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ABSTRAK

PENGARUH PENAMBAHAN DOSIS RAFINOSA DALAM PENGENCER
SUSU SKIM TERHADAP MOTILITAS, PERSENTASE HIDUP DAN
ABNORMALITAS SPERMATOZOA SAPI ONGOLE

Oleh
INDAH IFTINANDARI MUNZIR

Penelitian ini dilaksanakan di Unit Pelayanan Teknis Daerah Balai Inseminasi
Buatan Daerah (UPTD-BIBD) Lampung Tengah, pada 23—24 Me 2016,
bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan dosis rafinosa yang berbeda
dan dosis rafinosa optimum dalam pengencer susu skim yang dapat
mempertahankan persentase motilitas, persentase hidup dan persentase
abnormalitas spermatozoa semen beku sapi Ongole. Rancangan penelitian yang
digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan yaitu
0,5%; 1,0%; 1,5%; 2,0%; 2,5%; 3,0% dalam pengencer susu skim dan masing-
masing perlakuan dilakukan pengulangan sebanyak 4 kali. Data yang diperoleh
dianalisis menggunakan analisis ragam pada taraf nyata 5% dan atau 1%, dan
untuk peubah yang nyata dilakukan uji polinomial ortogonal padataraf nyata 5%
dan atau 1% untuk mengetahui dosis rafinosa yang optimum. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa penambahan dosis rafinosa memberikan pengaruh yang tidak
berbeda nyata (P>0,05) terhadap persentase motilitas setelah ekuilibrasi dan
prefreezing, persentase spermatozoa hidup setelah ekuilibrasi dan prefreezing,
serta persentase abnormalitas spermatozoa setel ah prefreezing, dan PTM.
Penambahan dosis rafinosa dalam bahan pengencer susu skim berpengaruh sangat
nyata (P<0,01) terhadap persentase motilitas spermatozoa PTM berpolaregresi
linier dengan persamaan y =25,08+4x, persentase spermatozoa hidup PTM
berpolaregres linier dengan persamaan y =22,55+5,77x dan persentase
abnormalitas spermatozoa setelah ekuilibrasi berpolaregresi linier dengan
persamaan y =6,36-1,71x.

Kata kunci: Sapi Ongole, Kualitas semen, Rafinosa, Susu skim
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang dan Masalah

Jumlah penduduk di Indonesia yang semakin bertambah membuat kebutuhan
bahan pangan semakin meningkat. Salah satu kebutuhan pangan berasal dari
protein hewani. Kesadaran masyarakat tentang pentingnya protein hewani
berdampak pada tingginya permintaan terhadap sumber protein. Pemenuhan
kebutuhan protein hewani dapat dilakukan dengan meningkatkan populasi ternak
daging. Salah satu ternak yang berpotensi menghasilkan daging adalah sapi

Ongole.

Sapi Ongole merupakan sapi dari golongan Bos sondaicus yang berhasi|
dijinakkan di India. Secara umum sapi Ongole termasuk ternak yang jinak
dengan temperamen tenang dengan mata besar, tanduk pendek dan hampir tidak
terlihat. Sapi onggole mampu bertahan terhadap panas serta endoparasit dan
ektoparasit, mampu beradaptasi terhadap pakan yang jelek, pertumbuhan yang
relatif cepat dengan presentase karkas yang baik. Tinggi sapi jantan dapat
mencapai 150 cm dengan bobot badan 600—750 kg, sedangkan betina dewasa
dapat mencapai tinggi badan 135cm dengan bobot badan 450—600 kg (Burhan,

2003).



Peningkatan populasi sapi Ongole dapat dilakukan dengan menerapkan berbagai
teknologi di bidang peternakan yang telah berkembang dengan pesat. Salah satu
teknologi yang dapat digunakan untuk meningkatkan populasi sapi Ongole adalah
teknik Inseminasi Buatan (IB). Teknik 1B merupakan proses memasukkan
sperma ke dalam saluran reproduksi betina dengan tujuan membuat betina bunting
tanpa perlu terjadi perkawinan secaraalami. Tujuan |B adalah sebagai salah satu
alat yang diciptakan manusia untuk meningkatkan populasi dan produksi ternak

secara kuantitatif dan kualitatif (Toelihere, 1993).

Keberhasilan 1B dipengaruhi oleh kualitas semen. Semen yang baik serta layak
untuk inseminasi dapat dipertahankan dengan cara pengawetan semen yaitu
dengan melakukan pengenceran semen. Pengenceran semen dilakukan untuk
menambah volume semen dan menyediakan sumber energi dan zat-zat lain untuk
mempertahankan daya tahan hidup dan fertilitas spermatozoa. Mumu (2009)
mengemukakan bahwa pengenceran semen bertujuan untuk menambah volume
semen dari tiap g akulasi dan memberi zat-zat makanan yang dibutuhkan untuk
mempertahankan daya tahan hidup dan fertilitas, selain itu pengenceran juga dapat
memberi perlindungan terhadap sperma dari terjadinya kejutan dingin (cold
shock), mencegah tumbuhnya kuman dan juga sebagai penyanggah dalam

menjaga kestabilan pH.

Bahan pengencer yang dapat digunakan untuk pengenceran semen salah satunya
adalah susu skim. Susu skim mengandung zat nutrisi yang dapat dimanfaatkan
oleh spermatozoa sebagai sumber energi. Selain itu, susu skim juga mengandung
zat lipoprotein dan lesitin sehingga bisa digunakan dalam pengencer semen untuk

melindungi spermatozoa dari pengaruh kejut dingin (cold shock) dan air susu



juga mengandung enzim yang hancur pada waktu pemanasan. Pemanasan air
susu di atas 80°C akan melepaskan gugusan sulfhydril (-SH) yang berfungsi

sebagai zat reduktif yang mengatur metabolisme oksidatif sperma.

Penambahan susu skim pada pengenceran semen belum mencukupi untuk
mempertahankan kualitas semen. Hal tersebut dapat diatasi dengan penambahan
senyawa lain dalam pengencer, salah satunya adalah karbohidrat. Menurut
Salisbury dan Van Denmark (1985), penambahan berbagai bahan lain di dalam
pengencer penyanggah kuning telur seperti karbohidrat merupakan salah satu hal
yang sangat berarti bagi penyediaan energi untuk spermatozoa. Beberapajenis
karbohidrat yang dapat digunakan dalam pengencer adalah glukosa, fruktosa,

|aktosa, dan rafinosa.

Rafinosa merupakan suatu trisakarida yang penting, terdiri dari galaktosa,
glukosa, dan fruktosa. Penambahan rafinosa di dalam pengencer dapat
menyimpan cadangan energi dalam jumlah yang lebih banyak, sehingga dapat
digunakan oleh spermatozoa dalam waktu yang lebih lama. Penambahan dosis
rafinosa dalam pengencer susu skim sampai saat ini belum dilakukan. Oleh
karenaitu, perlu dilakukan penelitian terhadap penambahan dosis rafinosa pada

pengencer susu skim pada semen beku sapi Ongole.



B. Tujuan Pendlitian

Tujuan dilakukannya pendlitian ini adalah

1. mengetahui pengaruh penambahan dosis rafinosa pada pengencer susu skim
terhadap motilitas, persentase spermatozoa hidup, dan abnormalitas
spermatozoa pada sapi Ongole;

2. mengetahui dosis optimum penambahan rafinosa dalam pengencer susu skim
terhadap motilitas, persentase spermatozoa hidup, dan abnormalitas

spermatozoa pada sapi Ongole.

C. Kegunaan Pendlitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada Balai
Inseminasi Buatan (BIB) tentang penambahan dosis rafinosa pada pengencer susu
skim yang terbaik yang dapat digunakan sebagai sumber energi bagi spermatozoa

sapi Ongole.

D. Kerangka Pemikiran

K eberhasilan teknologi Inseminasi Buatan (I1B) dapat dipengaruhi oleh beberapa
faktor baik faktor betina, semen, dan inseminator. Sapi betina yang bunting
merupakan suatu tanda dari keberhasilan dilakukannya IB dan hal tersebut dapat

meningkatkan populas ternak.

Semen yang akan digunakan dan disimpan dalam waktu yang lama harus
ditambahkan bahan pengencer dan kemudian dibekukan untuk menjadi semen
beku yang dapat digunakan untuk melakukan IB. Menurut Toelihere (1993),

kualitas semen beku dipengaruhi oleh berbagai faktor diantaranya adalah suhu dan



cahaya pada saat perlakuan dan penyimpanan semen untuk inseminasi buatan,
serta kadar pengenceran dan bahan pengencer yang digunakan. Pengencer yang
baik harus dapat mempertahankan fertilitas semen dan dapat menyediakan energi
yang cukup untuk mempertahankan hidup spermadari cold shock pada saat

pembekuan sampai spermatersebut siap digunakan untuk IB.

Pengencer susu skim mengandung zat nutrisi yang dapat digunakan spermatozoa
sebagai sumber energi. Menurut Toelihere (1993), pengencer susu mempunyai
beberapa keunggulan, di antaranya susu mengandung substansi pelindung lesitin
yang berfungsi melindungi spermatozoa terhadap cekaman dingin selama proses
pembekuan. Berdasarkan hal tersebut penambahan susu skim dilakukan pada
pengenceran semen guna melindungi spermatozoadari cold shock pada proses

pembekuan.

Penambahan jenis karbohidrat perlu dilakukan sebagai sumber energi dalam
pengenceran untuk mempertahankan kualitas semen beku. Menurut Salisbury dan
Van Denmark (1985) penambahan karbohidrat ke dalam pengenceran akan sangat
berguna dan membantu daya hidup spermatozoa. Salah satu jenis karbohidrat
adal ah rafinosa yang merupakan suatu trisakarida yang terdiri dari tiga molekul

monosakarida yang berkaitan, yaitu gal aktosa, glukosa dan fruktosa.

Rafinosa yang ditambahkan pada pengencer semen dapat menyimpan cadangan
energi dalam jumlah yang lebih banyak. Penggunaan dosis rafinosa yang berguna
sebagai cadangan sumber energi dalam pengencer susu skim berdampak pada
kualitas semen beku yang dihasilkan terutama terhadap motilitas, persentase

spermatozoa hidup, dan abnormalitas spermatozoa. Menurut Savitri et al., (2014),



penambahan trehal osa dan rafinosa pada semen cair kambing peranakan etawa
dapat menyimpan cadangan energi dalam jumlah yang lebih banyak, sehingga

dapat digunakan oleh spermatozoa dalam waktu yang lebih [ama.

Riza et al., (2006) menyatakan bahwa penambahan dextrosa, rafinosa, trehal osa,
dan sukrosa 0,4% di dalam pengencer tris mampu meningkatkan kualitas semen
beku domba Garut. Oleh karenaitu, perlu dilakukannya penelitian terhadap

penambahan rafinosa pada pengencer semen sapi Ongole.

E. Hipotesis

Hipotesis yang digjukan dalam penelitian ini adalah :

1. penambahan dosis rafinosa pada pengencer susu skim berpengaruh terhadap
motilitas, persentase spermatozoa hidup, dan abnormalitas spermatozoa Sapi
Ongole;

2. terdapat dosis optimum penambahan rafinosa pada pengencer susu skim yang
dapat mempertahankan motilitas, persentase spermatozoa hidup, dan

abnormalitas spermatozoa Sapi Ongole.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Sapi Ongole

Menurut Murtidjo (1990), sapi Ongole merupakan sapi keturunan Bos

indicus yang berhasil dijinakkan di India. Sapi Ongole masuk di Indonesia
mulai abad ke 19, dan dikembangkan cukup baik di Pulau Sumba sehingga
lebih populer dikenal sebagai sapi Sumba Ongole. Persilangan sapi Ongole
jantan murni dengan sapi betina Jawa menghasilkan keturunan yang disebut

Sapi Peranakan Ongole (PO).

Menurut Siregar (2008), sapi Ongole memiliki karakteristik :

1. punuk yang besar dan kulit longgar dengan banyak lipatan di bawah
leher dan perut, telinga panjang serta menggantung;

2. temperamen tenang dengan mata besar, tanduk pendek dan hampir tak
terlihat;

3. tanduk sapi betina Ongole lebih panjang daripada tanduk pejantannya;

4. warnabulu putih kusam agak kehitam-hitaman dan warna kulit kuning.

Sapi Ongole memiliki cici-ciri berwarna putih dengan warna hitam di beberapa
bagian tubuh, bergelambir dan berpunuk, dan daya adaptasinya baik. Jenis sapi

ini telah disilangkan dengan sapi Madura, keturunannya disebut Peranakan



Ongole (PO) cirinya sama dengan sapi Ongole tetapi kemampuan produksinya

lebih rendah (Sugeng, 2003).

B. Semen

Semen adalah sekresi kelamin jantan yang digjakul asikan ke dalam saluran
kelamin betina sewaktu kopulasi. Semen terdiri dari spermatozoa yang berada
dalam cairan yang disebut plasma semen (Salisbury dan Van Denmark, 1985).
Semen merupakan cairan yang terdiri dari hasil sekresi kelenjar kelamin
aksesoris dan spermatozoa yang sudah masak dari epididimis seekor sapi
pejantan dewasa (Srigandono, 1996). Semen terdiri atas campuran spermatozoa
yang dihasilkan oleh jaringan testis di dalam tubulus seminiferus dan plasma

semen yang berasal dari kelenjar kelamin pelengkap (Hafez, 1993).

Spermatozoa normal memiliki bagian-bagian yang terdiri atas kepala, leher,
badan, dan ekor. Sekitar 2/3 bagian dari dinding depan kepala spermatozoa
tampak tertutup oleh akrosom. Tempat sambungan dasar akrosom dan kepala
disebut cincin nukleus. Di antara kepala dan badan terdapat sambungan pendek
yaitu leher yang berisi sentriol proksimal, terkadang dinyatakan sebagal pusat
Kinetik aktifitas spermatozoa. Bagian badan dimula dari leher dan berlanjut ke
cincin sentriol. Bagian badan dan ekor mampu bergerak bebas meskipun tanpa
kepala. Ekor yang menyerupai cambuk membantu mendorong spermatozoa

untuk bergerak maju (Salisbury dan Van Denmark, 1985).
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Gambar 1. Sel spermatozoa

Plasma semen atau seminal plasma merupakan sekresi dari epididimis, vas
deferens, kelenjar prostat, dan vesika seminalis, serta kelenjar cowper, cairan
ini sangat berpengaruh terhadap sifat fisik dan kimiasemen. Di dalam plasma
semen terdapat berbagai macam zat organik, zat inorganik, dan air. Zat organik
tersebut seperti phosphorylcholine, glycerylphosphorylcholine, asam sitrat,
fruktos, inositol, sorbitol, ergothionine, dan spremine. Zat inorganik meliputi
kalium, kalsium, dan bikarbonat yang relatif tinggi kadarnya dibandingkan
dengan yang terdapat dalam tubuh (Partodihardjo, 1992). Plasma semen
berguna sebagai buffer dan medium bagi spermatozoa agar dapat bertahan lama

setelah gjakulasi (Toelihere, 1993).

C. Metabolisme Sper matozoa

Menurut Toelihere (1993), energi untuk motilitas spermatozoa berasal dari
perombakan Adenosin Triphosphat (ATP) di dalam selubung mitokondria melal ui
reaksi-reaksi penguraiannya menjadi Adenosin Diphosphat (ADP) dan Adenosin

Monophosphat (AMP). Adenosin Triphosphat (ATP) adalah energi yang
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diperlukan sebagai sumber energi bagi sel spermatozoa, ATP akan di konversikan
menjadi ADP yang menghasilkan 7.000 kalori per mol energi. Reaksinya sebagai

berikut :

Phosphatese

ATP > ADP+HPO; + Energi (7.000 kalori)

A

Phosphatese

»
»

ADP < AMP + HPO;™ + Energi (7.000 kalori)

Dalam keadaan normal energi yang dilepaskan dapat dipakai sebagai energi
mekanik (pergerakan) atau sebagai energi kimiawi (biosintesa), jikatidak

dipergunakan sewaktu dilepaskan, ia akan menghilang sebagai panas.

Apabila pemberian energi berupa senyawa phosphor (P~P) di dalam ATP dan
ADP habis, maka kontraksi fibril-fibril spermatozoa akan terhenti dan
spermatozoa tidak bergerak. Untuk melangsungkan pergerakan spermatozoa
ATP dan ADP harus dibangun kembali, untuk membangun ATP dari ADP, atau
ADP dari AMP dengan penambahan gugusan phosphoryl, diperlukan sumber

energi dari luar.

D. Pengencer Semen
Sebelum semen dibekukan, terlebih dahulu dilakukan penambahan pengencer

dengan tujuan untuk memperbanyak volume semen dan menunjang daya

hidup spermatozoa. Pengencer harus mengandung sumber energi untuk
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kelangsungan hidup spermatozoa, unsur penyanggah bertekanan osmosa
isotonik, tidak meracuni spermatozoa, dapat melindungi spermatozoa dari
pengaruh buruk pembekuan dan mengandung antibiotik untuk melindungi semen

dari kontaminasi (Toelihere, 1993).

Pengencer adalah suatu bahan yang dapat mengawetkan spermatozoa dan
menyediakan kondisi osmotik yang baik (menguntungkan) sebagaimana
menyediakan energi bagi spermatozoa selama penyimpanan, pendinginan,
ekuilibras dan pembekuan. Penambahan protektan pendingin seperti kuning telur
dan krioprotektan seperti gliserol, karbohidrat, laktosa atau sukrosa adalah penting
untuk melindungi spermatozoa selama pendinginan, pembekuan dan thawing

(Farstad, 1996).

Menurut Toelihere (1993), pengenceran semen bertujuan untuk menambah
volume semen dari setiap gjakulasi dan memberi zat-zat makanan yang diperlukan
untuk mempertahankan daya tahan hidup dan fertilitas spermatozoa, disamping itu
pengencer harus mempunyai sifat-sifat seperti plasma semen yaitu harus dapat
menciptakan keadaan yang memungkinkan spermatozoa tahan terhadap kondisi

buatan yang berhubungan dengan penyimpanan.

Menurut Herdis dan Kusuma (2003), pengencer yang sering digunakan untuk
pengenceran semen adalah Tris-kuning telur, sitrat-kuning telur, susu segar-

kuning telur, susu skim-kuning telur, AndroMed®, dan laktosa-kuning telur.

Menurut Toelihere (1993), pengencer memiliki fungsi sebagai berikut

1. menyediakan zat-zat makanan sebagai sumber energi untuk kelangsungan
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hidup spermatozoa yang terdiri dari karbohidrat, glukosa, protein, zat
anorganik dan inorganik;
2. melindungi spermatozoa dari pengaruh buruk pendinginan (cold shock);

3. menyediakan suatu penyangga untuk mencegah perubahan pH;

4. mempertahankan tekanan osmotik dan keseimbangan el ektrolit;
5. mengandung antibiotik untuk melindungi semen dari kontaminasi
mikroba;

6. memperbanyak volume semen sehingga lebih banyak hewan betina yang

diinseminasikan dalam satu gjakulat.

Bahan pengencer yang digunakan sebagal preservasi semen harus memenuhi

persyaratan, sebagal berikut :

1 murah, sederhana dan praktis dibuat tetapi mempunyal daya preservasi
tinggi;

2. mempunyai sifat fisik dan sifat kimiawi yang hampir sama dengan semen
dan tidak mengandung zat-zat toksik;

3. dapat mempertahankan dan tidak membatasi dayafertilisas spermatozoa;

4. memberikan kemungkinan penilaian spermatozoa sesudah pengenceran

(Toelihere, 1993).

E. Susu Skim

Air susu baik susu segar (susu mentah) maupun susu hasil olahan (susu skim)
sebagai bahan pengencer semen berbaga ternak telah lama dimanfaatkan dan
memberikan hasil yang baik di beberapa BIB di dalam dan di luar negeri. Susu

dapat dimanfaatkan sebagai bahan pengencer semen karena di dalamnya
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terkandung berbagai jenis senyawa kimia yang dibutuhkan oleh spermatozoa
untuk menunjang kehidupannya terutama dalam proses pengolahan, baik
dalam bentuk semen cair-dingin (disimpan pada suhu sekitar 3—5°C) maupun
dalam keadaan beku (dissimpan di dalam kontainer nitrogen cair dengan suhu

sekitar -196°C).

Jones dan Mann (1977) menunjukkan bahwa kuning telur dan susu melindungi
spermatozoa dari kerusakan yang disebabkan oleh peroksidasi lipid. Diduga
kuning telur dan susu membentuk lapisan pelindung terhadap sel spermatozoa,
mencegah peroksidasi lipid dari interaksinya dengan sel spermatozoa atau
berkombinasi langsung dengan peroksidasi dan kemudian menetralisis

pengaruhnya.

Pengencer susu mempunyai beberapa keunggulan, di antaranya susu
mengandung substansi pelindung lesitin yang berfungsi melindungi spermatozoa

terhadap cekaman dingin selama proses pembekuan (Toelihere, 1993).

Pengencer susu skim bebas lemak dikombinasi dengan glukosa umum digunakan
sebagai pengencer terutama untuk penyimpanan tetapi juga baik untuk evaluasi.
Pengencer ini dapat menjaga motilitas dan fertilitas spermatozoa dengan baik dan
relatif lebih murni serta mudah untuk menyiapkannya. Pengencer ini
membutuhkan pemanasan pada suhu 92°C—95°C selama 10 menit untuk
menginaktifkan laktenin, yaitu suatu agen anti streptococus yang ditemukan di
dalam susu dan dapat bersifat toksik bagi spermatozoa sapi dan kuda (Maxwell

dan Salamon, 1993).
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Menurut Rizal et al., (2008), untuk meminimalkan kerusakan sel dapat dilakukan
dengan menambahkan zat tertentu ke dalam pengencer semen. Salah satu
komponen yang dapat ditambahkan ke dalam bahan pengencer adalah
krioprotektan. Krioprotektan terdiri atas dua macam, yaitu krioprotektan
intraseluler dan krioprotektan ekstraseluler. Krioprotektan intraseluler contohnya
adalah gliserol dan etilen glikol. Sedangkan ekstraseluler contohnya adalah

kuning telur, susu sapi segar dan susu skim.

F. Rafinosa

Karbohidrat dapat berfungsi ganda. Karbohidrat sederhana seperti glukosa dan
fruktosa dibutuhkan sebagai sumber energi, sedangkan karbohidrat molekul besar
dapat berfungsi sebagai krioprotektan ekstraseluler. Penggunaan disakarida
(trehal osa), trisakarida (rafinosa), dan oligosakarida lainnya pada pengenceran
semen bebrapa ternak diduga lebih mampu melindungi spermatozoa dalam proses
pembekuan (Yildiz et al., 2000). Trehalosa dan rafinosa adalah karbohidrat
dengan molekul besar yang berfungsi sebagai krioprotektan ekstraseluler

(Rudolph dan Crowne, 1985).

Rafinosa adal ah suatu trisakarida yang penting, terdiri atas tiga molekul
monosakarida yang berikatan, yaitu galaktosa-glukosa-fruktosa. Atom karbon 1
pada gal aktosa berikatan dengan atom karbon 6 pada glukosa, selanjutnya atom
karbon 1 pada glukosa berikatan dengan atom karbon 2 pada fruktosa (McGilvery

dan Goldstein, 1996).
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Menurut Riza et al., (2006), adanya perbaikan kualitas semen beku dengan
penambahan berbagai jenis gula seperti rafinosadi 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, gulatersebut akan dimetabolisir melalui jalur glikolisis
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 tingginyanilai
persentase membran plasma utuh (MPU) semen beku perlakuan penambahan gula

dibandingkan dengan perlakuan kontrol.

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. Kalaupun
karbohidrat yang ada pada membran plasma sel tersebut rusak selama proses
preservasi, diharapkan rafinosa yang ditambahkan dapat menjadi pengganti

sehingga struktur selubung sel tetap utuh (Savitri et al., 2014).

Krystalia (2013) menyatakan bahwa rafinosa adalah suatu trisakarida yang
penting, terdiri atas tiga molekul monosakarida yang berikatan, yaitu fruktosa-

glukosa-galaktosa. Setelah dihidrolisis sempurna, gugus gula yang pertama
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digunakan oleh spermatozoa adalah fruktosa. Fruktosa dalam sel difosforilasi
oleh heksokinase atau fruktokinase yang akhirnya menjadi fruktosa 1 fosfat,
selanjutnya akan dipecah menjadi DHAP (dihidroksiasetonfosfat) dan
Gliseraldehid oleh aldolase B. DHAP dapat secara langsung masuk ke glikolisis
dan glukoneogenesis di dalam sel. Pembentukan sorbitol berubah menjadi
fruktosa di dalam sel sperma oleh enzim sorbitol dehidrogenase dan inilah sumber
energi sperma. Sorbitol tidak seperti glukosa, sorbitol tidak bisa melewati
membran sel akibatnya sorbitol terjebak didalam sel. Ketika sorbitol
dehidrogenasenya rendah sorbitol akan menumpuk didalam sel. Ini menyebabkan
efek osmotik meningkat, sorbitol menarik air sehinggaterjadi pembengkakan dan

menyebabkan kematian spermatozoa.

Metabolisme glukosa di dalam sel yaitu glukosa mengalami fosforilasi oleh suatu
heksokinase menjadi glukosa 6-fosfat. Glukosa 6-fosfat kemudian dapat masuk
ke sgjumlah jalur metabolik. Tigajalur yang biasaterdapat pada semuajenis sel
adalah glikolisis, jalur pentosafosfat, dan sintesis glikogen. Di dalam jaringan,
fruktosa dan gataktosa diubah menjadi zat antara metabolisme glukosa. Dengan
demikian, nasib gula-gulaini sgjgjar dengan nasib yang dialami oleh glukosa.

M etabolisme utama glukosa 6-fosfat adalah oksidasi melaui jalur glikolisis, yang
merupakan sumber ATP untuk semuajenissel. Sel yang tidak memiliki
mitokondriatidak 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 H20

melalui glikolisis dan siklus asam trikarboksilat (Krystalia, 2013).
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M etabolisme gal aktosa menggunakan enzim gal aktokinase 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, gal aktosa menggantikan
tempat glukosa. Perubahan galaktosa menjadi glukosaini terjadi pada suatu

nukl eotida yang mengandung gal aktosa, 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

enzim fosforilase (Krystalia, 2013).

G. Kualitas Semen

Untuk keberhasilan perkawinan atau 1B, semen harus diproduks dalam
jumlah dan kualitas yang tinggi. Pemeriksaan dan evaluasi meliputi keadaan
umum contoh semen, volume, konsentrasi dan motilitas atau daya geraknya.
Observas ini perlu untuk penentuan kualitas semen dan daya reproduksi

pejantan (Toelihere, 1993).

Salisbury dan Van Denmark (1985) menyatakan bahwa kriteria mengenai
penilaian semen bertujuan untuk mendapatkan suatu cara pendugaan tidak
langsung mengenai potensi semen untuk memperlihatkan fungsi

fertilisasinya.

Pemeriksaan dan evaluasi semen penting dilakukan untuk menentukan

kualitas semen dan daya reproduksi pejantan, khususnya untuk menentukan
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kadar pengencer, karakteristik semen dapat digunakan sebagai indikator
dari fertilitas (Toelihere, 1993). Berdasarkan gerakan individual, dilakukan
penilaian sebagai berikut : 0. Spermatozoaimmotil atau tidak bergerak, 1.
Gerak berputar ditempat, 2. Gerak berayun atau melingkar, kurang dari 50
bergerak progresif atau tidak ada gelombang, 3. Antara 50 sampai 80%
spermatozoa bergerak progresif dan menghasilkan gerakan massa,
4.Pergerakan progresif gesit dan segera membentuk gelombang dengan 90%
sel spermatozoa motil, 5. Gerakan sangat progresif, gelombang sangat

cepat bergerak, 100% motil aktif (Toelihere, 1993).

Spermatozoa umumnya mempunyai kecenderungan untuk bergerak bersama-sama
ke satu arah, sehingga membentuk suatu gel ombang-gelombang yang tebal atau
tipis, bergerak cepat atau lambat (Ihsan, 1992). Rendahnya motilitas massa semen
ini kemungkinan disebabkan oleh kondis sapi yang kurang optimal serta
rendahnya daya adaptasi sapi tersebut terhadap iklim dan cuaca di Indonesia.
Sarastina et al., (2006) menyatakan bahwa sapi lokal akan memiliki daya adaptasi

lebih baik dibandingkan dengan bangsa sapi impor.

H. Maotilitas Sper matozoa

Ciri utama spermatozoa adalah motilitas atau daya geraknya yang dijadikan
patokan atau cara yang paling sederhana dalam penilaian semen untuk
inseminasi buatan (Toelihere, 1993). Salisbury dan Van Denmark (1985)
menyatakan bahwa ada tiga motilitas spermatozoa : (a) Gerakan progresif.
(b) Gerakan berputar. (c) Gerakan ditempat. Dua tipe gerakan terakhir

disebabkan oleh gerak ayun-ayun ekor yang abnormal dan ditambahkan
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bahwa motilitas kurang dari 50% akan menghasilkan angka konsepsi yang

lebih rendah.

Toelihere (1993) menyatakan bahwa motilitas spermatozoa sapi di bawah 40%
menunjukkan nilai semen yang kurang baik dan sering di hubungkan dengan
infertilitas. Kebanyakan pegantan fertii mempunyai 50—80% spermatozoa
motil, aktif progresif. Hafez (1987) menyatakan bahwa peniliain spermatozoa
yang aktif yang bergerak atau hidup dan penilian dilakukan pada suhu 37°C

sampai 40°C.

Pertesentase sperma yang aktif tidak harus lebih besar dari pada 70%. Sama
dengan yang diungkapkan oleh Toelihere (1993) bahwa untuk memperoleh
hasil yang lebih tepat sebaiknya semen diperiksa pada suhu 37°C sampai
40°C dengan menempatkan gelas objek di atas suatu meja panas atau

menggunakan mikroskop yang dipanaskan secara el ektrik.

I. Persentase Hidup Spermatozoa

Persentase hidup atau spermatozoa dapat ditentukan dengan pewarnaan eosin
atau eosin-negrosin. Zat warna eosin akan mewarnal spermatozoa yang mati
menjadi merah atau merah muda, sedangkan zat warna negrosin memberi
latar biru hitam (Toelihere, 1993). Salisbury dan Van Denmark (1985) me
nyatakan bahwa spermatozoa yang hidup dapat di bedakan reaksinya
terhadap zat warna tertentu, spermatozoayang di anggap mati menyerap

zat warna dan spermatozoa yang hidup tidak menyerap zat warna. Toelihere



(1993) menyatakan standar minimum bagi kualitas semen yang dapat dipakai

untuk inseminasi buatan adalah minimal 50% spermatozoa hidup.

J. Abnormalitas Sper matozoa

Menurut Chenoweth (2005), abnormalitas spermatozoa terbagi dalam dua
katagori, yakni berdasarkan sekuen proses pembentukan spermatozoa (primer
dan sekunder) dan berdasarkan dampaknya bagi fertilitas. Katagori kerusakan
spermatozoa bersifat primer adalah yang terjadi pada saat spermatogenesis,
sedangkan sekunder jika kejadiannya setelah spermiasis. Pengelompokkan
kelainan mayor dan minor didasarkan pada dampaknya terhadap fertilitas
jantan tersebut. Kelainan mayor akan berdampak besar pada fertilitas,

sebaliknya kelainan yang bersifat minor dampaknya kecil padafertilitas.

Bearden dan Fuquay (1980) mengklasifikasikan abnormalitas spermatozoa
dalam abnormalitas primer dan abnormalitas sekunder. Selanjutnya juga
dinyatakan bahwa bentuk-bentuk abnormalitas primer spermatozoa tedapat di
dalam testes karena kesal ahan spermiogenesis, faktor keturunan, penyakit,

defisensi makanan dan pengaruh lingkungan yang jelek.

Toelihere (1993) menyatakan bahwa abnormalitas primer meliputi kepala
kecil, kepala besar, kepala miring, kepala kembar, ekor bercabang, leher besar
dan melipat. Sedangkan abnormalitas sekunder meliputi ekor terputus, kepala
tanpa ekor, bahagian tengah melipat, adanya butiran-butiran protoplasma
proksimal atau distal dan akrosomal terlepas. Setiap spermatozoa yang
abnormal tidak dapat membuahi sel telur, tanpa memandang apakah

abnormalitas tersebut terjadi di dalam tubuli seminiferi, dalam epididimis atau
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oleh perlakuan yang tidak |egeartis terhadap gakulat. Selama abnormalitas
spermatozoa belum mencapai 20% dari contoh semen, maka semen tersebut

masih dapat dipakal untuk inseminasi.
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1. BAHAN DAN METODE PENELITIAN

A. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini telah dilaksanakan pada 23-24 Me 2016 di Laboratoium Unit
Pelayanan Teknis Daerah Balai Inseminasi Buatan Daerah (UPTD-BIBD)
Lampung, Kecamatan Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah, Provins

Lampung.

B. Alat dan Bahan Pendlitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah vagina buatan, tabung
penampung berskala dengan keteliian 0,1 ml, labu didih dan penangas, timbangan
elektrik merek Cook master electronic kitchen scale No: GP KS043 dengan
ketelitian 0,01 g, termometer, spatula, corong, gelas ukur dan tutupnya, 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 dalam penelitian ini adalah semen yang dikoleksi dari satu
pejantan sapi Ongole, susu skim, aquabidestilata, penicilin 1000 1U dan

streptomicyn 0,1 g, gliserol, fruktosa 1 g, kuning telur 5 ml, rafinosa (0,5%;
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1,0%; 1,5%; 2,0%; 2,5% dan 3,0%), nitrogen cair, NaCl Fisiologis, NaCl 3%,

pewarnaeosin 2% dan air hangat untuk proses thawing.

C. Metode Pendlitian

Rancangan percobaan yang digunakan pada penelitian ini adalah Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan enam perlakuan dan empat ulangan. Perlakuan yang
diberikan adalah :

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.

Data yang diperoleh akan dianalisis ragam padataraf nyata 5% dan atau 1% dan
apabilaterdapat pengaruh yang nyata akan dilanjutkan dengan uji Polinomial

Ortogonal (Steel dan Torrie 1993).

D. Prosedur Penelitian

Tahapan yang dilakukan pada penelitian ini dimulai melalui proses penampungan
semen, evaluas semen segar, penambahan pengencer susu skim serta penambahan
dosis rafinosa sesuai dengan perlakuan (0,5%; 1,0%; 1,5%; 2,0%; 2,5%; dan
3,0%) , equilibrasi, evaluas setelah equilibrasi, filling dan sealing, prefreezing,
evaluas setelah prefreezing, freezing,evaluasi post after thawing, dan

penyimpanan semen beku.
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Gambar 2. Prosedur kerja penelitian

1. Penampungan semen

Proses penampungan semen segar diawali dengan menyiapkan sapi yang akan
menjadi donor dan teaser dalam keadaan bersih dan sehat. Teaser yang akan
digunakan harus diikat pada kandang jepit di tempat penampungan agar teaser
tidak lari dan tidak memberontak saat proses penampungan semen secara perlahan

agar teaser tidak stress.

Sapi pgjantan yang menjadi donor harus dilakukan fal se mount/teasing sebanyak

2—3 kali sebelum semen ditampung. Setelah teasing dilakukan semen dapat
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segera ditampung menggunakan artivicial vagina (AV) pada saat terjadi gjakulasi,
penis harus masuk tepat pada AV dan semen jangan sampai tercecer di luar AV.
Menurut Toelihere (1993), perubahan suhu dan pengaruh cahaya matahari dapat
mempengaruhi pergerakan dari spermatozoa, sehingga semen tersebut secepatnya
dibawa ke laboratorium pembuatan semen beku BIBD Lampung untuk diproses

lebih lanjut.

Semen segar yang akan diproses menjadi semen beku harus melalui quality
control pertamayang terdiri dari berbagai tahapan, diantaranya uji kualitatif
semen segar berupa uji secara makroskopis (volume, warna, konsistensi semen
segar dan pH semen) dan mikroskopis (motilitas massa, motilitas individu dan

konsentrasi sperma).

Evaluas semen segar dengan melakukan uji mikroskopis memiliki kisaran
persentase. Kebanyakan pegjantan fertile mempunyai 50—80% spermatozoa
motil, aktif progresif. Toelihere (1993) menyatakan bahwa motilitas
spermatozoa sapi di bawah 40% menunjukkan nilai semen yang kurang baik dan

sering di hubungkan dengan infertilitas.

Penilaian konsentrasi sangat penting karena faktor inilah yang menggambarkan
sifat-sifat semen dan dipakai sebagai salah satu kriteria penentuan kualitas
semen (Toelihere, 1993). Jumlah sel spermatozoa setiap unit volume semen
sapi bervariasi dari nol sampai tiga miliyar (3.000x10°) sel spermatozoa setiap
ml. Konsentrasi spermatozoa yang berdergat tinggi biasanya berkisar dari
2.000x10° sampai 2.200 x 10° sel spermatozoa (Salisbury dan VVan Denmark,

1985).
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2. Pengenceran semen

Proses pembuatan pengencer susu skim

a. Pembuatan buffer skim

Pembuatan buffer skim dilakukan satu hari sebelum penampungan semen.

Tahapan proses pembuatan buffer skim yaitu

a.  menyiapkan alat (kompor pemanas, labu didih, beaker glass, corong, kertas

b.

saring, gelas ukur 100 ml, spatula, termometer, timbangan analitik, tissue)
dan bahan (skim bubuk, agua bidestilata);

menimbang skim bubuk sebanyak 10 g;

menyiapkan labu didih dan pemanasnya;

menyiapkan aqua bidestilata sebanyak 96 ml dan memasukkan sebagian
dalam labu didih;

mencampurkan susu skim dan agua bidestilata lalu diaduk sampai homogen;
memanaskan di dalam labu didih sampal suhu mencapal 92—95°C selama 12
menit;

mematikan pemanas setelah mencapa suhu 92°C;

mendinginkan larutan skim dan menyimpan di suhu ruang;

Pembuatan buffer antibiotik

Tahapan proses pembuatan buffer antibiotik sebagai berikut;

a.  menyiapkan alat (gelas ukur) dan bahan (penicillin, streptomicyn,

b.

aquabidestilata, dan laritan buffer skim);
mencampurkan streptomicyn 0,1 g dan penicillin 1.000 U, kemudian

menambahkan aquabideslata sampai volume 3 ml;
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c. menghomogenkan larutan, kemudian mencampur larutan buffer antibiotik
dengan buffer skim;

d. menghomogenkan larutan;

e. buffer skim antibiotik siap digunakan.

Komposisi bahan pengencer susu skim yang digunakan dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Komposisi pengencer susu skim

Bahan Perlakuan

R1 R2 R3 R4 R5 R6
Susu Skim (Q) 10 10 10 10 10 10
Gliserol (ml) 8 8 8 8 8 8
Fruktosa (Q) 1 1 1 1 1 1
Raffinosa (g) 0,5 1 15 2 25 25
Penisillin (100.000 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
[U/100 ml )
Streptomisin () 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Kuning telur (ml) 5 5 5 5 5 5
Aquabides (ml) 90 90 90 90 90 90

(BIB Lembang 2015)

Keterangan : R1= dosis rafinosa 0,5%; R2= dosis rafinosa 1,0%; R3= dosis rafinosa

1,5%; R4=dosisrafinosa2,0%; R5= dosisrafinosa 2,5% dan R6= dosis rafinosa 3,0%

c. Pembuatan pengencer part A

Prosedur pembuatan 50 ml pengencer part A sebagai berikut

a.  menyiapkan alat (gelas ukur, kertas saring) dan bahan ( buffer skim
antibiotik, kuning telur);

b. memasukkan buffer skim antibiotik ke dalam gelas ukur sebanyak 47,5 ml;

c. menyiapkan kuning telur dan memisahkan kuning telur dari putih telur

dengan menggunakan kertas saring, selaput kuning telur dipecah dan diambil

kuning telurnya kemudian dimasukkan ke dalam beaker glass;
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menuangkan kuning telur ke dalam gelas ukur yang berisi buffer skim
antibiotik sebanyak 2,5 ml;

menghomogenkan larutan dengan cara dikocok.

d. Pembuatan pengencer part B

Pengencer part B terdiri dari gliserol, buffer antibiotik, kuning telur, dan fruktosa.

Prosedur pembuatan pengencer part B adalah

a

f.

0.

menyiapkan aat (gelas ukur, bekear glass, kertas saring) dan bahan ( gliserol,
buffer antibiotik, kuning telur, dan fruktosa);

menambahkan buffer skim antibiotik sebanyak 38,5 ml ke dalam gelas ukur;
menuangkan gliserol ke dalam gelas ukur sebanyak 8 ml secara perlahan;
menyiapkan kuning telur lalu membersihkan dari putih telur menggunakan
kertas saring, kemudian dimasukkan ke dalam beaker glass;

menambahkan kuning ke dalam gelas ukur yang telah berisi buffer skim
antibiotik sebanyak 2,5 ml;

menambahkan fruktosa 1 ml ke dalam larutan;

menghomogenkan larutan dengan cara dikocok hingga merata.

Perbandingan pengencer part A dan pengencer part B dicampurkan dengan

perbandingan 1: 1.

Prosedur pencampuran pengencer susu skim dengan dosis rafinosa berbeda:

a

b.

pengencer susu skim dibagi menjadi 5 bagian
menambahankan rafinosa sesuai dosis perlakuan (0,5%; 1,0%; 1,5%; 2,0%;
2,5% dan 3,0%);

mencampur semen segar dengan pengencer;
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d. menyimpan semen yang telah diencerkan di dalam gelas ukur ke dalam cool
top;
e. melakukan proses ekulibrasi selama 4 jam di dalam cool top.

(BIB Lembang 2015)

3. Ekuilibrasi

Semen yang telah diencerkan akan melewati proses ekuilibrasi selama 4 jam di
dalam cooltop. Menurut Toelihere (1993), waktu ekuilibras adalah waktu yang
diperlukan spermatozoa sebelum pembekuan untuk menyesuaikan diri dengan
pengencer supaya sewaktu pembekuan kematian sperma yang berlebih-lebihan
dapat dicegah. Semen harus berada di dalam pengencer dengan atau tanpa
glycerol selama kurang lebih 4 jam pada suhu 5°C (Roberts, 1971 dalam

Toelihere, 1993).

Evaluas setelah ekuilibrasi merupakan quality control kedua yang dilakukan
setelah selesai proses ekuilibrasi dan dilakukan untuk melihat kemampuan
progresif sperma setelah proses ekuilibrasi. Evaluasi setelah ekuilibras dilakukan
dengan cara mengambil sampel semen yang telah melewati proses ekuilibrasi
selama4 jam. Evaluas setelah ekuilibras dilakukan dengan melakukan

pengamatan terhadap motilitas, spermatozoa hidup, dan abnormalitas.

4. Filling dan sealing

Proses filling dan sealing merupakan proses memasukkan semen yang sudah
diencerkan ke dalam straw dan lolos evaluasi setelah ekuilibrasi, selain itu pada

proses ini straw akan diberi label dan straw yang telah terisi semen cair akan
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disegel dengan sumbat lab. Satu dosis IB berisi 0,25 ml semen dengan

konsentrasi sperma 25x10°sel/dosis.

5. Proses prefreezing

Proses prefreezing semen dilakukan di dalam boks yang lengkap dengan rak yang
digunakan untuk meletakkan straw. Boks yang disediakan diisi dengan nitrogen
cair dengan ketinggian nitrogen cair 10 cm. Jarak antara permukaan nitrogen cair
dengan straw adalah 6 cm. Proses prefreezing yaitu mendiamkan straw di atas
uap nitrogen cair selama 9 menit, kisaran suhu saat proses prefreezing mencapai
-140°C dan selama proses freezing berlangsung boks ditutup untuk mengurangi

penguapan nitrogen cair di dalamnya (BIBD Lampung Tengah, 2012).

Evaluas setelah prefreezing merupakan proses evaluasi ketiga dalam proses
pembuatan semen beku. Pada evaluasi ini dilihat motilitas individu, spermatozoa

hidup, dan abnormalitas.

6. Prosesfreezing

Proses freezing dilakukan setelah proses prefreezing, straw dimasukkan ke dalam
nitrogen cair bersuhu -196°C secara perlahan dan dimasukkan ke dalam goblet
dengan posisi sumbat laboratorium di atas. Setelah proses ini selesai semen beku

dapat dissmpan di dalam kontainer.

7. Test after thawing

Pemeriksaan semen beku dilakukan dengan cara evaluasi setelah thawing sebagai

quality control terakhir. Pemeriksaan ini dilakukan keesokkan harinya dengan
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mengambil sample straw yang beku dan mencelupkan ke dalam air hangat (suhu
37°C) selama 15 detik dengan posisi sumbat pabrik ministraw berada di bagian
bawah. 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 dergjat
gerakan individu spermatozoa minimal 2 (dua). Evaluas PTM ini memeriksa

motilitas, persentase hidup, dan abnormalitas spermatozoa.

E. Peubah yang Diamati

1. Motilitas sper matozoa

Motilitas spermatozoa dilihat dengan cara membuat preparat di atas object glass
dan meletakkan preparat dibawah mikroskop dengan perbesaran 10 x 10, melihat
gerakan individu sperma dan melakukan penilaian terhadap pergerakan sperma.
Motilitas semen sapi yang baik berkisar antara 40—75% (Garner dan Hafez,

2000).

2. Persentase spermatozoa hidup

Persentase spermatozoa hidup dilihat pada preparat ulas yang dibuat dengan cara
meneteskan satu tetes eosin 2% pada ujung object glass, meneteskan semen
dengan ukuran yang sama pada object glass tersebut, tempelkan ujung cover glass
pada kedua cairan sehingga cairan tersebut tercampur, kemudian dorong ke ujung
object glass sehingga terbentuk Iapisan tipis, keringkan menggunakan hairdryer,
setel ah kering periksa spermatozoa hidup di bawah mikroskop dengan perbesaran

10 x 40. Spermatozoa hidup akan terlihat tidak berwarna dan untuk spermatozoa
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mati akan berwarna merah muda atau merah. Spermatozoa dihitung dengan cara

berurutan atau zik-zak sampai sepuluh lapang pandang.

Persentase spermatozoa hidup dapat ditentukan dengan rumus :

) jumlah spermatozoa hidup
spermatozoa Hidup( %) = = x 100%
jumlah total spermatozoa

(Mumu, 2009).

3. Abnormalitas sper matozoa

Abnormalitas spermatozoa dapat dilihat pada kepala, badan dan ekornya, jumlah
spermatozoa abnormal dihitung dari pemeriksaan sekitar seratus sampai dua ratus
spermatozoa. Abnormalitas spermatozoa dapat dilihat dengan membuat preparat
ulas menggunakan eosin 2% lalu diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran
10x40.

(%)idh - Jumlah spermatozoa Abnormal 100%
_ X
0JRRNATIRGLELAS Jumlah sel spermatozoa keseluruhan ’

(Salmah, 2014)

F. AnalisisData
Data yang diperoleh dianalisis ragam pada taraf nyata 5% dan atau 1% dan
dilanjutkan dengan uji Polinomial Ortogonal untuk peubah yang berbeda nyata

(Steel dan Torrie 1993).



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini maka dapat disimpulkan bahwa:

1. penambahan dosis rafinosa dalam pengencer susu skim tidak berbeda
nyata (P>0,05) terhadap persentase motilitas setelah ekuilibrasi, persentase
motilitas setelah prefreezing, persentase spermatozoa hidup setelah
ekuilibrasi, persentase spermatozoa hidup setelah prefreezing, persentase
abnormalitas spermatozoa setelah prefreezing, dan persentase
abnormalitas spermatozoa PTM;

2. penambahan dosis rafinosa dalam bahan pengencer susu skim berpengaruh
sangat nyata (P<0,01) terhadap persentase motilitas spermatozoa PTM
berpolaregresi linier dengan persamaan y =25,08+4x, persentase
spermatozoa hidup PTM berpolaregres linier dengan persamaan y
=22,55+5,77x dan persentase abnormalitas spermatozoa setelah ekuilibrasi

berpolaregresi linier dengan persamaan y =6,36-1,71x.

B. Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap pemberian dosis rafinosa lebih
dari 3% dalam pengencer susu skim tanpa penambahan gugus gula lain terhadap

motilitas, persentase spermatozoa hidup dan abnormalitas spermatozoa.
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