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KUALITAS SEMEN BEKU HASIL PEMISAHAN SPERMATOZOA SAPI 
FRIESIAN HOLSTEIN DENGAN MENGGUNAKAN PUTIH TELUR 

PADA TEKNIK KOLOM ALBUMIN 

Maria Sariningsih 

ABSTRAK 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui adanya perbedaan pengaruh 
penambahan putih telur dalam diluter pada proses pemisahan spermatozoa sapi 
Friesian Holstein (FH) dengan teknik kolom albumin terhadap motilitas, daya 
hidup dan abnormalitas spermatozoa fraksi atas dan bawah setelah pencairan (post 
thawing) semen beku. 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Semen Beku, Taman Temak 
Pendidikan (TTP), Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga di 
Kedamean, Gresik. Bahan penelitian ini adalah semen segar sapi perah FH milik 
TIP, diluter, putih telur, nitrogen cair dan mini straw kosong. Semen sapi FH 
diperiksa secara makroskopis dan mikroskopis. Penelitian ini menggunakan 
empat perlakuan yaitu diluter Susu Skim Kuning Telur (SSKT) yang tidak 
mengandung putih telur sebagai kontrol (PO), 20 % putih telur (P 1), 30 % putih 
telur (P2) dan 40 % putih telur (P3). Kemudian semen dicampur dengan diluter 
tersebut dan dilakukan pemisahan spermatozoa sapi FH dengan teknik kolom 
albumin. Semen sapi hasil pemisahan tersebut lalu dibekukan daIam bentuk 
mini straw. Kualitas semen beku hasil pemisahan spermatozoa dengan teknik ini 
diketahui dengan menghitung spermatozoa motil, hidup dan abnormal setelah 
pencairan semen beku. Rancangan penelitian ini adalah Rancangan Acak 
Lengkap (RAL). Data hasil penelitian dianalisis dengan uji F dengan 
menggunakan Analysis of Variance (AN OVA) dan dilanjutkan dengan uji F 
dengan taraf signifikan 5 % apabila terdapat perbedaan nyata antara perlakuan. 

Hasil penelitian menunjukkan motilitas dan daya hidup spermatozoa fraksi 
atas dan bawah tertinggi dan berbeda nyata didapat pada perlakuan dengan 
menggunakan 30 % putih telur (P~0,05) serta abnormalitas tertinggi tetapi tidak 
berbeda nyata didapat pada perlakuan dengan menggunakan 30 % putih telur. 

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa putih telur 
dengan konsentrasi 30 % dapat digunakan untuk proses pemisahan spermatozoa 
sebelum pembekuan semen dan memberikan kualitas semen beku yang baik 
setelah dicairkan. 
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BAli I 

PENDAJILILUAN 

1.1 Latar Belakang Penelitian 

Upaya untuk mengimbangi kebuluhan protein hewani asal temak oleh 

masyarakat sangat membutuhkan peningkatan populasi dan produksi temak. 

Menurut Paskalis (1999) upaya peningkatiUl populasi dan produksi temak ini juga 

sangat bennanfaat untuk mengantisipasi era globalisasi ekonomi agar seluruh 

aspek ekonomi terutama sub sektor petcrnakan mampu bersaing dengan negara

negara lain. 

Salah satu usaha nyata yang d ilakukan pemerintah adalah program 

Inseminasi Buatan (lB) yang pelaksanaanllya sudah dikenalluas oleh masyarakat 

terutama masyarakat pedcsaan. Prognll n ini telah terbukti bermanfaat untuk 

meningkatkan kualitas dan kuantitas temak lokal melalui persilangan dengan bibit 

unggul dari luar negeri sehingga mendapal keturunan unggul (Paskalis, 1999). IB 

dapat meningkatkan populasi temak dengan cepat bila didukung pengembangan 

bioteknologi di bidang reproduksi (Anwar dkk., 2005). Tetapi program IB ini 

belum mampu memenuhi keinginan pete I nak yang menginginkan temak· dengan 

jenis kelamin tertentu seperti petemak supi Jlotong menginginkan anak sapi jantan 

sedangkan petemak sapi perah seperti sapi Friesian Holstein (FH) menginginkan 

anak sapi betina (Paskalis, 1999). 

Teknologi pemisahan spennatozocl berguna untuk mendapatkan keturunan 

atau anak sapi sesuai jenis kelamin yang diinginkan. Anak sapi betina dapat 
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dipelihara sebagai bakal induk yang nlaJllpU meningkatkan populasi sedangkan 

anak sapi jantan dapat digunakan sebagai hewan potong guna memenuhi 

kebutuhan protein hewani (Gordon, 2001). 

Menurut Anwar dkk. (2005) jenis kelamin ditentukan oleh" spennatozoa X 

dan Y yang dihasilkan pejantan. ~1e:lalui bioteknologi reproduksi maka 

spermatozoa X dan Y tersebut dapat dipisahkan, sehingga bila spennatozoa X 

diinseminasikan ke betina, ovulasi dapal menghasilkan anak betina, sedangkan 

bila spermatozoa Y diinseminasikan ke hI ~tina, ovulasi dapat menghasilkan anak 

jantan. 

Teknik-teknik pemisahan spennatc t:z.oa X dan Y dapat dilakukan dengan 

teknik kolom Percoll, filtrasi dengan kololl1 Sephadex, swim-up, aside-migration, 

flow cylomelry, arus permukaan spennatozoa, antigen H-Y, sedimentasi, 

sentrifugasi gradien densitas, elektroforesi ;, sinar ultra violet, dan kolom albumin 

(Hafez and Hafez, 2000; Mulyati dkk., 2002; Srianto dkk., 2004 dan Anwar dkk., 

2005). 

Samik dkk. (1999) mcnyatakan bahwa ~tudi tentang keberhasilan pemisahan 

spennatozoa X dan Y untuk memperoleh sex ratio anak belum banyak diteliti. 

8eberapa penelitian pendahuluan nlel11buktikan bahwa teknik pemisahan 

spermatozoa dengan penambahan beben epa bahan seperti Perco II , Ficol dan 

albumin memberikan hasil yang berbeda. 

Salah satu metode laboratorium ulltuk pemisahan spermatozoa X dan Y 

yang benar, dapat dikembangkan dan diterapkan secara klinik adalah pemisahan 

spermatozoa dengan teknik kolom album i n (Hafez and Hafez, 2000). Selain itll, 
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seleksi jenis kelamin dengan menggunak~U1 kolom albumin juga memungkinkan 

untuk diaplikasikan di lapangan karena pelaksanaannya relatif mudah dan 

bahannya relatif murah (Anwar dkk., 2005 ). 

Albumin yang digunakan dalam teknik ini berasal dari putih telur (egg 

albumen) atau Bovine Serum Albumin (B~A). Albumin berfungsi sebagai media 

pemisah spermatozoa fraksi atas (spennatllzoa X) dan spermatozoa fraksi bawah 

(spermatozoa Y) (Anwar dkk., 2005). 

Komponen albumin yang berperan dalam proses pemisahan spermatozoa 

tersebut adalah ovalbumin (58 %) dall conalbumin (13 %). Ovalbumin 

merupakan komponen paling utama dalarn pemisahan spermatozoa dengan teknik 

kolom albumin. Teknik kolom albumin memiliki prinsip kerja yang hampir sarna 

seperti kolom Percoll dalam proses pemi:.ahan spermatozoa yaitu menggunakan 

media putih telur sebagai pengganti Percoll sebagi filter atau penyaring 

spermatozoa. Proses filtrasi ini sangat dipl!ngaruhi oleh gradien konsentrasi putih 

telur. Gradien konsentrasi ini menlpengaruhi viskositas atau kepekatan 

ovalbumin. Bila konsentrasi putih tehu memingkat maka kepekatannya juga 

meningkat (Susilawati dkk., 2002). 

Putih telur dalarn teknik kolom albulnin ini merupakan media gradien 

densitas dengan sedimentasi ke tingkat grdvitasi spermatozoa dan media yang 

sarna atau sedimentasi ekuilibrium (Hafez ,md Hafez, 2000). 

Pada penelitian scbelumnya yung dilakukan Susilawati dkk. (2002) 

menggunakan putih telur dengan konsentnlsi 10, 20 dan 30 %. Konsentrasi 30 % 

merupakan konsentrasi yang paling optirnul dalam proses pemisahan spermatozoa 
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dengan teknik kolom albumin karena rncnghasilkan motilitas dan daya hidup 

tertinggi dibandingkan konsentrasi lainnya, sehingga dalam penelitian ini 

digunakan konsentrasi 20, 30 dan 40 ~i) untuk mengetahui pengaruh apabila 

konsentrasi diturunkan atau di tingkatkan dari konsentrasi optimal dalam proses 

pemisahan spermatozoa. 

Usaha pemisahan spermatozoa X dan Y dengan teknik kolom albumin 

biasanya selalu diikuti usaha pembekuan semen hasil pemisahan tersebut dan 

selanjutnya dikemas dalam bentuk ministraw sehingga dapat digunakan daIam lB. 

Menurut Samik dkk. (1999) penlisilhan spermatozoa dengan teknik kolom 

albumin dilanjutkan dengan pembekuan 'iemen hasil pemisahan tersebut dapat 

menurunkan daya hidup dan motilitas seI ta meningkatkan abno~alitas. Proses 

pembekuan semen hasil pemisahan dapat menyebabkan kematian spermatozoa 

antara 20-80 %. Persentase ini bervaria~i antara pejantan satu dengan pejantan 

yang lain (Toelihere, 1979). Seidel (2002) dapat melakukan IB pada sapi dengan 

menggunakan semen beku hasil pemisahan dengan keberhasilan 90 %. 

1.2 Perumusan Masalah 

Masalah yang dapat dirumuskan duri penelitian ini adalah: 

Apakah ada perbedaan pengaruh kadar putih telur dengan konsentrasi 20, 30 dan 

40 % dalam diluter terhadap motilitas, da:~a hidup dan abnonnalitas spermatozoa 

fraksi atas (spermatozoa X) dan SpeJlnatozoa fraksi bawah (spennatozoa Y) 

setelah pencairan semen beku hasil pen lisahan spermatozoa sapi FH dengan 

teknik kolom albumin? 
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1.3 Landasan teori 

Menurut Margono dkk. (2004) putih tclur (egg albumen) merupakan 

komponen penyusun telur utanla selain kilning telur yaitu sekitar 60 % dari total 

komponen penyusun telur utuh (whole eg.,!). 

Air merupakan komponen utama penyusun putih telur dengan konsentrasi 

87,9 % dan sisanya merupakan bahan pad at atau solid. Komponen utama 

penyusun bahan padat (solid) adalah protein (10,6 %). Komponen utama 

penyusun protein telur adalah ovalbumin (58 %) dan conalbumin (13 %) 

(Sutriandhi, 2003). 

Ovalbumin merupakan komponen utama yang berperan dalam proses 

pemisahan spermatozoa. Ovalbumin mtmgandung karbon, hidrogen, nitrogen, 

oksigen dan sulfur. dapat larut dalam air dan dapat digumpalkan oleh pemanasan. 

Ovalbumin merupakan suatu fosfoglikoprotein yang mengandung empat gugus 

sulfhydryl (SH) yang terselubung dan tida.~ aktif. Setelah terjadi denaturasi, gugus 

SH tersebut menjadi reaktif, mudah lerkoagulasi oleh pengocokan, tahan 

pemanasan hingga 62°C dan pH ± I) selama ± 3,5 menit. dengan hanya 

terdenaturasi 3-5 %. Ovalbumin mempunyai titik isoelektris pada pH 4,6 

(Susilawati dkk., 2002). 

Menurut Powrie el al. (2005) kandt mgan air terikat pada ovalbumin adaIah 

25 0/0, terkoagulasi pada suhu 61°C, dell'iitas 1035 g/cml, daya konduksi listrik 

8,68 mhv-cm-l x I 0-3, titik beku -0.424 uC~ panas yang dihasilkan dari pembakaran 

5,690 cal/g, pH 7,6, indeks refraktif 1,5652, koefisien kelarutan untuk C02 0,71, 

panas spesifik 0,85-0,94 cal/gC, tahullan spesifik 0,12 ohm-cm, tegangan 
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permukaan 53 dyn/cm, tekanan uap air (t 756 % dari NaCl, viskositas 25,0 pada 

keadaan seimbang pada suhu 0 °C dan panas laten 127 Butllb. Putih telur akan 

terkoagulasi lebih cepat pada suasana asnn I, 

Menurut Susilawati dkk. (2002) 0 valbumin memiliki serat-serat pemisah 

sehingga dapat digunakan sebagai media pernisah untuk memisahkan spermatozoa 

X dan Y. Seperti Pcrcoll, kClnampuan lIntuk memisahkan ini ditentukan oleh 

gradien konsentrasi yang berperan dalwn mempengaruhi viskositas atau 

kepekatan ovalbumin. Bila selnen sapi dilllasukkan dalam kolom albumin, maka 

ovalbumin dapat memisahkan spermatozoa X dan Y karena ukuran spermatozoa 

Y yang lebih kecil schingga bergerak lebih cepat atau mempunyai daya penetrasi 

yang lebih tinggi untuk mencmbus larutan ovalbumin ini (Hafez and Hafez, 

2000). 

Spermatozoa X dan Y yang telah t(~ .. pisah selanjutnya dapat diproses untuk 

pembuatan semen beku dalam ministraw untuk memperoleh jenis kelamin anak 

sapi sesuai dengan keinginWl petemak (Su:;ilawati dkk., 2002). 

1.4 Tujuan Penelitian 

Tujuan yang ingin dicapai dalam pc 'nelitian ini adalah: 

Mengetahui adanya perbedaan pengaruh k adar putih telur dengan konsentrasi 20, 

30 dan 40 % dalam diluter terhadap rnotilitas, daya hidup dan abnormalitas 

spermatozoa fraksi atas ( spermatozoa X) dan spermatozoa fraksi bawah 

(spermatozoa Y) setelah pencairan semen beku hasil pemisahan spermatozoa sapi 

FH dengan teknik kolom albumin. 
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1.5 Manfaat Penelitian 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat bagi: 

1. Peneliti, sebagai bahan informasi ilmiah dalam rangka mengkaji teknologi 

pembekuan semen hasil pemisahan spermatozoa dengan menggunakan 

putih telur pada teknik kolom albumin. 

2. Peternak sapi, sebagai sarana pengembangan peternakan sapi dengan 

menggunakan semen beku hasil pemisahan spermatozoa sapi dengan 

teknik kolom albumin agar mendapatkan jenis kelamin anak sapi sesuai 

dengan keinginan. 

3. Pemerintah, sebagai bahan pertirobangan dalam pengambilan kebijakan 

yang menyangkut pengembangan peternakan sapi khususnya sapi FH di 

Indonesia. 

1.6 Hipotesis Penelitian 

Berdasarkan perwnusan masalah dan landasan teori maka dapat disusun 

landasan penelitian ini yaitu: 

Terdapat perbedaan pengaruh kadar putih telur dengan konsentrasi 20, 30 dan 

40 % dalam diluter terhadap motilitas, daya hidup dan abnormalitas spermatozoa 

fraksi atas ( spermatozoa X) dan spermatozoa fraksi bawah (spermatozoa Y) 

setelah pencairan semen beku hasil pemisahan spermatozoa sapi FH dengan 

teknik kolom albumin. 
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2.1 Sa pi Friesian Holstein 

BAD II 

TINJAUAN PUSTAKA 

Menurut Williamson and Payne (1993) serta Scavone et al. (2001) sapi 

Friesian-Holstein atau disebut juga sapi Fries-Holland (FH) termasuk dalam 

family Bovidae, sub family Bovinae, genus Bos, sub genus Bos, spesies Bos 

taurus dan sub spesies Bos taurus-taurus. Sapi ini merupakan bangs a sapi perah 

yang paling sering ditemukan di Amerika Serikat, jumlahnya cukup banyak, 

meliputi 80-90 % dari seluruh populasi sapi perah dan tersebar di seluruh dunia 

Sapi ini berasal dari propinsi West Friesland dan North Holland, dua daerah yang 

memiliki padang rumput bagus di negeri Belanda. Sapi FH juga mempunyai 

kemampuan merumput tinggi, produksi susu tinggi dan dapat dimanfaatkan untuk 

pembuatan keju (Blakely and Bade, 1991). Produksi susu sapi FH dapat 

mencapai 5982 liter per laktasi dengan kadar lemak 3,6-3,7 % (Syarief dan 

Sumoprastowo, 1985 serta Siregar, 1995). 

Ciri-cira fisik sapi FH berwarna hitam berbelang putih, ekor putih (hitam 

tidak diperkenankan), tidak boleh ada \varna hitam di daerah bawah persendian 

siku dan lutut tetapi warna hitam pada kaki mulai dari bahu atau paha sampai ke 

kuku diperbolehkan; kepala berbentuk panjang, lebar dan lurus; tanduk relatif 

pendek, melengkung ke depan dan membengkok ke belakang; tubuh besar dan 

menyerupai baji; dada dalam sekali; punggung dan pinggang panjang; otot kaki 

cukup kuat; berat badan betina dewasa mencapai 570 - 730 kg sedangkan jantan 
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dewasa 700 - 1000 kg (Syarief dan Sumoprastowo, 1983; Blakely and Bade, 

1991; Suharno dan Nazaruddin, 1994 serta Siregar, 1995). 

Menurut Syarief dan Sumoprastowo (1985) serta Siregar (1995) sapi FH 

betina memiliki temperamen yang jinak dan tenang sedangkan sapi jantan 

memiliki temperamen yang agak galak dan ganas. Sapi FH termasuk sapi yang 

lambat dewasa, dapat dikawinkan pertama kali umur 18 bulan, beranak pertama 

kali umur 28-30 bulan dengan lama kebuntingan 279 hari (Syarief dan 

Sumoprastowo, 1985 serta Suharno dan Nazaruddin,1994). 

Menurut Suharno dan Nazaruddin (1994) sapi FH pertama kali masuk ke 

Indonesia pada tahun 1981. Sekarang sapi FH telah banyak disilangkan dengan 

sapi lokal. Salah satu contoh sapi hasil persilangan tersebut adalah sapi Grati dari 

Pasuruan (Syarief dan Sumoprastowo,1985 serta Suharno dan Nazaruddin, 1994). 

2.2 Anatomi dan Fisiologi Alat Reproduksi Jantan 

Alat reproduksi sapi jantan terdiri sepasang testis sebagai alat reproduksi 

utama; saluran alat kelamin yang terdiri dari vas eferens, epididimis, vas 

deferens, ampula dan urethra; kelanjar aksesoris seperti kelenjar vesicula 

seminalis atau vesiku1aris, prostata dan bulbourethralis atau cowpers; serta alat 

kelamin luar yaitu penis, preputium dan skrotum (Ismudiono, 1999 dan Poemomo 

dkk., 2002). Alat Reproduksi sapi jantan dewasa dapat dilihat pada gambar 2.1. 

Hardijanto dan Hardjopranjoto (1994) serta Hardjopranjoto (1995) membagi alat 

reproduksi menjadi dua berdasarkan fungsinya yaitu alat kelamin primer berupa 

testis sebagai penghasil spermatozoa dan hormon reproduksi jantan (androgen) 
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serta alat kelamin sekunder sebagai penghubung testes dengan dunia luar seperti 

saluran alat kelamin, kelenjar aksesoris dan alat kelamin luar yang berfungsi 

untuk menyalurkan spermatozoa dan cairan seminal keluar pada waktu ejakulasi. 

Toelihere (1979) membagi organ reproduksi menjadi tiga bagian yaitu organ 

kelamin primer, kelenjar kelamin pelengkap dan alat kelamin luar atau organ 

kopulatoris. 

rc. Rektum 
mb. Musculu. Bulbocavernosus 

mu: MUlculu. Urethrali. 
mic. Musculus /schio-OwernoBul 

pt. Praeputiu m 
ku. Kandung Urin 

c. Keleniar Cowper (tertutup) 
mrp. MU8culu. Retractor Penis 
BY. Smfi&is Pelvis 

amV8. Ampulla Vas Deferen« 
IJS. Vesica Seminalil 

Ig. Sigmoid 
veL Val Deferens 
pn. Peni. 

Gambar 2.1. Alat Reproduksi Sapi Jantan Dewasa 
Sumber : Partodihardjo (1992) 

Menurut Poernomo dkk. (2002) testis sapi berbentuk oval memanjang, 

sumbu memanjang vertikal di dalam skrotum, kedua testis berukuran sama besar, 

konsistensi ketat tetapi tidak keras serta dapat bergerak bebas ke atas dan bawah 
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di dalam skrotum. Pada sapi, panjang testis 12-18 em, diameter 6-8 em dan berat 

300-500 g tergantung umur, berat badan dan bangs a sapi (Toelihere, 1979; 

Partodihardjo, 1992). Testis sebagai organ kelamin mempunyai dua fungsi yaitu 

fungsi reproduktif untuk menghasilkan spermatozoa dan fungsi untuk 

menghasilkan hormon jantan atau androgen yang mempunyai pengaruh pada sifat 

jantan (Toelihere, 1979; Partodihardjo, 1992; Hardijanto dan Hardjopranjoto, 

1994; Hardjopranjoto, 1995 serta Poemomo dkk., 2002). Ismudiono (1999) 

menjelaskan bahwa ada empat macam hormon androgen yaitu testosteron, 

aetiocholanolon, androsteron dan dehydro-epi-androsteron. Fungsi androgen 

adalah merangsang spermatogenesis pada tahap akhir dan memperpanjang umur 

hidup spermatozoa di dalam epididimis; merangsang pertumbuhan, 

perkembangan dan aktivitas sekresi kelenjar aksesoris, vas deferens, penis dan 

skrotum; serta memelihara sifat seks sekunder tingkah laku kelamin atau libido 

dari pejantan. Hormon ini juga mempunyai aktivitas protein anabolik (retensi 

nitrogen) dan merangsang feed perkembangan kelenjar keringat. Androgen juga 

mempunyai efek negative feed back terhadap aktivitas hipotalamus - hipofisis 

dalam pelepasan FSH dan LH. 

Epididimis merupakan saluran reproduksi jantan yang terdiri dari tiga 

bagian yaitu caput, corpus dan cauda epididimis. Epididimis mencapai panjang 

>40 em dan berat 36 g pada sapi dewasa. Epididimis mempunyai empat fungsi 

utama yaitu pengangkutan atau transportasi, penyerapan air atau konsentrasi, 

pendewasaan atau maturasi dan penyimpanan spermatozoa. Fungsi epitel 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI KUALITAS SEMEN BEKU ... MARIA SARININGSIH



12 

epididimis adalah absorbsi dan sekrl.!toris. Sekresi sel-sel epitel dapat 

menyebabkan pematangan spermatozoa (,1 oelihcre, 1979). 

Duktus atau vas deferens merup;,'<:an saluran berdiameter 2 mm yang 

menghubungkan cauda epididimis dengan urethra. Vas deferens berfungsi 

mengangkut spennatozoa dari cauda epididinlis ke urethra. Kedua vas deferens 

membesar membentuk ampula duktus d, ferens. Pada sapi ampula mempunyai 

panjang 10-14 cm dan diameter I -1,5 cm. Kelenjar-kelenjar ampula 

mensekresikan fruktosa dan asam sitrat (TI )clihere, 1979 dan Ismudiono,1999). 

Kelenjar vesikula seminalis berjunllah scpasang, berlobus jelas, berada di 

dalam lipatan urogenital lateral dari arnpula. Pada sapi kelenjar ini berukuran 10-

15 cm dan berdiameter 2 - 4 cm, serta berlobi dengan septa muskuler yang kuat di 

antara ampula Lumen kelcnjar ini bermuara ke dalam urethra. Sekresi kelenjar 

ini berupa cairan keruh dan lengket; O"lcngandung protein, kaliwn, asam sitrat, 

fruktosa, dan beberapa enzim dalam konsentrasi tinggi; pH 5,7 - 6,2 serta 

membentuk 50 % volume ejakulat pada sapi. Kelenjar prostata kurang 

berkembang pada sapi, terletak mengeliJingi urethra dan terdiri dari dua bagian 

yaitu corpus dan pars disseminata prostatae. Corpus prostatae berukuran 2,5 - 4 

cm dan tebaI 1-1,5 cm. Pars disseminata mengelilingi urethra pelvis, panjang 10 

-12 cm dan tertutup otot urethra. Sekn'si kelenjar prostata melalui beberapa 

muara keciI masuk ke dalam urethnl. Kelenjar cowper terdapat sepasang, 

berbentuk bulat, kompak, berselubung teba], dan pada sapi berukuran 2,5-3 cm. 

Pada sapi letaknya lebih kc caudal yaitu pada belokan di mana urethra menikung 

ke bawah keluar dari ruang pelvis. Sekre:;i kelenjar cowper berupa cairan jemih 
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dan bebas spenna dengan pH 7,5-8,2 dUJ 1 ditumpahkan sebelum ejakulasi untuk 

membersihkan dan menetralisir urethnl dari bekas urin dan kotoran lain 

(Toelihere, 1979; Partodihardj0, 1992; Ismudiono, 1999 dan Poernomo dkk., 

2002). 

Ismudiono (1999) mengemukakan bahwa urethra adalah saluran 

ekskretoris bersama untuk urine dan sen len yang terdiri dati tiga bagian yaitu 

bagian pelvis, bulbus urethra dan bagian p,!nis. 

Penis pada sapi tennasuk jenis tibro elastis dengan panjang 102 em, agak 

kaku tetap kenyal walau dalam keadwul tidak aktif atau non-ereksi; perbedaan 

panjang ereksi dan tidak ercksi 3 : 2 akihat struktur Spada penis; serta bagian 

berongga pada saat aktif kelamin berlsi darah dan menjadi tegang tanpa 

memperbesar volume penis. Penis terdiri elari bagian akar, badan dan ujung yang 

berakhir pada glans penis. 8agian penis tc,.diri-dari eorpus eavemosum penis yang 

diselubungi tunika albuginea dan eorpus (:avcmosum urethra. Kedua bagian ini 

akan bersatu pada glans penis membentuk corpus fibrosum. Penis berfungsi dalam 

pengeluaran urine dan peletakan semen ke dalam saluran reproduksi betina 

(Partodihardjo, 1992; Ismudiono, 1999 dan Poemomo dkk., 2002). 

Preputium atau selubung bagian ujung anterior penis mempunyai panjang 

35-40 em dan diameter 4 em pada sapi~ tc!rdiri atas orifieium dan fornix praeputii 

serta menghasilkan smegnla praeputii yai tu sekresi kentaI berlemak bereampur 

dengan reruntuhan epitei dan bakteri penlbusuk (Toelihere, 1979). 

Ismudiono (1999) dan Poernomo dkk. (2002) sarna-sarna berpendapat 

bahwa skrotum atau kantung testis be rfungsi sebagai termoregulator yaitu 
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mengatur perubahan temperatur skroturn sehingga proses spermatogenesis 

berlangsung normal dan sebagai pelindung dari gangguan luar seperti benturan 

fisik dan gangguan mekanis. 

2.3 Fisiologi dan Morfologi Spermatozoa 

Menurut Ismudiono (1999) sperrnatozoa dihasilkan di dalam tubuli 

seminiferi atas pengaruh Follicle Stimulating Hormone (FSH) sedangkan 

testosteron diproduksi oleh sel-sel intcrs1 itial Leydig oleh pengaruh Interstitial 

Cell Stimulating Hormone (ICSH) atau LUleinizing Hormone (LH). 

Hardjopranjoto (1995) membagi proses spermatogenesis (pembentukan 

spenna) menjadi empat tahap: 

I. Tahap proliferasi, dimulai pada te:.;tis sejak lahir sampai beberapa waktu 

setelah lahir. Bakal sel kelamin pada lapisan basal tubulus seminiferus 

melepaskan diri dan membelah sccara mitosis sampai dihasilkan banyak 

spermatogonia (tipe A dan 8) 

2. Tahap tumbuh, spermatogonia mernbagi diri secara mitosis sebanyak 

empat kali sehingga dihasilkan 16 spermatosit primer (12n). Lama periode 

ini 15-17 hari. 

3. Tahap menjadi masak, terjadi pt!mbelahan spermatosit primer menjadi 

spennatosit sekunder dan jumlah kromosom menjadi setengahnya (n). 

Periode ini berjalan selama 15 hal i. 8eberapa jam kemudian spermatosit 

sekunder akan menjadi spermatid. 

I 2n=diploid; pada sapi jumlah kromosom diploid adalah 60 
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4. Tahap transformasi, proses metamorfosis seluler spermatid menjadi 

spermatozoa. Periode ini membutuhkan waktu 15 menit. 

Spermatogenenesis dapat dibagi menjadi dua fase yaitu 

spermatositogenesis adalah proses pembentukan spermatosit primer dan sekunder 

dari spermatogonia tipe A yang dikendalikan oIeh FSH dari hipofisis anterior dan 

spermiogenesis adalah proses pembentukan spermatozoa dari spermatid yang 

dikendalikan oIeh testosterone Pada sapi spermatogonia tipe A berkembang 

menjadi 16 spermatosit primer dan 64 spermatozoa. Spermatogenesis pada sapi 

berlangsung 50-62 hari sehingga waktu yang dibutuhkan spermatogonia tipe A 

menjadi spermatozoa yang diejakulasikan kira-kira 60-70 hari. Pada sapi satu 

gram tenunan testikular menghasilkan rata-rata 9x 106 spermatozoa per hari 

(Ismudiono, 1999). 

Menurut Partodihardjo (1992) spermatozoa sebagian besar tersusun atas 

bahan kimia sebagai berikut: 

1. DeoxyribonucIeoprotein, terdapat di dalam nukleus yang merupakan 

kepala spermatozoa. 

2. Mucopolysaccharide, terdapat di akrosom yaitu bagian pembungkus 

kepala, mengandung empat macam gula yaitu fructose, galactose, 

mannose, dan hexosamine. 

3. Plasmalogen atau Iemak a1dehidrogen yang terdapat di bagian leher, 

kepala dan ekor spermatozoa, merupakan bahan yang dipergunakan 

spermatozoa untuk respirasi endogene 
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4. Protein yang menyerupai keratin, Inerupakan selubung tipis yang meliputi 

seluruh badan, kepala dan ekor spclmatozoa. Protein ini memiliki ikatan 

dengan unsur zat tanduk yaitu sulfur dan banyak terdapat pada membran 

sel-sel dan fibril-fibrilnya. 

5. Enzim dan eoenzim yang digunakan untuk proses hidrolisis dan oksidasi. 

Spermatozoa merupakan sel keeil, kompak, sangat khas, tidak tumbuh dan 

membagi diri. Spermatozoa sapi memiliki morfologi seperti spermatozoa hewan 

lain tapi ukuran dan bentuknya berbeda (Hardijanto dan Hardjopranjoto, 1994). 

Berat satu spermatozoa ± 2-2,5 x 10-8 mg berat kering atau ± 11-13 x 10-8 mg 

berat basah, berat kepala ± 50 %, badan ± 15 % dan ekor ± 35 % berat total 

sebuah spermatozoa. Volume spermatozoa tunggal yang dibebaskan dari seminal 

plasma ± 8 x 10-9 m3 yang menggamba rkan bahwa 1 ml berisi 12.500 x 106 

spermatozoa (Salisbury and Van Demark, 1985). 

Kepala spermatozoa umumnya berbentuk oval memanjang dengan 

nukleus tersusun rapat oleh kromatin. .fumlah kromosom dan DNA daIam 

nukleus beberapa spermatozoa adalah hal,loid atau setengah jumlah sel somatik 

akibat pembelahan meiosis selama pembentukan spermatozoa (Garner and Hafez, 

2000). Hampir setengah bagian anterior I.epala spennatozoa dibungkus akrosom 

yang mengandung enzim aerosin, hyalu ... ·'nidase, esterase dan asam hydrolase 

yang berperan untuk menembus dinding sel telur dalam proses fertilisasi 

(Toelihere, 1979 serta Garner and Hafez, :~OOO). Setengah bagian posterior kepala 

spermatozoa dibungkus selubung inti po ;terior. Perbedaan struktur selubung 
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akrosom dan selubung inti posterior menyebabkan perbedaan afinitas terhadap zat 

warna (Lindsay et ai., 1982). 

Bagian tengah spermatozoa adalah pus at tenaga sebab mitokondria 

terpusat di daerah ini dalarn bentuk heliks. Mitokondria mengandung sistem yang 

menggerakkan siklus asarn trikarboksilat (siklus Kreb), transport elektron dan 

fosforilisasi oksidatif yang menghasilkan energi dalarn bentuk A TP untuk gerakan 

spermatozoa. Selain itu bagian ini tersusun berkas fibril filamen ekor dan 

dibungkus kelopak halus yang mengandung bahan lipoid. Ujungnya berakhir di 

cincin centrio yang merupakan tempat tumbuhnya ekor. Untuk menghubungkan 

kepala dengan badan terdapat bagian leher dengan panjang ± 1 J.lIl1. Pada bagian 

leher terdapat berkas fibril yang terbentuk dari dua cincin yang masing-masing 

terdiri dari sembilan fibril (Salisbury and Van Demark, 1985). 

Ekor spermatozoa menyerupai flagelum dengan dua sentriol di bagian 

tengah. Pada bagian ekor terdapat dua fibril sentral yang dikelilingi fibril perifer. 

Fibril ini bersifat kontraktil dan menimbulkan gerakan ekor spermatozoa 

(Frandson, 1992). Pada bagian ekor kedua lingkaran yang terdiri atas sembilan 

cincin serabut fibril dari filarnen ekor berlrurang besarnya sebingga semua fibril 

memiliki besar yang sarna. ± 3 J.lIl1 dari ujung ekor spermatozoa, kulit benang 

pilin, selaput pembungkus dan sembilan fibril luar tidak ada (Toelihere, 1979). 

Spermatozoa dan bagian-bagiannya dapat dilihat pada garnbar 2.2. 
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Garnbar 2.2 Spermatozoa dan Bagian-Bagiannya Dilihat dengan 
Mikroskop Elektron 

Sumber : Partodihardjo (1992) 

2.4 Spermatozoa X dan Y serta Teknik Pemisahannya 

Seekor sapi jantan menlproduksi dua jenis spermatozoa pembawa 

kromosom seks X dan Y dengan rasio jumlah yang sarna yaitu 1 : 1 ( Gordon, 

2001). Menurut Ismudiono dkk. (2001) dan Mulyati dkk. (2002) spermatozoa Y 

memiliki ukuran kepala lebih keeil, lebih ringan, lebih pendek dan mampu 

bergerak lebih cepat dibandingkan spermatozoa X. Ukuran spermatozoa X 

2,8-7 % lebih besar dibandingkan spermatozoa Y karena struktur kromatin 

memadat yang menyusun bagian kepala dan merupakan bahan dasar pembentukan 

DNA lebih banyak 3-4 %. Hal ini diperkuat oleh Frandson et al. (2003) yang 
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menyatakan bahwa kromatin kelamin ditemukan pada 60--80 % nuklei somatik 

betina dan tidak lebih dari 10 % pada nuklei somatik jantan. Perbedaan 

spermatozoa X dan Y dapat ditinjau dari berbagai aspek seperti pada tabel 2.1. 

Tabel 2.1. Perbedaan Spermatozoa X dan Y Ditinjau dari Beberapa Aspek 

Parameter Perbedaan 

Kandungan DNA Spermatozoa Y lebih sedikit 

Ukuran Spermatozoa X lebih besar 

IdentifIkasi Spermatozoa Y berfluoresensi 

Motilitas Spermatozoa Y lebih cepat 

Tegangan permukaan Spermatozoa X bergerak ke arah katoda 

Kemotaksis Spermatozoa X lebih tahan pada suasana asam 

Ukuran kepala Spermatozoa X lebih besar 

Sumber: Irawan (2000) yang dikutip dari Ericsson and Glass (1982), Mahaputra 
(1983) dan Mahaputra dkk. (1989) 

Menurut Kurnianingsih (2003) dari berbagai aspek yang membedakan 

kromosom seks X dan Y pada spermatozoa akan memunculkan berbagai macam 

teknik pemisahan spermatozoa antara lain: 

1. Kolom Percoll 

Prinsip kolom Percoll adalah sedimentasi ekuilibriunl pada gradien 

densitas dengan menggunakan medium Percoll (Mulyati dkk., 2002). 

Teknik ini dapat memisahkan spermatozoa X dan Y sebesar 90,27 % 

(Syafei dkk., 1998) yang dikutip oleh Anwar dkk. (2004). Utama dkk. 
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(1999) berhasil mendapatkan 54.9 %, spermatozoa X. Maylinda dkk. 

(1996) dalam Anwar dkk. (2005) nlemperoleh angka keberhasilan 86 % 

untuk spermatozoa X. 

2. Kolom Sephadex 

Prinsip kolom Sephadex adalah Sc :dimentasi non ekuilibrium (didasarkan 

pada laju endap) berupa filtrasi spermatozoa melalui kolom Sephadex 

yang berisi butiran gel Sephadex (Mulyati dkk., 2002). Hasil penelitian 

Mahaputra dkk. (1989) yang dikutip oleh Anwar dkk. (2005) dapat 

memisahkan spermatozoa X dan Y sebesar 81,3 % dan 18,7 % dengan 

Sephadex kolom G-200. Susilawati dkk. (1997) mendapatkan 83 % 

spermatozoa X hasil penyaringan dengan Sephadex 0-200. Sedangkan 

Utama dkk. (1999) memperoleh 52.3 % spermatozoa X. Filtrasi dengan 

sephadex dihasilkan 70 % spermatozoa X pada filtrat (Hafez and Hafez, 

2000). 

3. Teknik Swim-Up 

Prinsip teknik ini adaJah pemisahan berdasarkan perbedaan karakter 

pergerakan spermatozoa. Spermalozoa Y akan bergerak. lebih cepat ke 

permukaan media segar dibandingkan spermatozoa X (Mulyati dkk., 

2002). Utama dkk. (1999) berha~iiI mendapatkan 50 % spermatozoa Y 

dengan teknik ini. 

4. Teknik Aside Migration 

Prinsip teknik ini adalah pemis,lhan berdasarkan perbedaan karakter 

pergerakan spermatozoa. Spermatozoa Y bergerak lebih cepat dalam 
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media dari pusat ke tepi roset (Mulyati dkk., 2002). Utama dkk. (1999) 

berhasil mendapatkan 51,8 % spermatozoa Y dengan teknik ini. 

5. Flow Cytometry 

Prinsip teknik ini adalah pengukuran intensitas fluoresensi dengan flow 

cytometer setelah pewarnaan dengan fluorokom khusus DNA seperti 

Hoeehst 33342. Pada temak hasil konfirmasi jenis kelamin meneapai 

90 % ( Mulyati dkk., 2002). 

6. Teknik Arus Permukaan Spermatozoa 

Prinsip teknik ini adalah spermatozoa X berarus positif dan spermatozoa Y 

berarus negatif atau seluruh spermatozoa berarus negatif tetapi 

spermatozoa X mempunyai arus negatif yang lebih kuat (Mulyati dkk., 

2002). 

7. Teknik Antigen H-Y 

Prinsip teknik ini adalah pemisahan spermatozoa melalui identifikasi 

spermatozoa Y yang mengandung antigen H-Y, digunakan antibodi Y 

yang dikompetisikan dengan antibodi berlabel fluoresen (Mulyati dkk., 

2002). 

8. Elektroforesis 

Prinsip teknik ini adalah penggunaan aliran listrik searah 1,5 Volt melalui 

dua elektroda berbeda muatan yaitu katoda dan anoda (Hafez dan Boyd, 

1986) yang dikutip oleh Hermadi dkk. (1998). Berdasarkan teknik ini 

diperoleh spermatozoa Y dengan berat molekul 24,8-135,48 x 10000 

Dalton lebih keeil daripada spermatozoa X (Anwar dkk., 2005). 
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9. Penyinaran dengan sinar ultra viol(~t 

Prinsip teknik ini adalah memisahklm kromosom spermatozoa sapi perah 

dengan sinar ultra violet. Melailli tcknik ini didapatkan bahwa rasio 

kromosom seks X lebih besar dihandingkan Y berdasarkan diameter 

ukuran kepala spennatozoa (SrhUlll) dkk., 2004). 

Selain teknik-teknik di atas, PCI nisahan spermatozoa dapat dilakukan 

dengan teknik sedimentasi, sentrifugasi gn ,dien densitas dan kolom albumin. 

2.5 Pemisahan Spermatozoa dengan Mc.~nggunakaD Putib Telur pada Teknik 
Kolom Albumin 

Menurut Anwar dkk. (2005) seleksi jenis kelamin dengan menggunakan 

albumin merupakan metode yang mean ungkinkan diaplikasikan di lapangan 

karena pelaksanaannya relatifmudah dan bahannya dapat diperoleh dengan harga 

murah. Metode ini merupakan metode pemisahan spermatozoa X dan Y yang 

benar, dapat dikembangkan dan ditcrapkan secara klinik karena dapat 

menghasilkan spennatozoa Y sampai 75 -- 80 % (Hafez and Hafez, 2000). 

Metode ini didasarkan pada perb\~daan motilitas spermatozoa X dan Y 

akibat perbedaan Massa dan ukuran. UkUl an spermatozoa Y Iebih keeil sehingga 

bergerak lebih eepat atau mempunyai dilya penetrasi yang lebili tinggi untuk 

memasuki suatu larutan (Jaswandi, 1992) yang dikutip oleh Anwar dkk. (2005). 

Hal senada juga diungkapkan oleh Hafe:!. and Hafez (2000) bahwa pemisahan 

spermatozoa X dan Y didasarkan atas pc; rbedaan berat, berat jenis atau ukuran 

kromosom X dan Y akibat perbedaan ukuran komponen spermatozoa serta 

didasarkan ekspresi haploid kromosom X dan Y akibat perbedaan sifat komponen 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI KUALITAS SEMEN BEKU ... MARIA SARININGSIH



23 

spermatozoa. Semen yang diletakkan di alas kolom albumin mengalami kenaikan 

jumlah spermatozoa Y dari lapisan albumin akibat pergerakan spermatozoa Y ke 

bawah dan X tetap di lapisan atas. Sam ik dkk. (1999) mengungkapkan bahwa 

pemisahan spermatozoa dengan teknik kolom albumin mengakibatkan penurunan 

persentase spermatozoa hidup dari 82,75 % nlenjadi 76,50 % dan meningkatkan 

persentase spermatozoa abnormal dari 9,7:; % menjadi 20,75 %. 

Jaswandi (1992) yang dikutip c)leh Anwar dkk. (2005) melakukan 

inseminasi pada sapi dengan menggunal,an Japisan bawah menghasilkan rasio 

anak jantan 62,5 % dan betina 37,5 % SCt langkan inseminasi dengan lapisan atas 

diperoieh anak jantan 22,2 % dan anak betina 77,8 %. Teknik kolom albumin ini 

dapat mengakibatkan penurunan persenta~e kebuntingan dari 80 % menjadi 66 % 

dan meningkatkan persentase anakjantan ~ang dilahirkan dari 44 % menjadi 71 % 

(Samik dkk., 1999). 

Menurut Sutriandhi (2003) putih tdur (egg albumen) menyusun 60 % dari 

komponen penyusun telur utuh (whole egg). Putih telur yang digunakan dalam 

metode ini terdiri dari dua komponen yaitu air (87,9 %) dan bahan solid (12,1%). 

Bahan solid terdiri dari bahan organik y~mg meliputi protein (10,6 %), lemak 

(0,05 %) dan karbohidrat (0,9 %) serta bahan anorganik (0,6 %). Protein putih 

telur terdiri dari ovalbumin (58 %), cOllalbumin (13 %), ovomucoid (11 %), 

lisozim (3,5 %), ovoglobulin 01 (4 %), o\toglobulin 02 (4 %), ovomucin (1,5 %), 

flavoprotein (0,8 %), ovoglikoprotein 10,5 %), ovomakroglobulin (0,5 %), 

ovoinhibitor (0,1 %) dan avidin (0,05 %) yang merupakan zat anti gizi. 

Karbohidrat pada putih telur terdiri dari karbohidrat bebas yaitu glukosa (0,4 %) 
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dan terikat yaitu glikoprotein mannosa clan galaktosa (0,5 %). Bahan organik 

sebagian besar terdiri dari mineral yang meliputi sulfur (0,195 %), kaliwn 

(0,167 %), natrium (0,161 %), klorida (0.155 %), fosfor (0,018 %), kalsiwn 

(0,012 %), magnesium (0,009 %)dan besi 10.,0009 %). 

Komponen protein utama dalam ItUtih telur yang berperan dalam proses 

pemisahan spermatozoa adalah ovalbwnin. Penggunaan putih telur dalam gradien 

konsentrasi yang berbeda digunakan untu k memisahkan spermatozoa fraksi atas 

(spermatozoa X) dan spermatozoa fraksi bawah (spermatozoa Y) serta mampu 

mempertahankan motilitas dan daya h idup setelah pembekuan. Persentase 

motilitas mencapai 38 % pada lapisan ala"; dan 40 % pada lapisan bawah dengan 

persentase kebuntingan 80 % (Susilawati dkk., 2002). 

2.6 Semen Beku dan Pemeriksaan Post Thawing 

Menurut Ismudiono (1999) SCI nen terdiri dari dua bagian yaitu 

spermatozoa dan plasma semen yang bcrasal dari epididimis dan kelenjar 

aksesoris. Volume ejakulasi 5-8 ml, konsentrasi spermatozoa 800-2000 juta/ml, 

spermatozoa 5-15 milyar/ejakulasi, spermatozoa motH 40-75 % dan spermatozoa 

normal secara morfologis 65-95 % (Ax el al., 2000a
). Komposisi kimiawi semen 

dapat dilihat pada lampiran 1. 

Menurut Partodihardjo (1992), Toelihere (1993) serta Hardijanto dan 

Hardjopranjoto (1994) penggunaan selnell beku memiliki beberapa keuntungan 

dan kerugian. Keuntungan penggunaan s·.!nlen beku antara lain dapat disimpan 

lebih lama, pengiriman lebih luas, perka\Ninan selektif, tidak ada yang terbuang 
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walau sudah lama, biaya transportasi murah, mencegah penyakit kelamin menular, 

penggunaan efisien dari pejantan unggul atau lumpuh dan jumlah pejantan yang 

diperlukan sedikit. Kerugian penggunaall semen beku antara lain dapat merusak 

secara luas bila pejantan tidak unggul, pCllyebaran penyakit luas bila pemeriksaan 

awal kurang baik, peralatan mahaI, 20~ 80 % spermatozoa mati daIam proses 

pembekuan dan 10-20 % spermatozoa pejantan tertentu tidak tahan pembekuan. 

Orang yang pertama kali menglldakan percobaan tentang pembekuan 

spermatozoa adalah Davenport (1897) )"ang menemukan bahwa spermatozoa 

manusia tetap hidup pada pendinginan -17°C. Setelah itu berturut-turut Jahnel 

(1938) pada semen manusia dengan tenlperatur -79°C selama 40 hari; -169 

sampai - 269°C; Shettier (1940) dengan semen sesegar mungkin; Shaffner dkk. 

(1941) pada semen ayam dengan temper,ltur -70°C; serta Parkes (1945) pada 

semen manusia dengan temperatur -79 I 'e selama 2-8 hari. Pada tabun 1950 

Polge, Smith and Parkes mcnemukan hah wu pcnumbahan gliseroI pada bahan 

pengencer dapat mencegah terbentuknya k ristal es pada semen tersebut. Smith and 

Polge (1950) berhasil membuktikan balnva penambahan pengencer kuning telur 

sitrat dan 10-15 % gliserol lalu didinginkan perlahan-Iahan dari 2 sampai -79°C 

dan dicairkan kembali (thawing) dapat nlcnghasilkan 50-90 % spermatozoa hidup. 

Pada tabun 195 I, Stewart melaporkan kelahiran anak sapi pertama lahir dari 

semen beku (Partodihardjo, 1992 serta Hanlijanto dan Hardjopranjoto, 1994). 

Dalam pembuatan semen beku diperiukan pengencer kuning telur sitrat 

(KTS), air susu masak, susu skim kuning telur, tris aminomethane, tris kuning 

telur, Biociphos plus (mengandung ekstrak kacang kedeIai untuk mengurangi 
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kontaminasi temak), kuning telur laktosa kuning telur raffinosa, Minnesota GD 

(mengandung KTS dan beberapa karbohidrat) dan bahan pengencer yang lain 

(Foote, 1969; Hardijanto dan Hardjopranj,)to, 1994 serta Thun et al. (2002). 

Pembekuan dapat berakibat terbentuknya kristal es, perubahan daya 

tembus dinding sel akibat pelarutan lipoprotein serta adanya spermatozoa yang 

tidak membeku dengan baik sehingga berakibat pada kematian spermatozoa 

(Salisbury and Van Demark, 1985). 

Menurut Salisbury and Van Demark (1985), Toelihere (1993) serta 

Hardijanto dan Hardjopranjoto (1994) penambahan gliserol dalam pembuatan 

semen beku berfungsi untuk mencegah ,"f)ld atau osmotic shock, terbentuknya 

kristal es, akumulasi elektrolit dan nlc~mpcrendah titik beku cairan. Untuk 

pembuatan semen beku diperlukan cold top dan kontainer berisi nitrogen cairo 

Faktor-faktor yang menunjang keberhaiilan pembuatan semen beku adalah 

banyaknya gliserol yang ditambahk~Ul cara penambahan gliserol, waktu 

ekuilibrasi, lama pengenceran dan k(.~cepatan pendinginan (Hardijanto dan 

Hardjopranjoto, 1994). 

Ada tiga macam tipe semen beku yaitu tipe straw, pelet dan ampul. Tipe 

straw memiliki kelebihan lebih murah, taheUl terhadap perubahan fisik dan kimia, 

dapat dilengkapi dengan berbagai wama dan data, penutupan dengan polivinil 

alkohol sangat rapat, kecepatan pendingi Ili an merata, mudah diadaptasikan dengan 

luar negeri dan conceplion rale (CR) ± 6H %; sedangkan kekurangannya adalah 

modal awal relatif besar dan mudah pecah. Tipe pelet memiliki kelebihan lebih 

ringkas, menghemat ruang penyimpanan dan CR ± 70 %; sedangkan 
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kekurangannya adalah pengenceran rendah dan pelabelan sulit. Tipe ampul 

memiliki kelebihan CR > 60 % dan nllldah dilabel; sedangkan kekurangannya 

adalah cara penyimpanan relatif lebih mahal, volume lebih besar dan jumlah 

ampul per ejakulasi sedikit (Hardijanto dml Hardjopranjoto, 1994). 

Menurut Toelihere (1993) pada waktu tertentu perlu diperiksa kualitas 

semen post thawing dengan mengevaluasinya pada suhu tubuh. Hal senada juga 

diungkapkan oleh Hafez (2000) bahwa kualitas post thawing semen beku dilihat 

dari motilitas spermatozoa setelah pembekuan dan dibandingkan dengan sebelum 

pembekuan untuk mengetahui efek hahan pembeku terhadap kehidupan 

spermatozoa. 

Proses pembekuan umumnya rnenyebabkan penurunan motilitas dan 

jumlah sperma hidup serta peningkatar I abnormalitas terutama abnormalitas 

sekunder atau abnormalitas akibat salah pengolahan atau kerusakan setelah 

spermatozoa meninggalkan testis seperti kepala terpisah dari leher, leher patah, 

leher dan ekor kusut, ekor patah dan tergulung (Hardini, 1990; Partodihardjo, 

1992; dan Suhartono, 1993). 

Motilitas spermatozoa dapat dilihat dari gerakan individu spermatozoa 

setelah pencairan semen beku untuk mengetahui persentase spermatozoa yang 

bergerak secara progresif. Persentase Udup dapat diperiksa dan dihitung 

jumlahnya dengan membuat preparat ula:; dengan menggunakan eosin negrosin 

untuk membedakan spermatozoa mati dan tidak motH dengan spermatozoa hidup 

dan motile Spermatozoa mati dan tidak nloti) berwarna merah eosin dengan latar 

belakang gelap negrosin. Hal ini disehahkan karena spermatozoa hidup tidak 
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dapat menghisap zat wama karena nlembran plasmanya utuh, sedangkan 

spermatozoa mati dapat menghisap znt wama karena permeabilitas dinding 

spermatozoa meningkat. Selain itu, dengcul pembuatan preparat ulas juga dapat 

dihitung jumlah spermatozoa yang abnormal bentuknya (Bearden and Fuquay, 

1992; Hunter, 1995; Hafez, 2000 dan Hardijanto dkk., 2003). Kemungkinan-

kemungkinan yang dapat ditemui dalrun pemeriksaan spermatozoa yang telah 

diwarnai dapat dilihat pada gambar 2.3. 
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Gambar 2.3. Kemungkinan-Kemungk man yang Dapat Ditemui dalam 
Pemeriksaan Spermatozl)u yung Telah Diwamai 

Sumber Partodihardjo (1992) 
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BABIII 

MATERI DAN METODE PENELITIAN 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Semen Beku, Taman Temak 

Pendidikan Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga di Desa Tanjung, 

Keeamatan Kedamean, Kabupaten Gresik mulai tanggal 2 September sampai 

dengan 16 Desember 2004. 

3.2 Bahan dan Alat Penelitian 

3.2.1 Bahan Penelitian 

Penelitian ini menggunakan semen sapi perah FH jantan milik Taman 

Temak Pendidikan. Sampel semen diambil pukul 7.30 pagi. Bahan penelitian 

yang digunakan adalah diluter A yang terbuat dari 2SUSU skim, air Aqua, kuning 

telur, antibiotika Penicillin dan Streptomycin; diluter B yang terbuat dari diluter 

A yang ditambah dengan glukosa dan gliserol; chicken egg albumen atau putih 

telur ayam; nitrogen eair; eosin negrosin; serta ministraw kosong. 

3.2.1 Alat Penelitian 

Penelitian ini memerlukan alat vagina buatan, tabung penampung semen, 

tabung reaksi, aluminium foil, termometer, pengaduk kaea, beaker glass, tabung 

erlenmeyer, pipet Pasteur, pipet Ephendorf, gelas ukur, colony counter, gelas 

obyek dan penutup, mikroskop binokuler, disposable syringe, cold top, kontainer 

2 Merek dagang Tropicana Slim 
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nitrogen cair, lemari ultra violet, pembukar bunsen, inkubator, pinset anatomis, 

gunting, kertas pH, water bath, timbangan, kertas saring, pemisah putih dan 

kuning telur, kanister, goblet, spidol OHP. spidol marker, kertas label dan tissue. 

3.3 Metode Penelitian 

3.3.1 Pembuatan Diluter 

Susu skim ditimbang sebanyak 40 gram lalu ditambah dengan air ad 

400 cc. Susu skim yang sudah ditambah dengan air diletakkan dalam water bath 

suhu 92°C selama ± 12 menit. Setelah itu, didinginkan sampai mencapai suhu ± 

16°C. Kemudian ditambah dengan 20 cc kuning telur, 400 mg Streptomycin 

(dosis 1 mg/cc diluter) dan 3 gram Penicillin (dosis 1000 IU/cc diluter). Diluter 

dibagi menjadi 2 bagian yaitu diluter A delll diluter B. Diluter B ditambah dengan 

4 gram glukosa dan 32 cc gliserol. Diluter selanjutnya disimpan dalam lemari es. 

3.3.2 Penampungan Semen 

Semen sapi diambil dengan menggunakan vagina buatan dan ditampung di 

tabung penampung semen. Setelah semen tertampung semua, tabung penampung 

semen dilepaskan dari corong karet vagilla buatan serta segera diperiksa secara 

makroskopis dan mikroskopis (Hardijanto dkk., 2003). 

3.3.3 Pemeriksaan Semen secara Makruskopis dan Mikroskopis 

Semen segar hasil penampungan tersebut diperiksa secara makroskopis 

yang meliputi: (1). Volume semen, dipen:~sa dengan melihat skala tabung yang 

digunakan untuk menampung semen; (2). Konsistensi semen, diperiksa dengan 

memiringkan dan menegakkan tabung kef nbali untuk melihat hekas spermatozoa 
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pada dinding tabung dan diletakkan di tempat terang dengan sinar tidak langsung; 

(3). Bau semen, diperiksa dengan mencium bau spesifik semen; (4). Warna 

semen, diperiksa dengan melihat warna semen; serta (5). Derajat Keasarnan, 

diperiksa dengan menggunakan kertas pH (Hardijanto dkk., 2003). 

Semen segar hasil penarnpungan tersebut selanjutnya diperiksa secara 

mikroskopis yang meliputi: (1). Gerakan massa, diperiksa dengan meneteskan 

satu tetes semen diatas gelas obyek lalu ditutup dengan gelas penutup dan dilihat 

di bawah mikroskop dengan pembesaran 100 kali untuk mengarnati gerakan 

massa; (2). Gerakan individu, diperiksa dengan memindahkan lensa mikroskop 

ke pembesaran 400 kali untuk melihat gerakan individu; (3). Konsentrasi semen, 

diperiksa pada pembesaran yang sarna dengan gerakan individu untuk mengarnati 

jarak antar kepala spermatozoa; (4). Daya hidup spermatozoa, diperiksa dengan 

meneteskan satu tetes semen dan satu tetes eosin negrosin pada gelas obyek yang 

bam dan bersih lalu dicarnpurkan secepat mungkin kedua lamtan tersebut sarnpai 

homogen, dibuat preparat ulas setipis mungkin dan dipanaskan di atas nyala api 

bunsen lalu dilakukan pemeriksaan dan penghitungan memakai mikroskop 

pembesaran 400 kali; serta (5). Abnormalitas spermatozoa, diperiksa pada 

pembesaran yang sarna dengan daya hidup spermatozoa untuk menghitung 

spermatozoa yang abnormal bentuknya (Hardijanto dkk., 2003). 

3.3.4 Pemisahan Spermatozoa dengan Menggunakan Putih Telur pad a 
Teknik Kolom Albumin 

Diluter A dipanaskan dalarn water bath suhu 37°C. Putih telur yang 

sudah dipisahkan dengan kuning telur juga dipanaskan dalarn water bath suhu 

37°C. Setelah itu, empat tabung reaksi yang akan digunakan untuk masing-
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masing perlakuan dilabel dengan kertas label atau dengan spidol OHP. Kemudian 

masing-masing tabung diisikan dengan satu perlakuan dengan perincian sebagai 

berikut: 

1. Kontrol (PO: ° % putih telur) 

Berisi I ml diluter ditambah dengan 0,5 ml semen. 

2. Perlakuan pertama (PI: 20 % putih telur) 

Berisi 0,8 ml diluter dan 0,2 ml putih telur ditambah dengan 0,5 ml semen. 

3. Perlakuan kedua (P2: 30 % putih telur) 

Berisi 0,7 ml diluter dan 0,3 ml putih telur ditambah dengan 0,5 ml semen. 

4. Perlakuan ketiga (P3: 40 % putih telur) 

Berisi 0,6 ml diluter dan 0,4 ml putih telur ditambah dengan 0,5 ml semen. 

Lalu semua sampel diinkubasikan dalam cold top dengan suhu 5 °c 

selama 20 menit untuk memisahkan fraksi atas dan fraksi bawah. Setelah 

diinkubasi, 0,5 m1 fraksi atas pada tabung kontrol diambil dengan menggunakan 

pipet Ephendorf, 0,5 ml fraksi tengah dibuang, dan 0,5 ml fraksi bawah diambil 

dengan menggunakan pipet Ephendorf dan dimasukkan ke dalarn tabung yang 

lain. Setelah itu, pemisahan dengan cara yang sarna juga dilakukan untuk 

perlakuan pertama, kedua dan ketiga (Anwar dkk., 2005). 

3.3.5 Pembckuan Semen Hasil Pemisahan Spermatozoa 

Semen hasil pemisahan tersebut selanjutnya didinginkan dalam cold top 

dengan suhu 5 °c selama 1 jam (proses pendinginan). Setelah itu ditambah diluter 

B yang mengandung gliserol sehingga volume semen menjadi dua kali lipat 

volume semula. Penarnbahan diluter B dilakukan dalarn empat tahap dengan 
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interval waktu antar tahap adalah ~ janl. Semen yang sudah ditambah dengan 

diluter B didiamkan selama Y2 jam (prosl!s gliserolisasi). Lalu semen dari setiap 

tabung diambil dari setiap tabung untuk diperiksa pergerakannya sebalum 

pembekuan. Semen yang sudah diperi~sa, dikemas dalam mini straw dengan 

volume 0,25 ml. Pengemasan ini dilakukan dalam cold top suhu 5 °c (proses 

peneetakan). Ministraw didiamkan selanla 1 - 3 jam dalam cold top untuk proses 

adaptasi spermatozoa terhadap pengenet~r (proses equilibrasi). Straw yang telah 

dikemas diatur di atas rak, kemudian dinlasukkan ke dalam uap nitrogen eair (2 -

4 em di atas nitrogen eair) selama 9 rnenit pada suhu -140 °c (proses pre 

freezing). Setelah itu, straw dimasukkan atau direndam dalam nitrogen eair 

selama 2 menit pada suhu -196 °C (proses freezing) dan disimpan dalam 

kontainer selama 2 X 24 jam (proses storage) (Anwar dkk., 2005). 

3.3.6 Pemeriksaan Post Thawing Semen Beku Hasil Pemisahan Spermatozoa 

Semen beku yang disimpan dalam kemasan ministraw dengan volume 

0,25 ml diangkat dengan pinset dari kanbter dalam kontainer. Setelah itu, straw 

tersebut dieelupkan dalam water bath suhu 37 °c selama ±7-15 detik (Noakes, 

1988 dan Partodihardjo, 1992). Kemudian salah satu ujung straw dipotong dan 

straw digunting pada bagian tengahnya. Lalu diteteskan semen di atas gelas 

obyek dan ditutup dengan gelas penutup untuk diperiksa persentase motilitas 

dengan menggunakan mikroskop pemhesaran 400 kali (Ax et al., 2000b
). 

Bersamaan dengan pembuatan preparal. nati f untuk penghitungan persentase 

motilitas, diteteskan satu tetes semen lagi di atas gelas obyek yang bersih dan satu 

tetes eosin negrosin lalu dieampurkan St~eepat mungkin kedua larutan terse but 
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sampai homogen dan dibuat preparat ulas setipis mungkin. Setelah itu preparat 

ulas tersebut dipanaskan di atas nyala api bunsen lalu dilakukan pemeriksaan dan 

penghitungan persentase spermatozoa hidup dan abnormal dengan pembesaran 

400 kali (Hardijanto dkk., 2003). 

Diagram alur pelaksanaan penelitian dapat dilihat pada lampiran 2. 

3.4 Rancangan Penelitian 

Rancangan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak 

Lengkap dengan empat perlakuan dan enam ulangan. 

3.5 Peubah yang Diamati 

Peubah yang akan diamati dan diukur dalam penelitian ini antara lain: 

1. Persentase motilitas spermatozoa fraksi atas dan bawah setelah pencairan 

semen beku 

2. Persentase hidup spermatozoa fraksi atas dan bawah setelah pencairan 

semen beku 

3. Persentase abnormalitas spermatozoa fraksi atas dan bawah setelah 

pencairan semen beku. 

3.6 Analisis Data 

Data penelitian dianalisis dengan menggunakan uji F dengan Analysis of 

Variance (ANDV A). BHa terjadi perbedaan yang nyata dilanjutkan dengan uji 

Beda Nyata Terkecil / BNT (Least Significant Difference / LSD) dengan taraf 

signifIkan 5 % untuk mengetahui perlakuan yang memberi hasil terbaik dan 

berbeda nyata dengan perlakuan yang lain (Kusriningrum, 1989). 
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BASIL PENELITIAN 

4.1 Pemeriksaan Semen Segar 

Pemeriksaan semen segar meliputi pemeriksaan makroskopis dan 

mikroskopis. HasH pemeriksaan makroskopis ditunjukkan pada tabel 4.1 dan 

lampiran 3 sedangkan hasil pemeriksaan mikroskopis ditunjukkan pada tabel 4.2 

dan lampiran 4. 

Tabel 4.1. HasH Pemeriksaan Makroskopis Semen Segar 

Pemeriksaan n HasH 

Volume semen 6 6-7ml 

Konsistensi semen 6 sedang-kental 

Bau semen 6 khas 

Warnasemen 6 putih-putih kekuningan 

Oerajat keasaman (PH) 6 6-7 

Tabel 4.2. Hasil Pemeriksaan Mikroskopis Semen Segar 

Pemeriksaan n HasH 

Gerakan massa 6 ++ (baik) - +++ (baik sekali) 

Gerakan individu 6 Progresif (P) 70-80 % 

Konsentrasi 6 Oensum (0) 

Oaya hidup spermatozoa 6 90-100 % 

Abnormalitas spermatozoa 6 1-5 % 

/ 
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Spermatozoa hidup dan mati serta spermatozoa normal dan abnormal 

dapat dilihat pada gambar 4.1 dan 4.2 . 

• 

Gambar 4.1 Spermatozoa Hidup dan Mati 
Pembesaran: 400x 

Keterangan: 
a Spermatozoa hidup (kepala spermatozoa tetap jernih dengan latar 

belakang biru gelap) 
b Spermatozoa mati (kepala spermatozoa merah dengan latar belakang 

biro gelap) 

• • 

-. 

• 
Gambar 4.2. Spermatozoa Normal dan Abnormal 
Pembesaran: 400x 

Keterangan: 
a Spermatozoa normal (tanpa abnormalitas primer ataupun sekunder) 
b Spermatozoa abnormal (abnormalitas primer yaitu ekor melingkar) 

/ 
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4.2 Pemeriksaan Mikroskopis Post Thawing Semen Beku 

4.2.1 Motilitas Spermatozoa 

Berdasarkan hasil uji F dengan menggunakan ANOVA, motilitas 

spermatozoa fraksi atas menunjukkan perbedaan yang nyata di antara perlakuan 

seperti pada tabeI4.3, gam bar 4.3, lampiran 5 dan 7. 

TabeI4.3. Rata-rata Motilitas Spermatozoa Fraksi Atas 

No. Perlakuan n Rata-rata (%) ± SO 

I PO (kontrol) 6 30,83· ± 2,041 

2 PI (20 % putih telur) 6 33,83.0 ± 2,582 

3 P2 (30 % putih telur) 6 38,33c ± 2,582 

4 P3 (40 % putih telur) 6 34,17" ± 2,041 

Superskrlp berbeda pada kolom yang sama menunJukkan perbedaan yang nyata 
(p.:s0,05) 

40 / c=: 
~ 

V .:::::: f--
30 

Motilitas - r-- -- f---

(%) 20 / 

/' 
-- r--- - 1-

10 
- 1- - / 0 - '--- -

PO P1 P2 P3 
Perlakuan 

-- --- -- - -

Gambar 4.3. Grafik Rata-Rata Motilitas Spermatozoa Fraksi Atas 
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Berdasarkan uji LSD dengan taraf signifikan 5 % menunjukkan bahwa 

perlakuan dengan menggunakan 30 % putih telur (P2) menghasilkan motilitas 

spermatozoa fraksi atas tertinggi dan berbeda nyata dengan kontrol (PO), 20 % 

putih telur (PI) dan 40 % putih telur (P3). 

Berdasarkan hasil uji F dengan menggunakan ANOVA, motilitas 

spermatozoa fraksi bawah menunjukkan perbedaan yang nyata di antara perlakuan 

seperti pada tabel 4.4, gambar 4.4, lampiran 6 dan 8. 

Tabel 4.4. Rata-Rata Motilitas Spermatozoa Fraksi Bawah 

No. Perlakuan n Rata-rata (%) ± SD 

I PO (kontrol) 6 31 67" , ± 2,582 

2 PI (20 % putih telur) 6 32,50' ± 2,739 

3 P2 (30 % putih telur) 6 37,50" ± 2,739 

4 P3 (40 % putih telur) 6 33,33" ± 2,582 

Superskrlp berbeda pada kolom yang sama menunJukkan perbedaan yang nyata 
(p.:s0,05) 

38 / .c:::::; 
- - -- -

36 

- -===; _ .c::; 
.c::; 

Motilitas 34 
(%) 

32 
- - -

30 
- .7 - -28 

PO P1 P2 P3 
Perlakuan 

-------
Gambar 4.4. Grafik Rata-Rata Motilitas Spermatozoa Fraksi Bawah 
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Berdasarkan uji LSD dengan taraf signifikan 5 % menunjukkan bahwa 

perlakuan dengan menggunakan 30 % putih telur (P2) menghasilkan motilitas 

spermatozoa fraksi bawah tertinggi dan berbeda nyata dengan kontrol (PO), 20 % 

putih telur (PI) dan 40 % putih telur (P3). 

4.2.2 Daya Hidup Spermatozoa 

Berdasarkan hasil uji F dengan menggunakan ANOVA, daya hidup 

spermatozoa fraksi atas menunjukkan perbedaan yang nyata di antara perlakuan 

seperti pada tabeI4.5, gambar 4.5, lampiran 5 dan 9. 

TabeI4.5. Rata-Rata Daya Hidup Spermatozoa Fraksi Atas 

No. Perlakuan n Rata-rata (%) ± SD 

1 PO (kontrol) 6 54,338 ± 1,211 

2 PI (20 % putih telur) 6 57,33D ± 2,733 

3 P2 (30 % putih telur) 6 60,67c ± 2,251 

4 P3 (40 % putih telur) 6 57,83b ± 2,137 
. 

Superskrip berbeda pada kolom yang sarna menunjukkan perbedaan yang nyata 
(P~0,05) 
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Gambar 4.5. Grafik Rata-Rata Oaya Hidup Spermatozoa Fraksi Atas 

Berdasarkan uji LSD dengan taraf signifikan 5 % menunjukkan bahwa 

perlakuan dengan menggunakan 30 % putih telur (P2) menghasilkan daya hidup 

spermatozoa fraksi atas tertinggi dan berbeda nyata dengan kontrol (PO), 20 % 

putih telur (P I) dan 40 % putih telur (P3). 

Berdasarkan hasil uj i F dengan menggunakan ANOV A, daya hidup 

spermatozoa fraksi bawah menunjukkan perbedaan yang nyata di antara perlakuan 

seperti pada tabel 4.6, gambar 4.6, lampiran 6 dan 10. 

TabeI4.6. Rata-Rata Oaya Hidup Spermatozoa Fraksi Bawah 

No. Perlakuan n Rata-rata (%) ± SO 

I PO (kontrol) 6 54,17" ± 2,7 14 

2 PI (20 % putih telur) 6 56,000 ± 2,366 

3 P2 (30 % putih telur) 6 60,50c ± 3,209 

4 P3 (40 % putih telur) 6 56,83 0 ± 2,137 

Supersknp berbeda pada kolom yang sama menunJukkan perbedaan yang nyata 
(P:s0,05) 
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Gambar 4.6. Grafik Rata-Rata Daya Hidup Spermatozoa Fraksi Bawah 

Berdasarkan uji LSD dengan taraf signifikan 5 % menunjukkan bahwa 

perJakuan dengan menggunakan 30 % putih telur (P2) menghasilkan daya hidup 

spermatozoa fraksi bawah tertinggi dan berbeda yang nyata dengan kontrol (PO), 

20 % putih telur (PI) dan 40 % putih telur (P3). 

Spermatozoa hidup dan mati post thawing semen beku hasil pernisahan 

spermatozoa dapat dilihat pada gambar 4.7. 
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Gambar 4.7. Spermatozoa Hidup dan Mati Post Thawing Semen Beku 
Hasil Pemisahan Spermatozoa 

Pembesaran: 400x 

Keterangan: 
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a Spermatozoa hidup (kepala spermatozoa tetap jernih dengan lalar 
belakang biru gelap) 

b Spermatozoa mati (kepala spermatozoa merah dengan latar belakang 
biru gelap) 

4.2.3 Abnormalitas Spermatozoa 

Berdasarkan hasil uji F dengan menggunakan ANOVA, abnormalitas 

spermatozoa fraksi atas menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata di antara 

perlakuan seperti pada tabeI4.7, gambar 4.8, lampiran 5 dan 11. 
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TabeI4.7. Rata-Rata Abnormalitas Spermatozoa Fraksi Atas 

No. Perlakuan n Rata-rata (%) ± SD 

1 PO (kontrol) 6 8,00· ± 1,265 

2 PI (20 % putih telur) 6 8,50" ± 2,168 

3 P2 (30 % putih telur) 6 9,50· + 1,643 

4 P3 (40 % putih telur) 6 8,67" + 1,751 

Superskrip sarna pada kolom yang sarna menunJukkan tldak ada perbedaan yang 
nyata (P:s0,05) 

9.5 / r--

9 

I 
- 1-;C 8.5 

Abnormalitas ' ,.::::::::; -- i- I-

(%) 8 , I- -- I- 1-

7.5 

7 '-- L...- '--
PO P1 P2 P3 

Perlakuan 
-

Garnbar 4.8. Grafik Rata-Rata Abnormalitas Spermatozoa Fraksi Atas 

Berdasarkan hasil uji F dengan menggunakan ANOVA, abnormalitas 

spermatozoa fraksi bawah di antara perlakuan menunjukkan tidak ada perbedaan 

yang di antara perlakuan seperti pada tabeI4.8, garnbar 4.9, larnpiran 6 dan 12. 
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Tabel 4.8. Rata-Rata Abnonnalitas Spennatozoa Fraksi Bawah 

No. Perlakuan n Rata-rata (%) ± SD 

I PO (kontrol) 6 8,17a ±I,835 

2 PI (20 % putih telur) 6 9,00" ± 1,789 

3 P2 (30 % putih telur) 6 9,67" ± 1,366 

4 P3 (40 % putih telur) 6 8,50" ± 2,168 

Superskrlp sarna pada kolom yang sarna menunJukkan (Idak ada perbedaan yang 
nyata (P:s0,05) 

10 / 

9.5 
~ 

9 
./ ~ 

Abnormalitas 8.5 
-- ,r -(%) / 
-- -- I-

8 
I-- I-- I-- 1-
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Garnbar 4.9. Grafik Rata-Rata Abnonnalitas Spennatozoa Fraksi Bawah 

Spermatozoa nonnal dan abnonnal post thawing semen beku hasil 

pemisahan spermatozoa dapat dilihat pada garnbar 4.1 O. 
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Gambar 4.10. Spermatozoa Normal dan Abnormal Post Thawing Semen 
Beku Hasil Pemisahan Spermatozoa 

Pembesaran: 400x 

Keterangan: 
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a Spermatozoa normal (tanpa abnormalitas primer ataupun sekunder) 
b Spermatozoa abnormal (abnormalitas sekunder yaitu ekor tergulung) 
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5.1 Pemeriksaan semen segar 

BABV 

PEMBAIIASAN 

Pemeriksaan semen segar meliputi pemeriksaan makroskopis dan 

mikroskopis. Pemeriksaan makroskopis pada semen segar meliputi: 

1. Volume semen 

Menurut Partodihardjo (1992) dan Hardijanto dkk. (2003) semen yang 

dipanearkan pejantan dapat berbeda-bcda menurut umur, ras, besar dan berat 

hewan, frekuensi penampungan, jum1ah eairan yang dimakan dan musim. 

Volume semen dapat dilihat dari skala tabtmg yang digunakan untuk menampung 

semen (Partodihardjo, 1992). Pada penclitian ini diperoleh data bahwa volume 

semen sapi 6 - 7 ml. Hal ini menunjukkan bahwa bahwa volume semen sapi 

tersebut normal karena masih berada dalarn kisaran 2 - 20 ml (Ax et al., 2000a
). 

2. Konsistensi semen 

Menurut Partodihardjo (1992) konsistensi adalah derajat kekentalan. 

Untuk pemeriksaan konsistensi semen dilakukan di tempat terang dengan 

memiringkan dan menegakkan tabung un. uk melihat eairan yang menempel pada 

dinding tabung. Hardijanto dkk. (2003) mengungkapkan bahwa bila terlihat 

bintik keeil yang banyak berdesakan turUJ 1 ke bawah seeara perlahan-Iahan maka 

konsistensinya pekat yang berarti kon5entrasi spermatozoa d~ dalam semen 

tersebut tinggi. Semen eneer tidak meninggalkan bekas pada dinding tabung bila 

dimiringkan yang berarti konsentrasi spermatozoa rendah. Pada penelitian ini 
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semen terlihat turon ke bawah perlahan·lahan sampai dengan agak cepat dan 

meninggalkan bekas pada dinding ta bung. Hal ini menunjukkan bahwa 

konsistensi spennatozoa pada sampel ini sedang sampai kental. 

3. Bausemen 

Hardijanto dkk. (2003) menyebutkan bahwa semen setiap hewan Donnal 

menunjukkan bau spesifik atau khas. Bau ini lebih banyak dipengaruhi oleh bau 

cairan kelenjar pelengkap. Bau semen sapi nonnal seperti susu. Bau semen sapi 

seperti busuk dan anyir (amis) mengindil<asikan adanya radang dalam saluran 

kelamin hewan jantan terscbut. Ball scpcrti urine berarti semen tersebut 

terkontaminasi oleh urine. Pada penelitiull ini bau semen khas seperti bau semen 

sapi nonnal pada umumnya. 

4. Warna semen 

Pada penelitian ini semen sapi menunjukkan warna semen nonnal yaitu 

berwarna putih sampai putih kekuningan (Toelihere, 1979). Menurut 

Partodihardjo (1992) derajat kekeruhan atau keputihan tergantung pada 

konsentrasi spennatozoa. Semakin keruh biasanya jumlah spennatozoa per ml 

semen semakin banyak. Warna semen krem tua sampai kuning disebabkan 

jumlah pigmen riboflavin yang tidak berperan terhadap spennatozoa dan 

kesuburan semen (Partodihardjo, 1992). Warna semen yang tidak nonnal seperti 

merah muda berupa darah segar akibat Iuka atau inflamasi saluran genital bawah, 

coklat gelap berupa darah busuk akibat ) uka atau inflamasi saluran genital atas 

dan adanya material bergranulasi karelli l pus yang berwarna hijau kekuning-
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kuningan akibat kuman Pseudomonas auroginosa (Lindsay et 01., 1982 dan 

Partodihardjo, 1992). 

5. Derajat Keasaman (pH) semen 

Menurut Lindsay et 01. (1982) derajat keasaman semen dapat diperiksa 

menggunakan pH meter atau kertas lakJrlUs. Makin rendah pH semen (asam) 

makin kurang baik kualitasnya. Makin tinggi pH semen (basa) menunjukkan 

tingkat kematian spennatozoa tinggi. PH semen sapi pada sampel penelitian ini 

berkisar antara 6-7 yang berarti pH semen sapi ini nonnal karena masih berkisar 

antara 6,4 - 7,8 (Ax et 01., 20008
). 

Pemeriksaan mikroskopis pada sernen segar meliputi; 

1. Gerakan massa 

Menurut Hardijanto dkk. (2003) gerakan massa adalah gerakan spennatozoa 

secara bersama-sama membentuk gelomb'lIlg yang mencerminkan daya gerak dan 

konsentrasi spermatozoa. Pemeriksaan dilakukan pada suhu 37°C agar diperoleh 

gerakan spennatozoa optimal dengan cara meletakkan satu tetes semen di atas 

gelas obyek untuk mengamati gerakan nlassa di bawah mikroskop pembesaran 

100 kali. Ada empat penilaian gerakan massa yaitu sangat baik (+++), baik 

(++), sedang (+) dan buruk (O/N). 

Sampel semen pada penelitian ini gerakan massanya baik (++) sampai 

sangat baik (+++) sehingga dapat digunakan untuk proses selanjutnya (Hardijanto 

dan Hardjopranjoto, 1994). 
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2. Gerakan individu 

Ax et a/. (20038
) menyebutkan bahwa pemeriksaan gerakan individu 

dilakukan pada suhu kamar agar spertnatozoa memiliki pergerakan optimal 

sehingga dapat mencapai ovum dalam saluran oviduct dengan waktu relatif 

singkat dan terjadi pembuahan sempurna. Gerakan individu diperiksa dengan 

memindahkan lensa mikroskop ke pembeHaran 400 kali. 

Menurut Hardijanto dkk. (2003) uda lima tipe gerakan spermatozoa yaitu: 

Progresif (P), Oscillatoris (0) atau Vibrntoris (V), Circular (C), Reverse (R) dan 

Necrospermia (N). 

Menurut Hardijanto dan Hardjopranjoto (1994) cara penilaian gerakan 

spermatozoa ada enam yaitu 0, 1 (<25%) .. 2 (25-50%), 3(50-75%), 4(70-85%) dan 

5 (>85%). 

Pada penelitian ini, gerakan indi"idunya progresif (P) 70 - 80 % yang 

berarti sampel semen ini bagus dan dapat digunakan untuk proses selanjutnya 

(Lindsay et al., 1982). 

3. Konsentrasi semen 

Menurut Hardijanto dan Hardjopranjoto (1994) konsentrasi semen adalah 

banyaknya spermatozoa dalam setiap mm3 atau cm3 (ml) semen. Penentuan 

konsentrasi semen dapat dilakukan denga n cara Rusia ataupun cara Thoma Cara 

Rusia relatif praktis, mudah dan akurat sl!hingga digunakan dalam penelitian ini 

meletakkan satu tetes semen di atas gelas obyek lalu ditutup dengan gelas penutup 

dan dilihat jarak antar kepala spermatozoa dengan mikroskop pembesaran 400 

kali. Partodihardjo (1992) membedakan konsentrasi spermatozoa menjadi 
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Densum (D), Semi Oensum (SO), Rarurn (R), Oligospermia (0) dan Aspermia 

(A). 

Pada sampeJ peneliltian ini konsentrasinya tergolong Densum (D) herarti 

ada lebih dari 1.000.000 spennatozoa I mln3 semen. 

4. Daya hidup spennatozoa 

Pada penelitian ini diperoleh hasil persentase spennatozoa hidup 

90-100 % melalui penghitungan pada preparat ulas dengan eosin negrosin eli 

bawah mikroskop pembesaran 400 kali. 

Prinsip dari penggunaan prepara1 ulas untuk membedakan spermatozoa 

hidup dan mati adalah penneabilitas m(~mbran lipoprotein pembungkus kepala 

spermatozoa. Pada spermatozoa mati penneabilitas membran meningkat terutama 

di daerah pangkal kepala sehingga akan 1l1enghisap zat warna dan menyebabkan 

warna kepala spennatozoa menjadi mel'uh alau merah muda (Toelihere, 1993; 

Bearden and Fuquay, 1992). Pada s..,ermatozoa hidup, eosin tidak dapat 

menyusup ke dalam spermatozoa akibat rnemhran plasmanya masih utuh sehingga 

spermatozoa hidup tetap berwarna pul ill dengan latar belakang biro gelap 

(Bearden and Fuquay, 1992 dan Noakes, ) 988). 

Sampel semen dianggap baik j iku jUJnlah spermatozoa yang mati kurang 

dari 25 % sehingga sampeJ semen dalam penelitian ini termasuk baik dan dapat 

digunakan untuk proses selanjutnya (Arthur, 1975 dalam Listia, 2003). 

5. Abnormalitas spermatozoa 

Dengan menggunakan preparat ulas yang sarna juga dapat dihitung jumlah 

spermatozoa abnormal. Abnormalitas 1erdiri dari abnormalitas primer dan 
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sekunder. Abnonnalitas primer terjadi akibat kelainan spermatogenesis yang 

disebabkan radang seperti orchitis, epididimitis dan seminal vesikulitis (Moss et 

al., 1979). Contoh abnonnalitas primer adalah kepala terlampau besar, kecil, 

pendek, lebar, sempit, memanjang, piriformis, ganda; ekor ganda, melingkar; 

bagian tengah membengkak atau pertautan abaxial, dan lain-lain (Toelihere, 

1993). Abnormalitas sekunder terjadi dalam perjalanan spennatozoa dari tubulus 

seminiferus dan epididimis selama ejakulasi atau akibat manipulasi ejakulat 

termasuk perlakuan kasar, pemanasan berlebihan, kontaminasi dengan urin, akibat 

gizi tidak seimbang, temperatur lingkungan, pengambilan semen terlalu sering, 

perlakuan kasar, pengocokan atau pengadukan berlebihan, pemanasan atau 

pendinginan berlebihan, kontaminasi dengan air, media pengencer dan media 

penyaringan (Toelihere, 1993, Moss et al., 1979, Coulter et al., 1997, Susilawati 

dkk., 1997 dan Hermadi dkk., 1998). Contoh abnonnalitas sekunder adalah ekor 

putus, kepala tanpa ekor, bagian tengah melipat, butiran-butiran protoplasma 

proksimal dan distal, akrosom lepas, dan lain-lain (Toelihere, 1993). 

Spermatozoa abnonnal menunjukkan kesuburan semen yang rendah dan 

bila dapat membuahi ovum dapat menyebabkan kematian embrio dini, cacat sejak 

lahir, atau anak lahir lemah dan mati segera setelah dilahirkan (Hardijanto dkk., 

2003 dan Kennedy et aI., 2002). 

Pada semen segar yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh 

persentase abnormalitas sebesar 1-5 % yang kebanyakan disebabkan abnormalitas 

primer. Jumlah abnonnalitas primer ini sangat sedikit dan kurang dari 20 % dari 

jumlah spermatozoa abnonnal pada sapi umumnya dan kurang dari 29,41 % dari 
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jumlah spermatozoa abnormal pada sapi FH sehingga semen ini sangat layak 

untuk proses selanjutnya (Partodihardjo, 1992 dan Scavone et al., 2001). 

5.2 Pemeriksaan Mikroskopis Post Thawing Semen Beku 

5.2.1 Motilitas Spermatozoa 

Pemeriksaan motilitas spermatozoa fraksi atas dan fraksi bawah dilakukan 

setelah proses pencairan kembali semen beku. Proses pencairan dilakukan pada 

suhu 37°C selama 7 - 15 detik untuk mencapai tingkat motilitas yang optimal 

(Noakes, 1988 dan Partodihardjo, 1992). 

Pemeriksaaan motilitas spermatozoa dilakukan pada suhu kamar agar 

spermatozoa memperoleh pergerakan yang optimal (Hardijanto dkk., 2003). 

Pernyataan ini didukung oleh Toelihere (1993) yang menyatakan bahwa di 

Indonesia terutama di daerah panas, pergerakan spermatozoa dapat dinilai secara 

memuaskan pada suhu kamar. 

Menurut Salisbury and Van Demark (1985) terdapat tiga macam gerakan 

normal spermatozoa yaitu gerakan maju, berputar dan bergetar. Pergerakan 

spermatozoa disebabkan oIeh adanya aktivitas kontraktil dari ekor spermatozoa 

Bagian tengah dari ekor spermatozoa terdapat substansi kontraktil filamen aksial 

yang merupakan tempat awal aktivitas gelombang terjadi Ialu diteruskan ke 

seluruh ekor spermatozoa. Bila terjadi kelainan gerak ekor maka terjadi 

penyimpangan dari gerakan normal spermatozoa (Salisbury and VanDemark, 

1985). 
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Metode yang dipergunakan untuk menilai motilitas spermatozoa biasanya 

dilakukan seeara visual dan hasilnya dinyatakan secara perbandingan antara yang 

motil dan tidak motil (Salisbury and Van Demark, 1985). Dalam penghitungan 

persentase motilitas dilakukan pada tiap sepuluh spermatozoa dalam satu'lapangan 

pandang keeil dan diulang pada lapangan pandang yang lain sebanyak 10 kali. 

Penilaian motilitas spermatozoa dinyatakan dalam kisaran nilai 0-100 %. Bila 

80-100 % nilai motilitasnya baik sekali, 60-80 % nilai motilitasnya baik, 

40-60 % nilai motilitasnya eukup baik, 20-40 % nilai motilitasnya jelek dan 

0-20 % nilai motilitasnya sangat jelek. Umumnya motilitas setelah peneairan 

semen beku hasil pemisahan spermatozoa yang masih dapat digunakan untuk IB 

adalah 30-40 % (Susilawati dkk., 1999). 

Pada penelitian ini motilitas spermatozoa fraksi atas berkisar antara 

30-40 % dengan rata-rata 34,17 ± 3,510 %. Motilitas tertinggi diperoleh pada P2 

(30 % putih telur) dengan rata-rata 38,33 ± 2,582 %. Motilitas ini lebih tinggi 

daripada perlakuan yang lain yaitu P3 (40 % putih telur) dengan rata-rata 34,17 ± 

2,041 % dan P2 (20 % putih telur) dengan rata-rata 33,33 ± 2,582 %. Motilitas 

terendah diperoleh pada PO (kontrol) dengan rata-rata 30,83 ± 2,041 %. Motilitas 

spermatozoa fraksi bawah berkisar antara 30-40 % dengan rata-rata 33,75 ± 

3,378 %. Motilitas tertinggi diperoleh pada P2 (30 % putih telur) dengan rata-rata 

37,50 ± 2,739 %. Motilitas ini lebih tinggi daripada perlakuan yang lain yaitu P3 

(40 % putih telur) dengan rata-rata 33,33 ± 2,582 % dan P2 (20 % putih telur) 

dengan rata-rata 32,50 ± 2,739 %. Motilitas terendah diperoleh pada PO (kontrol) 

dengan rata-rata 31,67 ± 2,582 %. 
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Setelah dianalisis dengan uji F dengan menggunakan Analysis o/Variance 

(AN OVA) diperoleh hasil bahwa terdapat perbedaan yang nyata di antara 

perlakuan tersebut. Untuk mengetahui perlakuan yang memberikan hasil 

perbedaan yang nyata tersebut maka dilakukan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 

atau Least Significant Difference (LSD) dengan taraf signifikan 5 % untuk 

mengetahui perlakuan yang memberikan perbedaan yang nyata. Hasil analisis 

dengan uji BNT atau LSD ini menunjukkan bahwa perlakuan dengan 

menggunakan 30 % putih telur (P2) pada spermatozoa fraksi atas dan fraksi 

bawah menghasilkan motilitas setelah pembekuan tertinggi dan berbeda nyata 

dengan perlakuan yang lain. 

Perlakuan dengan menggunakan 30 % putih telur (P2) memberlkan 

motilitas tertinggi dan berbeda nyata dengan kontrol atau tanpa putih telur (PO), 

20 % putih telur (P 1) dan 40 % putih telur (P2). Hal ini disebabkan perbedaan 

gradien konsentrasi putih telur dalam kolom albumin yang mempengaruhi 

viskositas atau kepekatan ovalbumin (Creighton, 1996; Rand et ai., 1999 dan 

Susilawati dkk., 2002). 

Pada kontrol atau tanpa putih telur (PO), proses pemisahan spermatozoa 

tidak terjadi karena tidak adanya media pemisah sehingga spermatozoa X dan Y 

masih bercampur, dapat bergerak bebas dan cepat karena media masih dalam 

konsentrasi paling encer. Hal ini menyebabkan energi dalam spermatozoa cepat 

habis sehingga motilitasnya cepat menurun dan mencapai tingkat motilitas paling 

rendah dibanding perlakuan lain (Susilawati dkk., 2002). 
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Pada konsentrasi 20 % putih telur (P 1), viskositas atau kepekatan 

ovalbumin dalam kolom albumin masih kurang pekat atau agak encer sehingga 

proses pemisahan spermatozoa belum berlangsung dengan baik. Hal ini 

menyebabkan proses pemisahan spermatozoa berlangsung terlalu cepat sehingga 

spermatozoa fraksi atas (spermatozoa X) dan spermatozoa fraksi bawah 

(spermatozoa Y) kurang terpisah dengan baik. Ovalbumin belum cukup pekat 

sebingga spermatozoa bergerak cepat sehingga energi spermatozoa berkurang dan 

motilitasnya menurun (Susilawati dkk., 2002). 

Pada konsentrasi 30 % putih telur (P2), viskositas atau kepekatan 

ovalbumin dalam kolom albumin cukup pekat sehingga proses pemisahan 

spermatozoa berlangsung dengan baik dan spermatozoa fraksi atas (spermatozoa 

X) terpisah dari spermatozoa fraksi bawah (spermatozoa V). Ovalbumin sudah 

cukup pekat sehingga gerakan spermatozoa terbatas pada gerakan pemisahan. Hal 

ini menyebabkan energi spermatozoa tidak cepat berkurang dan motilitasnya tetap 

baik (Susilawati dkk., 2002). 

Pada konsentrasi 40 % putih telur (P3), viskositas atau kepekatan 

ovalbumin dalam kolom albumin menjadi terlalu pekat sehingga proses 

pemisahan spermatozoa berlangsung lambat. Hal ini menyebabkan spermatozoa 

fraksi atas (spermatozoa X) akan sulit terpisah karena spermatozoa Y sulit untuk 

berpenetrasi ke dalam ovalbumin sebagai media pemisah. Akibat proses 

pemisahan yang berlangsung lambat dan lama maka cadangan energi dalam 

spermatozoa akan cepat habis sehingga motilitasnya menurun (Susilawati dkk., 

2002). 
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Rata-rata motilitas spermatozoa fraksi atas yaitu 34,17 ± 3,510 % tidak 

berbeda jauh dengan rata-rata motilitas fraksi bawah yaitu 33,75 ± 3,378 0/0 

sehingga kedua fraksi tersebut mempunyai kemampuan yang sarna dalarn proses 

fertilisasi untuk menghasilkan anak betina dengan fraksi atas yang merupakan 

spermatozoa X dan anak jantan dengan fraksi bawah yang merupakan 

spermatozoa Y (Jaswandi, 1992 yang dikutip oleh Anwar dkk., 2005). 

Motilitas setelah pembekuan sem(:n hasil pemisahan spermatozoa dengan 

menggunakan putih telur pada teknik kolom albumin ini masih berkisar antara 

30-40 % sehingga dapat digunakan untu~ lB. Rata-rata motilitas ini sedikit lebih 

baik daripada rata-rata motilitas setelah pencairan semen beku hasil pemisahan 

spermatozoa dengan Sephadex G-200 }ang dilakukan Susilawati dkk. (1999) 

yaitu berkisar antara 31,11 ± 4,840 % dengan media TCM 199 - kuning telur dan 

32,22 ± 5,070 % dengan media Tris Aminomethan-kuning telur. Hal ini dapat 

menjadi dasar pertimbangan Wltuk mengglmakan metode pemisahan spermatozoa 

dengan menggunakan putih telur pada teknik kolom albumin sebelum proses 

pembuatan semen beku. 

5.2.2 Daya Hidup Spermatozoa 

KuaIitas semen beku ditentukan oleh faktor besar kecilnya jumlah 

spermatozoa hidup. Semakin besar daya hidup spermatozoa maka semakin baik 

pula kualitas semen beku tersebut (Hardijanto dan Hardjopranjoto, 1994). 

Prinsip penilaian daya hidup sp(~lmatozoa didasarkan pada adanya zat 

warna masuk ke dalam spermatozoa mati melalui bagian yang rusak atau bocor. 

Permukaan spermatozoa dilapisi oleh sejumlah besar zat warna, tetapi bila 
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spermatozoa mati maka zat warna akan masuk ke bagian tengah kepala 

spermatozoa (Lindsay et aI., 1982). Hal ini terjadi akibat permeabilitas membran 

sel meningkat terutama di daerah post nuclear cups sehingga akan menyerap 

warna menjadi merah keunguan, sedangkan spermatozoa hidup warnanya akan 

putih jemih sebab membran selnya masih utuh. Jumlah spermatozoa yang hidup 

dan mati dihitung dalam dua kali penghitungan 100 ekor (Hardijanto dkk., 2003). 

Umumnya daya hidup setelah pemisahan spermatozoa dan pembekuan semen 

yang masih dapat digunakan untuk IB adalah lebih dari 50 % atau ± 6 juta 

spermatozoa hidup dari sekitar 12-20 juta spermatozoa per dosis (Gordon, 2001). 

Pada penelitian ini daya hidup spermatozoa fraksi atas berkisar antara 53-

63 % dengan rata-rata 57,54 ± 3,050 %. Daya hidup tertinggi diperoleh pada P2 

(30 % putih telur) dengan rata-rata 60,67 ± 2,251 %. Daya hidup ini lebih tinggi 

daripada perlakuan yang lain yaitu P3 (40 % putih telur) dengan rata-rata 57,83 ± 

2,137 % dan P2 (20 % putih telur) dengan rata-rata 57,33 ± 2,733 %. Daya hidup 

terendah diperoleh pada PO (kontrol) dengan rata-rata 54,33 ± 1,211 %. Daya 

hidup spermatozoa fraksi bawah berkisar antara 51-65 % dengan rata-rata 56,88 ± 

3,405 %. Daya hidup tertinggi diperoleh Pada P2 (30 % putih telur) dengan rata

rata 60,50 ± 3,209 %. Daya hidup ini lebih tinggi daripada perlakuan yang lain 

yaitu P3 (40 % putih telur) dengan rata-rata 56,83 ± 2,137 % dan P2 (20 % putih 

telur) dengan rata-rata 56,00 ± 2,366 %. Daya hidup terendah diperoleh pada PO 

(kontrol) dengan rata-rata 54,17 ± 2,714 %. 

Setelah dianalisis dengan uji F dengan menggunakan Analysis o/Variance 

(ANOV A) diperoleh hasil bahwa terdapat perbedaan yang nyata di antara 
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perlakuan tersebut. Untuk mengetahui perlakuan yang memberikan hasil 

perbedaan yang nyata tersebut maka dilakukan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 

atau Least Significant Difference (LSD) dengan taraf signifikan 5 % untuk 

mengetahui perlakuan yang memberikan perbedaan yang nyata. HasiI ana1isis 

dengan uji BNT atau LSD ini menunjukkan bahwa perlakuan dengan 

menggunakan 30 % putih telur (P2) pada spermatozoa fraksi atas dan fraksi 

bawah meDghasilkan daya hidup setelah pembekuan tertinggi dan berbeda Dyata 

dengan perJakuan yang lain. 

Perlakuan dengan meDggunakan 30 % putih telur (P2) memberikan claya 

hidup tertinggi dan berbeda Dyata dengan kontrol atau tanpa putih telur (PO), 20 % 

putih telur (PI) dan 40 % putih telw' (P3). Hal ini disebabkan perbedaan gradien 

konsentrasi putih telur dalam kolom albumin yang mempengaruhi viskositas atau 

kepekatan ovalbumin (Creighto~ 1996; Rand el aI., 1999 dan Susilawati dkk., 

2002). 

Pada kontrol atau tanpa putih telur· (PO), proses pemisahan spennatozoa 

tidak teIjadi karena tidak adanya media pemisah sehingga spermatozoa X dan Y 

masih bcrcampur., dapat bergerak bebas dan cepat karena media masm daIam 

konsentrasi paling encer. Hal ini menyebabkan energi dalam spermatozoa banyak 

tcrpakai untuk pcrgcrakan schingga jumlah spermatozoa mati paling banyak 

dibanding pcrlakuan lain (SusiJa\wti dick ... 2002). 

Pad a konsentrasi 20 % putih teluT (PI) .. viskositas atau kepekatan 

ovalbumin dalam kolom albumin masih kurang pekat atan agak cnccr schingga 

proses pcmisahan spermatozoa belum berlangsung dengan baik. Hal ini 
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menyebabkan proses pemisahan spermatozoa berlangsung terlal u cepat sehingga 

spermatozoa fraksi atas (spermatozoa X) dan spermatozoa fraksi bawah 

(spermatozoa Y) kurang terpisah dengan baik. Ovalbumin belum cukup pekat 

sehingga spermatozoa bergerak cepat dan memakai lebih banyak energi. Hal ini 

menyebabkan jumlah spermatozoa mati meningkat (Susilawati dkk., 2002). 

Pada konsentrasi 30 % putih telur (P2), viskositas atau kepekatan 

ovalbumin dalam kolom albumin cukup pekat sehingga proses pemisahan 

spermatozoa berlangsung dengan baik dan spermatozoa fraksi atas (spermatozoa 

X) terpisah dari spermatozoa fraksi bawah (spermatozoa Y). Ovalbumin sudah 

cukup pekat sehingga gerakan spermatozoa terbatas pada gerakan pemisahan. Hal 

ini menyebabkan energi spermatozoa tidak cepat berkurang yang terlihat dari 

jumlah spermatozoa yang mati paling sedikit dibanding perlakuan lain (Susilawati 

dkk., 2002). 

Pada konsentrasi 40 % putih telur (P3), viskositas atau kepekatan 

ovalbumin dalam kolom albumin menjadi terlalu pekat sehingga proses 

pemisahan spermatozoa berlangsung lambat. Hal ini menyebabkan spermatozoa 

fraksi atas (spermatozoa X) akan sulit terpisah karena spermatozoa Y sulit untuk 

berpenetrasi ke dalam ovalbumin sebagai media pemisah. Akibat proses 

pemisahan yang berlangsung lambat dan lama maka cadangan energi dalam 

spermatozoa akan cepat habis sehingga jumlah spermatozoa yang mati meningkat 

(Susilawati dkk., 2002). 
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Rata-rata daya hidup spermatozoa fraksi atas yaitu 57,54 ± 3,050 % lebih 

tinggi daripada rata-rata daya hidup frak~i bawah yaitu 56,88 ± 3,405 %. Hal ini 

disebabkan fraksi atas yang merupakan SI termatozoa X memiliki daya bidup yang 

lebih besar daripada fraksi bawah yang merupakan spermatozoa Y (Hafez and 

Hafez, 2000). Perbedaan ini cukup keci I schinggu kedua fraksi tersebut masih 

mempunyai kemarnpuan yang sarna dalaln proses fertilisasi untuk menghasilkan 

anak betina dengan fraksi atas yang mcrupakan spermatozoa X dan anak jantan 

dengan fraksi bawah yang merupakan spermatozoa Y (Jaswandi, 1992 yang 

dikutip oleh Anwar dkk., 2005). 

Daya hidup setelah pembekuan semen hasil pemisahan spermatozoa 

dengan teknik kolom albumin dengan menggunakan putih telur ini masih berkisar 

antara 50--65 % sehingga dapat digunakan untuk lB. Rata-rata motilitas ini lebih 

baik daripada rata-rata daya hidup setelah pencairan semen beku hasil pemisahan 

spermatozoa dengan Sephadex 0-200 yWlg dilakukan Susilawati dkk. (1999) 

yaitu berkisar antara 43,66 ± 4,740 % dengan media TCM 199 - kuning telur dan 

45,44 ± 3,930 % dengan media Tris Anlinomethan-kuning telur. Hal ini dapat 

menjadi dasar pertimbangan untuk mellggtmakan metode pemisahan spermatozoa 

spermatozoa dengan menggunakan putih telur pada teknik kolom albumin 

sebelum proses pembuatan semen beku. 

5.2.3 Abnormalitas Spermatozoa 

Kualitas semen beku ditentukan oleh faktor jumlah spermatozoa yang 

abnormal. Makin meningkatjumlah spennatozoa yang abnormal di dalam semen, 

semakin rendah kesuburan semen temak terse but. Spermatozoa cacat, walaupun 
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dapat membuahi ovum, tetapi biasanya berakhir dengan kematian embrio dini atau 

anak yang baru lahir dan dapat menyebabkan cacat bila anak tersebut dapat 

bertahan. Dalam semen yang kurang subur, biasanya didapatkan banyak 

spermatozoa yang bentuk dan strukturnya tidak normal. Spermatozoa abnormal 

sangat berpengaruh pada kualitas semen dan bila diinseminasikan cenderung 

menyebabkan betina gagal bunting (Hardijanto dan Hardjopranjoto, 1994). 

Abnormalitas yang dihitung dalam preparat uIas Ineliputi abnormalitas 

primer dan sekunder (Partodihardjo, 1992). Abnormalitas spermatozoa yang 

terdapat pada semen hasil pembekuan umumnya merupakan abnormalitas 

sekunder seperti ekor patah dan bentuk ekor yang melingkar akibat cold atau 

osmotic shock (Susilawati dkk., 1999). 

Jumlah spermatozoa yang abnormal dihitung dalam satu lapangan pandang 

untuk menghitung semua spermatozoa baik yang normal maupun abnormal. 

Setelah mendapatkan jumlah 100 sel maka dapat disimpulkan persentase 

spermatozoa yang abnormal. Pada umumnya bila terlihat sel dengan bentuk 

abnormal primer dan jumlahnya 20 % atau lebih maka kualitas semen dianggap 

jelek. Bila terlihat sel dengan bentuk abnormal sekunder dan jumlahnya 25 % 

atau lebih maka pembuatan sediaan lebih baik diulangi (Partodihardjo, 1992). 

Umumnya abnormalitas setelah pemisahan spermatozoa dan pembekuan semen 

hasil pemisahan tersebut yang nlasih dapat digunakan untuk IB adalah kurang 

dari 20 % (Bearden and Fuquay, 1992). 

Pada penelitian ini abnormalitas spermatozoa fraksi atas berkisar antara 6-

11 % dengan rata-rata 8,67 ± 1,711 %. Abnormalitas tertinggi diperoleh pada P2 
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(30 % putih telur) dengan rata-rata 9.50 ± 1,643 %. Abnormalitas ini lebih tinggi 

daripada perlakuan yang lain yaitu P3 (40 % putih telur) dengan rata-rata 8,67 ± 

1,751 % dan P2 (20 % putih telur) dengan rata-rata 8,50 ± 2,168 %. Abnormalitas 

terendah diperoleh pada PO (kontrol) dengan rata-rata 8,00 ± 1,265 %. 

Abnormalitas spermatozoa fraksi bawah berkisar antara 6 - II % dengan rata-rata 

8,83 ± 1,786 0/0. Abnormalitas tertinggi diperoleh pada P2 (30 % putih telur) 

dengan rata-rata 9,67 ± 1,366 %. Abnormalitas ini lebih tinggi daripada perlakuan 

yang lain yaitu P3 (40 % putih telur) dengan rata-rata 8,50 ± 2,168 % dan P2 

(20 % putih telur) dengan rata-rata 9;00 ± 1,789 %. Abnormalitas terendah 

diperoleh pada PO (kontrol) dengan rata-rata 8,17 ± 1,835 %. 

Setelah dianalisis dengan uj i F dengan menggunakan Analysis of Variance 

(ANOV A) diperoleh hasil bahwa tidak terdapat perbedaan yang nyata di antara 

perlakuan tersebut. Hasil analisis dengan uj i F ini menunjukkan bahwa perlakuan 

dengan menggunakan 30 % putih telur (P2) pada spermatozoa fraksi atas dan 

fraksi bawah menghasilkan abnormalitas setelah pembekuan tertinggi dan tidak 

berbeda nyata dengan perlakuan yang lain. Tidak adanya perbedaan yang nyata 

antara perlakuan tersebut menunjukkan bahwa kadar putih telur tidak 

mempengaruhi abnormalitas terutama abnormalitas sekunder sehingga putih telur 

dapat digunakan dalam proses pemisahan spermatozoa dan pembekuan semen 

hasil pemisahan tersebut tanpa mempengaruhi kualitas semen. 

Rata-rata abnormalitas spermatozoa fraksi atas yaitu 8,67 ± 1,711 % tidak 

berbeda jauh dengan rata-rata abnormalitas fraksi bawah yaitu 8,83 ± 1,786 % 

sehingga kedua fraksi tersebut mempunyai kemampuan yang sarna dalam proses 
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fertilisasi untuk menghasilkan anak betina dengan fraksi atas yang merupakan 

spermatozoa X dan anak jantan dengan fraksi bawah yang merupakan 

spermatozoa Y (Jaswandi, 1992 yang dikutip oleh Anwar dkk., 2005). 

Abnormalitas setelah pembekuan semen hasil pemisahan spermatozoa 

dengan teknik kolom albumin dengan menggunakan putih telur ini masih berkisar 

antara 6-11 % sehingga dapat digunakan untuk lB. Rata-rata abnormalitas setelah 

ini lebih baik daripada rata-rata abnormalitas setelah pencairan semen beku hasil 

pemisahan spermatozoa dengan Sephadex 0-200 yang dilakukan Susilawati dkk. 

(1999) yaitu berkisar antara 19,88 ± 1,760 % dengan media Tris Aminomethan

kuning telur TCM 199 - kuning telur dan 21,33 ± 1,820 % dengan media TCM 

199 - kuning telur. Hal ini dapat menjadi dasar pertimbangan untuk 

menggunakan metode pemisahan spermatozoa spermatozoa dengan menggunakan 

putih telur pada teknik kolom albumin sebelum proses pembuatan semen beku. 
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6.1 Kesimpulan 

BABVI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa: 

PerIakuan dengan menggunakan 30 % putih telur memberikan hasil motilitas dan 

daya hidup spermatozoa fraksi atas (spermatozoa X) dan spermatozoa fraksi 

bawah (spermatozoa Y) tertinggi dan berbeda nyata serta abnormalitas tertinggi 

tetapi tidak berbeda nyata dengan kontrol, 20 % putih telur dan 40 % putih telur 

setelah pencairan semen beku hasil pemisahan spermatozoa sapi FH dengan 

teknik kolom albumin. 

6.2 Saran 

Saran yang dapat penulis berikan pada penelitian ini adalah: 

1. Teknologi pemisahan spermatozoa sapi FH dengan teknik kolom albumin 

sebaiknya menggunakan 30 % putih telur sebelum dilakukan proses 

pembekuan selnen hasil pemisahan tersebut. 

2. PerIu dilakukan penelitian untuk mengetahui media terbaik yang dapat 

digunakan daIam pemisahan spermatozoa dengan teknik kolom albumin 

dan pembekuan semen hasil pemisahan untuk meningkatkan motilitas, 

daya hidup dan mengurangi abnormalitas. 

3. PerIu diterapkan teknologi pemisahan spermatozoa sapi FH dengan 

menggunakan putih telur pada teknik kolom albumin dan pembekuan 
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semen hasil pemisahan secara mas sal pada Balai-Balai Inseminasi Buatan 

untuk mendapatkan jenis kelarnin temak sesuai dengan harapan. 

4. Perlu adanya kerja sarna antara pemerintah, masyarakat dan pihak 

universitas dalarn usaha memasyarakatkan penggunaan semen beku hasil 

pemisahan spermatozoa sapi FH dengan menggunakan putih telur pada 

teknik kolom albumin bagi petemak di seluruh Indonesia. 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI KUALITAS SEMEN BEKU ... MARIA SARININGSIH



RINGKASAN 

MARIA SARININGSIH. Upaya untuk mengimbangi kebutuhan protein 

hewani masyarakat sangat membutuhkan peningkatan populasi dan produksi 

temak. Salah satu usaha untuk meningkatkan produksi dan populasi temak adaIah 

program Inseminasi Buatan (IB). Program IB ini perlu ditunjang dengan 

teknologi pemisahan spermatozoa. seperti teknik kolom albumin dengan 

menggunakan putih telur dan dilanjutkan dengan pembekuan semen hasil 

pemisahan spermatozoa. Tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini adalah 

mengetahui adanya perbedaan pengaruh kadar putih telur dalam diluter terhadap 

motilitas, daya hidup dan abnormalitas spermatozoa fraksi atas dan fraksi bawah 

setelah pencairan semen beku hasil pemisahan spermatozoa. Seleksi jenis 

kelamin dengan menggunakan albumin merupakan metode yang relatif mudah, 

murah dan dapat diaplikasikan di lapangan. 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Semen Beku, Taman Temak 

Pendidikan Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga di Kedamean, 

Gresik. Bahan penelitian ini adalah semen sapi perah FH jantan milik Taman 

Temak Pendidikan dan diluter. Bahan yang digunakan dalam pemisahan 

spermatozoa X dan Y adaIah putih telur sedangkan bahan yang digunakan daIam 

pembuatan semen beku adalah nitrogen cair dan ministraw kosong. Semen sapi 

FH hasil penampungan diperiksa secara makroskopis dan mikroskopis. 

Kemudian semen tersebut dicampurkan dengan diluter susu skim kuning telur 

(SSKT) yang tidak mengandung putih telur sebagai kontroI (PO), 20 % putih telur 
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(PI), 30 % putih telur (P2) dan 40 % putih telur (P3). Selanjutnya dilakukan 

pemisahan spermatozoa sapi FH dengan teknik kolom albumin. Semen sapi hasil 

pemisahan tersebut lalu dibekukan dalam bentuk mini straw. Kualitas semen beku 

hasil pemisahan spermatozoa dengan teknik. ini diketahui dengan menghitung 

spermatozoa motil, hidup dan abnormal setelah pencairan semen beku (post 

thawing). Rancangan penelitian ini adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL). 

Data hasil penelitian dianalisis dengan uji F dengan menggunakan Analysis of 

Variance (ANOVA) dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan 

taraf signifikan 5 % apabila terdapat perbeclaan nyata antara perlakuan. 

HasH penelitian menunjukkan motilitas spermatozoa fraksi atas dan fraksi 

bawah tertinggi dan berbeda nyata didapat pada perlakuan dengan menggunakan 

30 % putih telur dengan rata-rata 38,33 ± 2,582 % untuk fraksi atas dan 37,50 ± 

2,739 % untuk fraksi bawah. Persentase hidup spermatozoa fraksi atas dan fraksi 

bawah tertinggi dan berbeda nyata didapat pada perlakuan dengan menggunakan 

30 % putih telur dengan rata-rata 60,67 ± 2,251 % untuk fraksi atas dan 60,50 ± 

3,209 % untuk fraksi bawah. Abnormalitas tertinggi tetapi tidak berbeda nyata 

didapatkan pada perlakuan dengan menggunakan 30 % putih telur dengan rata

rata 9,50 ± 1,643 % untuk fraksi atas dan 9,67 ± 1,366 % untuk fraksi bawah. 

Perlakuan dengan menggunakan 30 % putih telur (P2) memberikan 

motilitas, daya hidup tertinggi dan berbeda nyata dengan perlakuan lain 

disebabkan viskositas atau kepekatan ovalbumin pada konsentrasi ini merupakan 

konsentrasi terbaik yang dapat memisahkan spermatozoa X dan Y serta memiliki 

pengaruh yang baik terhadap motilitas, daya hidup dan abnormalitas spermatozoa. 
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Semen beku hasil pemisahan spermatozoa dengan menggunakan putih telur pada 

teknik kolom albumin dengan memberikan hasil motilitas 30-40 %, daya hidup 

53-63 % dan abnormalitas 6-11 % sehingga semen beku ini masih memenuhi 

syarat untuk digunakan dalarn lB. 

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa perlakuan 

dengan menggunakan 30 % putih telur memberikan basil motilitas dan daya hidup 

spermatozoa fraksi atas (spermatozoa X) dan spermatozoa fraksi bawah 

(spermatozoa Y) tertinggi dan berbeda nyata serta abnormalitas tertinggi dan tidak 

berbeda nyata dengan perlakuan lain setelah pencairan semen beku hasil 

pemisahan spennatozoa dengan teknik kolom albumin sehingga penulis 

menyarankan untuk menggunakan 30 % putih telur dalam teknik ini, penerapan 

teknik ini secara massal pada Balai-Balai Inseminasi Buatan serta kerja sarna 

antara pemerintah, masyarakat dan pibak universitas. 
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Lampiran 1. Komposisi Kimiawi Semen Sapi 

Komposisi Nilai 

PH 6,9 (6,4-7,8) 

Air, gil 00 ml 90 (87-95) 

Natrium (Na) 230 (140-280) 

Kalium (K) 140 (80-210) 

Kalsium (Ca) 44 (35-60) 

Magnesium (Mg) 9 (7-12) 

Klorida (CI) 180 (110-290)* 

Fruktosa 530 (150-900) 

Sorbitol 75 (10-140) 

Asam sitrat 720 (340-1150) 

Inositol 35 (25-46)* 

Glycerylphosphorylcholine (GPC) 350 (100-600) 

Ergothionine 0 

Protein, gl100 ml 6,8 

Plasmalogen 60 (30-90) 

Keterangan: 
* Analisa plasma semen 

Rata-Rata dalam mg/IOO ml Semen 
Sumber : Toelihere (1979) yang dikutip dari White (1958) 
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Lampiran 2. Diagram Alur Pelaksanaan Penelitian 

a. Pemeriksaan Semen Segar 

Pembuatall Diluter 

~ 
penamp1gan Semen 

Pemeriksaan Semen Segar Secanl Makroskopis dan Mikroskopis 

b. Pemisahan Spermatozoa 

Pemisahan Spermatozoa dengan Menggunakan Putih Telur (PT) pada Teknik 
Kolom Albumin 

• .' L ----
T + 

PO(kontrol) PI (20%PT) P2(30%PT) P3(40%PT) 

1 ml dil uter+ 0,8ml diluter+ 0,7ml diluter+ 0,6ml diluter 

O,Sml semen O.2ml PT+ O,3ml PT+ O,4ml PT+ 

O,S ml semen 05 ml semen O,S ml semen 

••• n __ 

Inkubasi S 1I( ~ 20 menit 

*O,Sml Fraksi Atas *O,Sml Fraksi Tengah *O,Sml Fraksi Bawah 

Masukkan dalam BU3JIg Masukkan dalam 

Tabung Tabung 
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c. Pembekuan Semen Hasil Pemisahan Spermatozoa 

Pendinginan 
Cold TOP'r "C, \ jam 

Gliserolisasi 
Cold Top, 5 (IC, 1 ~ jam 

Pemeriksaan Semen Sebelum t),:mbekUan seeara Mikroskopis 

penci.akan 
Cold Top, 5 tiC 

EqUitihrasi 
Cold Top, rc, \-3 jam 

Pre FreezinJ{ 
2-4 em di atas N2 eair, -140 uc, 9 menit 

Freting 
N2 eair, -19! "C, 2 menit 

Storage 
N2 eair, -196 "C~ 2x24 jam 

d. Pemeriksaan Semen Beku Hasil PClllisahnn Spermatozoa 

Keterangan: 

Thawing 
37°C, 7-15 dctik 

P oks ~ ok ° emen aan Ml roskoplS 
Motilitas, Daya Hidup dan Abnormalitas 

* Untuk masing-masing perlakuan 
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Lampiran 3. Data Hasil Pemeriksaan Makroskopis Semen Segar 

Ulangan Volume Konsistensi Bau Warna pH 

1 6,7 sedang khas putih 7 

2 7 sedang khas putih kekuningan 7 

3 6,7 sedang khas putih kekuningan 7 

4 6,7 sedang khas putih 7 

5 6,7 kental khas putih kekuningan 7 

6 6,7 kental khas putih kekuningan 6 

Keterangan: 
pH : Derajat Keasaman 
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Lampiran 4. Data Hasil Pemeriksaan Mikroskopis Semen Segar 

Ulangan Gerakan Gerakan Konsentrasi Daya Abnormalitas 

Massa Individu(% ) Hidup(%) (%) 

1 +++ P 70 D 90 5 

2 +++ P70 D 95 3 

3 +++ P 70 D 95 5 

4 ++ P 70 D 95 2 

5 +++ P 80 D 95 2 

6 +++ P 80 D 95 3 

Keterangan: 
+++ : Baik Sekali 
++ : Baik 
P 70 : Progresif 70 % 
P 80 : Progresif 80 % 
D : Densum 
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l PO 

1 30 

2 30 

3 35 

4 30 

5 30 

6 30 
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Lampiran 5. Data Hasil Pengamatan Kualitas Semen Setelah Pencairan 
Semen Beku (Post Thawing) Spermatozoa Fraksi Atas 
(Spermatozoa X) 

Motilitas(% ) Daya Hidup(%) Abnormalitas(% ) 

PI P2 P3 PO PI P2 P3 PO PI P2 

30 40 35 53 54 62 60 8 11 7 

35 40 35 53 60 62 60 9 7 10 

35 40 35 56 58 63 57 7 11 11 

35 35 30 54 58 59 55 9 6 10 

35 35 35 55 60 57 56 9 7 11 

30 40 35 55 54 61 59 6 9 8 

~ 30,83 33,33 38,33 34,17 54,33 57,33 60,67 57,83 8,00 8,50 9,50 

Keterangan: 
P : Perl akuan 
U :Ulangan 
)( : Ftata-rata 

P3 

6 

11 

8 

10 

8 

9 

8,67 
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l 

I 

2 

3 

4 
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Lampiran 6. Data Hasil Pengamatan Kualitas Semen Setelah Pencairan 
Semen Bcku (Post Thawing) Spermatozoa Fraksi Bawah 
(Spermatozoa Y) 

Motilitas(% ) Daya Hidup(%) Abnormalitas(% ) 

PO PI P2 P3 PO PI P2 P3 PO PI P2 

30 35 40 30 51 58 61 54 6 6 7 

30 35 40 35 55 59 65 58 9 9 10 

30 30 35 30 51 55 57 55 9 8 10 

30 30 35 35 54 53 57 57 7 10 10 

5 35 35 35 35 57 57 60 57 II 11 11 

6 35 30 40 35 57 54 63 60 7 10 10 

) 31,67 32,50 37,50 33,33 54,17 56,00 60,50 56,83 8,17 9,00 9,67 

Keterangan: 
P :Perlakuan 
U :Ulangan 
)( : Ftata-rata 

P3 

7 

9 

6 

11 

7 

11 

8,50 
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Lampiran 7. Analisis Statistik Motilitas Spermatozoa Fraksi Atas 
(Spermatozoa X) 

Summarize 

Case Processing Summary 
Cases 

Included Excluded Total 
N Percent N Percent N Percent 

MFA .. 24 100,0% 0 ,0% 24 100,0% 
PTIELUR 
a Limited to first 100 cases. 

Case Summaries 
MFA 

PTIELUR 1 1 30,00 
2 30,00 
3 35,00 
4 30,00 
5 30,00 
6 30,00 

Total N 6 
2 1 30,00 

2 35,00 
3 35,00 
4 35,00 
5 35,00 
6 30,00 

Total N 6 
3 1 40,00 

2 40,00 
3 40,00 
4 35,00 
5 35,00 
6 40,00 

Total N 6 
4 1 35,00 

2 35,00 
3 35,00 
4 30,00 
5 35,00 
6 35,00 

Total N 6 
Total N 24 .. 

a Limited to first 100 cases. 
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Oneway 

Descriptives 
MFA 

1 
2 
3 
4 

Tota 

AN OVA 
MFA 

Between 
Groups 
Within 

Groups 
Total 

N Mean 

6 30,833~ 
6 33,3333 
e 38,3333 
6 34,1667 

24 34,1667 

Sum of 
SJ1uare~ 
175,000 

108,333 

283,333 

Post Hoc Tests 

Multiple Comparisons 
Dependent Variable: MFA 
LSD 

Std. Std. Error 
Deviation 

2,0412 ,8333 
2,5820 1,0541 
2,5820 1,0541 
2,0412 ,833~ 
3,5098 ,7164 

df Mean 
Square 

3 58,333 

20 5,417 

23 

Mean Std. Error 
Difference 

(I-J) 
(I) (J) 

PTIELUR PTIELUR 
1 2 -2,5000 1,3437 

3 *-7,5000 1,3437 
4 *-3,3333 1,3437 

2 1 2,500_0 1,3437 
3 *-5,0000 1,3437 
4 -,8333 1,3437 

3 1 *7,5000 1,3437 
2 *5,0000 1,3437 
4 *4,1667 1,3437 

4 1 *3,3333 1,3437 
2 ,8333 1,3437 
3 *-4,1667 1,3437 

95% 
Confidence 
I nterval for 

Mean 
Lower Upper 
Bound Bound 

28,6912 32,9755 
30,6237 36,0430 
35,6237 41,0430 
32,0245 36,308S 
32,6846 35,6487 

F Sig. 

*10,769 ,000 

Sig. 95% 
Confidence 

Interval 
Lower 
Bound 

,078 -5,3029 
,000 -10,3029 
,022 -6,1363 
,078 -,3029 
,001 -7,8029 
,542 -3,6363 
,000 4,6971 
,001 2,1971 
,006 1,3637 
,022 ,5304 
,542 -1,9696 
,006 -6,9696 

* The mean difference IS Significant at the .05 level. 
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Minimum Maximum 

30,00 35,00 
30,00 35,00 
35,00 40,0] 
30,00 35,00 
30,00 40,00 

Upper 
Bound 
,3029 

-4,6971 
-,5304 
5,3029 

-2,1971 
1,9696 

10,3029 
7,8029 
6,9696 
6,1363 
3,6363 

-1,3637 
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Lampiran 8. Analisis Statistik Motilitas Spermatozoa Fraksi Bawah 
(Spermatozoa Y) 

Summarize 

CPS ase rocesslnQ ummary 
Cases 

Included Excluded Total 
N Perceni N Percen1 N Percen1 

MFB .. 24 100,0% 0 ,0% 24 100,0% 
PTIELUR .. 

a limited to first 100 cases. 

Case Summaries 
MFB 

PTIELUR 1 1 30,00 
2 30,00 
3 30,00 
4 30,00 
5 35,OC 
6 35,OC 

Total N e 
2 1 35,OC 

2 35,00 
3 30,00 
4 30,Oe 
5 35,OC 
6 30,00 

Total N 6 
3 1 40,00 

2 40,60 
3 35,00 
4 35,00 
5 35,00 
6 40,00 

Tota! N 6 
4 1 30,00 

2 35,00 
3 30,00 
4 35,00 
5 35,00 
6 35,00 

Total N 6 
Total N 24 .. 

a limited to first 100 cases. 
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Oneway 

Descriptives 
MFB 

1 
2 
3 
4 

Total 

AN OVA 
MFB 

Between 
Groups 
Within 

Groups 
Total 

N Mean 

6 31,6667 
6 32,5000 
6 37,5000 
6 33,3333 

24 33,7500 

Sum of 
Squares 
120,833 

141,667 

262,500 

Post Hoc Tests 

Multiple Comparisons 
Dependent Variable: MFB 
LSD 

Std. Std. Error 
Deviation 

2,5820 1,0541 
2,7386 1,1180 
2,7386 1,1180 
2,5820 1,0541 
3,3783 ,6896 

d~ Mean 
Square 

3 40,278 

20 7,083 

23 

Mean Std. Error 
Difference 

{I-J' 
(I) (J) 

PTTELUR PTTELUR 
1 2 -,8333 1,5366 

3 *-5,8333 1,5366 
4 -1,6667 1,5366 

2 1 ,8333 1,5366 
3 *-5,0000 1,5366 
4 -,8333 1,5366 

3 1 *5,8333 1,5366 
2 *5,0000 1,5366 
4 *4,1667 1,5366 

4 1 1,6667 1,5366 
2 ,8333 1,5366 
3 *-4,1667 1,5366 

95% 
Confidence 
Interval for 

Mean 
Lower Upper 
Bound Bound 

28,9570 34,3763 
29,6260 35,3740 
34,6260 40,3740 
30,6237 36,0430 
32,3235 35,1765 

F Sig. 

*5,686 ,006 

Sig. 95% 
Confidence 

Interval 
Lower 
Bound 

,594 -4,0386 
,001 -9,0386 
,291 -4,8719 
,594 -2,3719 
,004 -8,2053 
,594 -4,0386 
,001 2,6281 
,004 1,7947 
,013 ,9614 
,291 -1,5386 
,594 -2,3719 
,013 -7,3719 

* The mean difference IS significant at the. 05 level. 
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Minimum Maximum 

30,00 35,00 
30,00 35,00 
35,00 40,00 
30,00 35,00 
30,00 40,00 

Upper 
Bound 
2,3719 

-2,6281 
1,5386 
4,0386 

-1,7947 
2,3719 
9,0386 
8,2053 
7,3719 
4,8719 
4,0386 
-,9614 
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Lampiran 9. Analisis Statistik Daya Hidup Spermatozoa Fraksi Atas 
(Spermatozoa X) 

Summarize 

Case ProcessinQ Summary 
Cases 

Included Excluded Total 
N Percen1 N Percenl N Percenl 

HFA * 2.4 100,0% 0 ,00/0 24 100,0% 
PTTELUR .. 

a limited to first 100 cases. 

Case Summaries 
HFA 

PTTELUR 1 1 53,00 
2 53,00 
3 56,00 
4 54,00 
5 55,00 
6 55,00 

Total N 6 
2 1 54,00 

2 60,00 
3 58,00 
4 58,00 
5 60,00 
6 54,00 

Total N 6 
3 1 62,00 

2 62,00 
3 63,00 
4 59,00 
5 57,00 
6 61,00 

Total N 6 
4 1 60,00 

2 60,00 
3 57,00 
4 55,00 
5 56,00 
6 59,00 

Total N 6 
Total N 24 .. 

a limited to first 100 cases. 
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Oneway 

Descriptives 
HFA 

1 
2 
3 
4 

Total 

AN OVA 
HFA 

Between 
Groups 
Within 

Groups 
Total 

N Mean 

6 54,3333 
6 57,3333 
6 60,6667 
6 57,8333 

24 57,5417 

Sum 01 
Squares 
121,125 

92,833 

213,95S 

Post Hoc Tests 

Multiple Comparisons 
Dependent Variable: HFA 
LSD 

Std. Std. Error 
Deviation 

1,2111 ,4944 
2,7325 1.,1155 
2,2509 ,9189 
2,1370 ,8724 
3,0500 ,6226 

df Mean 
Square 

3 40,375 

20 4,642 

23 

Mean Std. Error 
Difference 

(I-J' 
(I) (J) 

PTIELUR PTIELUR 
1 2 *-3,0000 1,2439 

3 *-6,3333 1,2439 
4 *-3,5000 1,2439 

2 1 *3,0000 1,2439 
3 *-3,3333 1,2439 
4 -,5000 1,2439 

3 1 *6,3333 1,2439 
2 *3,3333 1,2439 
4 *2,8333 1,2439 

4 1 *3,5000 1,2439 
2 ,5000 1.2439 
3 *-2,8333 1,2439 

95% 
Confidence 
Interval for 

Mean 
Lower Uppel 
Bound Bound 

53,0624 55,6043 
54,4657 60,2009 
58,3045 63,028j 
55,5907 60,0760 
56,2538 58,8296 

F Sig. 

*8,698 ,001 

Sig. 95% 
Confidence 

Interval 
Lower 
Bound 

,026 -5,5947 
,000 -8,9280 
,011 -6,0947 
,026 ,4053 
,014 -5,9280 
,692 -3,0947 
,000 3,7387 
,014 ,7387 
,034 .2387 
,011 ,9053 
.692 -2,0947 
,034 -5,4280 

* The mean difference IS significant at the .05 level. 
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Minimum Maximum 

53,00 56,00 
54,00 60,00 
57,00 63,00 
55,00 60,00 
53,00 63,00 

Uppel 
Bound 
-,4053 

-3,7387 
-,9053 
5,5947 
-,7387 
2,0947 
8,9280 
5,9280 
5,4280 
6,0947 
3,0947 
-,2387 
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Lampiran 10. Analisis Statistik Daya Hidup Spermatozoa Fraksi Bawah 
(Spermatozoa y) 

Summarize 

CPS ase rocesslng ummary 
Cases 

Included Excluded Total 
N Percen N Percent N Percent 

HFB ." 24 100,0% ° ,0% 24 100,0% 
PTTELUR .. 

a limited to first 100 cases. 

Case Summaries 
HFB 

PTTELUR 1 1 51,00 
2 55,00 
3 51,00 
4 54,00 
5 57,00 
6 57,OC 

Total N 6 
2 1 58,00 

2 59,00 
3 55,00 
4 53,00 
5 57,00 
6 54,00 

Total N 6 
3 1 61,00 

2 65,00 
3 57,00 
4 57,00 
5 60,00 
6 63,00 

Total N 6 
4 1 54,00 

2 58,00 
3 55,00 
4 57,00 
5 57,OC 
6 60,Oe 

Total N 6 
Total N 24 .. 

a Limited to first 100 cases. 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI KUALITAS SEMEN BEKU ... MARIA SARININGSIH



Oneway 

Descriptives 
HFB 

1 
2 
3 
4 

Tota 

AN OVA 
HFB 

Between 
Groups 
Within 

Groups 
Total 

N Mean 

6 54,1667 
6 56,0000 
6 60,5000 
6 56,8333 

24 56,8750 

Sumo~ 
SQuares 
127.458 

139,167 

266,625 

Post Hoc Tests 

Multiple Comparisons 
Dependent Variable: HFB 
LSD 

Std. Std. Error 
Deviation 

2,7142 1,1081 
2,3664 ,9661 
3,2094 1,3102 
2,1370 ,8724 
3.4048 ,6950 

df Mean 
SQuare 

3 42.486 

20 6,958 

23 

Mean Std. Error 
Difference 

(I-J) 
(I) (J) 

PTIELUR PTIELUR 
1 2 -1,8333 1.5230 

3 *-6,3333 1,5230 
4 -2.6667 1,5230 

2 1 1,8333 1,5230 
3 *-4,5000 1,5230 
4 -,8333 1,5230 

3 1 *6,3333 1,5230 
2 *4,5000 1,5230 
4 *3,6667 1,5230 

4 1 2,6667 1,5230 
2 ,8333 1,5230 
3 *-3,6667 1,5230 

95% 
Confidence 
I nterval for 

Mean 
Lower Upper 
Bound Bound 

51,3183 57,0150 
53,5166 58.4834 
57,1320 63,8680 
54,5907 59,0760 
55.4373 58,3127 

F Sig. 

*6,106 ,004 

Sig. 95% 
Confidence 

Interval 
Lower 
Bound 

.243 -5,0102 
,000 -9,5102 
.095 -5,8435 
.243 -1,3435 
.008 -7,6769 
,590 -4,0102 
.000 3.1565 
,008 1.3231 
,026 .4898 
,095 -,5102 
,590 -2,3435 
.026 -6.8435 

* The mean difference IS slgmficant at the .05 level. 

89 

Minimum Maximum 

51,00 57,00 
53,00 59,00 
57,00 65,00 
54,00 60,00 
51,00 65.00 

Upper 
Bound 
1.3435 

-3,1565 
.5102 

5,0102 
-1,3231 
2,3435 
9,5102 
7,6769 
6,8435 
5,8435 
4,0102 
-,4898 
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Lampiran 11. Analisis Statistik Abnormalitas Spermatozoa Fraksi Atas 
(Spermatozoa X) 

Summarize 

C S ase Processing ummary 
Cases 

Included Excluded Total 
N Percent N Percent N Percent 

AFA * 24 100,0% ° ,0% 24 100,0% 
PTTELUR .. 

a Limited to first 100 cases. 

Case Summaries 
AF~ 

PTTELUR 1 1 8,00 
2 9,00 
3 7,00 
4 9,00 
5 9,00 
6 6,00 

Total N 6 
2 1 11,00 

2 7,00 
3 11,00 
4 6,00 
5 7,00 
6 9,00 

Total N 6 
3 1 7,00 

2 10,00 
3 11,00 
4 10,00 
5 11,00 
6 8,00 

Total N 6 
4 1 6,00 

2 11,00 
3 8,00 
4 10,00 
5 8,00 
6 9,00 

Total N 6 
Total N 24 .. 

a Limited to first 100 cases. 
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Oneway 

Descriptives 
AFA 

1 
2 
3 
4 

Tota 

AN OVA 
AFA 

Between 
Groups 
Within 

Groups 
Total 

N Mean Std. 
Deviation 

6 8,0000 1,2649 
6 8,5000 2,1679 
6 9,5000 1,6432 
6 8,6667 1,7512 

24 8,6667 1,7110 

Sum of df 
Squares 

7,000 3 

60,333 20 

67,333 23 
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Std. Error 95% Minimum Maximum 
Confidence 
I nte rva I for 

Mean 
Lower Upper 
Bound Bound 

,5164 6,6726 9,3274 6,00 9,00 
,8851 6,2249 10,7751 6,00 11,00 
,6708 7,7756 11,2244 7,00 11,00 
,7149 6,8289 10,5044 6,00 11,00 
,349~ 7,9442 9,3892 6,00 11,00 

Mean F Sig. 
Square 

2,333 ,773 ,522 

3,017 
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Lampiran 12. Analisis Statistik Abnormalitas Spermatozoa Fraksi Bawah 
(Spermatozoa Y) 

Summarize 

Case Processing Summary 
Cases 

Included Excluded Total 
N Percent N Percenf N Percent 

AFB * 24 100,0% ° ,0010 24 100,0% 
PTTELUR 

a Limited to first 100 cases. 

Case Summaries 
AFB 

PTTELUR 1 1 6,00 
2 9,00 
3 9,00 
4 7,00 
5 11,00 
6 7,00 

Total N 6 
2 1 6,00 

2 9,00 
3 a,oc 
4 10,00 
5 11,00 
6 10,00 

Total N 6 
3 1 7,00 

2 10,00 
3 10,00 
4 10,00 
5 11,00 
6 10,00 

Total N -6 

4 1 7,00 
2 9,00 
3 6,00 
4 11,00 
5 7,00 
6 11,00 

Total N 6 
Total N 24 .. 

a Limited to first 100 cases. 
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Oneway 

Oescriptives 
AFB 

1 
2 
3 
4 

Total 

AN OVA 
AFB 

Between 
Groups 
Within 

Groups 
Total 

N Mean Std. 
Deviation 

6 8,1667 1,8348 
6 9,0000 1,7889 
6 9,666( 1,3663 
6 8,5000 2,1679 

24 8,8333 1,7856 

Sum 01 df 
Squares 

7,667 3 

65,667 20 

73,333 23 

93 

Std. Error 95% Minimum Maximum 
Confidence 
Interval for 

Mean 
Lower Upper 
Bound Bound 

,7491 6,2411 10,0922 6,00 11,00 
,7303 7,1227 10,8773 6,00 11,00 
,5578 8,2329 11,1005 7,00 11,00 
,8851 6,2249 10,7751 6,00 11,00 
,3645 8,0793 9,5873 6,00 11,00 

Mean F Sig. 
Square 

2,556 ,778 ,520 

3,283 
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