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ABSTRAK

Zubaidi, M. Faris Kualitas Spermatozoa Kambing Boer Menggunakan Beberapa
Pengencer (Susu Skim, Tris Dan Gliserol) Dengan Konsentrasi Dan Waktu
Equilibrasi Yang Berbeda. Skripsi, Jurusan Biologi Fakultas Sains Dan Teknologi
universitas Islam Negri Maulana Malik Ibrahim Malang
Pembimbing: Dr. drh Hj Bayyinatul Muchtaromah M. Si dan Mujahidin
Ahmad M.Sc

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kualitas semen kambing Boer
menggunakan susu skim dengan konsentrasi dan waktu equilibrasi yang berbeda
sehingga didapatkan hasil sebagai rujukan pengembangan inseminasi buatan yang
meliputi viabilitas, motilitas dan abnormalitas bagi kambing khususnya kambing
Boer.

Rancangan penelitian pada penelitian ini menggunakan metode rancangan
acak kelompok (RAK) pola factorial dengan 3 perlakuan, 3 equilibrasi dan 3 ulangan.
Perlakuan yang digunakan ialah P1 = pengencer susu skim 83% + tris 10% + 7%
gliserol, P2 = pengencer susu skim 73% + tris 20% + 7% gliserol, P3 = pengencer
susu skim 63% + tris 30% + 7% gliserol dan equilibrasi yang berbeda 1 jam, 1.5 jam,
dan 2 jam. Dengan uji lanjut menggunakan uji Duncan.

Penelitian yang telah dilakukan dengan P1 = pengencer susu skim 83% + tris
10% + 7% gliserol, perlakuan setelah pembekuan didapat hasil rata-rata 31, 111.
Viabilitas didapat hasil rata-rata 37,5777. dan abnormalitas didapat hasil rata-rata
15,623. P2 = pengencer susu skim 73% + tris 20% + 7% gliserol, perlakuan setelah
pembekauan didapat motilitas rata-rata 28,889. Viabilitas didapat hasil rata-rata
33.142. dan abnormalitas didapat hasil 15,571. Sedangkan pada konsentrasi yang
ketiga dengan perlakuan P3 = pengencer susu skim 63% + tris 30% + 7% gliserol,
didapat hasil setelah pembekuan motilitas dengan rata-rata 25.556. viabilitas didapat
hasil rata-rata 31.023. dan abnormalitas didapat hasil rata-rata 10,800.

Xiv



ABSTRACT
Zubaidi, M. Faris. 2018. Quality Spermatozoa Boer Goats Using Multiple
Diluents (Skim Milk, Tris And Glycerol) With Different Concentration
And Time Equilibration. Thesis, Department of Biology Faculty of Science
and Technology University of Islam Negri Maulana Malik Ibrahim Malang.
Advisor: Dr. drh Hj Bayyinatul Muchtaromah M. Si and Mujahidin Ahmad
M.Sc.

This study aims to determine the quality of Boer goat semen using skim milk
with different concentrations and time equilibrations so that the results obtained as a
reference development of artificial insemination which includes viability, motility
and abnormalities for goats especially Boer goats.

The research design in this study used randomized block design method
(RAK) factorial pattern with 3 treatments, 3 equilibration and 3 replications. The
treatment used was P1 = skim milk diluent 83% + tris 10% + 7% glycerol, P2 =
skimmed milk diluent 73% + tris 20% + 7% glycerol, P3 = skim milk dilator 63% +
tris 30% + 7% glycerol and different equilibration 1 hour, 1.5 hours, and 2 hours.
With advanced test using Duncan test.

The research that has been done with P1 = skim milk diluent 83% + tris 10%
+ 7% glycerol, treatment after freezing obtained average result 31, 111. Viability
obtained average yield 37,5777. and the abnormality of the results obtained an
average of 15.623. P2 = skimmed milk diluent 73% + tris 20% + 7% glycerol, post-
shifting treatment obtained average motility 28,889. Viability earned an average of
33,142. and the resulting abnormality of 15571 results. While at the third
concentration with treatment P3 = skim milk diluent 63% + tris 30% + 7% glycerol,
obtained after the freezing motility with an average of 25,556. viability obtained an
average of 31,023. and the abnormality of an average yield of 10,800.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Al Qur’an merupakan sumber dari segala sumber ilmu pengetahuan bagi umat
manusia di bidang ilmu hewan. Salah satu ayat Al Qur’an yang mendorong kita untuk

melakukan penelitian adalah surat Al Mu’minun ayat 21 sebagai berikut;

2 Jle
}l: - 8 Z 4, = ds  gu 2 "’.:’ - ?i".,j g.
@) 0556 (s 88 2l 135505 ookl 3 L0 sz 5730 3N 3553 35

Artinya:Dan sesungguhnya pada binatang-binatang ternak, benar-benar terdapat
pelajaran yang penting bagi kamu, Kami memberi minum kamu dari air susu
yang ada dalam perutnya, dan (juga) pada binatang-binatang ternak itu
terdapat faedah yang banyak untuk kamu, dan sebagian daripadanya kamu
makan.

Tafsir dari ayat tersebut menurut Shihab (2002) menunjukkan bahwa pada
hewan ternak seperti unta, sapi dan kambing, benar-benar terdapat bukti kekuasaan
dan pertanda kemurahan Allah SWT. dalam menganugerahkan karuniaNya untuk
manusia. Allah menciptakan susu murni yang lezat dan mudah dicerna, yang keluar
dari dalam perut hewan ternak. Selain susu, hewan ternak juga menghasilkan daging,

kulit dan bulu yang juga sangat bermanfaat sebagai sumber protein hewani maupun

untuk keperluan yang lainnya seperti ayat Al-Qur’an surat An Naml ayat 5.
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Artinya:Dan Dia telah menciptakan binatang ternak untuk kamu; padanya ada (bulu)
yang menghangatkan dan berbagai manfaat, dan sebahagiannya kamu
makan.

Shihab (2002) menafsirkan ayat di atas bahwa Allah telah memberikan
keutamaan kepada manusia, dengan menunjukkan berbagai hewan seperti unta, sapi,
kambing, dan domba dan lain lain yang bulu dan rambutnya bisa dipakai untuk
menghangatkan badan, dan dagingnya bisa dimakan untuk keperluan hidup manusia.
Ayat di atas menjelaskan bahwa daging hewan tenak bisa dimakan untuk memenuhi
kebutuhan manusia. Hal ini karena daging merupakan salah satu sumber protein
hewani yang berkualitas tinggi dan dapat memenuhi kebutuhan asam amino esensial
dalam tubuh (Khatimah, 2002).

Semakin meningkatnya kebutuhan daging maka diperlukan daging alternatif
sebagai salah satu daging yang dibutuhkan oleh masyarakat. Daging kambing
merupakan salah satu daging yang disukai oleh masyarakat. Karakteristik daging
kambing yaitu warna daging kambing lebih gelap dibanding warna daging sapi
(light red to brick red), serat yang halus dan lembut, mempunyai bau
yang lebih menyengat jika dibandingkan daging sapi, kambing juga memiliki
karakter lemak yang keras dan kenyal serta berwarna putih kekuningan (Winarno,
1993). Daging kambing mempunyai nilai kalori sebesar 154 kkal, protein 16,6%, dan

lemak 9,2% (Karyadi dan Muhilal, 2005).



Keutamaan lain yang dimiliki oleh daging kambing adalah mempunyai total
lemak dan kalori rendah (USDA, 2001). sehingga dianggap salah satu daging aman
dikonsumsi (Anaeto et al., 2010). Daging kambing juga banyak dimanfaatkan sebagai
makanan terapeutik pada pasien hiperlemia di rumah sakit Staten Island Medical
Center (Addrizo, 2000).

Kambing Boer merupakan Salah satu kambing yang dapat beradaptasi cepat
dengan lingkungannya. Kambing Boer berasal dari Afrika Selatan dan
dikembangkan di Australia. Bobot dewasa kambing ini untuk jantan mencapai
110 kg dan betina adalah 100 kg (Malan, 2000). Tingkat pertumbuhannya yang
mencapai lebih dari 225  gr/ekor/hari  serta  penampilan tubuhnya yang
kompak mengakibatkan breed ini telah diacu sebagai salah-satu kambing yang
pantas disebut sebagai kambing pedaging (Warmington dan Kirton, 1990).

Kambing Boer merupakan hewan yang berasal dari daerah sub tropis, tetapi
hewan ini mempunyai potensi yang cukup tinggi untuk beradaptasi di daerah tropis.
Terutama di Indonesia serta untuk meningkatkan peranakan kambing lokal dengan
cara persilangan (Nasich, 2010). Akan tetapi tidak akan mudah karena masih banyak
permasalahan tentang persilangan kambing Boer salah satunya adalah kurang
memadai pejantan kambing Boer serta harga kambing Boer di atas rata-rata kambing
di Indonesia sehinggga para peternak enggan untuk memelihara kambing ini. Selain
itu, jika dilihat dari segi genetik kambing ini merupakan kambing yang mudah

mengalami kehilangan bahan genetik setiap waktu yang disebabkan oleh kematian



secara mendadak, libido rendah dan saluran reproduksi (Drouineaud et al. 2003;
Kaabi et al., 2003).

Salah satu upaya meningkatkan kelahiran kambing Boer yaitu dengan cara
inseminasi buatan (IB) dengan peningkatan kualitas semen dari kambing Boer
tersebut. Peningkatan kualitas semen tersebut sangat penting karena berpengaruh
terhadap angka kebuntingan kambing pada program IB. Rendahnya kualitas semen
kambing diakibatkan adanya kerusakan membran plasma spermatozoa karena
reaksi peroksidatif lipid oleh radikal bebas yang dihasilkan selama proses
metobolisme (Zaniboni, et al, 2006).

Permasalahan yang semakin komplek mengenai perbanyakan melalui IB salah
satunya adalah spermatozoa yang rentan terhadap kondisi lingkungan membuat
sperma cepat mengalami kematian. Kondisi spermatozoa rentan terhadap kerusakan
selama perawatan dan memerlukan penyimpanan pengencer untuk menjaga kualitas
selama penyimpanan, pengencer harus memiliki sumber nutrisi, buffer, anti shock,
antibiotik dan krioprotektan untuk melindungi spermatozoa dalam proses
pendinginan serta pembekuan. Karbohidrat dan fruktosa merupakan sumber energi
bagi spermatozoa, sumber energi ini digunakan sebagai proses metabolisme oleh
spermatozoa (Toelihere, 1993).

Kualitas sperma beku ditentukan oleh pengolahan spermatozoa dari
penampungan saat ini, pengenceran yang mengandung protein dan glukosa digunakan

sebagai nutrisi untuk spermatozoa (Salisbury dan Van Demark, 1985). Salah satu



tujuan menjaga kualitas sperma adalah untuk mempertahankan integritas membrane
spermatozoa.

Salah satu faktor pendukung dalam menjaga kualitas semen, dilakukan proses
pengenceran semen sebelum pembekuan semen. Pengenceran semen dilakukan untuk
menambah volume semen, melindungi semen dari efek cold-shock, sumber nutrisi,
mencegah kontaminasi bakteri, mempertahankan tekanan osmosis dan keseimbangan
ion (Partodiharjo, 1992). Daya tahan hidup spermatozoa dalam semen yang
diencerkan juga dipengaruhi oleh jenis pengencer yang terdiri atas pengencer
anorganik seperti Tris, Na-Sitrat dan Na-fosfat serta pengencer organik seperti air
susu, santan kelapa, dan air kelapa (Hawk, 1965).

Salah satu bahan pengencer yang dapat digunakan adalah susu segar dan susu
skim. Bahan pengencer susu segar dan susu skim mengandung protein dan glukosa
yang digunakan sebagai nutrisi bagi spermatozoa, namun, perbedaan antara keduanya
adalah di dalam protein susu terdapat albumin yang berupa lactenin, suatu zat
antistreptococcus pada air susu dan dapat menurunkan kualitas sperma. Untuk
menetralkan efek lactenin tersebut dapat dilakukan pemanasan secara tidak langsung
pada suhu 92-98°C selama 10 menit (Salisbury dan Van Demark, 1985). Selain
pengencer, equilibrasi juga menentukan kualitas dan kuantitas spermatozoa.
Equilibrasi merupakan waktu adaptasi spermatozoa terhadap pengencer untuk
menghindari kematian yang berlebih pada proses freezing. Sehingga dibutuhkan

waktu yang tepat dalam equilibrasi lebih singkat atau lebih lama pada persentase



pengencer karena setiap persentase pengencer biasanya memiliki waktu equilibrasi
yang berbeda (Toelihere, 1979)

Penelitian ini menggunakan susu skim sebagai pengencer utama yang
ditambahkan dengan Tris dan Gliserol. Susu skim banyak digunakan sebagai
pengencer karena berfungsi untuk melindungi spermatozoa dari cold-shock dengan
adanya lipoprotein dan lesitin yang berfungsi sebagai sel selubung sperma, selain itu
susu skim juga mengandung nutrisi yang menguntungkan bagi spermatozoa (Djanuar,
1985). Susu skim juga berfungsi sebagai buffer untuk mencegah perubahan pH akibat
asam laktat dari hasil metabolisme spermatozoa serta mempertahankan tekanan
osmotik dan keseimbangan yang sesuai (Evans dan Maxwell, 1987 ; Toelihere,
1993).

Hasil penelitian tentang tingkat pengenceran terhadap berbagai komoditas
ternak sudah dilakukan dengan hasilnya sangat bervariasi. Berdasarkan hasil Widjaja
(2011) diketahui bahwa pemberian susu skim memberikan hasil yang terbaik
sehingga dapat mengurangi tingkat penurunan daya tahan Simmental sperma sapi
disimpan selama 2 hari pada suhu 5°C dibandingkan dengan kuning tris. Tris dalam
pengencer susu skim sampai taraf 20% dapat mempertahankan resistensi spermatozoa
sapi Simmental pasca pembekuan (Hoesni, 2016).

Penelitian lhsan (2013) menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pada
penambahan beberapa pengencer dengan menggunakan gliserol didapat hasil
spermatozoa kambing post thawing dalam pengencer Andromed yang tanpa

penambahan gliserol dan 7% gliserol, memiliki motilitas individu yag paling tinggi



dibandingkan dengan penambahan gliserol 14% dan 21% setelah dibekukan secara
vitrifikasi. Fungsi gliserol adalah dalam pengencer adalah essensial untuk pembekuan
semen. Gliserol memodifikasi proses pembekuan Kristal-kristal es dan meleburkan
dalam medium sehingga kerusakan karena tekanan dan pengaruh mekanik dapat
dikurangi (Salisburi dan Van Demark, 1985).

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Faizal (2016) tentang kambing Boer
dengan dua pengencer (kuning telur angsa dan kelapa air) dan beberapa equilibrasi
waktu equilibrasi yang berbeda menunjukkan bahwa tidak ada pengaruh pada kualitas
semen sebelum dan setelah pendinginan.

Hasil dari perlakuan akan diamati dan dibandingkan dengan kriteria standart
kuantitas dan kualitas spermatozoa untuk inseminasi buatan. Sehingga berdasarkan
uraian tersebut maka diperlukan penelitian mengenai kualitas dan kuantitas
spermatozoa kambing boer menggunakan pengencer susu skim dengan konsentrasi
dan waktu equilibrasi yang berbeda, sehingga dapat diketahui berapa kualitas,
kuantitas dan equilibrasi yang optimal untuk mengurangi kerusakan membran

spermatozoa kambing boer.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Apakah beberapa pengencer (susu skim, tris aminometan, dan gliserol)

dengan konsentrasi yang berbeda berpengaruh terhadap kualitas sperma ?



2. Apakah ada pengaruh waktu equilibrasi yang berbeda terhadap kualitas

sperma?

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui dengan pengencer (susu skim, tris aminomethan kuning telur,
dan gliserol) konsentrasi yang berbeda berpengaruh terhadap kualitas
sperma.

2. Mengetahui pengaruh waktu equilibrasi yang berbeda terhadap kualitas

sperma

1.4 Hipotesis
Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Terdapat pengaruh perbedaan pada pemberian pengencer (susu skim, tris
aminometan, dan gliserol) terhadap kualitas sperma kambing Boer.
2. Ada pengaruh terhadap waktu equilibrasi yang berbeda terhadap kualitas

sperma kambing Boer.



1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Penelitian ini diharapkan memberikan informasi tentang metode untuk
mempertahankan kualitas sperma kambing Boer selama penyimpanan pada
suhu 5°C dengan proses pengenceran sperma.

2. Dapat memberikan pengembangan dengan metode pembekuan sperma
kambing Boer yang lebih optimal sehingga menghasilkan motilitas yang
tinggi dan abnormalitas yang rendah.

3. Diharapkan dapat memberikan alternatif penggunaan sperma kambing
untuk inseminasi buatan, serta meningkatkan keberhasilan inseminasi

buatan dengan sperma kambing Boer.

1.6 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Sperma yang digunakan pada penelitian ini menggunakan pejantan
kambing Boer dari laboratorium sumber sekar dengan usia 5-6 tahun.
2. Konsentrasi yang digunakan pada penelitian ini adalah P1 = pengencer
susu skim 83% + tris 10% + 7% gliserol, P2 = pengencer susu skim 73% +
tris 20% + 7% gliserol, P3 = pengencer susu skim 63% + tris 30% + 7%

gliserol.
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3. Equilibrasi yang digunakan pada penelitian ini adalah (1 jam, 1,5 jam, dan
2 jam).

4. Media pewarnaan yang digunakan dalam uji viabilitas dan abnormalitas
adalah eosin negrosin. Parameter yang diteliti ialah meliputi motilitas,

viabilitas dan abnormalitas spermatozoa.
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2.1 Kambing Boer

Afrika selatan merupakan asal dari kambing Boer, kambing Boer adalah hasil
persilangan antara kambing lokal afrika yang mempunyai kaki panjang dengan
kambing dari india. Kambing Boer dapat beradaptasi pada iklim tropis dan sub-tropis
kecuali iklim lembab. Putih dan merah kecoklatan adalah warna yang
dikembangbiakan dan dipersilangkan pada kambing Boer dengan control makanan

nutrisi yang cukup (Mason, 2002).
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Gambar 1. Morfologi kambing Boer (American Boer Goat Assosiation, 2001)
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Bobot kambing Boer berkisar antara 35-45 kg pada 5-6 bulan pertumbuhan,
rata-rata bobot kambing Boer yaitu 0,02-0,04 setiap hari. Hal ini tergantung dari
seberapa banyak susu dari induk dan ransum pakan vyang diberikan. Jika
dibandingkan maka perbandingan persentase daging kambing perah lokal dengan
kambing Boer adalah 40-50 % dari berat kambing lokal yang berarti bobot kambing
jauh Boer lebih berat (Shipley, 2005). Berat badan kambing Boer jantan berumur 8
bulan dapat mencapai 64 kg dan umur 12 bulan bisa mencapai 92 kg. Kambing Boer
dewasa dapat mencapai bobot 114-116 kg dengan persentase berat badan bisa
mencapai 250/hari (Barry dan Godke. 1991).

Adaptasi kambing Boer sangat baik untuk segala bentuk jenis cuaca, mulai
dari cuaca panas kering di Nambia, Afrika dan Australia serta cuaca bersalju di eropa
(Barry dan Godke, 1991). Kambing Boer mempunyai karakter antara lain mempunyai
bulu badan yang berwarna putih kemudian pada leher mempunyai bulu berwarna
gelap, tanduk kambing Boer melengkung ke belakang, badannya sangat kokoh dan
gerakannya lincah, perawakan badan kambing Boer simetris perdagingan (American
Boer Goat Association, 2001). Ciri-ciri kambing Boer menurut Setiadi (2003) adalah
mempunyai tanduk melengkung keatas dan ke belakang serta memiliki telinga lebar
dan menggantung, hidungnya cembung, memiliki bulu pendek sampai sedang pada
badannya, warna dasar dari kambing Boer adalah putih dengan beberapa tambahan

warna coklat atau merah kecoklatan pada bagian leher dan kepala.
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2.2 Hadist Tentang Kambing
Rasulullah menyebut kambing dibeberapa hadistnya tentang keutamaan dan
manfaatnya sehingga Kkita dapat mengambil pelajaran dari kambing karena

keutamaanya, hadist tentang kambing yaitu sebagai berikut:

Ly 8 o lale Jf Ca€ o amiy JUd € il g ; lanal JU | ainll o5 V) G B Camy e
1< JaY

Artinya:“Tidaklah seorang Nabi diutus melainkan ia menggembala kambing. Para
sahabat bertanya, apakah engkau juga?”. Beliau menjawab, “iya, dahulu
aku menggembala kambing penduduk Makkah dengan upah beberapa
girath.”[HR. Al Bukhari, no. 2262].

Ji? &5 2 \vuw; \Lﬁum 0T WGANUREES /&:)@stj;é&;

8

LAY e

Artinya: Dari ‘Urwah Al-Baariqi radliyallaahu ‘anhu, ia berkata : Telah bersabda
Rasulullah  shallallaahu ‘alaihi wa sallam : “Kambing itu barakah,
sedangkan onta adalah kemuliaan bagi pemiliknya” [HR. lbnu Maajah no.
2305].

5
[ -~ [
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Artinya: Dari Ummu Haani’ : Bahwasannya Nabi shallallaahu ‘alaihi wa sallam
pernah berkata kepadanya : “Peliharalah kambing, karena padanya terdapat
barakah” [HR. Ibnu Maajah no. 2304, Ahmad 6/342 & 6/424, Ishaaq bin
Rahawaih 5/28-29 no. 2129-2131].
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2.3 Pengertian Semen

Semen adalah cairan sekresi jantan yang diejakulasikan ke dalam saluran
kelamin betina pada saat kopulasi atau ditampung dengan berbagai cara untuk
keperluan IB (Bearden, 1984 dan Toelihere 1985). Lebih lanjut Garner dan Hafez
(2000) menyatakan bahwa semen adalah cairan atau suspensi semigelatinous dari
organ reproduksi jantan yang berisi sel-sel gamet jantan atau spermatozoa dan sekresi
dari organ assesoris saluran reproduksi jantan.

Saluran reproduksi jantan di dalam Al Qur’an di sebutkan dalam surat At
Thariq ayat ke 7 yang menyebutkan tulang sulbi. Tulang sulbi merupakan tulang
yang memancarkan atau mengeluarkan air mani. Allah menjelaskan dalam firmannya
untuk melakukan penelitian supaya Kkita mengetahui kebesaran tuhan melalui
ciptaannya serta menunjukkan kebenaran akan firmannya. Surat At Thariq ayat 6-7
yaitu:

o PRI 3 577 & B _ 2

@syWhlall g o £ @ghld b o BB

Artinya :Dia diciptakan dari air yang dipancarkan . yang keluar dari antara tulang
sulbi laki-laki dan tulang dada perempuan.

Tafsir shihab (2002) menyatakan bahwa Air itu keluar dari tulang rusuk dan
tulang dada laki-laki dan wanita. Kata shulb berarti tulang belakang atau tulang
punggung. Sedangkan kata tard'ib berarti tulang dada. Dari berbagai studi genetika

yang dilakukan belakangan didapat penjelasan bahwa cikal bakal organ reproduksi

dan organ pembuangan dalam tubuh janin terdapat di antara sel-sel tulang muda, yang
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akan membentuk tulang punggung, dan sel-sel pembentuk tulang dada. Sedangkan
bakal ginjal terletak pada tempatnya yang normal, demikian pula testis yang telah
terbungkus dalam kantung. Serta pula urat saraf membantu memproduksi sperma
dengan cairan-cairan lain yang menyertainya juga berasal dari tulang dada kesepuluh
yang mengarah ke tulang sumsum antara telang rusuk kesepuluh dan kesebelas.
Dengan demikian, menjadi jelas bahwa organ-organ reproduksi, urat saraf perasa dan
pembuluh darah di sekitarnya muncul di tempat antara tulang punggung dan tulang
dada.

Semen terdiri dari dua bagian yaitu bagian padat yang disebut spermatozoa
yang dihasilkan oleh testis dan bagian yang cair yang disebut seminal plasma (cairan
semen) yang dihasilkan yang dihasilkan oleh kelenjar assesoris kelamin jantan (bulbu
urethralis, vesicular seminalis, prostate, dan ampulla) (Partodiharjo, 1992 ; Bearden

dan Fuquay, 1994 dan Garner dan Hafez, 2000).

2.4 Sifat Fisik Dan Kimia Spermatozoa

Spermatozoa dibentuk dalam tubulus seminiferus dari testis, tubuli ini
mengandung beberapa tahapan pembentukan sel-sel spermatozoa. Spermatozoa
dihasilkan secara terus-menerus melalui proses spermatogenesis didalam tubulus
seminifenalis yang merupakan sel kecil, kompak, sangat khas, tidak tumbuh dan
membagi diri serta berfungsi untuk pembuahan ovum (Garner dan Hafez, 2000) dan
mengalami pematangan dalam epididimis serta disimpan dalam ampulla sampai

ejakulasi (Lindsay dkk., 1982).
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Gambar 2. Morfologi spermatozoa (Partodihardjo, 1992)

Spermatozoa kambing dan domba memiliki panjang kepala 8 sampai 9 pum,
lebar 4 sampai dengan 4,5 um, dan tebal 0,5 sampai dengan 1,5 pum pada bagian
tengah spermatozoa mempunyai panjang 1,5 sampai dengan 2 kali panjangkepala
dengan diameter 1 pm. panjang ekor spermatozoa 35 sampai dengan kepala 45 pum
dengan diameter 0,4 sampai dengan 0,8 pum sehingga panjang keseluruhan mencapai
50 sampai 70 mikron. Volume ejakulat kambing adalah 0,5 sampai 1,0 ml gerakan
spermatozoa pada saat air mani ditampung 50-90 % dengan jumlah spermatozoa per
ejakulat 18 x 108 (Devandra, 1983). Spermatozoa merupakan salah satu dari bahasan

Al Qur’an yang terdapat di beberapa ayat khususnya surat Al Qiyamah 36-37. Ayat
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tersebut secara jelas menyebut spermatozoa. Firman Allah surat Al Qiyamah ayat 36-

37 sebagai berikut:

By G & o & ST ey 2 B of T

Artinya:Apakah manusia mengira, bahwa ia akan dibiarkan begitu saja (tanpa
pertanggung jawaban). Bukankah dia dahulu setetes mani yang
ditumpahkan (ke dalam rahim).

Bukankah manusia berasal dari setetes air mani yang dikokohkan untuk
dibentuk di dalam rahim, lalu menjadi ‘alagah (segumpal darah kental) dan akhirnya
diciptakan dan disempurnakan oleh Allah dalam bentuk yang sebaik-baiknya?

Struktur morfologi spermatozoa pada berbagai hewan adalah sama meskipun
ukuran dan bentuk spermatozoa antara hewan satu dengan yang lainnya. Spermatozoa
normal tersusun atas kepala yang membawa materi genetik dan bagian ekor, dimana
pada bagian ekor terbagi menjadi bagian tengah atau leher, bagian utama dan ujung
(Bearden dan Fuquay, 1984).

Kepala spermatozoa berbentuk bulat lonjong, lebar dan datar pada satu sisi
dan sempit pada pandangan yang lain, dengan dimensi ketebalan 1 sampai 2
mikromiter dan panjang 9 mikrometer. Bagian tebal pada pangkal kepala kemudian
melangsing ke arah apex yang tipis. Leher berbentuk bulat dan pendek dengan

dimensi garis tengah 1 mikrometer dan panjang 13 mikrometer, sedangkan ekor

berbentuk bulat panjang dengan dimensi garis tengah 0,25 sampai 0,5 mikrometer
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serta pada ujung bergaris tengah kurang dari 0,25 mikrometer dan panjangnya 44
sampai 50 mikrometer (Partodiharjo, 1992).

Menurut Garner dan Hafez (2000), bagian terluar dari spermatozoa diselimuti
membran plasma dan pada bagian dalam membran plasma terdapat outer dan inner
acrosomal membran, membran inti dan inti yang berbentuk memanjang. Pada ujung
anterior inti dilapisi oleh akrosom yang mengandung enzim hidrolitik seperti acrosin,
hyaluronidase, adalah bagian yang menghubungkan bagian kepala dengan bagian
tengah. Pada bagian ini terdapat jalinan serat pembungkus dan pada isi perlekatan
dengan kepala disebut implanation sockets dan serat melintang disebut implanation
plates, dimana terdapat mitokondria yang terbentuk dari ikatan-ikatan serat melintang
(axia fiber bundle).

Bagian ekor spermatozoa yang tersusun oleh fibril sangat penting dalam
pergerakan spermatozoa, sehingga ekor yang terpisah dari kepala akan menyebabkan
spermatozoa tidak dapat bergerak (Tolihere, 1993). Ekor spermatozoa terbagi
menjadi beberapa bagian yaitu middle piece, annulus principle peace dan end peace.
Spermatozoa mempunyai berat jenis berkisar sekitar antara 1,240 sampai 1,344 dan
memiliki berat kering sekitar 2 sampai 2,5 x 10

Spermatozoa sebagian besar tersusun dari bahan-bahan kimia yaitu (Bearden
dan Fuquay, 1984 dan Garner dan Hafez, 2000):

1. Deoxyribonucleoprotein, terdapat dalam nucleus yang merupakan bagian dari
kepala spermatozoa, mengandung kromosom yang terdiri dati DNA dan tiap-tiap

kromosom mengandung gen-gen pembawa sifat.
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2. Muco-polysaccharide, terkait pada molekul-molekul protein terdapat di akrosom
yaitu bagian pembungkus kepal. Pada keadaan normal. Kepala dilapisi oleh
akrosom yang mempunyai struktur yang mempunyai kantong berdinding rangkap
dan mengandung banyak acrosomal polysaccharide. Polysaccharide ini
mengandung empat macam gula vyaitu: fruktosa, galaktosa, manosa, dan
heksosamin.

3. Plasmalogen atau lemak aldehydrogen yang terdapat pada bagian leher, badan dan
ekor spermatozoa, digunakan spermatozoa untuk respirasi endogen.

4. Protein yang menyerupai keratin, protein ini menyerupai seluruh bagian tubuh
spermatozoa dan diduga banyak mengandung sulfur yang berperan terhadap sifat
elastisitas permukaan spermatozoa.

5. Enzim dan ko-enzim pada umumnya digunakan untuk proses hidrolisis dan
oksidasi. Sel spermatozoa mengandung hyalurunidase yang diduga berada dekat
sekali permukaan sel, sehingga setiap saat dapat dilepaskan mediun sekitarnya.
Enzim-enzim yang terdapat dalam acrosomal polysaccharide untuk penetrasi pada
lapisan corona radiate dan zona pellucida ovum.

Energi bagi spermatozoa yang dihasilkan oleh perubahan ATP menjadi ADP.
Fruktosa merupakan penghasil ATP baik pada kondisi aerob maupun pada kondisi
anaerob. Hal ini berarti jika fruktosa dimetabolisir dalam kondisi anaerob akan
menghasilkan 2 ATP atau 14.000 kalori. Energi ini digunakan spermatozoa untuk

mempertahankan hidupnya (Bearden dan Fuquay, 1984).
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2.5 Sifat Fisik dan Kimia Seminal Plasma
Seminal plasma merupakan sekresi kelenjar assesoris yaitu ampulla, vesikula
seminalis, prostat, dan bulbo urethralis. Seminal plasma memiliki fungsi penting

sebagai 1) media transport dari sistem reproduksi jantan pada saat ejakulasi 2)

sebagai buffer dan penyedia nutrisi untuk mempertahankan daya tahan hidup

spermatozoa secara normal setelah ejakulasi (Lindsay dkk, 1982 dan Toelihere, 1985)

Seminal plasma mempunyai fungsi penting pada ejakulasi dan fase awal
pengangkutan spermatozoa. Sebagai medium suspense dan dapat juga sebagai
metabolisme yang penting bagi spermatozoa engan menyusun khususnya fruktosa,

asam sitrat dan inositol (Hunter, 1995).

Menurut Partodihardjo (1992), kandungan yang terdapat dalam seminal
plasma adalah:

1. Zat organik meliputi glyceriphosphoryl-choline (GPC), asam nitrat fruktosa,
inisitol, sorbitol, ergothionin dan prostaglandin.

2. Zat anorganik terdiri dari kalium, kalsium dan bikarbinat. Bahan anorganik yang
mempunyai kadar tinggi adalah K+ dan Na+. Konsentrasi kalium lebih tinggi di
dalam spermatozoa dari pada di dalam seminal plasma, sedangkan konsentrasi
natrium adalah sebaliknya.

3. Air.
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2.6 Evaluasi Semen

Pemeriksaan (evaluasi) semen dapat dilakukan dalam waktu singkat sesudah
penampungan meliputi pemeriksaan makroskopis dan pemeriksaan mikroskopis
semen dapat dilakukan dengan teliti dan hati-hati serta dilakukan dengan secara cepat
agar spermatozoa tidak cepat habis. Pemeriksaan dan pengaturan peralatan harus
dilakukan secara berurutan (Zenichiro, et al, 2002)

Pemeriksaan makroskopis meliputi volume, warna, konsentrasi, dan pH.
Pemeriksaan volume, warna dan konsentrasi semen langsung data diukur dan dilihat
pada tabung penampungan, sedangkan pH atau derajat keasaman diukur dengan
menggunakan kertas lakmus dan dicocokkan dengan warna standart yang sesuai.
Derajat keasaman sangat mempengaruhi daya tahan hidup spermatozoa ( Toelihere,
1993)

Pemeriksaan mikroskopis, motilitas massa, motilitas individu dan
abnormalitas.

1. Konsentrasi
Salah satu kriteria penentuan kualitas spermatozoa dan penentuan derajat
konsentrasi adalah konsetrasi spermatozoa itu sendiri yang dihitung milliliter
(Hafez, 2000).

2. Motilitas spermatozoa
Tanda utama spermatozoa adalah motilitas atau daya geraknya yang menjadi
standard karena sngat mudah untuk meneliti semen yang sudah dilakukan

perlakuan inseminasi buatan. Ciri-ciri penting yang mengindikasikan baik
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tidaknya kualitas semen (Toelihere, 1985). Motilitas atau gerak spermatozoa
dapat dilakukan penilaian terhadap motilitas massa dan motilitas individu.
Menurut (Toelihere, 1993), penilaian massa spermatozoa adalah sebagai berikut:
Tanda (+++), mengindikasikan bahwa spermatozoa sangat baik, dalam
pengamatan seperti gelombang besar, banyak gelap, tebal dan aktif, terlihat
gumpalan awan hitam dalam pergerakannya.

Tanda (++), mengindikasikan bahwa spermatozoa baik, spermatozoa bergerak
seperti gelombang-gelombang kecil, tipis, jarang dan kurang jelas serta bergerak
pelan

Tanda (+), mengindikasikan bahwa spermatozoa biasa-biasa saja atau sedang
pergerakannya, tanda-tandanya terlihat dengan adanya gerakan-gerakan
gelombang individu yang masih aktif progresif.

Jelek (-), apabila hanya sedikit ada gerakan-gerakan individual.

Penilaian dari uji motilitas individu spermatozoa di bawah mikroskop pada suhu
ruang adalah (Hedah, 1997):

Skor 0 persen, spermatozoa immotil dan tidak bergerak

Skor <50 persen, gerak spermatozoa berayun atau melingkar, ditunjukkan
dengan gerakan progresif sperma kurang dari 40 persen dan tidak bergelombang.
Skor 50-80 persen, spermatozoa bergerak progresif dan menghasilkan gerakan
massa.

Skor 90 persen, spermatozoa bergerak progresif, gesit dan segera membentuk

gelombang.



23

5 Skor 100 persen spermatozoa bergerak sangat progresif dan membentuk

gelombang sangat cepat.

2.7 Viabilitas Spermatozoa

Semen yang berkualitas baik antara lain memiliki persentasi spermatozoa
hidup yang tinggi dengan gerak progresif dan kuat. Melalui pewarnaan maka dapat
dibedakan antara spermatozoa yang mati dan hidup. Perbedaan afinitas zat warna
antar sel-sel spermatozoa yang yang mati dan hidup dapat digunakan untuk
menghitung secara objektif jumlah spermatozoa hidup. Apabila semen segar
dicampur dengan zat warna, sel-sel spermatozoa yang mati akan menyerap warna
karena permeabilitas dinding sel mengangkut setelah spermatozoa mati (Toelihere,

1981).

2.8 Abnormalitas Spermatozoa

Partodihardjo (1992), menyatakan bahwa dengan menggunakan metode
pewarnaan sel, morfologi spermatozoa termasuk perhitungan spermatozoa yang
abnormal dapat sekaligus dilakukan. Menurut Toelihere (1993), bentuk abnormalitas
spermatozoa ada dua macam yaitu abnormalitas primer dan abnormalitas sekunder.
Abnormalitas primer ditandai dengan adanya kelainan-kelainan yang terjadi pada
tubuh semiliferus serta adanya gangguan testikular dan adanya gangguan testikular
dengan memiliki kepala yang sangat kecil atau sebaliknya memiliki kepala kepala

yang sangat besar, memiliki kepala dua atau ganda, bentuknya seperti per, badan atau
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ekor dua atau ganda, bagian ekor membesar secara tidak normal. Abnormalitas
sekunder terjadi pada bakal sel kelamin jantan meninggalkan epitel kecambah pada
tubuli seminiferus, selama perjalanan menuju epididimis, vas deferents, urethra,
kontaminasi (air, antiseptic, dan urin), pemanasan berlebihan, pendinginan terlalu
cepat. Eddy (1994) menyatakan bahwa Abnormalitas termasuk didalamnya adalah
kepala terpisah dari ekor, bagian tengah patah atau kusut, ekor patah atau

menggulung.

2.9 Membran Plasma Spermatozoa

Bagian luar spermatozoa memiliki sebuah membran lipoprotein yang
memiliki fungsi sebagai pelindung organel bagian dalam serta penyaring terhadap
pertukaran zat interseluler atau intraseluler. Fungsi dari membran plasma
spermatozoa adalah sebagai pemelihara integritas membran dan sebagai pembuat
permukaan yang dinamis antar sel serta melindungi berbagai bentuk zat dari
lingkungan (Curry dan Watson, 1995). Apabila membran plasma spermatozoa
mengalami kerusakan, maka proses metabolisme akan terganggu dan permeabilitas
membran menjadi sangat tinggi dan hal ini berakibat fatal bagi spermatozoa (Saili,
1999).

Membran plasma spermatozoa mengandung asam lemak tidak jenuh dalam
konsentrasi yang sangat tinggi dan berfungsi untuk memberikan fluiditas membran
yang diperlukan untuk mendukung fungsi biologis (purohit.laloraha, dan kumar,

1999). Curry dan Watson (1995), menambahkan bahwa permukaan spermatozoa
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mempunyai lima daerah utama membran yang masing-masing bagian bergabung
dalam kompartemen dan memiliki fungsi yang berbeda. Pada ekor terdapat dua
daerah yaitu pada bagian tengah dan bagian utama, sedangkan pada kepala terdapat
tiga daerah yaitu membran yang menyelimuti akrosom, equatorial dan daerah post
akrosomal.

Menurut Pedersen dan Fawcet (1976), membran spermatozoa membran
spermatozoa mempunyai fungsi yang khusus pada setiap daerah, bagian kepala
mempunyai peran terhadap proses kapasitasi, akrosom, serta penembusan zona
pellucida pada saat fertilisasi. Bagian belakang membran akrosom mempunyai kontak
pertama dan menjadi satu dengan oolema ovum pada saat terjadi fertilisasi.
Sedangkan membran pada bagian ekor mempunyai fungsi untuk mencari subtrat
sebagai sumber energi spermatozoa dan penghantar gerakan gelombang.

Membran spermatozoa terdiri dari dua lapisan fosfolipid yang susunannya
yaitu pada bagian kelapa hidrofilik membentuk permukaan membran bagian luar dan
bagian dalam sedangkan fosfolipid yang hidrofobik bertemu di tengah membran.
Fosfolipid salah satu bagian dari integritas membran spermatozoa yang berfungsi
sebagai permeabilitas membran dan pereaksi enzim yang ada dalam membran serta
perubahan spermatozoa yang terjadi di saluran reproduksi betina yaitu pada saat
kapasitasi fertilisasi (White dan Bebbet, 1976).

Membran spermatozoa dapat mengalami penurunan kualitas apabila setiap
ejakulat spermatozoa mengalami penurunan volume, motilitas pergerakan menurun,

penurunan waktu hidup spermatozoa serta terjadi kelainan integritas membran
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spermatozoa yang menyebabkan gagalnya spermatozoa dalam pembuahan ovum (Ohl

dan Menge, 1996).

2.10  Pengenceran Semen

Semen setelah ditampung dan diperiksa (evaluasi) serta memenuhi syarat-
syarat untuk 1B, selanjutnya semen harus segera diolah dan diencerkan. Pembentukan
asam susu harus dicegah secepat mungkin, karena asam susu sangat toxic terhadap
spermatozoa. Semen perlu dicampur dengan larutan pengencer yang menjamin
kebutuhan fisik dan kimiawinya dan disimpan pada suhu dan kondisi tertentu yang
mempertahankan kehidupan spermatozoa selama waktu yang diinginkan untuk
kemudian dipakai sesuai dengan kebutuhan. Penentuan kadar pengenceran
mempunyai tujuan agar setiap satuan volume semen yang akan diinseminasikan ke
hewan betina harus mengandung cukup spermatozoa untuk memberikan fertilitas atau
kesuburan yang tinggi tanpa membuang spermatozoa yang berlebihan, dimana kadar
pengenceran tergantung pada volume ejakulat, konsentrasi dan persentase
spermatozoa yang hidup dan motil progress (Ihsan, 1997).

Penyusun utama bahan pengencer menurut Hunter (1995), biasanya terdiri
atas:
1. Substrat metabolit, biasanya gula.
2. Elektrolit dengan konsentrasi yang tepat untuk melindungi spermatozoa terhadap

perubhan pH (yaitu buffer) dan tekanan osmotic.
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Komponen dengan berat molekul tinggi, seperti yang dapa pada kuning telur atau
susu untuk melindungi spermatozoa terhadap pengaruh merusak dari
pendinginan.

Antibiotik.

Pengenceran semen harus memenuhi syarat dan asal mula sebagai pengencer,

sebagai pengencer harus memiliki ciri fisik dan kimia selama pendinginan,

pengenceran harus memiliki fungsi yaitu (Partodihardjo, 1992):

1.

2.

Memperbanyak volume sehingga dapat dipakai inseminasi lebih banyak.
Melindungi spermatozoa terhadap cold shock selama pembekuan.

Memberi zat makan yang berfungsi sebagai sumber energy bagai spermatozoa.
Menyiapkan buffer sebagai pencegah perubahan pH serta menjaga tekanan
osmotik dan keseimbangan elektrolit.

Tidak terdapat kuman dan mencegah kemungkinan pertumbuhannya.

Pengencer yang baik menurut lhsan (1997), seharusnya memenuhi syarat

sebagai berikut:

1.

Bahan pengencer terjangkau, mudah dan gampang dibuat tetapi harus juga
memiliki daya pencegah tinggi.

Pengencer harus memiliki kandungan sebagai penghambat sama antara sifat fisik
dan kimia dengan semen serta tidak memiliki kandungan zat-zat yang bersifat

racun terhadap spermatozoa ataupun kepada kelamin hewan betina.
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3. Pengencer harus menjaga serta tidak membuat batas terhadap proses fertilisasi
sperma dan pengencer juga tidak terlalu kental agar tidak mengganggu
pertemuan antara sperma dan ovum.

4. Pengencer harus ada penilaian sebelum dan sesudah pengencer. Sebaiknya
sesudah pengenceran, pergerakan spermatozoa masih dapat terlihat dengan

mudah agar dapat ditentukan kualitas semen tersebut.

2.11 Pengencer Susu Skim

Susu skim adalah bagian dari yang tersisa dari yang diambil krimnya,
memiliki zat makan kecuali lemak dan vitamin. Susu Skim merupakan suplemen
protein yang bermanfaat karena mengandung 35,6 gram kalsium dan riboflavin dalam
kadar tinggi (Chamberlain, 1989). Komposisi skim terdiri dari lemak 1,0 persen,
laktosa 5 persen, abu 0,8 persen dan air 90,4 persen (Buckle, et al, 1987).

Susu skim digunakan sebagian bahan pengencer semen karena beberapa
kelebihan yaitu bahannya murah, mudah didapat, cepat dibuat dan kadar lemaknya
rendah sehingga memudahkan pemeriksaan spermatozoa di bawah mikroskop (Evans
dan Maxwell, 1987). Pengencer susu skim terdiri dari susu skim, glukosa, antibiotik,
dan kuning telur. Fungsi dari masing-masing bahan yang terkandung dalam bahan
pengencer tersebut adalah (Evans dan Maxwell 1987 ; Toelihere, 1993) :

1. Susu skim, merupakan buffer untuk mencegah perubahan pH akibat asam

laktat dari hasil metabolisme spermatozoa serta mempertahankan tekanan

osmotik dan keseimbangan elektrolit yang sesuai.
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2. Glukosa, sebagai penyedia zat makanan yang merupakan sumber energi
bagi spermatozoa.

3. Antibiotik (penicillin dan streptomycin), penambahan antibiotik dalam
pengencer akan meningkatkan daya tahan hidup spermatozoa dan
mematikan kuman vibrio foetus serta untuk mencegah pertumbuhan
mikroorganisme.

4. Kuning telur, sebagai sumber energi bagi spermatozoa dan sebagai

pelindung spermatozoa terhadap cold shock.

2. 12 Pembekuan Semen

Pembekuan adalah suatu proses penghentian sementara kegiatan hidup dari sel
tanpa mematikan fungsi sel, dimana proses hidup dapat terus berlanjut setelah
pembekuan dihentikan (Susilawati, et al, 2000).

Prosessing semen setelah pengenceran meliputi cooling (pendinginan),
gliserolisasi, waktu equilibrasi (equibration time), pre-freezing, freezing
(pembekuan), storage (penyimpanan) dan thowing.

1. Cooling
Menurut Bearden dan Fuquay (1984) cooling adalah proses pendinginan semen
setelah semen diencerkan, dimasukkan dalam gelas ukur tertutup dan
ditempatkan pada beaker glass berisi air dengan suhu 37°C kemudian diletakkan
di dalam alat pendingin (cool top) selama 75 sampai 120 menit. Cooling harus

berjalan perlahan dan minimal 1 jam untuk menurunkan suhu selama dari 37°C
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menjadi 5°C dan semen harus direndam dalam air untuk mencegah cold shork

(Hafez, 2000).

. Gliserolisasi

Gliserolisasi adalah penambahan gliserol pada pengencer berfungsi melindungi
dari efek lethal selama proses pembekuan. penambahan gliserol ke dalam semen
setelah pendinginan berfungsi sebagai krioprotektan intraseluler, digunakan
untuk melindungi semen selama pembekuan dan thowing, sehingga perubahan
permeabilitas membrane sel dan perubahan pH dapat dicegah (Bearden dan
Fuquay, 1984). Gliserolisasi bertujuan untuk mencegah menjadi osmotic shock
(Toelihere, 1993). Menurut Supriatna (1993), bahwa pengencer bergliserol
digunakan sebagai pengencer tahap kedua setelah sebelumnya semen telah
diencerkan dengan pengencer tanpa gliserol, karena pengencer untuk semen yang
akan dibekukan umumnya terdiri dari dua tahap, tujuannya adalah untuk
mencegah penyusustan yang besar untuk meminimkan derajat pengerutan sel.

. Waktu equilibrasi

Waktu equilibrasi (equilibration time) adalah waktu yang diperlukan
spermatozoa setelah dimasukkan ke dalam straw untuk mengadakan
keseimbangan dengan cairan pengencer yang mengandung gliserol selama
jangka waktu tertentu pada suhu titik beku (lhsan, 1997). Equilibrasi bertujuan
agar kematian spermatozoa yang berlebihan sewaktu proses pembekuan dapat

dicegah (Toelihere,1985).
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Lama equilibrasi adalah 2 jam yaitu dengan menempatkan straw pada rak straw
dengan komposisi horizontal di dalam alat terhadap kerusakan dan kematian sel,
hal ini dihubungkan dengan gaya efektivitas antibiotik yang bekerja selama 2 jam
terlampaui (Hafez, 2000).

. Pre freezing

Pre freezing adalah proses pembekuan semen dengan cara straw yang berisi
semen diuapkan di atas permukaan N2 cair pada suhu -140°C selama 9 menit
(Toelihere, 1993).

. Freezing (pembekuan)

Freezing (pembekuan) adalah proses dimana menghentikan kegiatan hidup dari
suatu sel tanpa membuat mati fungsi sel serta dapat hidup kembali setelah
pembekuan berhenti, sedangkan semen beku ialah semen yang sudah diencerkan
dengan proses dan prosedur tertentu di bawah suhu 0°C atau di bawah titik beku
air (Partodihardjo, 1992). Menurut Wolf (1995), semen dapat dibekukan dengan
menggunakan CO padat, udara basah dan N> serta nitrogen cair. Namun
biasanya nitrogen cair lebih sering digunakan karena dapat disimpan dalam
waktu yang sama.

. Storage (penyimpanan)

Semen beku disimpan dalam kontainer yang berisi nitrogen cair bersuhu -196°C.
Volume nitrogen cair harus selalu dikontrol secara periodik, karena jika

kehabisan nitrogen cair akan menaikkan suhu sehingga dapat mematikan
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spermatozoa (Partodihardjo, 1992). Menurut lhsan (1997) umumnya semen beku
disimpan dalam bentuk straw yang terdiri dari mini dan mini straw, mini tube,
ampul dan pellet.

. Thawing

Thawing adalah melelehkan atau mencairkan kembali semen yang telah
dibekukan. Prinsip kerja thawing adalah semakin tinggi suhu, semakin cepat

waktu yang diperlukan (lhsan, 1997).
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METODE PENELITIAN

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Fisiologi Hewan Jurusan Biologi
Fakultas Sains Dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang. Pelaksanaan penelitian ini dilaksanakan pada bulan maret sampai april tahun

2018.

3.2 Rancangan Penelitian

Penelitian  ini  merupakan penelitian  eksperimental menggunakan
Rancangan Acak kelompok (RAK) pola faktorial yang terdiri atas faktor penentu
jenis pengencer skim susu dengan konsentrasi yang berbeda (P1 = pengencer susu
skim 83% + tris 10% + 7% gliserol, P2 = pengencer susu skim 73% + tris 20% + 7%
gliserol, P3 = pengencer susu skim 63% + tris 30% + 7% gliserol) dan equilibrasi

yang berbeda (1 jam, 1.5 jam, dan 2 jam) dengan 3 ulangan.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu vagina buatan khusus

untuk kambing, mikroskop, gelas objek, tabung reaksi, cover glass, pemanas air

33
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(water bath), termometer, beaker glass 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, ependorf tube, ,
micro-pipet, kertas lakmus, container, straw, dan pinset.
3.3.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah:

Susu skim, glukosa, penicillin, streptomycin, aquadest dan kuning telur
larutan tris-aminomethane, NaCl fisiologis (0,9%), NaCl 3%, eosin 2%, gliserol dan

Nitrogen Cair.

3.4 Pelaksanaan Penampungan Semen
Tahapan-tahapan pada penampungan semen kambing Boer terdiri dari

beberapa tahap yaitu (Faizal, 2016):

1. Persiapan vagina buatan, vagina buatan disiapkan dengan mengisi air hangat ke
dalam vagina buatan, setelah itu vagina buatan dipompakan udara ke dalam
vagina buatan, Kemudian vagina buatan diolesi dengan Vaseline. VVagina buatan
harus memiliki suhu sekitar 41-45°C.

2. Pejantan dipersiapkan, pejantan diarahkan menuju betina yang dalam keadaaan
estrus selanjutnya pejantan dinaikkan beberapa kali supaya mendapatkan hasil
yang maksimal.

3. Penampungan semen, cara kolektor untuk melakukan penampungan semen yaitu
vagina buatan dipegang pada bagian tangan kanan serta posisi tangan berada di

bawah betina pemancing, kemudian posisi tangan pemegang vagina buatan
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membentuk sudut 45°C dengan garis horizontal, setelah mendapatkan hasil yang
diinginkan selanjutnya dilakukan 2-3 kali dan kolektor menggunakan preputium
pada tangan Kkiri setiap pejantan menaiki betina, selanjutnya penis pejantan
diarahkan ke vagina buatan yang dipegang pada tangan kanan dan ditekan maju

dan ejakulasi.

3.5 Prosedur Penelitian
Prosedur dalam penelitian ini dipaparkan sebagai berikut :
3.5.1 Pembuatan Pengencer
3.5.1.1 Cara pembuatan pengencer susu skim
Cara pembuatan pengencer susu skim pada penelitian ini adalah sebagai
berikut (Yudhaningsih, 2004): susu skim: 5 gram, glukosa: 0,5 gram, aquadest: 40
ml, penicillin (100.000 1U): 0,05 gram, streptomycin: 0.5 gram. Kuning telur: 2,5 ml.
1. Susu skim dimasukkan dalam erlenmayer 50 ml, lalu ditambahkan aquadest dan
dihomogenkan dengan magnetic stirer selama 12 menit.
2. Erlenmayer dimasukkan panci berisi air panas di atas nyala api
3. Erlenmeyer terlihat tetesan embun (suhu 100 °C), diangkat dan dinginkan sampai
suhu 37 °C.
4. Glukosa ditambahkan dan dihomogenkan selama 12 menit.
5. Penicillin dan streptomicyn dimasukkan ke dalam larutan, kemudian

dihomogenkan selama 12 menit.
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6. Tahap akhir dimasukkan kuning telur kemudian dihomogenkan selama 15 menit.
7. Larutan dalam erlenmayer ditutup dengan aluminium foil kemudian disimpan
dalam refrigerator, setelah 2 sampai 3 hari penyimpanan terdapat endapan dari
larutan pengencer tersebut.
8. Supernatan larutan pengencer diambil secara perlahan-lahan menggunakan
mikropipet bila pengencer akan digunakan.
3.5.2 Pemeriksaan Semen Segar
Semen ditampung dan segera dilakukan pemeriksaan makroskopis dan
mikroskopis. Pemeriksaan makroskopis meliputi: volume, warna, konsentrasi dan pH.
Pemeriksaan volume, warna dan konsistensi semen langsung dapat diukur dan dilihat
pada tabung penampungan, sedangkan pH atau derajat keasaman diukur dengan
menggunakan kertas lakmus dan dicocokkan dengan warna yang sesuai pH normal.
Pemeriksaan mikroskopis meliputi:
1. Motilitas massa
Motilitas massa diamati pada pembesaran 100 kali dengan selapis tipis semen
diatas gelas objek tanpa gelas penutup. Pengamatan dilakukan berdasarkan
pergerakan spermatozoa dalam suatu kelompok mempunyai kecenderungan untuk
bergerak bersama-sama ke satu arah yang merupakan gelombang-gelombang yang
tebal dan tipis, bergerak cepat atau lambat tergantung dari konsentrasi dan

spermatozoa yang hidup.
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2. Motilitas individu

Motilitas individu diamati pada pembesaran 400 kali dengan berlapis tipis
semen di atas gelas objek yang ditutup gelas penutup. Motilitas individu digunakan
untuk melihat berapa banyak spermatozoa yang progresif (normal) dibandingkan
dengan gerakan-gerakan lainnya yang abnormal.

3. Konsentrasi

Konsentrasi  spermatozoa dapat di ukur dengan menggunakan
haemocytometer dengan kerja sebagai berikut:

A. Semen dihisap dengan pipet eritrosit sampai angka 0,5, kemudian NaCl 3 %
dihisap sampai 10,1 atau 11 pada pipet. NaCl berfungsi mengencerkan dan
mematikan sperma.

B. Pipet eritrosit digoyang goyang membentuk angka delapan selama 2 sampai 3
menit. Kemudian semen dituang 1 sampai 2 tetes dan selanjutnya digoyang lagi 2
sampai 3 menit. Setelah semen dibuang 1 sampai 2 tetes lagi, kemudian baru
dituang pada kamar hitung yang di atasnya ditutupi cover glass sebanyak 1 tetes.
Spermatozoa dihitung pada kamar yaitu sudut kanan dan Kiri atas, sudut kanan dan

kiri bawah dan tengah (menurut arah diagonal).
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Gambar 3. Tampak atas haemocytometer

4. Viabilitas spermatozoa

Evaluasi viabilitas spermatozoa dilakukan dengan membuat pewarnaan
deferensial. Pewarna yang digunakan adalah eosin negrosin Preparat apus dibuat
setelah beberapa detik sampai satu detik dan segera dikeringkan dekat nyala api.
Jumlah spermatozoa yang hidup dihitung presentasenya dengan menggunakan rumus
menurut Feradis (2010) :

Jumlah spermatozoa yang hidup
% spermatozoa hidup = X 100%
Jumlah spermatozoa yang dihitung

5. Abnormalitas

Penentuan abnormalitas spermatozoa dilakukan dengan menggunakan
preparat apus yang digunakan untuk memeriksa persentase hidup spermatozoa.
Perhitungannya adalah dengan membandingkan antara spermatozoa abnormal dengan
spermatozoa normal pada luas pandang yang sama, kemudian ditentukan

persentasenya.
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3.5.3 Pembekuan Semen

Tahapan pembekuan semen meliputi cooling (pendinginan), gliserolisasi,
pengisian dan penutupan mini straw, Equilibrasi dan Freezing (pembekuan).
1. Cooling

Pendinginan awal dimulai dengan memasukkan semen yang sudah diencerkan
ke dalam ependorf tube. Suhu semen diturunkan sampai 5 °C dan memelurkan waktu

kurang lebih 1-2 jam.

2. Gliserolisasi

Gliserolisasi, yaitu proses penambahan gliserol pada pengencer yang berfungsi
untuk melindungi spermatozoa dari efek lethal selama selama proses pembekuan.
3. Pencetakan semen dalam mini straw

Semen yang mengalami gliserolisasi diambil dengan spuit berjarum kemudian
dimasukkan ke dalam straw lalu lakukan penutupan straw di dalam cool top dengan
menjepit yang telah dipanasi dengan api.
4. Equilibrasi

Straw yang telah terisi semen diatur di atas rak dan dibiarkan selama yang
diinginkan pada suhu 5°C di dalam cool up untuk mengalami proses equilibrasi yaitu
merupakan proses penyesuaian diri spermatozoa terhadap suhu cooling (5°C) menuju

suhu pre freezing -140°C dan suhu freezing -196°C dengan tujuan untuk memberi
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kesempatan spermatozoa untuk menyesuaikan diri dengan pengencer agar sewaktu
pembekuan dapat dihindari kematian spermatozoa yang berlebih.
5. Freezing (pembekuan)

Teknik pembekuan semen ada dua tahap yaitu tahap pre freezing, dimana
semen dibekukan pada suhu -140 °C dengan jalan memindahkan rak yang berisi
straw ke dalam uap nitrogen cair dalam kontainer storage dengan posisi horizontal,
setinggi kurang lebih 5 cm di atas permukaan nitrogen cair selama 9 menit dan
tahapan ini di sebut pre freezing. Tahap yang kedua adalah freezing dimana straw
dipindahkan dari uap nitrogen cair ke dalam canister yang berisi nitrogen cair yang
bersuhu -196 °C dalam container dan straw disimpan pada suhu tersebut minimal 24

jam.

3.6 Analisis Data

Data yang didapatkan berupa hasil uji kualitas ( Konsentrasi, Motilitas
Individu, Viabilitas, dan Integritas Membran) semen kambing boer di uji normalitas
dan homogenitas apabila data yang didapat normal dan homogen maka dilanjutkan
dengan uji Anova pola faktorial. Jika uji Anova menunjukkan ada perbedaan

dilanjutkan dengan uji Duncan.



BAB VI
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Evaluasi Semen Segar
Evaluasi semen segar dilakukan dengan cara pemeriksaan secara kualitatif
maupun kuantitatif dengan beberapa parameter yaitu volume, warna, pH, konsistensi,
konsentrasi, motilitas massa, motilitas individu, spermatozoa abnormal. Hasil dari
pemeriksaan semen segar didapat hasil sebagai berikut;

Tabel 1. Hasil evaluasi rata-rata semen segar

Parameter Hasil rata-rata
Volume (ml) 0,95

Warna Krem

pH 7

Konsistensi Sedang-pekat
Konsentrasi (juta/ml) 1330,40 + 375,71
Motilitas individu (%) 74,00

Motilitas massa 2+

Spermatozoa abnormal (%) 9,52

Berdasarkan hasil dari pengamatan semen segar diketahui bahwa volume rata-
rata setiap ejakulat kambing Boer yaitu 0,95 ml Menurut Suyadi dkk., (2004)

volume semen kambing Boer yang dewasa di Indonesia berkisar antara 0,70 ml
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- 1,50 ml. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa semen kambing Boer
tersebut normal. Hal ini sesuai dengan pendapat Partodihardjo (1992) yang
menyatakan bahwa kisaran normal volume semen kambing antara 0,5-1,5
ml/ejakulat. Toelihere (1993) menambhakan bahwa setiap volume semen berbeda
beda tergantung pada ukuran badan,umur, makanan serta frekuensi penampungan.

Warna semen kambing boer pada penelitian ini berwana putih krem atau putih
abu-abu hal. Loper (2002) yang menyatakan warna putih agak kekuningan
merupakan warna yang menunjukkan kualitas sperma baik. Kartasudjana (2001)
menyatakan bahwa waran sperma kambing biasanya putih pucat atau putih krem jika
terdapat bercahan merah menunjukkan tanda tercampurna semen dengan darah.
Evans dan Maxwell (1987) menyatakan bahwa warna sperma disebabkan oleh adanya
firoblafin dari kelenjar vestikular yang warna sperma menjadi putih krem atau putih
kekuningan.

Derajat keasaman yang dilakukan pada penelitian ini mempunyai pH 7 atau
pH normal. Ini sesuai dengan pernyataan toelihere (1985) yang menyatakan bahwa
rata- rata pH normal spermatozoa berkisar antara 6,8. Hal ini dipertegas pernyataan
dari Garner dan Hafez (2000) yaitu derajat keasaman spermatozoa hampir sama
antara individu dengan individu lainnya yaitu 6,4-7,8.

Menurut Evans dan Maxwell (1987) menyatakan bahwa kualitas semen
kambing yang baik mempunyai konsentrasi sekitas 2500-5000 juta/ml. tapi
pernyataan lain disampaikan suyadi dkk (2004) yaitu konsentrasi sperma kambing

Boer yang ada di Indonesia rata-rata 500-800 juta/ml.
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Motilitas individu yang dihasilkan pada semen segar ini didapat rata-rata
74,00. Lopes (2002) menyatakan bahwa motilitas individu spermatozoa dinyatakan
baik apabila memenuhi kriteria lebih dari 50 %. Hafez (2000) menyatakan bahwa
syarat spermatozoa harus memenuhi 60-80 %.

Abnormalitas yang dilakukan pada penelitian ini didapat rata-rata 9.52 % hal
ini menunjukkan bahwa spermatozoa yang dihasilkan baik hal ini sesuai dengan
menurut lopes (2002) yang mengatakan spermatoz dianggap baik apabila memiliki

kriteria persentase di bawah 15 %.

4.2 Pengaruh Konsentrasi dan Waktu Equilibrasi terhadap Motilitas Semen
Motilitas spermatozoa adalah salah satu faktor yang dapat mempengaruhi
fertilitas in vitro. Motilitas atau daya gerak spermatozoa digunakan sebagai ukuran
kesangggupan spermatozoa untuk membuahi sel telur. Toelihere (1985) menyatakan
bahwa ciri utama spermatozoa adalah motilitas atau daya gerak yang dijadikan
potensi atau daya yang paling sederhana untuk penilaian semen. Motilitas dan
morfologi spermatozoa merupakan indikasi yang paling sering digunakan untuk
mengevaluasi semen.
4.2.1 Motilitas Semen Setelah Equilibrasi
Berikut disajikan hasil pengaruh konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap

motilitas setelah equilibrasi dan setelah pembekuan.
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Tabel 2. Hasil Pengaruh Konsentrasi dan Waktu Equilibrasi terhadap Motilitas

Setelah Equilibrasi.

Waktu 1 Waktu 2 Waktu 3
Konsentrasi A 76.667 73.333 70.000
Konsentrasi B 71.667 65.000 65.000
Konsentrasi C 61.667 65.000 61.667

Ket: waktu 1: equilibrasi 1 jam, waktu 2: equilibrasi 1,5 jam, waktu 3: equilibrasi 2 jam.
Kons. A = pengencer susu skim 83% + tris 10% + 7% gliserol, kons. B = pengencer susu skim
73% + tris 20% + 7% gliserol, kons. C = pengencer susu skim 63% + tris 30% + 7% gliserol.

Hasil pengaruh konsentrasi terhadap motilitas setelah equilibrasi diperoleh
nilai F hitung sebesar 13,650 dan signifikansi sebesar 0,000. Hal ini menunjukkan
bahwa terdapat pengaruh signifikan (p < 0,05) antara konsentrasi terhadap motilitas
setelah equilibrasi artinya hipotesis Ho ditolak. Hasil pengujian lanjutan dengan uji
Duncan menunjukkan ketiga perlakuan tersebut berbeda nyata satu sama lainnya
yang ditunjukkan dengan notasi yang berbeda setiap perlakuan.

Susilawati (2003) menyatakan bahwa motilitas spermatozoa oleh kemampuan
metabolisme spermatozoa yang ditunjang oleh lingkungannya yaitu suhu, lama hidup
dan komponen komponen yang terdapat di dalam medium. Selama proses
pendinginan (cooling) semen setelah diencerkan, suhu secara berlahan hingga
mencapai 5 °C. spermatozoa yang berada pada suhu sedikit di atas titik beku maka
metabolisme akan berlangsung dengan kecepatan yang rendah sehingga persediaan
makanan tidak mudah habis (Hardjipranjono,1988). Motilitas spermatozoa
merupakan hal yang disebutkan dalam Al Qur’an bahkan beserta dimana tempat

spermatozoa itu di tempatkan. Tempat spermatozoa di dalam Al Qur’an di sebut
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nutfah. Al Qur’an menunjukkan kebesarannya dalam surat Al Mu’minun ayat 13

sebagai berukut:
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Artinya: Kemudian Kami jadikan saripati itu air mani (yang disimpan) dalam tempat
yang kokoh (rahim).

Shihab  (2002) menyatakan bahwa Kemudian Kami menciptakan
keturunannya. Dari tanah itu, Kami menciptakan sperma--sebuah zat cair yang
mengandung segala unsur kehidupan yang bertempat pada rahim, sebuah tempat yang
kokoh dan dapat melindungi. Hal tersebut menunjukkan bahwa ada tempat yang
dapat menjaga spermatozoa itu tetap hidup dan allah membuat agar tetap bisa hidup
di dalamnya.

Berdasarkan rata- rata yang telah dilakukan konsentrasi A paling tinggi atau
optimal tingkat motilitas spermatozoa yaitu 73.333. hal ini menunjukkan bahwa susu
skim dengan konsentrasi yang paling tinggi yaitu 83 % menyebabkan efek terhadap
motilitas spermatozoa paling tinggi dibandingkan dengan konsentrasi yang lainnya.
Menurut Evans dan Maxwell (1987) menyatakan bahwa susu skim merupakan buffer
untuk mencegah perubahan pH akibat asam laktat dari hasil metabolisme serta
mempertahankan tekanan osmotik dan keseimbangan elektrolit yang sesuai. Namun
dari kualitas semen di atas bisa dikatakan cukup layak sebagai syarat IB karena di

atas 60 % hal ini sesuai menurut Kartasudjana (2001) menyatakan bahwa motilitas
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spermatozoa yang kurang dari 60 % tidak memenuhi syarat sebagai 1B. Lebih lanjut
dijelaskan oleh Feradis (2011) menyatakan bahwa semen yang ditampung terlebih
dahulu dilakuan uji kualitas, jika motilitas semen 50-80 % bisa dikatakan baik.

Konsentrasi A dengan susu skim paling tinggi yaitu 83 % di dapat paling
tinggi rata-ratanya dibandingkan dengan konsentrasi yang lain yaitu 76.666. Hal ini
menunjukkan bahwa susu skim pada motilitas semen sebelum equilibrasi bekerja
dengan baik sebagai buffer. Evens dan Maxwell (1987) menyatakan sususkim
merupakan buffer yang berfungsi sebagai mencegah perubahan pH akibat asam laktat
dari hasil metabolisme spermatozoa serta mempertahankan osmotik dan
keseimbangan osmoti yang sesuai.

Motilitas individu dengan waktu yang berbeda yaitu 1 jam, 1,5 jam dan 2 jam
mengalami penurunan, semakin lama equilibrasi maka semakin rendah tingkat
motilitasnya. Menurut Farstad (1996) menyatakan bahwa pendinginan merupakan
penyebab berubahnya membran sel baik secara fisik maupun kimia yang sifatnya
tetap sehingga menyebabkan menurunnya motilitas spermatozoa. Evan dan Maxwell
(1987) menjelaskan bahwa spermatozoa kambing mempnuyai sensibilitas yang cukup
tinggi terhadap suhu lingkungan yang terjadi selama proses pendinginan.

Hasil pengaruh waktu equilibrasi terhadap motilitas setelah equilibrasi
diperoleh nilai F hitung sebesar 2,400 dan signifikansi sebesar 0,119. Hal ini
menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05) antara waktu

equilibrasi terhadap motilitas setelah equilibrasi artinya hipotesis Ho diterima.
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Hasil pengaruh interaksi konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap motilitas
setelah equilibrasi diperoleh nilai F hitung sebesar 1,200 dan signifikansi sebesar
0,345. Hal ini menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05)
antara interaksi konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap motilitas setelah
equilibrasi artinya hipotesis Ho diterima.

4.2.2 Motilitas Setelah Pembekuan
Hasil dari perlakuan didapat hasil yaitu sebagai berikut:

Tabel 2. Hasil Pengaruh Konsentrasi dan Waktu Equilibrasi terhadap Motilitas
Setelah Pembekuan

Waktu 1 Waktu 2 Waktu 3
Konsentrasi A 26.667 36.667 30.000
Konsentrasi B 26.667 26.667 85.580
Konsentrasi C 30.000 23.333 23.333

Ket: waktu 1: equilibrasi 1 jam, waktu 2: equilibrasi 1,5 jam, waktu 3: equilibrasi 2 jam
Kons. A = pengencer susu skim 83% + tris 10% + 7% gliserol, kons. B = pengencer susu skim
73% + tris 20% + 7% gliserol, kons. C = pengencer susu skim 63% + tris 30% + 7% gliserol.

Berdasarkan hasil pengaruh konsentrasi terhadap motilitas setelah pembekuan
diperoleh nilai F hitung sebesar 1,462 dan signifikansi sebesar 0,258. Hal ini
menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05) antara konsentrasi
terhadap motilitas setelah pembekuan artinya hipotesis Ho diterima. Susilawati (2011)
menyatakan bahwa pembekuan yang sangat cepat dapat menyebabkan cold shock dan
pembentukan Kristal es yang menyebabkan kematian pada spermatozoa.

Zenichiro, Herliantin dan Saraswati menyatakan bahwa motilitas individu
setelah pembekuan adalah 40 %. Evans dan Maxwell (1987), juga menyatakan bahwa

semen beku yang dapat disimpan dan digunakan untuk IB harus memiliki persentase
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motilitas yang tidak kurang dari 40 % setelah pembekuan. Hasil dari penelitian
mengalami penurunan yang sangat drastis hingga mencapai persentase hidup
spermatozoa kurang dari 40%.

Kematian spermatozoa karena terbentuknya Kristal-kristal es (cold shock)
pada saat pendinginan dan pembekuan dapat diperkecil dengan menambahkan
pengencer sebagai pelindung (Rahardian,2012). Toelihere (1993) menyatakan bahwa
selama proses pembekuan semen Kristal-kristal es yang terbentuk akan menyebabkan
konsentrasi elektrolit meningkat di dalam sel yang akan melarutkan selubung
lipoprotein dinding sel spermatozoa dan waktu thawing akan mengubah permabilitas
membrane plasma spermatozoa akan mati.

Hasil pengaruh waktu equilibrasi terhadap motilitas setelah pembekuan
diperoleh nilai F hitung sebesar 0,077 dan signifikansi sebesar 0,926. Hal ini
menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05) antara waktu
equilibrasi terhadap motilitas setelah pembekuan artinya hipotesis Ho diterima.

Konsentrasi yang paling bagus pada motilitas semen setelah pembekuan yaitu
konsentrasi C dengan tris yang paling tinggi yaitu 30 %, rata-rata konsentrasi C yaitu
30. 000 pada waktu equilibrasi 1 jam. Hal ini disebabkan sifat tris aminomethane
kuning telur yang berfungsi sebagai cold shock yang berfungsi sebagai pelindung dari
sifat dingin yang disebabkan oleh proses pembekuan. Hal ini diperjelas oleh foote
(2002) menyatakan bahwa manfaat dari kuning telur terletak pada lipoprotein dan

lesitin yang mengandung di dalamnya yang bekerja mempertahankan dan melindungi
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integritas membran. Lipoprotein dan fosfolipid dapat melindungi sperma dari cold
shock selama proses pembekuan dan penyimpanan.

Hasil pengaruh interaksi konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap motilitas
setelah pembekuan diperoleh nilai F hitung sebesar 1,692 dan signifikansi sebesar
0,196. Hal ini menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05)
antara interaksi konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap motilitas setelah

pembekuan artinya hipotesis Ho diterima.

4.3. Pengaruh Konsentrasi dan Waktu Equilibrasi terhadap Viabilitas Semen

a\

Gambar 4. Pembesaran 400 X (a:spermatozoa mati), (b:spermatozoa hidup)

Semen yang berkualitas baik antara lain memiliki persentase spermatozoa
hidup yang tinggi dengan gerak yang progresif dan kuat, melalui metode pewarnaan
eosin-negrosin maka dapat dibedakan antara spermatozoa mati dan hidup untuk
menghitung secara objektif jumlah spermatozoa yang hidup. Apabila semen dicampur
dengan dengan zat warna karena permeabilitas dinding sel meningkat setelah

spermatozoa mati.
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Berikut disajikan hasil pengaruh konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap

viabilitas setelah equilibrasi dan setelah pembekuan.

Tabel 3. Hasil Pengaruh Konsentrasi dan Waktu Equilibrasi terhadap Viabilitas

Setelah Equilibrasi

Waktu 1 Waktu 2 Waktu 3
Konsentrasi A 56.153 49.857 50.103
Konsentrasi B 52.117 59.037 69.270
Konsentrasi C 54.963 55.707 55.817

Ket: waktu 1: equilibrasi 1 jam, waktu 2: equilibrasi 1,5 jam, waktu 3: equilibrasi 2 jam
Kons. A = pengencer susu skim 83% + tris 10% + 7% gliserol, kons. B = pengencer susu skim
73% + tris 20% + 7% gliserol, kons. C = pengencer susu skim 63% + tris 30% + 7% gliserol.

Hasil pengaruh konsentrasi terhadap viabilitas setelah equilibrasi diperoleh
nilai F hitung sebesar 2,497 dan signifikansi sebesar 0,110. Hal ini menunjukkan
bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05) antara konsentrasi terhadap
viabilitas setelah equilibrasi artinya hipotesis Ho diterima. Salah penyebab terjadinya
kurang maksimalnya viabilitas adalah metabolisme spermatozoa yang menghasilkan
asam laktat akan semakin mempercepat kelemahan gerak dan kematianspermatozoa
(Suyadi dkk, 2004). Gao dan dan Critser ( 2000) menyatakan bahwa jika sel
didinginkan terlalu cepat maka air yang berada di dalam sel akan keluar dalam jumlah
sedikit sehingga belum mencapai menjadi es atau disebut Intracellular Ice Formation
(IIF) yang akan sel spermatozoa dan mengakibatkan kematian sel.

Konsentrasi yang paling berpengaruh pada viabilitas setelah equilibrasi yaitu
pada konsentrasi A dengan konsentrasi susu skim yang paling tinggi yaitu 83%. Rata-

rata hasil dari konsentrasi A yaitu 56.153. Chamberlain (1989) menyatakan bahwa
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susu skim merupakan protein yang bermanfaat 35,6 gr kalsium dan riboflavin dalam
kadar ayang tinggi sehingga dapat mempertahankan viabilitas spermatozoa.

Hasil pengaruh waktu equilibrasi terhadap viabilitas setelah equilibrasi
diperoleh nilai F hitung sebesar 0,719 dan signifikansi sebesar 0,501. Hal ini
menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05) antara waktu
equilibrasi terhadap viabilitas setelah equilibrasi artinya hipotesis Ho diterima.

Hasil pengaruh interaksi konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap viabilitas setelah
equilibrasi diperoleh nilai F hitung sebesar 1,841 dan signifikansi sebesar 0,165. Hal
ini menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05) antara interaksi
konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap viabilitas setelah equilibrasi artinya
hipotesis Ho diterima.

4.3.2 Viabilitas Setelah Pembekuan

Tabel 4. Hasil Pengaruh Konsentrasi dan Waktu Equilibrasi terhadap Viabilitas
Setelah Pembekuan

Waktu 1 Waktu 2 Waktu 3
Konsentrasi A 38.997 35.583 38.150
Konsentrasi B 32.180 35.447 31.800
Konsentrasi C 30.010 32.053 31.007

Ket: waktu 1: equilibrasi 1 jam, waktu 2: equilibrasi 1,5 jam, waktu 3: equilibrasi 2 jam
Kons. A = pengencer susu skim 83% + tris 10% + 7% gliserol, kons. B = pengencer susu skim
73% + tris 20% + 7% gliserol, kons. C = pengencer susu skim 63% + tris 30% + 7% gliserol.

Hasil pengaruh konsentrasi terhadap viabilitas setelah pembekuan diperoleh
nilai F hitung sebesar 3,685 dan signifikansi sebesar 0,046. Hal ini menunjukkan
bahwa terdapat pengaruh signifikan (p < 0,05) antara konsentrasi terhadap viabilitas

setelah pembekuan artinya hipotesis Ho ditolak. Hasil pengujian lanjutan dengan uji
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Duncan menunjukkan ketiga perlakuan tersebut berbeda nyata satu sama lainnya
yang ditunjukkan dengan notasi yang berbeda setiap perlakuan.

Menurut Toelihere (1993) menyatakan bahwa spermatozoa yang diencerkan
dengan menambahkan gliserol dengan kadar yang cukup dalam pengencer merupakan
essensial untuk pembekuan semen. gliserol dalam memiliki peranan sebagai proses
pembentukan Kiristal-kristal es dan meleburkannya dalam medium sehingga
kerusakan dan pengaruh mekanik lainnya dapat dikurangi (Sulisbury dan Van
Demark, 1985). Namun jika dilihat dari persentase kelayakan batas minimum 1B
belum bisa dikatakan layak yaitu minimal 40 %.(Rahadian, 2012).

Susilawati (2011) menyatakan bahwa perubahan suhu yang sangat ekstrim
mengakibatkan cold shock akibat dari adaptasi perubahan suhu serta terjadinya
pembentukan Kristal es selama proses pembekuan. Menurut Tambing faktor utama
yang membuat turunya viabilitas adalah kejutan dingin (cold shock) dan perubahan
intraselular akibat pengeluaran air yang berhubungan dengan pembentukan kristal es.
Maxwell dan Watson (1996) menyatakan bahwa selama pembekuan dan
penyimpanan semen terjadi ketidakseimbangan membran yang mengakibatkan
turunnya ketahanan spermatozoa. Hasil yang didapat viabilitas setelah pembekuan di
dapat paling tinggi pada konsentrasi A pada waktu 1 dan waktu 3 dengan rata-rata
hasil 38.997 dan 38.150. Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi A dengan susu
skim yang paling tinggi 83%.

Hasil pengaruh waktu equilibrasi terhadap viabilitas setelah pembekuan

diperoleh nilai F hitung sebesar 0,050 dan signifikansi sebesar 0,951. Hal ini
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menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05) antara waktu
equilibrasi terhadap viabilitas setelah pembekuan artinya hipotesis Ho diterima.

Hasil pengaruh interaksi konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap viabilitas
setelah pembekuan diperoleh nilai F hitung sebesar 0,427 dan signifikansi sebesar
0,787. Hal ini menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05)
antara interaksi konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap viabilitas setelah

pembekuan artinya hipotesis Ho diterima.

4.4 Pengaruh Konsentrasi dan Waktu Equilibrasi terhadap Abnormalitas semen

Abnormalitas spermatozoa merupakan penyimpangan morfologi dari
kerangka normal spermatozoa. Perbedaan antara spermatozoa abnormal dan
spermatozoa normal terbentuk pada saat spermatogenesis dan abnormal sebagai

akibat dari perlakuan semen.
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Gambar 5. Perbedaan antara spermatozoa normal dan tidak normal (a:spermatozoa normal)
(b:spermatozoa abnormal)
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4.4.1 Abnormalitas Setelah Equilibrasi
Berikut disajikan hasil pengaruh konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap
abnormalitas setelah equilibrasi dan setelah pembekuan.

Tabel 5. Hasil Pengaruh Konsentrasi dan Waktu Equilibrasi terhadap Abnormalitas
Setelah Equilibrasi

Waktu 1 Waktu 2 Waktu 3
Konsentrasi A 10.167 10.567 10.433
Konsentrasi B 10.533 10.267 11.300
Konsentrasi C 10.400 11.300 10.700

Ket: waktu 1: equilibrasi 1 jam, waktu 2: equilibrasi 1,5 jam, waktu 3: equilibrasi 2 jam
Kons. A = pengencer susu skim 83% + tris 10% + 7% gliserol, kons. B = pengencer susu skim
73% + tris 20% + 7% gliserol, kons. C = pengencer susu skim 63% + tris 30% + 7% gliserol.

Hasil pengaruh konsentrasi terhadap abnormalitas setelah equilibrasi
diperoleh nilai F hitung sebesar 0,155 dan signifikansi sebesar 0,858. Hal ini
menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05) antara konsentrasi
terhadap abnormalitas setelah equilibrasi artinya hipotesis Ho diterima. Toelihere
(1993) menyatakan bahwa secara umum abnormalitas spermatozoa berhubungan
dengan fertilitas ternak, dimana spermatozoa abnormal tidak bisa membuahi ovum
abik abnormal secara primer maupun abnormal secara sekunder.

Lamming (1990) menyatakan bahwa juga dapat disebabkan akibat
pengenceran yang menyebabkan sturtu membran sel perubahan tersebut akan terlihat
jelas sebagai kerusakan pada ssat penyimpanan dan pembekuan, pembekuan
menyebabkan spermatozoa yang abnormal menjadi bertambah, namun menurut
bearben dan fuquay (1984) menyatakan bahwa abnormalitas sampai 25 % tidak

berpengaruh terhadap pada fertilitas, tetapi karena spematozoa yang abnormal tidak
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dapat bergerak progresif maka jumlah abnormal tersebut dapat mengakibatkan
turunnya motilitas spermatozoa. Hal ini disebutkan oleh Al Qur an surat An Nur ayat

45 sebagai berikut:

de
o] = - >, o s - ] », 4 > 3
o) o (e o 0423 %&Mw&d ;Lw %Jfol"d’b
T T

Artinya: Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian
dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan
dengan dua kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki.
Allah menciptakan apa yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah Maha
Kuasa atas segala sesuatu.

Shihab (2002) menyatakan bahwa Allah adalah Pencipta segala sesuatu
dengan kehendak-Nya. Dia menciptakan semua jenis hewan dari asal yang sama yaitu
air. Maka tidak satu pun hewan yang tidak memerlukan air. Kemudian dijadikanlah
hewan-hewan itu bervariasi dari segi jenis, potensi dan perbedaan-perbedaaan
lainnya. Maka sebagian dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya seperti ikan,
dan binatang merangkak lainnya. Sebagian lainnya berjalan di atas kedua kakinya
seperti manusia dan burung. Ada pula jenis hewan yang berjalan di atas empat kaki
seperti binatang-binatang. Allah menciptakan makhluk yang dikehendaki-Nya dengan
cara bagaimana pun untuk menunjukkan kekuasaan dan pengetahuan-Nya. Dia adalah

Zat yang berkehendak memilih dan Mahakuasa atas segala sesuatu. Dari hal tersebut

menunjukkan bahwa segala sesuatu yang dianggap kita tidak sempurna tapi menurut
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allah itu sangat sempurna karena Allah adalah segala pencipta dan maha sempurna
apa yang diciptakannya.

Hasil dari 3 konsentrasi perlakuan yang dilakukan setelah equilibrasi tidak
terdapat perbedaan yang mencolok pada abnormalitas spermatozoa. Hal ini
menunjukkan bahwa perlakuan dari 3 konsentrasi memiliki persamaan dalam
mempertahankan abnormalitas spermatozoa namun hal ini dikatakan baik karena
Bearden dan Fuquay (1984) menyatakan bahwa abnormalitas spermatozoa sampai 25
% belum berpengaruh terhadap fertilitas spermatozoa, artinya masih baik untuk
diinseminasikan.

Hasil pengaruh waktu equilibrasi terhadap abnormalitas setelah equilibrasi
diperoleh nilai F hitung sebesar 0,183 dan signifikansi sebesar 0,834. Hal ini
menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05) antara waktu
equilibrasi terhadap abnormalitas setelah equilibrasi artinya hipotesis Ho diterima.

Hasil pengaruh interaksi konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap
abnormalitas setelah equilibrasi diperoleh nilai F hitung sebesar 0,211 dan
signifikansi sebesar 0,929. Hal ini menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh
signifikan (p > 0,05) antara interaksi konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap

abnormalitas setelah equilibrasi artinya hipotesis Ho diterima.
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Tabel 6. Hasil Pengaruh Konsentrasi dan Waktu Equilibrasi terhadap Abnormalitas

Setelah Pembekuan

Waktu 1 Waktu 2 Waktu 3
Konsentrasi A 14.280 16.117 16.473
Konsentrasi B 14.280 16.083 16.350
Konsentrasi C 15.757 13.633 14.417

Ket: waktu 1: equilibrasi 1 jam, waktu 2: equilibrasi 1,5 jam, waktu 3: equilibrasi 2 jam
Kons. A = pengencer susu skim 83% + tris 10% + 7% gliserol, kons. B = pengencer susu skim
73% + tris 20% + 7% gliserol, kons. C = pengencer susu skim 63% + tris 30% + 7% gliserol.

Hasil pengaruh konsentrasi terhadap abnormalitas setelah pembekuan
diperoleh nilai F hitung sebesar 0,476 dan signifikansi sebesar 0,629. Hal ini
menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05) antara konsentrasi
terhadap abnormalitas setelah pembekuan artinya hipotesis Ho diterima. Hasil
pengaruh waktu equilibrasi terhadap abnormalitas setelah pembekuan diperoleh nilai
F hitung sebesar 0,342 dan signifikansi sebesar 0,715. Hal ini menunjukkan bahwa
tidak terdapat pengaruh signifikan (p > 0,05) antara waktu equilibrasi terhadap
abnormalitas setelah pembekuan artinya hipotesis Ho diterima. Hartono (2008)
menyatakan bahwa spermatozoa abnormal akan meningkat dilakukan perlakuan
pembekuan hal ini disebabkan spermatozoa mengalami cold shock selama proses
pembekuan.

Kerusakan sel juga bisa karena proses difusi bahan pengencer ke dalam sel
spermatozoa yang mengakibatkan sek spermatozoa mengkerut. Evans dan maxwell

(1987) menyatakan spermatozoa kambing mempunyai sensitifitas terhadap proses
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pembekuan yang cukup tinggi sehingga dapat merubah struktur fisik dan kimia
spermatozoa, terutama membran plasma pada kepala pada kepala dan ekor yang
sangat berparan dalam glikolisis dan siklus sam sitrat sehingga erat hubungan dengan
motilitas spermatozoa.

Hasil dari abnormalitas spermatozoa setelah pembekuan terdapat peningkatan
dibandingkan denganspermatozoa setelah equilibrasi hal ini disebabkan karena terjadi
perubahan suhu. Ada 4 persentase tertinggi yaitu pada konsentrasi A dengan waktu 2
dan 3 dengan nilai berturut-turut 16.117 dan 16. 473, sedangkan pada konsentrasi B
dengan waktu 2 dan 3 dengan nilai berturut-turut 16.089 dan 16.350. jika dilihat dari
data di atas semakin tinggi waktu equilibrasi maka semakin tinggi pula abnormalitas
spermatozoa yang terjadi setelah pembekuan. Menurut Feradis (1999) menyatakan
bahwa peroksida spermatozoa lipida terjadi pada spermatozoa yang disimpan lama
dan dapat menurunkan daya tahan spermatozoa.

Hasil pengaruh interaksi konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap
abnormalitas setelah pembekuan diperoleh nilai F hitung sebesar 0,741 dan
signifikansi sebesar 0,576. Hal ini menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh
signifikan (p > 0,05) antara interaksi konsentrasi dan waktu equilibrasi terhadap

abnormalitas setelah pembekuan artinya hipotesis Ho diterima.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian sebagai berikut:

1. Hasil dari penelitian didapat kesimpulan bahwa Hasil pengaruh
konsentrasi terhadap motilitas setelah equilibrasi diperoleh nilai F hitung
sebesar 13,650 dan signifikansi sebesar 0,000 serta motilitas spermatozoa
konsentrasi A dengan rata-rata 76.666 pada waktu equilibrasi 1 jam . Serta
hasil siknifikansi Hasil pengaruh konsentrasi terhadap viabilitas setelah
pembekuan diperoleh nilai F hitung sebesar 3,685 dan signifikansi sebesar
0,046. Selain hasil di atas tidak ada pengaruh signifikansi dari perlakuan
ini.

2. Berdasarkan hasil yang waktu equilibrasi 1 jam, 1,5 jam, 2 jam yang
dilakukan pada penelitian ini tidak terdapat pengaruh signifikansi baik

setelah equilibrasi maupun setelah pendinginan.

5.2 Saran
Abnormalitas spermatozoa seharusnya dilakukan penelitian dengan
abnormalitas spermatozoa sekunder tidak sekaligus spermatozoa primer. Sehingga

diharapkan dilakukan penelitian lebih lanjut tentang inseminasi buatan (IB) dengan
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menggunakan susu skim sebagai pengencer utama yang lebih intensif dan konsentrasi

yang lebih variatif hasil untuk mendapatkan hasil yang lebih baik lagi.
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LAMPIRAN FAKTORIAL ANOVA

Univariate Analysis of Variance (Motilitas Setelah Equilibrasi)

Descriptive Statistics

Dependent Variable: Motilitas Setelah Equilibrasi

IPerlakuan Waktu Mean Std. Deviation N
IPerIakuan A Waktu 1 76.6667 5.77350 3
Waktu 2 73.3333 5.77350 3
Waktu 3 70.0000 .00000 3
Total 73.3333 5.00000 9
|Perlakuan B Waktu 1 71.6667 2.88675 3
Waktu 2 65.0000 5.00000 3
Waktu 3 65.0000 5.00000 3
Total 67.2222 5.06897 9
|Perlakuan C Waktu 1 61.6667 2.88675 3
Waktu 2 65.0000 5.00000 3
Waktu 3 61.6667 2.88675 3
Total 62.7778 3.63242 9
Total Waktu 1 70.0000 7.50000 9
Waktu 2 67.7778 6.18017 9
Waktu 3 65.5556 4.63980 9
Total 67.7778 6.25320 27

Levene's Test of Equality of Error Variances?

Dependent Variable: Moatilitas Setelah Equilibrasi

F df1 df2 Sig.

1.447 8 18 244

Tests the null hypothesis that the error variance of the
dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + Perlakuan + Waktu + Perlakuan *
Waktu
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Dependent Variable:

Tests of Between-Subjects Effects

Motilitas Setelah Equilibrasi

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.

Squares
Corrected Model 683.3332 8 85.417 4.613 .003
Intercept 124033.333 18 124033.333 | 6697.800 .000
Perlakuan 505.556 2 252.778 13.650 .000
\Waktu 88.889 2 44.444 2.400 119
Perlakuan * Waktu 88.889 4 22.222 1.200 .345
Error 3838383 18 18.519
Total 125050.000 27
Corrected Total 1016.667 26
a. R Squared = .672 (Adjusted R Squared = .526)

Motilitas Setelah Equilibrasi
Duncan?®
Perlakuan N Subset
1 2 3
Perlakuan C 9 62.7778
Perlakuan B 9 67.2222
Perlakuan A 9 3288383
Sig. 1.000 1.000 1.000
Motilitas Setelah Equilibrasi
Duncan®P
\Waktu N Subset
1

\Waktu 3 9 65.5556
\Waktu 2 67.7778
\Waktu 1 70.0000
Sig. .051
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Univariate Analysis of Variance (Viabilitas Setelah Equilibrasi)

Descriptive Statistics

Dependent Variable: Viabilitas Setelah Equilibrasi

IPerIakuan Waktu Mean Std. Deviation N
IPerIakuan A Waktu 1 56.1533 6.86299 3
Waktu 2 49.8567 .56889 3
Waktu 3 50.1033 1.47886 3
Total 52.0378 4.68420 9
|Perlakuan B Waktu 1 52.1167 14.18143 3
Waktu 2 59.0367 13.27953 3
Waktu 3 69.2700 3.32005 3
Total 60.1411 12.36835 9
|Perlakuan C Waktu 1 54.9633 3.92461 3
Waktu 2 55.7067 5.41008 3
Waktu 3 55.8167 7.32058 3
Total 55.4956 4.97264 9
Total Waktu 1 54.4111 8.31450 9
Waktu 2 54.8667 8.22695 9
Waktu 3 58.3967 9.45117 9
Total 55.8915 8.53672 27

Levene's Test of Equality of Error Variances?

Dependent Variable: Viabilitas Setelah Equilibrasi

F df1 df2 Sig.

3.553 8 18 .012

Tests the null hypothesis that the error variance of the
dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + Perlakuan + Waktu + Perlakuan *
Waktu



Tests of Between-Subjects Effects
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Dependent Variable: Viabilitas Setelah Equilibrasi
Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Corrected Model 822.0532 8 102.757 1.724 .160
Intercept 84344.158 1 84344.158 | 1415.288 .000
Perlakuan 297.604 2 148.802 2.497 .110
\Waktu 85.659 2 42.830 .719 .501
Perlakuan * Waktu 438.789 4 109.697 1.841 .165
Error 1072.711 18 59.595
Total 86238.922 27
Corrected Total 1894.764 26
a. R Squared = .434 (Adjusted R Squared = .182)
Viabilitas Setelah Equilibrasi
Duncan®®
IPerIakuan N Subset
1 2
Perlakuan A 52.0378
Perlakuan C 9 55.4956 55.4956
Perlakuan B 60.1411
Sig. .355 .218

Viabilitas Setelah Equilibrasi

Duncan®P
\Waktu N Subset

1
\Waktu 1 9 54.4111
\Waktu 2 9 54.8667
\Waktu 3 9 58.3967
Sig. 314
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Univariate Analysis of Variance (Abnormalitas Setelah Equilibrasi)

Descriptive Statistics

Dependent Variable: Abnormalitas Setelah Equilibrasi

IPerIakuan Waktu Mean Std. Deviation

IPerIakuan A Waktu 1 10.1667 .86217 3
Waktu 2 10.5667 1.35769 3
Waktu 3 10.4333 1.42945 3
Total 10.3889 1.09023 9

|Perlakuan B Waktu 1 10.5333 2.89367 3
Waktu 2 10.2667 .86217 3
Waktu 3 11.3000 1.49332 3
Total 10.7000 1.74714 9

|Perlakuan C Waktu 1 10.4000 1.73494 3
Waktu 2 11.3000 1.99750 3
Waktu 3 10.7000 1.04403 3
Total 10.8000 1.47648 9

Total Waktu 1 10.3667 1.74857 9
Waktu 2 10.7111 1.36239 9
Waktu 3 10.8111 1.22009 9
Total 10.6296 1.41688 27

Levene's Test of Equality of Error Variances?

Dependent Variable: Abnormalitas Setelah Equilibrasi

F

dfl

df2

Sig.

1.872

8

18

.128

Tests the null hypothesis that the error variance of the

dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + Perlakuan + Waktu + Perlakuan *

Waktu



Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Abnormalitas Setelah Equilibrasi

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares

Corrected Model 4.0632 8 .508 .190 .989

Intercept 3050.704 1 3050.704 1140.845 .000

Perlakuan .827 2 414 155 .858

\Waktu 979 2 489 .183 .834

Perlakuan * Waktu 2.257 4 .564 211 .929

Error 48.133 18 2.674

Total 3102.900 27

Corrected Total 52.196 26

a. R Squared = .078 (Adjusted R Squared = -.332)

Abnormalitas Setelah Equilibrasi

Duncan®®
IPerIakuan N Subset

1
Perlakuan A 9 10.3889
Perlakuan B 9 10.7000
Perlakuan C 9 10.8000
Sig. 621

Abnormalitas Setelah Equilibrasi

Duncan®P
\Waktu N Subset

1
\Waktu 1 9 10.3667
\Waktu 2 9 10.7111
Waktu 3 9 10.8111
Sig. 593




Univariate Analysis of Variance (Motilitas Setelah Pembekuan)

Descriptive Statistics

Dependent Variable: Moatilitas Setelah Pembekuan

IPerIakuan Waktu Mean Std. Deviation N
IPerIakuan A Waktu 1 26.6667 5.77350 3
Waktu 2 36.6667 5.77350 3
Waktu 3 30.0000 10.00000 3
Total 31.1111 7.81736 9
|Perlakuan B Waktu 1 26.6667 5.77350 3
Waktu 2 26.6667 5.77350 3
Waktu 3 33.3333 5.77350 3
Total 28.8889 6.00925 9
|Perlakuan C Waktu 1 30.0000 10.00000 3
Waktu 2 23.3333 5.77350 3
Waktu 3 23.3333 5.77350 3
Total 25.5556 7.26483 9
Total Waktu 1 27.7778 6.66667 9
Waktu 2 28.8889 7.81736 9
Waktu 3 28.8889 7.81736 9
Total 28.5185 7.18101 27

Levene's Test of Equality of Error Variances?

Dependent Variable: Moatilitas Setelah Pembekuan

F df1 df2 Sig.

.280 8 18 .964

Tests the null hypothesis that the error variance of the
dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + Perlakuan + Waktu + Perlakuan *
Waktu



Dependent Variable:

Tests of Between-Subjects Effects

Motilitas Setelah Pembekuan

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares

Corrected Model 474.0742 8 59.259 1.231 .337

Intercept 21959.259 1| 21959.259| 456.077 .000

Perlakuan 140.741 2 70.370 1.462 .258

\Waktu 7.407 2 3.704 .077 .926

Perlakuan * Waktu 325.926 4 81.481 1.692 .196

Error 866.667 18 48.148

Total 23300.000 27

Corrected Total 1340.741 26

a. R Squared = .354 (Adjusted R Squared = .066)

Motilitas Setelah Pembekuan

Duncan®®
IPerIakuan N Subset

1
Perlakuan C 25.5556
Perlakuan B 9 28.8889
Perlakuan A 31.1111
Sig. 124

Motilitas Setelah Pembekuan

Duncan®P
\Waktu N Subset

1
\Waktu 1 9 27.7778
\Waktu 2 9 28.8889
\Waktu 3 9 28.8889
Sig. 752
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Univariate Analysis of Variance (Viabilitas Setelah Pembekuan)

Descriptive Statistics

Dependent Variable: Viabilitas Setelah Pembekuan

IPerIakuan Waktu Mean Std. Deviation N
IPerIakuan A Waktu 1 38.9967 1.49808 3
Waktu 2 35.5833 5.83701 3
Waktu 3 38.1500 7.59662 3
Total 37.5767 5.08678 9
|Perlakuan B Waktu 1 32.1800 1.00060 3
Waktu 2 35.4467 515565/ 3
Waktu 3 31.8000 6.01321 3
Total 33.1422 4.47471 9
|Perlakuan C Waktu 1 30.0100 5.08944 3
Waktu 2 32.0533 1.34396 3
Waktu 3 31.0067 7.48749 3
Total 31.0233 4.66109 9
Total Waktu 1 33.7289 4.87637 9
Waktu 2 34.3611 4.43704 9
Waktu 3 33.6522 6.99856 9
Total 33.9141 5.34320 27

Levene's Test of Equality of Error Variances?

Dependent Variable: Viabilitas Setelah Pembekuan

F df1 df2 Sig.

2.246 8 18 .073

Tests the null hypothesis that the error variance of the
dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + Perlakuan + Waktu + Perlakuan *
Waktu



Dependent Variable:

Tests of Between-Subjects Effects

Viabilitas Setelah Pembekuan

Source Type Il Sum of df Mean F Sig.
Squares Square

Corrected Model 250.6342 8 31.329 1.147 .381
Intercept 31054.439 1| 31054.439 1136.923 .000
Perlakuan 201.300 2 100.650 3.685 .046
\Waktu 2.724 2 1.362 .050 951
Perlakuan * Waktu 46.609 4 11.652 427 787
Error 491.660 18 27.314
Total 31796.733 27
Corrected Total 742.294 26
a. R Squared = .338 (Adjusted R Squared = .043)

Viabilitas Setelah Pembekuan
Duncan®®
IPerIakuan N Subset

1 2

Perlakuan C 31.0233
Perlakuan B 9 33.1422 33.1422
Perlakuan A 37.5767
Sig. 401 .089

Viabilitas Setelah Pembekuan

Duncan®P
\Waktu N Subset

1
\Waktu 3 9 33.6522
\Waktu 1 9 33.7289
\Waktu 2 9 34.3611
Sig. 789




Univariate Analysis of Variance (Abnormalitas Setelah
Pembekuan)

Descriptive Statistics

Dependent Variable: Abnormalitas Setelah Pembekuan

IPerIakuan Waktu Mean Std. Deviation N
IPerIakuan A Waktu 1 14.2800 2.87423 3
Waktu 2 16.1167 4.34175 3
Waktu 3 16.4733 2.19275 3
Total 15.6233 3.00316 9
|Perlakuan B Waktu 1 14.2800 3.39576 3
Waktu 2 16.0833 1.39851 3
Waktu 3 16.3500 2.47538 3
Total IS5 7411 2.41964 9
|Perlakuan C Waktu 1 15.7567 1.06143 3
Waktu 2 13.6333 1.55963 3
Waktu 3 14.4167 1.11195 3
Total 14.6022 1.43652 9
Total Waktu 1 14,7722 2.40310 9
Waktu 2 15.2778 2.70760 9
Waktu 3 15.7467 2.01019 9
Total 15.2656 2.33246 27

Levene's Test of Equality of Error Variances?

Dependent Variable: Abnormalitas Setelah Pembekuan

F df1 df2 Sig.

2.078 8 18 .094

Tests the null hypothesis that the error variance of the
dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + Perlakuan + Waktu + Perlakuan *
Waktu



Dependent Variable:

Tests of Between-Subjects Effects

Abnormalitas Setelah Pembekuan

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares

Corrected Model 28.7892 8 3.599 575 .785

Intercept 6292.004 1 6292.004 1005.287 .000

Perlakuan 5.952 2 2.976 476 .629

\Waktu 4.275 2 2.137 .342 715

Perlakuan * Waktu 18.562 4 4.641 741 .576

Error 112.660 18 6.259

Total 6433.454 27

Corrected Total 141.450 26

a. R Squared = .204 (Adjusted R Squared = -.150)

Abnormalitas Setelah Pembekuan

Duncan?®
Perlakuan N Subset

1
Perlakuan C 14.6022
Perlakuan B 9 iISE5 741K
Perlakuan A 9 15.6233
Sig. 424

Abnormalitas Setelah Pembekuan

Duncan®P
\Waktu N Subset

15
Waktu 1 14.7722
\Waktu 2 15.2778
\Waktu 3 15.7467
Sig. 445
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Tabel data motilitas individu setelah equilibrasi

Ulangan ke

I I I
80 80 70
80 70 70
70 70 70
70 65 70
75 60 65
70 70 65
65 70 65
60 65 60
60 60 60
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Tabel persentase hidup spermatozoa (viabilitas) setelah equilibrasi

Ulangan ke
I I I
48,26 56,2 49,2
60,71 49,2 49,2
49,49 564l 7 51,81
67,81 62,7 68,8
48,32 70,1 %8
40,22 44,31 66,21
4421 95,74 o 1
51,47 50,28 64,26
59,21 61,1 281
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Tabel abnormalitas spermatozoa setelah equilibrasi

Ulangan ke

I I I
111 10.4 9,2
10. 12. 12.
9,4 9,3 10,1
12 9,5 10,7
e 6,1 19
12,4 11,2 10,2
10 186 11,9
8,9 12,3 10,2
12,3 9 10




81

Tabel data motilitas individu setelah pembekuan

Ulangan ke

I I I
30 40 30
30 40 40
20 30 20
30 30 40
30 30 30
20 20 30
40 20 20
30 30 20
20 20 30
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Tabel data motilitas viabilitas setelah pembekuan

Ulangan ke
I I I
40,30 42,24 45,44
39,33 33,17 38,73
37,36 31,24 30,28
31,16 31,39 33,17
33,16 41,78 37,01
32,22 3 3 25,22
33,73 3174 39,5
32,09 33,6 25,36
24,21 gil 89 28,16
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Tabel data abnormal spermatozoa setelah pembekuan

Ulangan ke

I I I
11,5 12,1 14,22
17,24 14,1 18,6
14,1 .31 16,6
12,4 17,15 18,4
18,2 14,5 13,4
12,24 16,6 17,05

13 12,59 14,64
16,97 16,41 13,21
15,3 13 15,4
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Tabel data abnormal spermatozoa setelah pembekuan

Ulangan ke

I I I
11,5 12,1 14,22
17,24 14,1 18,6
14,1 1385 16,6
12,4 17,15 18,4
18,2 14,5 13,4
12,24 16,6 17,05

15 Pt 14,64
16,97 16,41 13,21
15,3 g 15,4




Lampiran Foto Penelitian

1. Gambar Penelitian 1. Pencampuran spermatozoa kedalam pipet
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3. Gambar Penelitian 3. Pewarnaan Eosin Negrosin

4. Gambar Penelitian 4. Pengenceran Semen Setelah Pembekuan

TN, -
"y - y




5. Gambar Penelitian 5 Tabung Nitrogen
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