ditandai dengan ekor lurus (notasi D). Analisis ANOVA menunjukkan bahwa penambahan 
antioksidan, baik 0.75 mM glutathione maupun ekstrak teh hijau, berpengaruh nyata dalam 
menjaga integritas membran dibandingkan dengan CEP dasar. 

Persentase Integritas membran plasma spermatozoa yang lebih tinggi pada 
penambahan ekstrak teh hijau dan glutathione dibandingkan pengencer tanpa antioksidan 
menunjukkan bahwa keberadaan senyawa antioksidan berperan penting dalam melindungi 
struktur seluler selama proses kriopreservasi. Proses kriopreservasi menyebabkan 
pembentukan ROS yang kemudian memicu peroksidasi lipid serta dehidrasi sel yang 
mengganggu keseimbangan osmotik, sehingga merusak membran plasma (Suhartati et al., 
2020).  

Ekstrak teh hijau mengandung senyawa polifenol, terutama katekin seperti ECGC 
yang memiliki aktivitas antioksidan yang sangat tinggi (Purwanto et al., 2023). Senyawa ini 
bekerja dengan mendonasikan elektron kepada ROS, sehingga mampu menghambat 
proses peroksidasi lipid pada membran spermatozoa yang terjadi selama proses 
pembekuan dan pencairan semen (Susilowati et al., 2021) Selain itu, ECGC juga diketahui 
dapat meningkatkan aktivitas enzim antioksidan endogen seperti catalase (CAT), 
superoxide dismutase 1 (SOD1), superoxide dismutase 2 (SOD2), dan glutathione 
peroxidase (GPx), yang secara sinergis memperkuat perlindungan terhadap stres oksidatif 
(Zhang et al., 2020). Oleh karena itu, spermatozoa pada pengencer yang ditambahkan 
ekstrak teh hijau mampu mempertahankan integritas membran dengan lebih baik 
dibandingkan perlakuan lainnya. Hasil ini sejalan dengan penelitian Prastiya et al. (2023), 
yang melaporkan bahwa penambahan ekstrak teh hijau dalam pengencer menghasilkan 
nilai integritas membran lebih tinggi dibandingkan pengencer tanpa antioksidan. 

Sementara itu, glutathione berfungsi sebagai antioksidan penting yang bekerja 
melalui sistem enzimatik endogen, terutama GPx dan glutathione reductase (GR) (Vašková 
et al., 2023). Glutathione membantu membantu mereduksi H2O2 (Jena et al., 2023), dan 
menjaga keseimbangan redoks intraseluler (Georgiou-Siafis & Tsiftsoglou, 2023). Mekanisme 
ini menghambat peroksidasi lipid dan melindungi integritas struktural membran 
spermatozoa (Wang et al., 2025). Oleh sebab itu, spermatozoa dalam pengencer dengan 
tambahan glutathione dapat mempertahankan fungsi membrannya setelah proses 
pembekuan dan post thawing. Hasil ini sejalan dengan penelitian Singh et al. (2024) yang 
melaporkan penambahan glutathione dalam pengencer dapat mempertahankan integritas 
membran spermatozoa kerbau.  

Sebaliknya, pada pengencer tanpa tambahan antioksidan (kontrol), ROS yang 
terbentuk tidak dapat dinetralkan oleh antioksidan tambahan sehingga menyebabkan 
peroksidasi lipid yang tinggi. Peroksidasi lipid di membran sel dapat menyebabkan 
kerusakan membran dan berpotensi mengakibatkan kematian sel (Yang et al., 2020). Hal 
ini menjelaskan alasan perlakuan dengan ekstrak teh hijau menghasilkan integritas 
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membran tertinggi, diikuti glutathione, dan terendah pada perlakuan kontrol tanpa 
antioksidan. 

KESIMPULAN 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak teh hijau dan glutathione secara 
signifikan lebih efektif dibandingkan kontrol, dengan ekstrak teh hijau cenderung 
memberikan nilai tertinggi pada motilitas, viabilitas, dan integritas membran pasca thawing. 
Penambahan ekstrak teh hijau berpotensi meningkatkan keberhasilan inseminasi buatan 
pada sapi Bali. 
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