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ABSTRAK

PENGARUH PENAMBAHAN DOSIS RAFINOSA DALAM PENGENCER
TRIS KUNING TELUR TERHADAP MOTILITAS, PERSENTASE HIDUP,

DAN ABNORMALITAS SPERMATOZOA SAPI ONGOLE

Oleh

Iis Nurlia

Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 16—18 Mei 2016 di Laboratorium Unit
Pelayanan Teknis Daerah Balai Inseminasi Buatan Daerah Lampung Tengah,
menggunakan semen dari seekor sapi Ongole. Tujuan dilakukannya penelitian ini
adalah  mengetahui pengaruh penambahan dosis rafinosa yang berbeda dan dosis
rafinosa optimum yang terdapat dalam pengencer tris  kuning telur yang dapat
mempertahankan persentase motilitas, persentase hidup, dan persentase
abnormalitas spermatozoa semen beku sapi Ongole. Rancangan penelitian yang
digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap dengan 6 perlakuan dosis rafinosa
(0,5%;  1,0%;  1,5%;  2,0%;  2,5%; 3,0%) dalam bahan pengencer tris kuning
telur dan 4 kali ulangan. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan analisis
ragam pada taraf nyata 5% dan atau 1% dilanjutkan dengan uji polinomial
ortogonal dengan taraf nyata 5% atau 1% untuk peubah yang berbeda nyata.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan dosis rafinosa dalam pengencer
tris kuning telur menunjukkan pengaruh tidak berbeda nyata (P>0,05) terhadap
persentase motilitas setelah prefreezing, persentase motilitas Post Thawing
Motility, persentase hidup spermatozoa Post Thawing Motility, persentase
abnormalitas spermatozoa setelah ekuilibrasi, persentase abnormalitas
spermatozoa setelah prefreezing, dan persentase abnormalitas spermatozoa Post
Thawing Motility. Penambahan dosis rafinosa dalam bahan pengencer tris kuning
telur berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap persentase motilitas
spermatozoa setelah ekuilibrasi berpola regresi linier dengan persamaan ӯ=65,58-
2,36x dan persentase spermatozoa hidup setelah prefreezing berpola regresi linier
dengan persamaan ӯ=79,13-4,68x serta memberikan pengaruh nyata (P<0,05)
terhadap persentase spermatozoa hidup setelah ekuilibrasi berpola regresi linier
dengan persamaan ӯ=81,23-4,47x.

Kata Kunci : Sapi Ongole, Kualitas Semen, Rafinosa, Tris Kuning Telur
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang dan Masalah

Jumlah penduduk Indonesia serta kesadaran masyarakat tentang pentingnya

makanan bergizi yang semakin meningkat menjadikan permintaan produk ternak

khususnya kebutuhan daging  sebagai sumber protein hewani meningkat. Namun

yang terjadi di Indonesia, pertumbuhan produksi berbagai macam hasil peternakan

belum dapat mengimbangi laju permintaan tersebut.

Inseminasi Buatan (IB) merupakan salah satu upaya pemanfaatan bibit pejantan

unggul  dalam rangka perbaikan mutu genetik ternak. Dengan pemanfaatan

teknologi IB perkembangan dan peningkatan populasi ternak terutama sapi dapat

lebih cepat karena dengan teknologi IB ini pemanfaatan bibit pejantan unggul

akan lebih efisien dan penyerentakan betina untuk bunting akan lebih mudah

dibandingkan kawin alami. Salah satu pejantan yang baik untuk dikembangkan

adalah sapi Ongole.

Sapi Ongole adalah sapi yang berasal dari India dan merupakan ternak tertua di

dunia yang dijinakkan di India. Karakteristik sapi Ongole adalah berbadan besar,

berpunuk besar, bergelambir longgar, dan berleher pendek. Kepala, leher,

gelambir, dan lutut berwarna hitam, terutama sapi jantan.
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Penggunaan teknik IB berkaitan erat dengan kualitas spermatozoa. Kualitas

spermatozoa dipengaruhi oleh faktor internal (umur, bangsa dan genetik) maupun

faktor eksternal (pakan, lingkungan dan pengencer yang digunakan). Fungsi

pengencer adalah melindungi spermatozoa dari cold shock, menyediakan suatu

penyanggah untuk mencegah perubahan pH, mempertahankan tekanan osmotik,

mencegah pertumbuhan mikroorganisme, memperbanyak volume semen, dan

menyediakan zat-zat makanan sebagai sumber energi bagi spermatozoa

(Partodihardjo, 1992).

Salah satu bahan pengencer semen sapi adalah tris kuning telur yang memiliki

keunggulan spermatozoa lebih cepat menyesuaikan diri dengan larutan pengencer

ini, dapat mencegah perubahan pH, pada pengamatan menggunakan mikroskop

terlihat bersih dan jernih tanpa butiran lemak.

Ketersediaan zat-zat makanan sebagai sumber energi bagi spermatozoa

merupakan prasyarat untuk pengencer semen yang baik salah satunya dengan

menambahkan karbohidrat. Karbohidrat memiliki beberapa fungsi, yaitu sebagai

sumber energi bagi sperma selama inkubasi, memelihara tekanan osmotik cairan

dan dapat bertindak sebagai krioprotektan. Penambahan karbohidrat ke dalam

pengencer akan sangat berguna dan membantu bagi daya hidup spermatozoa

(Salisbury dan Van Denmark, 1985). Beberapa jenis karbohidrat yang dapat

digunakan dalam pengenceran semen seperti glukosa, fruktosa, sukrosa, laktosa,

dan rafinosa.

Rafinosa merupakan suatu trisakarida yang penting, terdiri atas tiga molekul

monosakarida yang berikatan yaitu galaktosa-glukosa-fruktosa. Penggunaan dosis
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rafinosa dalam pengencer dapat menyediakan sumber energi lebih banyak bagi

spermatozoa. Sampai saat ini informasi tentang penggunaan rafinosa dalam

pengencer tris kuning telur masih sangat sedikit. Oleh karena itu, perlu dilakukan

penelitian terhadap penambahan dosis rafinosa yang optimum pada pengencer tris

kuning telur pada semen beku sapi Ongole.

B. Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah

1. mengetahui pengaruh penambahan dosis rafinosa yang berbeda dalam

bahan pengencer tris kuning telur terhadap motilitas, persentase hidup, dan

abnormalitas spermatozoa sapi Ongole;

2. mengetahui dosis rafinosa optimum yang terdapat dalam pengencer tris

kuning telur yang dapat mempertahankan motilitas, persentase hidup, dan

abnormalitas spermatozoa semen beku sapi Ongole.

C. Kegunaan Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada praktisi dan

ilmuan serta pihak-pihak balai inseminasi tentang pengaruh penambahan dosis

rafinosa yang berbeda dalam pengencer tris kuning telur terhadap motilitas,

persentase hidup, dan abnormalitas spermatozoa sapi Ongole sehingga dapat

menghasilkan kualitas semen yang baik.
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D. Kerangka Pemikiran

Semen adalah sekresi kelamin jantan dari epididimis serta kelenjar-kelenjar

kelamin pelengkap (kelenjar vesikularis) yang terdiri dari spermatozoa dan plasma

semen yang secara normal diejakulasi ke dalam saluran kelamin betina sewaktu

kopulasi, tetapi dapat pula ditampung dengan berbagai cara untuk keperluan

inseminasi buatan (Toelihere,1985). Spermatozoa adalah sel atau benih yang

berasal dari sistem reproduksi jantan, sedangkan plasma adalah air mani yang

digunakan oleh spermatozoa untuk tetap bergerak.

Salah satu jenis sapi yang mudah dikembangkan di Indonesia adalah sapi Ongole.

Keunggulan sapi Ongole adalah bobot badan besar sehingga jumlah daging yang

dihasilkan lebih besar, mampu bertahan pada suhu tinggi (40oC) dengan kondisi

pakan yang berkualitas rendah, betina kawin pertama umur 18 bulan, dan jantan

kawin pertama umur 30—36 bulan, tahan terhadap ekto dan endoparasit, dan

bertemperamen tenang. Dengan pemanfaatan pejantan unggul sapi Ongole untuk

diambil semennya dan dijadikan semen beku untuk disebarluaskan dalam program

inseminasi buatan semakin efisien .

Inseminasi buatan adalah salah satu cara yang dapat dilakukan untuk

mempercepat peningkatan populasi sapi. Keunggulan dari inseminasi buatan

adalah meningkatkan angka kelahiran secara cepat dan teratur; menghemat biaya

pemeliharaan ternak jantan; mencegah terjadinya kawin sedarah pada sapi betina

(inbreeding); dengan peralatan dan teknologi yang baik spermatozoa dapat

disimpan dalam jangka waktu yang lama; semen beku masih dapat dipakai untuk

beberapa tahun kemudian walaupun pejantan telah mati; menghindari kecelakaan
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yang sering terjadi pada saat perkawinan karena fisik pejantan terlalu besar;

menghindari ternak dari penularan penyakit terutama penyakit yang ditularkan

dengan hubungan kelamin (Rahadi, 2008).

Untuk menghasilkan semen beku yang berkualitas dibutuhkan bahan pengencer

yang mampu mempertahankan kualitas spermatozoa salah satunya adalah

pengencer tris kuning telur. Pengencer tris kuning telur memilki fungsi sebagai

antibiotik, larutan isotonik, buffer, agen krioprotektan untuk menunjang

kehidupan spermatozoa dalam produk semen beku, dan penyedia bahan sumber

nutrisi dan sumber energi bagi spermatozoa.

Kekurangan sumber energi bagi spermatozoa dapat menurunkan kualitas semen

beku. Spermatozoa selama proses pembuatan dan penyimpanan semen beku tetap

memerlukan sumber energi untuk tetap bertahan hidup. Penggunaan satu jenis

gugus gula dalam pengencer seperti fruktosa yang merupakan monosakarida tidak

cukup untuk penyediaan energi bagi spermatozoa selama proses pembuatan dan

penyimpanan semen beku, sehingga perlu adanya penambahan gugus gula yang

dapat menyediakan lebih banyak sumber energi seperti rafinosa. Rafinosa adalah

trisakarida yang merupakan gabungan dari galaktosa-glukosa-fruktosa yang dapat

menyediakan lebih banyak sember energi bagi spermatozoa. Menurut Rizal et al.,

(2006) , penambahan dextrosa, rafinosa, trehalosa, atau sukrosa 0,4% di dalam

pengencer tris efektif meningkatkan kualitas semen beku domba Garut. Menurut

Balai Besar Inseminasi Buatan Singosari (2008), penambahan dosis rafinosa

sebesar 2,5% dalam pengencer tris kuning telur berfungsi sebagai sumber enegi

spermatozoa.
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Penggunaan rafinosa dengan dosis yang efektif dalam bahan pengencer akan

menyediakan sumber energi yang cukup bagi spermatozoa. Oleh karena itu,

memodifikasi penggunaan dosis rafinosa sebagai sumber energi dalam bahan

pengencer dapat menyediakan nutrisi bagi spermatozoa dalam proses pembekuan.

Berdasarkan hal-hal di atas dengan adanya penambahan dosis rafinosa 0,5 %;

1,0%;  1,5%; 2,0%; 2,5% dan 3,0% dalam pengencer tris kuning telur

diharapkan mampu memberikan kualitas semen beku sapi Ongole yang baik.

Dosis rafinosa yang optimum akan memberikan sumber energi untuk mencegah

kematian spermatozoa dalam semen beku sehingga motilitas, persentase

spermatozoa hidup, dan abnormalitas spermatozoa dapat dipertahankan.

E. Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah

1. terdapat pengaruh penambahan dosis rafinosa yang berbeda dalam bahan

pengencer tris kuning telur terhadap motilitas, persentase hidup, dan

abnormalitas spermatozoa semen beku sapi Ongole;

2. terdapat dosis rafinosa optimum yang ditambahkan ke dalam pengencer

tris  kuning telur yang dapat mempertahankan motilitas, persentase hidup,

dan abnormalitas spermatozoa semen semen beku sapi Ongole.
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II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Karateristik Sapi Ongole

Bangsa (breed) sapi adalah sekumpulan ternak yang memiliki karakteristik

tertentu yang sama. Atas dasar karakteristik tersebut, ternak-ternak tersebut dapat

dibedakan dengan ternak lainnya meskipun masih dalam jenis hewan (species)

yang sama. Karakteristik yang dimiliki dapat diturunkan ke generasi berikutnya.

Menurut Blakely dan Bade (1992), sapi Ongole mempunyai klasifikasi taksonomi

sebagai berikut :

Phylum : Chordata

Subphylum : Vertebrata

Class : Mamalia

Sub class : Eutheria

Ordo : Artiodactyla

Sub ordo :Ruminantia

Infra ordo : Pecora

Famili : Bovidae

Genus : Bos (cattle)

Spesies : Bos Indicus

Menurut Burhan (2003), morfologi dan ciri-ciri sapi Ongole memiliki warna

tubuh putih sedikit keabuan, terdapat gelambir dari rahang bawah hingga ujung
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dada depan, badan besar, panjang, dan berpunuk di atas bahu, kepala panjang,

telinga kecil dan tegak, paha besar, kulit tebal dan lepas, temperamen tenang

dengan mata besar, tanduk pendek dan hampir tidak terlihat.

Keunggulan dari sapi Ongole adalah memiliki bobot badan besar sehingga jumlah

daging yang dihasilkan lebih besar, mampu bertahan pada suhu tinggi (40°C),

pertumbuhan relatif cepat walaupun adaptasi terhadap pakan yang berkualitas

rendah, betina kawin pertama umur 18 bulan, beranak pertama umur 30 bulan,

jantan kawin pertama umur 30—36 bulan, persentase karkas dan kualitas daging

baik, tahan terhadap ekto dan endoparasit, bertemperamen tenang, pertumbuhan

yang relatif cepat dengan presentase karkas yang baik, tinggi sapi jantan dapat

mencapai bobot badan 600—750 kg, sedangkan betina dewasa dapat mencapai

bobot badan 450—600 kg, pertambahan bobot badan harian dapat mencapai 0,75

kg, dan persentase karkas sekitar 58% ( Siregar, 2008).

Gambar 1. Sapi Ongole
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B. Semen

Semen adalah sekresi kelamin jantan dari epididimis serta kelenjar-kelenjar

kelamin pelengkap (kelenjar vesikularis) yang terdiri dari spermatozoa dan plasma

semen yang secara normal diejakulasi ke dalam saluran kelamin betina sewaktu

kopulasi, tetapi dapat pula ditampung dengan berbagai cara untuk keperluan

inseminasi buatan (Toelihere, 1985). Spermatozoa adalah sel atau benih yang

berasal dari sistem reproduksi jantan, sedangkan plasma adalah air mani yang

digunakan oleh spermatozoa untuk tetap bergerak.

Menurut Kristanto (2004), plasma semen berfungsi sebagai media transportasi

spermatozoa dari alat kelamin jantan menuju kelamin betina dan sebagai bahan

penyangga serta mengandung medium yang kaya nutrisi yang berperan membantu

spermatozoa tetap hidup di luar tubuh setelah dikeluarkan atau diejakulasikan.

Gambar 2. Struktur spermatozoa (Ladyofhats dan Rozzychan, 2007)

Spermatozoa terdiri dari tiga bagian yaitu kepala, bagian tengah, dan ekor. Di

dalam bagian kepala terdiri dari lapisan pelindung akrosom dan membran plasma,

untuk bagian dalam terdiri dari inti sel yang mengandung materi genetik (DNA).

Garner dan Hafez (2000) menyatakan bahwa spermatozoa normal terdiri dari
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kepala dan ekor, kepala berbentuk oval maemanjang lebar dan datar, berisi materi

inti dan kromosom DNA yang bersenyawa protein untuk membawa informasi

genetik.

C. Metabolisme Spermatozoa

Proses metabolisme spermatozoa terjadi di dalam mitokondria. Proses

metabolisme berjalan karena adanya proses respirasi sel. Kegiatan metabolisme

sel membutuhkan adanya energi sabagai bahan- bahan proses metabolisme.

Kebutuhan energi sel spermatozoa diperoleh dari sumber cairan semen. Menurut

Kristanto (2004), cairan semen mengandung empat substrat yang digunakan

sebagai bahan energi, yaitu fruktosa, sorbitol, gliseryl phosphoryl choline (GPC)

dan plasmlogen. Substrat-substrat tersebut akan bereaksi dan menghasilkan

energi yang berasal dari perombakan adenosin triphosphat (ATP) di dalam

selubung mitokondria melalui reaksi penguraian menjadi adenosin diphosphat

(ADP) dan adenosin monophosphat (AMP).

Garner dan Hafez (2000) menyatakan hasil pembentukan ADP akan

menghasilkan energi 7.000 mol/ kalori. Reaksi digambarkan dalam proses berikut

Fosfatase
ATP ADP + HPO3 = + Energi (7.000 kal/mol)

Fosfatase
ADP AMP + HPO3 = + Energi (7.000 kal/mol)

Proses perombakan fruktosa menjadi energi dapat terjadi tanpa atau adanya

oksigen. Proses perombakan fruktosa menjadi energi tanpa oksigen (anaerob)

melalui tahapan jalur Embden-Meyerhof dan dengan adanya oksigen (aerob)

melalui jalur Siklus Krebs.
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Energi yang dihasilkan dari hasil metabolisme akan digunakan sebagai energi

mekanik. Energi yang dihasilkan digunakan sebagai energi gerak, metabolisme,

dan untuk kehidupan sel spermatozoa. Bearden dan Fuquay (1984) menyatakan

bahwa proses metabolisme dipengaruhi oleh suhu. Semakin rendah suhu

lingkungan maka poses metabolisme akan berjalan lambat, sedangkan pada suhu

yang tinggi proses metabolisme akan berjalan dengan cepat. Selama proses

pembekuan sel spermatozoa akan mengalami penghentian hampir seluruh

aktivitas metabolisme sel karena pengaruh suhu lingkungan yang menjadi dingin.

Pada proses penyimpanan tersebut reaksi metabolisme akan terjadi secara anaerob

tetapi energi yang dihasilkan akan menjaga daya tahan sel spermatozoa.

D. Pengencer Spermatozoa

Menurut Aboagla dan Terada (2004), untuk menghasilkan semen beku yang

berkualitas tinggi dibutuhkan bahan pengencer semen yang mampu

mempertahankan kualitas spermatozoa selama proses pendinginan, pembekuan,

maupun pada saat thawing. Bahan pengencer harus mengandung sumber nutrisi,

buffer, bahan anti cold shock, antibiotik dan krioprotektan yang dapat melindungi

spermatozoa selama proses pembekuan dan thawing. Menurut Toelihere (1993),

sumber nutrisi yang paling banyak digunakan adalah karbohidrat terutama

fruktosa karena paling mudah dimetabolisasi oleh spermatozoa. Buffer berfungsi

sebagai pengatur tekanan osmotik dan juga berfungsi menetralisir asam laktat

yang dihasilkan dari sisa metabolisme spermatozoa. Steinbach dan Foote (1967)

menyatakan bahwa buffer yang umum digunakan adalah tris (hydroxymethyl)

aminomethane yang mempunyai kemampuan sebagai penyangga yang baik
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dengan toksisitas yang rendah dalam konsentrasi yang tinggi. Menurut Aboagla

dan Terada (2004), bahan anti cold shock yang umum ditambahkan adalah kuning

telur, yang dapat melindungi spermatozoa pada saat perubahan suhu dari suhu

ruang (28°C) pada saat pengolahan ke suhu ekuilibrasi (5°C).

E. Tris Kuning Telur

Bahan pengencer Tris Kuning Telur terdiri dari Tris aminomethane, asam

sitrat monohidrat, kristal glukosa, kuning telur, penicillin, strepromycin dan

aquabidestilata. Tris aminomethane berfungsi sebagai buffer dan

mempertahankan tekanan osmotik dan keseimbangan elektrolit. Kuning telur

berfungsi melindungi spermatozoa terhadap cold shock dan sebagai sumber energi

( Partodihardjo, 1992).

Kuning telur memiliki komposisi gizi yang lebih lengkap dibanding putih telur.

30% dari berat telur adalah kuning telur. Komposisi kuning telur terdiri dari air,

protein, lemak, karbohidrat, mineral dan vitamin (Sarwono, 1995). Protein telur

termasuk sempurna karena mengandung semua jenis asam amino esensial dalam

jumlah yang cukup seimbang (Haryanto, 1996). Kuning telur mengandung

lipoprotein dan lechitin yang mempertahankan dan melindungi integritas dan

selubung lipoprotein dari sel spermatozoa dan mencegah cold shock (Toelihere,

1985). Daya guna telur ayam sebagai pengencer semen sangat berharga dan pada

dewasa ini penggunaannya meluas ke seluruh dunia (Hafez, 1987).
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F. Rafinosa

Rafinosa adalah trisakarida yang merupakan gabungan dari galaktosa-glukosa-

fruktosa yang dapat menyediakan lebih banyak sumber energi bagi spermatozoa.

Menurut Rizal et al., (2006), penambahan dextrosa, rafinosa, trehalosa, atau

sukrosa 0,4% di dalam pengencer tris efektif meningkatkan kualitas semen beku

domba Garut. Menurut Balai Besar Inseminasi Buatan Singosari (2008),

penambahan dosis rafinosa sebesar 2,5% dalam pengencer tris kuning telur

berfungsi sebagai sumber energi dan  krioprotektan.

Menurut Savitri et al., (2014), trehalosa dan rafinosa yang ditambahkan ke dalam

pengencer akan berasosiasi dengan karbohidrat yang ada pada selubung sel

sehingga membran plasma dapat terlindungi dari kerusakan secara mekanik

selama proses pengolahan semen berlangsung, terutama saat penyimpanan pada

suhu rendah. Apabila karbohidrat yang ada pada membran plasma sel tersebut

rusak selama proses preservasi, diharapkan trehalosa dan rafinosa yang

ditambahkan dapat menjadi pengganti sehingga struktur selubung sel tetap utuh.

Trehalosa dan rafinosa dapat melindungi membran plasma spermatozoa dari

pengaruh kejutan dingin selama penyimpanan pada suhu rendah (5°C).

Menurut  Rizal et al., (2006), adanya perbaikan kualitas semen beku dengan

penambahan berbagai jenis gula seperti rafinosa di dalam pengencer menjadi

indikator bahwa gula-gula tersebut efektif melindungi spermatozoa dari kerusakan

selama proses kriopreservasi semen. Gula yang ditambahkan berfungsi sebagai

substrat sumber energi dan sekaligus sebagai krioprotektan ekstraseluler. Sebagai

substrat sumber energi, gula tersebut akan dimetabolisir melalui jalur glikolisis
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atau dilanjutkan dengan reaksi asam trikarboksilat (siklus Krebs), sehingga

dihasilkan energi berupa ATP yang akan dimanfaatkan oleh spermatozoa dalam

pergerakan (motilitas). Sebagai krioprotektan ekstraseluler, gula akan melindungi

membran plasma sel spermatozoa dari kerusakan secara mekanik yang terjadi saat

proses kriopreservasi semen. Hal ini ditandai dengan lebih tingginya nilai

persentase membran plasma utuh (MPU) semen beku perlakuan penambahan gula

dibandingkan dengan perlakuan kontrol. Menurut Salamon dan Maxwell (2000),

gula dalam keadaan beku berbentuk seperti kaca (glass) yang tidak tajam,

sehingga tidak merusak sel spermatozoa secara mekanik. Gula dapat melindungi

membran plasma sel spermatozoa karena pada bagian luar membran plasma sel

terdapat karbohidrat yang berikatan dengan lipid (glikolipid) atau protein

(glikoprotein) yang disebut selubung sel atau glikokaliks (Subowo, 1995).

Krystalia (2013) menyatakan bahwa rafinosa adalah suatu trisakarida yang

penting, terdiri atas tiga molekul monosakarida yang berikatan, yaitu fruktosa-

glukosa-galaktosa. Setelah dihidrolisi sempurna, gugus gula yang pertama

digunakan oleh spermatozoa adalah fruktosa. Fruktosa dalam sel difosforilasi

oleh heksokinase atau fruktokinase yang akhirnya menjadi fruktosa 1 fosfat. Lalu

akan dipecah menjadi DHAP (dihidroksiasetonfosfat) dan gliseraldehid oleh

aldolase B. DHAP dapat secara langsung masuk ke glikolisis dan

glukoneogenesis di dalam sel.

Metabolisme glukosa di dalam sel yaitu glukosa mengalami fosforilasi oleh suatu

heksokinase menjadi glukosa 6-fosfat. Glukosa 6-fosfat kemudian dapat masuk

ke sejumlah jalur metabolik. Tiga jalur yang biasa terdapat pada semua jenis sel
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adalah glikolisis, jalur pentosa fosfat, dan sintesis glikogen. Di dalam jaringan,

fruktosa dan gataktosa diubah menjadi zat antara metabolisme glukosa. Dengan

demikian, nasib gula-gula ini sejajar dengan nasib yang dialami oleh glukosa.

Metabolisme utama glukosa 6-fosfat adalah oksidasi melalui jalur glikolisis, yang

merupakan sumber ATP untuk semua jenis sel. Sel yang tidak memiliki

mitokondria tidak dapat mengoksidasi bahan bakar lain. Sel tersebut

menghasilkan ATP dari glikolisis anaerobik (perubahan glukosa menjadi laktat).

Sel yang memiliki mitokondria mengoksidasi glukosa menjadi CO2 dan H2O

melalui glikolisis dan siklus asam trikarboksilat (Krystalia, 2013).

Metabolisme galaktosa menggunakan enzim galaktokinase yang mengkatalisis

dalam glikolisis dan dalam reaksi ini diperlukan ATP sebagai donor fosfat.

Galaktosa 1-fosfat yang terbentuk akan bereaksi dengan uridin difosfat glukosa

(UDPG) dan menghasilkan uridin difosfat galaktosa dan glukosa 1-fosfat. Reaksi

ini dikatalisis enzim galaktosa 1-fosfat uridil transferase, galaktosa menggantikan

tempat glukosa. Perubahan galaktosa menjadi glukosa ini terjadi pada suatu

nukleotida yang mengandung galaktosa, peristiwa oksidasi-reduksi berlangsung

dan memerlukan NAD+ sebagai ko-enzim. UDP-glukosa yang dihasilkan

dibebaskan dalam bentuk glukosa 1-fosfat sebelum UDP-glukosa yang dihasilkan

dibebaskan digabung dulu dengan molekul glikogen, baru kemudian dipecah oleh

enzim fosforilase (Krystalia, 2013).

G. Pemeriksaan Semen

Menurut Toelihere (1993), pemeriksaan dan evaluasi harus meliputi keadaan

umum contoh semen, volume, konsentrasinya dan motilitas atau daya gerak.
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Observasi ini perlu untuk penentuan kualitas semen dan daya reproduksi pejantan

dan lebih khusus lagi, untuk menentukan kadar pengenceran semen. Pemeriksaan

lebih lanjut meliputi perhitungan jumlah sel-sel abnormal, pewarnaan diferential

untuk menentukan sperma yang hidup dan yang mati, penentuan metabolisme

spermatozoa, dan penentuan resistensi sel-sel sperma terhadap kondisi-kondisi

merugikan.

Volume semen yang tertampung dapat langsung terbaca pada tabung penampung

yang berskala. Toelihere (1993) menyatakan bahwa volume semen sapi antara

5—8 ml. Menurut Aerens et al., (2004), volume semen bervariasi antara 1— 12

ml tiap ejakulasi untuk sapi yang masih muda dan untuk sapi yang telah dewasa

dapat menghasilkan semen tiap ejakulat 10—15 ml.

Semen sapi normal berwarna seperti susu atau kream keputih-putihan dan keruh.

Derajat kekeruhannya tergantung pada konsentrasi sperma. Kira-kira 10% sapi-

sapi jantan menghasilkan semen yang normal berwarna kekuning-kuningan;

warna ini disebabkan oleh pigmen riboflavin yang dibawakan oleh satu gen

autosomal resesif dan tidak mempunyai pengaruh terhadap fertilitas (Toelihere,

1993).

Kisaran pH semen menurut Toelihere (1993) yaitu antara 6,2—7,5. pH dapat

dilihat dengan mencocokan warna dari kertas lakmus yang telah ditetesi semen

dengan warna pada tabung kemasan kertas lakmus.
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1. Motilitas

a. Gerakan massa

Menurut Salisbury dan Van Denmark (1985), sesuai dengan bentuk morfologi

spermatozoa dan pola metaboliknya yang khusus dengan dasar produksi energi

spermatozoa hidup dapat mendorong dirinya sendiri maju ke depan di dalam

lingkungan zat cair. Motilitas telah sejak lama dikenal sebagai alat untuk

memindahkan spermatozoa melalui saluran reproduksi hewan betina. Transport

kilat spermatozoa dari serviks ke infundibulum terjadi secara otomatik (meski

pada spermatozoa tidak motil) karena rangsangan oxytocin, terhadap konsentrasi

saluran reproduksi.

Motilitas spermatozoa di dalam infundibulum bertugas sebagai alat penyebaran

spermatozoa secara acak ke seluruh daerah saluran kelamin betina, untuk

membuahi ovum jadi menjamin kepastian secara statik pertemuan spermatozoa

dengan ovum. Faktor-faktor yang mempengaruhi motilitas spermatozoa adalah

umur sperma, maturasi (pematangan) sperma, penyimpanan energi ATP

(Adenosin Triphosphat), agen aktif, biofisik dan fisiologik, cairan suspensi dan

adanya rangsangan hambatan (Hafez, 2000). Berdasarkan penilaian gerakan

massa, kualitas semen dapat ditentukan sebagai

berikut:

 sangat baik (+++), terlihat gelombang-gelombang besar, banyak, gelap,

tebal dan aktif bagaikan gumpalan awan hitam saat akan turun hujan yang

bergerak cepat berpindah-pindah tempat;

 baik (++), bila terlihat gelombang-gelombang kecil, tipis, jarang, kurang

jelas dan bergerak lamban;
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 cukup (+), jika terlihat gelombang melainkan hanya gerakan-gerakan

individual aktif progresif;

 buruk (N, necrospermia atau 0), bila hanya sedikit atau tidak ada

gerakangerakan individual.

b. Gerakan individu

Dibawah pembesaran pandangan 10x40 pada selapis tipis semen di atas gelas

objek yang ditutupi gelas penutup akan terlihat gerakan-gerakan individual

spermatozoa. Pada umumnya dan yang terbaik adalah pergerakan progresif atau

gerakan aktif maju ke depan. Gerakan melingkar dan gerakan mundur sering

merupakan tanda-tanda cold shock atau media yang tidak isotonik dengan semen.

Gerakan berayun atau berputar di tempat sering terlihat pada semen yang tua,

apabila kebanyakan spermatozoa telah berhenti bergerak maka dianggap mati

(Feradis, 2010). Penilaian gerakan individual spermatozoa mempunyai nilai 0

sampai 5, sebagai berikut:

0 : spermatozoa immotil atau tidak bergerak;

1 : pergerakan berputar di tempat;

2 : gerakan berayun melingkar, kurang dari 50% bergerak progresif dan

tidak ada gelombang;

3 : antara 50 sampai 80% spermatozoa bergerak progresif dan menghasilkan

gerakan massa;

4 : pergerakan progresif yang gesit dan segera membentuk gelombang

dengan 90% sperma motil;

5 : gerakan yang sangat progresif, gelombang yang sangat cepat,

menunjukkan 100% motil aktif ( Toelihere, 1993).
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Penilaian gerakan individu yang terlihat pada mikroskop juga dapat dilihat dengan

standar dibawah ini:

0 %        : spermatozoa tidak bergerak;

0—30 % : gerakan berputar ditempat; pergerakan progresif;

30—50 % : gerakan berayun atau melingkar; pergerakan progresif;

50—80 % : ada gerakan massa; pergerakan progresif;

80—90 % : ada gelombang; pergerakan progresif;

90—100 % : gelombang sangat cepat; pergerakan sangat progresif,

(Toelihere, 1985).

2. Abnormalitas

Menurut Toelihere (1985), abnormalitas sperma diklasifikasikan dalam

abnormalitas primer dan sekunder. Abnormalitas primer meliputi kepala yang

terlampau besar (macrocephalic), kepala terlampau kecil (microcephalic), kepala

pendek melebar, pipih memanjang dan piriformis; kepala rangkap, ekor ganda;

bagian tengah melipat, membengkok, membesar, piriformis; atau bertaut abaxial

pada pangkal kepala; dan ekor melingkar, putus atau terbelah. Abnormalitas

sekunder termasuk ekor yang putus, kepala tanpa ekor, bagian tengah yang

melipat, adanya butiran-butiran protoplasma proksimal atau distal dan akrosom

yang terlepas.

Setiap spermatozoa yang abnormal tidak dapat membuahi sel telur, tanpa

memandang apakah abnormalitas tersebut terjadi di dalam tubuli seminiferi,

dalam epididimis atau oleh perlakuan yang tidak legeartis terhadap ejakulat.
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Selama abnormalitas spermatozoa belum mencapai 20% dari contoh semen, maka

semen tersebut masih dapat dipakai untuk inseminasi (Toelihere, 1993).

Gambar 3. Abnormalitas spermatozoa

3. Persentase hidup

Sperma yang hidup dapat diketahui dengan pengecatan atau pewarnaan

dengan menggunakan eosin. Eosin dapat dibuat dari serbuk eosin yang dilarutkan

dalam aquadest dengan konsentrasi 1 : 9. Sperma ditetesi dengan larutan eosin

dan diratakan, kemudian di angin-anginkan atau di fiksasi dengan

menggunakan spiritus, setelah itu dilihat di bawah mikroskop. Sperma yang

tercat atau berwarna merah berarti sperma itu mati, sedangkan yang tidak

terwarnai atau tidak tercat berarti sperma itu hidup (Mulyono, 1998).

Perbedaan afinitas zat warna antara sel-sel sperma yang mati dan yang hidup

digunakan untuk melindungi jumlah sperma hidup secara objektif pada waktu

semen segar dicampur dengan zat warna (eosin 2%). Sel-sel sperma yang hidup
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tidak atau sedikit sekali menghisap warna sedangkan yang mati akan mengambil

warna karena permeabilitas dinding meningkat sewaktu mati. Tujuan pewarnaan

diferensial adalah untuk mengetahui persentase sel-sel sperma yang mati dan yang

hidup (Hafez, 1987).

Menurut Hafez (2000), persentase hidup semen sapi segar sebesar 60—80%.

Toelihere (1993) menyatakan bahwa semen yang baik memiliki persentase

viabilitas diatas 50%. Menurut Bearden dan Fuquay (1984), persentase

spermatozoa hidup akan selalu lebih tinggi daripada motilitas spermatozoa.
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III. BAHAN DAN METODE

A. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 16—18 Mei 2016 yang bertempat di

Laboratorium Unit Pelayanan Teknis Daerah Balai Inseminasi Buatan Daerah

(UPTD-BIBD) Lampung Tengah. Penelitian ini menggunakan semen dari seekor

sapi Ongole milik Unit Pelayanan Teknis Daerah Balai Inseminasi Buatan Daerah

(UPTD-BIBD) Lampung Tengah.

B. Alat dan Bahan Penelitian

Peralatan yang digunakan adalah vagina buatan, tabung penampung berskala

dengan ketelitian 0,1 ml, labu didih dan penangas, timbangan digital dengan merk

Cook master electronic kitchen scale No: GP KS043 dengan ketelitian 0,01 g,

termometer, spatula, corong, gelas ukur pyrex, kertas label, kertas whatman,

waterbath, object dan cover glass, spektrofotometer minitube, micropipet dengan

ketelitian 0,1 ml, beaker glass, tabung erlenmeyer, cooltop, mesin filling and

sealing , pH meter, boks untuk prefreezing dan freezing, mikroskop, tisu, counter

number, stopwatch, dan kontainer, serta alat tulis.

Bahan yang digunakan adalah semen segar sapi Ongole, zat pewarna (eosin 2%),

NaCl fisiologi, NaCl 3%, air hangat untuk proses thawing, bahan pengencer yang
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terdiri dari tris aminomethan, kuning telur, fruktosa, rafinosa, asam sitrat,

antibiotik (penisilin dan streptomisin), gliserol, aquabidest, dan nitrogen cair.

C. Rancangan Percobaan

Rancangan percobaan pada penelitian ini menggunakan metode Rancangan Acak

Lengkap (RAL) dengan 6 kali perlakuan dengan 4 kali pengulangan. Perlakuaan

yang dicobakan adalah konsentrasi rafinosa sebagai berikut

R1 : penambahan rafinosa 0,5% dalam bahan pengencer.

R2 : penambahan rafinosa 1,0 % dalam bahan pengencer.

R3 : penambahan rafinosa 1,5% dalam bahan pengencer.

R4 : penambahan rafinosa 2,0% dalam bahan pengencer.

R5 : penambahan rafinosa 2,5% dalam bahan pengencer.

R6 : penambahan rafinosa 3,0% dalam bahan pengencer.

D. Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis ragam pada taraf nyata 5% dan atau 1% dan

dilanjutkan dengan uji Polinomial Ortogonal untuk perlakuan yang berpengaruh

nyata (Steel dan Torrie, 1993).

E. Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian ini terbagi dalam beberapa tahap kegiatan yaitu proses

koleksi atau penampungan semen, evaluasi semen segar, proses penambahan

pengenceran dengan dosis rafinosa yang berbeda, ekuilibrasi (diikuti evaluasi
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semen), filling dan sealing, prefreezing (diikuti evaluasi semen), freezing, dan

evaluasi PTM. Prosedur penelitian ini digambarkan pada Gambar 4.

Gambar 4 . Prosedur kerja

1. Penampungan semen

Penampungan semen diawali dengan persiapan tempat penampungan, persiapan

bull teaser, persiapan vagina buatan, dan persiapan pejantan yang akan dikoleksi

semennya. Pejantan yang akan dikoleksi harus sudah diberi pakan dan

dimandikan agar semen yang dihasilkan lebih optimal dan tidak terkontaminasi

oleh kotoran yang ada dibadan sapi. Semen pejantan ditampung setelah pejantan

melakukan false moulting 2—3 kali dan sudah mengeluarkan cairan aksesori,

penis berwarna merah, dan keras.

Penampungan semen

Penambahan Pengencer
(dosis rafinosa berbeda)

Ekuilibrasi

Filling and sealing

prefreezing

Freezing selama 1 hari

Evaluasi PTM

Evaluasi semen
segar

Evaluasi setelah
ekuilibrasi

Evaluasi setelah
prefreezing
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2. Evaluasi semen segar

Evaluasi semen dilakukan untuk mengetahui kualitas semen sehingga layak atau

tidak untuk dilakukan proses selanjutnya. Evaluasi semen meliputi pemeriksaan

makroskopis, mikroskopis, dan konsentrasi. Pemeriksaan makroskopis meliputi

volume, warna, bau, konsistensi, dan pH sedangkan pemeriksaan mikroskopis

meliputi gerakan massa, motilitas minimal 70%, abnormalitas kurang dari 20%,

dan persentase hidup  60—80% (BBIB Singosari, 2008).

3. Pengenceran semen

Pengenceran semen dilakukan dengan pengencer tris kuning telur. Bahan tris

kuning telur terdiri dari kuning telur, asam sitrat, fruktosa, rafinosa (dengan dosis

yang berbeda), penisilin, streptomisin, aquabides, dan gliserol. Komposisi bahan

pengencer tris kuning telur yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada

Tabel 1. Volume bahan pengencer dihitung dengan rumus sebagai berikut

Σ pengencer = Vol. semen ×%Motil × Konsentrasi25 juta x dosis IB − vol. semen
( BIBD Lampung Tengah, 2012).

Cara membuat bahan pengencer tris kuning telur dengan dosis rafinosa yang

berbeda :

a. menimbang bahan-bahan berupa tris aminomethan, asam sitrat, fruktosa,

dan rafinosa;

b. memasukkan bahan-bahan yang terdiri dari 1,56 gr tris aminomethane,

0,88 gr asam sitrat, dan  2,5 gr fruktosa ke dalam tabung Erlenmeyer dan

menambahkan aquadest sebanyak 80 ml kemudian mencampur hingga

homogen;
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c. setelah homogen, kemudian merendam erlenmeyer tersebut ke dalam

mangkok yang telah terisi air mendidih dengan tujuan untuk sterilisasi;

d. menurunkan suhunya dari 100oC ke suhu 32oC;

e. memasukkan kuning telur 20 ml, mengaduk hingga homogen;

f. memasukkan dalam refrigerator dan setelah 1 hari memisahkan antara

endapan dan supernatan, serta yang digunakan hanya supernatannya

sedangkan endapan dibuang;

g. menambahkan gliserol 6 ml, penicillin 0,3 ml dan streptomicyn 1 ml

kemudian mengaduk sampai homogen;

h. membagi pengencer tris kuning telur yang telah dibuat dengan volume

sama banyak 10 ml pada tiap bagian, kemudian menambahkan rafinosa

dengan masing-masing dosis 0,5%;  1,0%;  1,5%;  2,0%; 2,5% dan 3,0%.

( BIBD Lampung Tengah, 2012).

Tabel 1. Komposisi bahan pengencer

Bahan Perlakuan
R1 R2 R3 R4 R5 R6

Tris Aminomethan (g) 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56
Citric Acid (g) 0,88 0,56 0,56 0,56 0,56 0.56
Fruktosa (g) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Rafinosa (g) 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Penisillin (ml ) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Streptomisin (ml) 1 1 1 1 1 1
Kuning telur (ml) 20 20 20 20 20 20
Aquabides (ml) 80 80 80 80 80 80
(BIBD Lampung Tengah, 2012)
Keterangan : R1= dosis rafinosa 0,5%; R2= dosis rafinosa 1,0%; R3= dosis rafinosa 1,5%;
R4=dosis rafinosa 2,0%; R5= dosis rafinosa 2,5%; R6= dosis rafinosa 3,0%
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Secara singkat proses pembuatan pengencer tris kuning telur terdapat pada

Gambar 5

Gambar 5. Tahapan pembuatan pengencer

4. Ekuilibrasi

Proses ekuilibrasi dilakukan setelah semen dicampur dengan bahan pengencer.

Ekuilibrasi dilakukan selama 4 jam di dalam cooltop. Waktu ekuilibrasi adalah

waktu yang diperlukan spermatozoa sebelum pembekuan untuk menyesuaikan diri

dengan pengencer supaya sewaktu pembekuan kematian sperma yang berlebihan

dapat dicegah. Semen harus berada di dalam pengencer dengan atau tanpa

gliserol selama kurang lebih 4 jam pada suhu 5oC (Toelihere, 1985). Evaluasi

post ekuilibrasi meliputi motilitas, persentase spermatozoa hidup, dan

abnormalitas spermatozoa.

Pembuatan buffer tris

Penambahan gliserol
dan antibiotik

Penambahan kuning
telur

10 ml pengencer tris + rafinosa 0,5%

10 ml pengencer tris + rafinosa 1,0%

10 ml pengencer tris + rafinosa 1,5%

10 ml pengencer tris + rafinosa 2,0%

10 ml pengencer tris + rafinosa 2,5%

10 ml pengencer  tris + rafinosa 3,0%
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5. Filling-sealing

Filling sealing adalah suatu proses pengisian semen yang telah ditambahkan

bahan pengencer ke dalam straw dengan menggunakan mesin filling-sealing.

Semen dikemas di dalam mesin cool top dengan suhu 5—6oC secara otomatis dan

diisi ke dalam straw yang berisi 0,25 ml semen dengan konsentrasi sperma

25x106sel/dosis (BIBD Lampung Tengah, 2012).

6. Proses prefreezing

Proses prefreezing semen dilakukan dengan cara meletakkan straw ke dalam boks

di atas uap nitrogen selama 9 menit pada kisaran suhu mencapai -140oC. Boks

yang digunakan untuk proses prefreezing diisi dengan nitrogen cair dengan batas

ketinggian 10 cm. Jarak permukaan nitrogen cair dalam boks dengan straw 6 cm.

Proses prefreezing dilakukan dalam kondisi tertutup dengan tujuan untuk

mengurangi proses penguapan nitrogen cair di dalam boks (BIBD Lampung

Tengah, 2012). Evaluasi prefreezing merupakan pengujian kualitas semen untuk

mengetahui motilitas, spermatozoa hidup, dan abnormalitas spermatozoa.

7. Proses freezing

Freezing atau pembekuan adalah suatu proses sperma setelah mengalami proses

ekuilibrasi dan dimasukkan ke dalam kontainer berisi nitrogen cair bersuhu

-196oC. Straw yang telah berisi semen beku dimasukkan ke dalam goblet dan

dalam kanister (Toilehere, 1985). Kualitas semen setelah proses freezing dapat

diketahui dengan melakukan evaluasi PTM.
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Menurut SNI 4869. 1 (2008), semen beku sesudah dicairkan kembali (post

thawing) pada suhu antara 37°C dan 38°C selama 15 detik sampai dengan 30

detik harus menunjukkan motilitas spermatozoa minimal 40% dan derajat gerakan

individu spermatozoa minimal 2 (dua). Evaluasi PTM ini memeriksa motilitas,

persentase hidup, dan abnormalitas spermatozoa.

F. Peubah yang Diamati

1. Motilitas spermatozoa

Motilitas atau daya gerak spermatozoa dapat dilakukan dengan pemeriksaan

gerakan massa dan gerakan-gerakan individual sperma dibawah mikroskop.

Standar penilaian gerakan individu yang terlihat di bawah mikroskop adalah

0—100%.

2. Persentase spermatozoa hidup

Persentase spermatozoa hidup dapat dilihat dengan cara membuat preparat ulas

menggunakan pengecatan eosin sebesar 2%. Pada gelas obyek larutan eosin

diteteskan kemudian dicampur dengan satu tetes semen hingga homogen. Setelah

itu dibuat menjadi preparat ulas tipis dengan cara menempelkan ujung kaca

penutup pada kedua cairan sehingga cairan tersebut tercampur homogen. Setelah

itu dorong gelas penutup ke ujung gelas obyek sehingga terbentuk lapisan tipis

dan keringkan menggunakan pengering, kemudian diamati menggunakan

mikroskop dengan perbesaran sedang (10x40) atau kuat (10x100). Spermatozoa

yang mati dan hidup memiliki perbedaan diantaranya spermatozoa hidup akan

terlihat tidak berwarna dan untuk spermatozoa mati akan berwarna merah muda
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atau merah karena dindingnya menyerap warna akibat permeabilitas dindingnya

meningkat. Jumlah minimal sel yang diamati sebanyak 210 sel, kemudian

dihitung dengan rumus:

spermatozoa Hidup( %) = jumlah spermatozoa hidupjumlah total spermatozoa × 100%
(Mumu, 2009).

3. Abnormalitas Spermatozoa

Abnormalitas spermatozoa dapat dilihat pada kepala, badan dan ekor

spermatozoa. Untuk melihat abnormalitas spermatozoa dapat dengan membuat

preparat ulas dengan pengecatan menggunakan eosin 2%, kemudian dilihat

dibawah mikroskop dengan perbesaran sedang (10x40) atau kuat (10x100).

Jumlah spermatozoa yang dihitung minimal 210 sel, kemudian dihitung dengan

rumus:

abnormalitas (%) = jumlah spermatozoa abnormaljumlah sel spermatozoa keseluruhan × 100%
( Salmah, 2014)
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V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini maka dapat disimpulkan bahwa

1. penambahan dosis rafinosa dalam pengencer tris kuning telur

menunjukkan pengaruh tidak berbeda nyata (P>0,05) terhadap persentase

motilitas setelah prefreezing, persentase motilitas Post Thawing Motility,

persentase hidup spermatozoa Post Thawing Motility, persentase

abnormalitas spermatozoa setelah ekuilibrasi, persentase abnormalitas

spermatozoa setelah prefreezing, dan persentase abnormalitas spermatozoa

Post Thawing Motility;

2. penambahan dosis rafinosa dalam bahan pengencer tris kuning telur

berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap persentase motilitas

spermatozoa setelah ekuilibrasi berpola regresi linier dengan persamaan

ӯ=65,58-2,36x dan persentase spermatozoa hidup setelah prefreezing

berpola regresi linier dengan persamaan ӯ=79,13-4,68x serta memberikan

pengaruh nyata (P<0,05) terhadap persentase spermatozoa hidup setelah

ekuilibrasi berpola regresi linier dengan persamaan ӯ=81,23-4,47x.
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B. Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini, saran yang dapat diberikan adalah perlu diadakan

penelitian lebih lanjut terhadap pemberian dosis rafinosa kurang dari 0,5% dalam

pengencer tris kuning telur terhadap motilitas, persentase hidup, dan abnormalitas

spermatozoa sapi Ongole.
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