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ABSTRAK 

 

 Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui persentase motilitas dan 
keutuhan membran sel spermatozoa domba pada medium BO plus BSA plus 
kafein setelah disentrifus dengan kecepatan 363 g dan 878 g. 
 Penelitian ini terdiri dari 2 kelompok perlakuan yaitu kelompok P1 semen 
disentrifus dengan kecepatan 363 g sedangkan kelompok P2 semen disentrifusn 
dengan kecepatan 878 g selama 10 menit setelah ditambahkan 2 ml medium BO 
plus BSA plus kafein. Pellet dipisahkan dengan membuang supernatannya 
kemudian dilakukan pemeriksaan motilitas sel spermatozoa. Pellet dalam kedua 
tabung tersebut kemudian ditambahkan 1ml larutan HOST dan diinkubasi dengan 
inkubator CO2, 5% suhu 37o C selama 30 menit. Kemudian diperiksa keutuhan  
membran sel spermatozoa. 
 Data yang diperoleh terhadap motilitas dan keutuhan membran sel 
spermatozoa domba dianalisa dengan dengan menggunakan Uji t setelah data 
ditransformasikan. Hasil yang diperoleh dari penelitian terhadap motilitas 
spematozoa domba kelompok P1 sebesar  8,35% ± 0,52 dan kelompok P2 sebesar 
7,50%±0,58. Untuk keutuhan membran sel spermatozoa pada kelompok P1 
sebesar 5,34%±0,67 dan kelompok P2 sebesar 4,24%±0,89. Dengan Uji t taraf 
signifikan 5% diperoleh hasil antar perlakuan menunjukkan berbeda nyata. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang Permasalahan 
 
 Tingginya tingkat kepadatan penduduk mengakibatkan  kebutuhan bahan 

makanan meningkat sehingga terjadi persaingan pemakaian bahan makanan 

khususnya bahan makanan asal hewan dan produksinya (Salibury and Van 

demark, 1985). Untuk memenuhi kebutuhan manusia dilakukan langkah-langkah 

dan terobosan-terobosan yang dapat meningkatkan mutu bibit dan mempertinggi 

produksi ternak. Teknologi di bidang peternakan harus terus dikembangkan demi 

keberhasilan efisiensi reproduksi dan kemajuan dunia peternakan. 

 Peningkatan efisiensi reproduksi ternak dapat dilakukan dengan berbagai 

teknologi misalnya inseminasi buatan, fertilisasi in vitro dan transfer embrio. 

Dalam fertilisasi in vitro dan inseminasi buatan dibutuhkan spermatozoa yang 

berkualitas baik. Pembuahan/fertilisasi in vitro adalah pembuahan sel telur yang 

terjadi di luar tubuh yaitu suatu proses penetrasi sel telur oleh spermatozoa dalam 

suatu media biakan (Hunter, 1995). Keberhasilan fertilisasi in vitro tergantung 

pada pembuahan oosit oleh sel spermatozoa yang berkualitas. Oosit hanya dapat 

dibuahi oleh sel spermatozoa yang motil setelah mengalami pembersihan dari sel 

spermatozoa non motil. Dalam fertilisasi in vitro terdapat prosedur persiapan yang 

harus dilakukan terlebih dahulu antara lain: pemisahan sel spermatozoa yang 

motil dari seminal plasma, pencucian dengan medium yang membantu kapasitasi 

terutama medium yang mengandung albumin dan protein serum (Hinting, 1989).  

1 
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Motilitas sangat penting untuk fertilisasi karena motilitas dapat 

menunjukkan gambaran spermatozoa yang sehat. Motilitas dapat membantu 

transport spermatozoa dari luar untuk mencapai tempat terjadinya fertilisasi 

(Hafez, 1987). Goyal et al (1996) melaporkan persentase keutuhan membran sel 

spermatozoa berkolerasi positif dengan tingkat fertilisasi. Semakin tinggi 

persentase keutuhan membran sel spermatozoa semakin tinggi angka 

fertilisasinya.  

 Media biakan untuk fertilitas in vitro harus mendekati sama seperti kondisi 

lingkungan in vivo dalam saluran reproduksi hewan betina sehingga mempunyai 

kemampuan merangsang perkembangan embrio (Hunter, 1995). Menurut 

Triwulanningsih (1994) yang dikutip oleh Hernawati (1998) media yang baik 

untuk kapasitasi spermatozoa pada ternak khususnya sapi adalah media Brackett 

and Oliphant’s (BO). Menurut Hunter (1995) pada umumnya media biakan 

mengandung Bovine Serum Albumin (BSA) atau serum darah yang telah 

diinaktifkan pada suhu 56 oC selama 30 menit, kadar BSA dalam biakan harus 

berkisar antara 0,1 % - 3,2 %. 

Menurut Nakao and Nakatsuji (1990) yang dikutip oleh Hernawati (1998) 

medium yang digunakan untuk pencucian sekaligus kapasitasi adalah BO yang 

ditambahkan kafein sodium benzoat. Penambahan kafein dapat meningkatkan 

motilitas dan memperpanjang umur spermatozoa (Rees et al, 1990). Kafein adalah 

derivat Methylxantine dan memiliki efek stimulan yang kuat dibanding derivat 

Methylxatine yang lain (Mutsclher,1991).  

Menurut Sardjito (2003) salah satu cara pencucian spermatozoa sebelum 

dilakukan kapasitasi secara in vitro adalah sentrifugasi dengan menggunakan alat 
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pemusing/sentrifus. Metode pencucian dengan sentrifugasi yang biasa digunakan 

sebagai prosedur baku dalam program fertilisasi in vitro sel spermatozoa manusia 

adalah pengenceran semen 0,5 ml dengan 5 ml media fisiologis. Suspensi tersebut 

kemudian disentrifus dengan kecepatan 1800 rpm selama 10 menit dalam suhu 

ruangan sehingga diperoleh pellet dengan membuang supernatannya         

(Hinting, 1989).  

Pencucian spermatozoa dengan sentrifugasi merupakan cara yang paling 

mudah dalam proses kapasitasi secara in vitro, namun seberapa besar gaya 

sentrifugasi yang tidak mengakibatkan kerusakan pada spermatozoa dan 

memudahkan kapasitasi secara in vitro belum banyak diketahui (Sardjito, 2003). 

 Berdasarkan uraian di atas perlu kiranya diteliti tentang akibat kecepatan 

sentrifugasi yang berbeda pada saat pencucian spermatozoa dalam medium BO 

plus BSA plus kafein terhadap persentase motilitas dan keutuhan membran sel 

spermatozoa domba. 

 

 
1.2 Rumusan Masalah 
 
 Berdasarkan latar belakang masalah di atas, maka perumusan masalah 

yang dapat diajukan adalah: 

1. Apakah kecepatan sentrifugasi 363 g dapat memberikan persentase 

motilitas yang lebih baik daripada kecepatan sentrifugasi 878 g dalam 

medium BO plus BSA plus kafein. 

2. Apakah kecepatan sentrifugasi 363 g dapat memberikan persentase 

keutuhan membran sel spermatozoa yang lebih baik daripada kecepatan 

sentrifugasi 878 g dalam medium BO plus BSA plus kafein. 
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1.3 Landasan Teori 
  
. Sardjito (2003) menyatakan bahwa semen yang disentrifugasi akan 

memisahkan bagian padat/pelet (sel) dengan bagian cair (plasma). Hal ini 

dikarenakan plasma semen mengandung substransi/faktor yang menghalangi 

kemampuan sel dalam proses fertilisasi, mengganggu reaksi akrosom, pola 

motilitas dan mencegah pengikatan spermatozoa melalui penetrasi ke dalam zona 

pellucida (Hinting, 1989). Mahaputra dkk (1997) melaporkan pencucian 

spermatozoa sapi dengan sentrifugasi dalam media isotonis yang mengandung 

albumin atau protein serum dengan kecepatan dan waktu tertentu dapat 

meningkatkan motilitas spermatozoa. 

 Menurut Yanagimachi (1988) penambahan medium Brackett and 

Olipant’s (BO) ke dalam semen dapat meningkatkan motilitas spermatozoa 

domba menjadi 70-80 % dalam waktu 2-4 jam. Penelitian yang pernah dilakukan 

oleh Sardjito (2003) melaporkan bahwa pencucian dengan menggunakan media 

BO plus BSA plus kafein dengan kecepatan 1000 rpm menghasilkan spermatozoa 

motil 45-65 %.   

Kafein menyebabkan kerja enzim fosfodiesterase yang berfungsi untuk 

menguraikan siklik adenosin monophosphat (cAMP) menjadi 5 AMP terhambat. 

Penghambatan ini menyebabkan konsentrasi cAMP dalam sel meningkatkan 

sehingga dapat memicu motilitas spermatozoa (Ganishwara, 1995).  

Pencucian spermatozoa dengan mengunakan medium Bovine Serum 

Albumin (BSA) dapat menghasilkan spermatozoa motil 85 – 90  % . Medium BSA 
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berfungsi sebagai bahan nutrisi spermatozoa dan mempunyai sifat sebagai buffer 

(Mahaputra, 2000). 

1.4  Tujuan Penelitian 

 Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui persentase motilitas 

dan keutuhan membran sel spermatozoa akibat pengaruh kecepatan sentrifugasi 

yang berbeda yaitu 363 g dan 878 g selama pencucian dalam medium Brackett 

and Oliphant’s (BO) plus Bovine Serum Albumin (BSA) plus kafein.  

 

1.5 Manfaat Penelitian 

 Manfaat yang diharapkan dari hasil penelitian ini adalah memberikan 

informasi ilmiah mengenai kecepatan sentrifugasi yang sesuai untuk pencucian 

spermatozoa dalam medium kapasitasi Brackett and Oliphant’s (BO) plus Bovine 

Serum Albumin (BSA) plus kafein sehingga didapat persentase motilitas dan 

keutuhan membran sel spermatozoa yang baik dan berkualitas yang dapat 

membantu keberhasilan fertilisasi in vitro khususnya pada domba. 

 

1.6 Hipotesis Penelitian 

 Berdasarkan permasalahan tersebut di atas maka hipotesis penelitian yang 

dapat diajukan adalah sebagai berikut : 

1. Kecepatan sentrifugasi 363 g memberikan persentase motilitas 

yang lebih baik daripada kecepatan sentrifugasi 878 g dalam 

medium BO plus BSA plus kafein. 
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2. Kecepatan sentrifugasi  363 g memberikan persentase keutuhan  

membran sel spermatozoa yang lebih baik dari pada kecepatan 

sentrifugasi 878 g dalam medium BO plus BSA plus kafein. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 
 

2.1 Semen Domba 
 
 Semen domba yang dipancarkan oleh berbagai macam hewan terdiri dari 2 

campuran yaitu: bagian padat banyak mengandung sel spermatozoa dan bagian 

cairan semen yang sebagian besar berasal dari kelenjar aksesoris  (Hardijanto dan 

Hardjopranjoto, 1994). Menurut Frandson (1992) spermatozoa dihasilkan oleh 

tubulus seminiferus, sedangkan plasma semen merupakan campuran sekresi dari 

beberapa kelenjar yaitu ampula, ductus deferens, vesikula seminalis, 

bulbourethralis dan prostat. Menurut Hafez (1993) plasma semen mengandung 

nutrisi sebagai buffer untuk kapasitasi. Plasma semen berfungsi untuk motilitas, 

metabolisme, dan pelindung spermatozoa untuk melawan keadaan asam dalam 

vagina. 

Tabel 2.1. Komposisi Plasma Semen Domba: 

Komposisi Konsentrasi(mg/100ml) 
Air, g/100ml 85 
GPC 72 
Sorbitol  72 
Inositol  12 
Asam sitrat   140 
Ergotionin  0 
Plasmalogen   380 
Natrium  190 
Kalium   90 
Klorida  86 
Kalsium  11 
Mg  8 

Sumber: Bearden and Fuquay,1992 

7 
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 Ciri-ciri makroskopis semen domba yang baik adalah warna putih susu 

(krem), volume semen antara 0,7-2 ml, konsentrasi pekat dan pH antara 6,9-7,3 

(Evan and Maxwell, 1987). Ciri-ciri mikroskopis semen Domba yang baik antara 

lain: konsentrasi semen 2-6.109 spermatozoa/ml, abnormalitas tidak lebih dari     

20 %, persentase kematian tidak lebih dari 50 %. Kondisi semen domba dapat di 

pengaruhi oleh umur, kondisi ternak, frekuensi pengambilan dan pelaksanaan 

pengambilan (Nalbandov, 1990). 

 

2.2 Anatomi Alat Kelamin Domba Jantan 
 
  Sistem reproduksi domba jantan terbagi menjadi 3 besar yaitu: alat 

kelamin primer berupa gonad jantan atau testis dan alat kelamin sekunder yang 

terdiri dari saluran alat kelenjar pelengkap (Gatenby, 1991).  Saluran reproduksi 

dilengkapi dengan kelenjar accesoris dan alat kelamin luar yang terdiri atas penis 

yang terbungkus preputium (Partodiharjo, 1992). 

  Testis sebagai alat kelamin primer mempunyai 2 fungsi yaitu 

memproduksi spermatozoa dan memproduksi hormon kelamin jantan yaitu 

testosteron (Salisbury and van Demark, 1985). Spermatozoa dihasilkan di dalam 

tubulus seminiferus akibat pengaruh Folicle Stimulating Hormone (FSH) 

sedangkan hormon kelamin jantan dihasilkan oleh sel-sel interstitial/sel leydig  

akibat pengaruh Interstitial Cell Stimulating Hormone (ICSH) (Hardjopranjoto, 

1995). Testis terbungkus dalam kantong skrotum yang berisi 2 lobi testis yang 

masing-masing lobi mengandung 1 testis.  Suhu testis lebih rendah dari suhu 

badan hal ini berperan dalam proses spermatogenesis normal yang terjadi di 

dalam testis (Salisbury and Van Demark, 1985)  
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 Alat kelamin sekunder berupa pembuluh alat saluran reproduksi yang 

menghubungkan testis dengan dunia luar yaitu: vas efferens, epididimis, vas 

defferens dan penis yang digunakan untuk menyalurkan semen,  cairan accesoris 

dari alat kelamin tambahan dan urine melalui urethra (Hardijanto dan Hardjo 

Pranjoto, 1994). 

 Epididimis terletak di belakang testis melekat pada tunika albugenia 

merupakan saluran berkelak-kelok yang menghubungkan testis ke arah luar. 

Epididimis terbagi menjadi 3 bagian yaitu: kaput, korpus, dan kauda epididimis 

adalah sebagai alat transportasi, pendewasaan dan penimbunan spermatozoa 

(Hafez, 1993).  

 
2. 3 Morfologi Spermatozoa 
 
 Spermatozoa adalah sel yang sudah sangat terspesialisasi, padat dan tidak 

lagi mengalami pertumbuhan (Hafez, 1980). Sel spermatozoa terdiri dari bagian 

kepala, leher dan ekor yang berbeda susunan kimiawinya. Kepala terdiri dari 

deoksiribonukleoprotein yang sebagian besar terdapat di dalam inti, sedangkan 

akrosomnya mengandung banyak ikatan protein dan karbohidrat yang disebut 

akrosomal polisakarida. Bagian leher selain mengandung lipida yang pada 

umumnya lipoprotein, juga didapatkan sitokrom yang berfungsi dalam reaksi 

pernapasan sel spermatozoa. Bagian ekor mengandung plasmalogen dan protein 

keratin yang ada di benang-benang fibril dan kulit spermatozoa (Hardijanto dan 

Hardjopranjoto,1994). 

 Menurut Frandson (1992) setiap spermatozoa terdiri dari kepala, bagian 

tengah (mid piece) dan ekor. Intinya mempunyai ukuran kira-kira sepertiga 

panjang kepala mengandung bahan genetik yang dibutuhkan pada saat pembuahan 
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ovum. Inti spermatozoa haploid (X) mengandung sebanyak separuh dari jumlah 

kromosom inti diploid (2X) pada sel somatik  Kromosom bertanggung jawab pada 

transmisi karakteristik yang dapat diturunkan pada turunannya. Bagian tengah 

digambarkan sebagai pusat tenaga spermatozoa karena terdapat mitokondria di 

dalamnya. Mitokondria tersebut berderet-deret seperti untaian spiral membentuk 

putaran helix mengandung sistem enzim yang berkerja pada siklus asam 

trikarbosilat dan transport elektron, serta fosforilasi oksidatif yang menghasilkan 

energi dalam bentuk Adenosin Triphosphat (ATP) untuk pergerakan spermatozoa. 

Ekor spermatozoa menyerupai flagellum. Dua setriol terletak dalam bagian tengah 

(mid piece). Fibril-fibril yang serupa dengan silia terentang dalam ekor. Terdapat 

2 fibril sentral yang dikelilingi oleh sebuah cincin yang terdiri dari 9 pasang fibril 

perifer. Fibril-fibril ini bersifat kontraktil dan menimbulkan gerakan ekor 

spermatozoa. 

Bagian kepala spermatozoa panjangnya 8-10 μ, lebar 4-5 μ , tebal 0,3-0,5μ 

dan mengandung materi genetik. Bagian leher dengan panjang 0,3-1,5 μ 

menghubungkan dasar kepala dengan bagian tengah dan mengandung sentra 

proksimal. Bagian tengah panjangnya 8-10 μ dengan diameter 0,64–0,85 μ. 

Bagian ekor panjangnya 45-50 μ dan semakin mengecil dengan diameter sebesar 

0,5-0,25 μ (Salisbury and Van demark, 1985). 

Sekurang-kurangnya ada empat bahan organik di dalam semen yang 

berfungsi sebagai bahan sumber energi untuk kelangsungan hidup dan motilitas 

spermatozoa. Bahan tersebut adalah fruktosa, sorbitol, Glyserol Phosphoryl 

Cholin (GPC) dan plasmalogen (Teolihere, 1980) 
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Gambar 2.1. Morfologi Spermatozoa                                                      
Toelihere (1980) 
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2.4 Spermatogenesis 
 
 Spermatozoa dihasilkan di dalam tubuli seminiferus. Perkembangan 

dimulai dari spermatogonia berturut-turut akan mengalami suatu seri pembelahan 

menjadi spermatosit primer, spermatosit sekunder, spermatid dan spermatozoa 

yang selanjutnya bergerak ke arah lumen tubulus.Beberapa waktu kemudian 

setelah sel ini melekat pada sel sertoli spermatozoa akan melepaskan diri dan 

bebas berada dalam rongga tubulus seminiferus menuju saluran-saluran 

berikutnya. Keseluruhan proses pembentukan spermatozoa disebut 

spermatogenesis (Salisbury and Van demark, 1985). 

 Proses spermatogenesis pada hewan mamalia menurut Hardjopranjoto 

(1995) dibagi menjadi 4 tahap yaitu : 

1. Tahap Proliferasi 

Tahap ini dimulai pada testis hewan sejak sebelum lahir sampai 

dengan beberapa waktu setelah lahir. Bakal sel kelamin yang ada pada lapisan 

basal dari tubulus seminiferus melepaskan diri dan membelah secara mitosis 

sampai dihasilkan banyak sel spermatogonia. 

2. Tahap Tumbuh 

 Pada tahap ini spermatogonia membagi diri secara mitosis 

sebanyak 4 kali sehingga dihasilkan 16 spermatosit primer. Lama periode ini 

15-17 hari. 

3. Tahap Menjadi Masak 

 Pada tahap ini terjadi pembelahan meiosis sehingga sel spermatosit 

primer berubah menjadi sel spermatosit sekunder dan jumlah kromosom 

menjadi separuhnya. Periode ini berjalan selama 15 hari. Beberapa jam 
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kemudian spermatosit sekunder akan berubah menjadi spermatid. Proses dari 

spermatogonium sampai menjadi spermatid disebut spermatocytogenesis. 

4. Tahap Transformasi 

Pada tahap ini terjadi proses metamorfosa seluler dari sel spermatid 

sehingga terbentuk sel spermatozoa/sel mani. Periode ini membutuhkan waktu 

15 menit dari 1 sel spermatogonium akan terbentuk 64 buah sel spermatozoa. 

Seluruh proses spermatogonesis berjalan selama 45-47 hari. Proses perubahan 

dari spermatid menjadi spermatozoa disebut spermiogenesis. 

 
 
2.5 Kapasitasi dan Reaksi Akrosom 
 
 Kapasitasi adalah suatu proses persiapan dan terjadinya perubahan 

fisiologis spermatozoa di dalam saluran reproduksi hewan betina untuk 

meningkatkan motilitasnya (Burk and Sailing, 1992). Menurut Hunter (1995) 

sebelum spermatozoa bisa menembus pembungkus sel telur (sel kumulus dan sel 

korona) spermatozoa harus menjalani perubahan fisiologi yang dapat 

meningkatkan motilitas dan kemampuan melepaskan enzim proteolisis dari bagian 

akrosom di kepalanya. Ada beberapa faktor yang mempengaruhi proses kapasitasi 

in vitro spermatozoa diantaranya: suhu, komposisi dan pH media, sel kumulus 

oosit dan variasi individu dari pejantan yang digunakan. Suhu optimum untuk 

spermatozoa in vitro pada mamalia 37 ºC, komposisi media terutama dalam 

penyediaan lingkungan yang sesuai (pH dan tekanan osmosis) dan sumber energi 

(laktat, piruvat dan serum albumin) yang diperlukan bagi metabolisme 

spermatozoa (Yanagimachi, 1988). 
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 Reaksi akrosom yang terjadi setelah kapasitasi merupakan perubahan 

struktur pada bagian anterior kepala spermatozoa yang tampak  perlu bagi proses 

pembuahan pada hewan mamalia yang memungkinkan pelepasan enzim dari 

akrosom, sehingga membantu penetrasi bungkus sel telur melalui zona pelucida . 

Pada proses ini terjadi  penggabungan ganda antara selaput akrosom itu sendiri  

sedemikian rupa sehingga bagian anterior kepala spermatozoa dibatasi oleh 

vesikula (Hunter, 1995). Diantara vesikula itu terbentuk serangkaian pintu atau 

lubang kecil yang diduga sebagai tempat keluarnya enzim yang menyerupai 

tripsin disebut akrosin. Ketika terjadi reaksi akrosom membran plasma lepas dan 

hilang dari permukaan anterior akrosom kejadian ini diikuti dengan pelepasan 

enzim akrosom sedikit demi sedikit (Hafez , 1993).  

Sardjito (2003) menyatakan bahwa akrosom mempunyai peranan yang sangat 

penting karena mengandung enzim yang essensial untuk proses fertilisasi. Enzim 

tersebut antara lain : 

1. Enzim Hyaluronidase yang berfungsi untuk menguraikan cumulus oophorus 

dan memungkinkan spermatozoa dapat menembus lapisan terluar dari sel 

telur. 

2. Enzim Penetrasi Corona (CPE) yang berfungsi dalam proses penembusan 

spermatozoa pada corona radiata sehingga corona radiata dapat dihancurkan. 

3. Enzim Akrosom yang berguna pada proses penembusan spermatozoa melalui 

zona pelucida.  

4. Enzim ATP-ase yang mempengaruhi akrosom untuk mengadakan kapasitasi. 
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2.6 Bahan Pencuci Spermatozoa 

 Dalam pelaksanaan program fertilisasi in vitro diperlukan pencucian 

spermatozoa dengan menggunakan media isotonis untuk memisahkan 

spermatozoa motil dan non motil (Hinting, 1989). 

 Salah satu bahan pencuci spermatozoa yang bersifat isotonis adalah 

medium Brackett and Oliphant’s (BO). Selain meningkatkan motilitas 

spermatozoa, medium BO juga diketahui dapat meningkatkan kematangan hidup 

sel spermatozoa domba. Medium BO banyak mengandung  Na, Ca, Mg dan 

sodium klorida juga mengandung glukosa. Piruvat sebagai bahan nutrisi 

spermatozoa serta asam amino yang sangat dibutuhkan bagi kelangsungan hidup 

spermatozoa.  

Glukosa berfungsi sebagai sumber energi melalui proses glikolisis yang 

mengubah glukosa menjadi glukosa 6 phosphat yang kemudian  diubah menjadi 

fruktosa 6 phosphat. Dengan bantuan enzim Diphosphorydin Nukleotid (DPN) 

fruktosa 6 phosphat akan diubah menjadi 1-3-difosfogliserat yang pada akhirnya 

menjadi asam monofosfat gliserin. Asam monofosfat gliserin menghasilkan 

sumber energi  yang dipakai untuk pergerakan motilitas serta metabolisme 

(biosintesa) sel spermatozoa (Rimayanti dkk, 1998). 

 Bovine Serum Albumin (BSA) merupakan bagian produk darah. Istilah 

albumin menjelaskan suatu protein/gugusan protein yang larut air. Albumin 

merupakan protein berlimpah dalam sistem sirkulasi dan mengkontribusi 

sebanyak 80 % terhadap tekanan osmotik darah. Albumin yang bertanggung 

jawab terhadap pH darah (Anonimous, 2000). Pada medium BO selain terdapat 

sodium piruvat dan glukosa sebagai sumber energi juga kafein untuk 
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meningkatkan motilitasnya terutama proses kapasitasi, sehingga dapat 

meningkatkan angka persentase daya tahan hidup dan motilitas spermatozoa 

(Rimayanti dkk, 1998).  

Menurut Boatman et al (1990) yang dikutip oleh Utomo dkk (2000) kafein 

dapat membantu kapasitasi spermatozoa dengan cara memindahkan faktor 

dekapasitasi yang melekat pada membran plasma seperti calmodulin binding 

protein. Secara in vivo kafein dapat memelihara dan menstimulasi motilitas, 

kapasitasi dan reaksi akrosom. 

 

2.7 Sentrifugasi 

  Tujuan dilakukan sentrifugasi adalah membuang elemen plasma dari 

permukaan sel spermatozoa dan pada waktunya memungkinkan terjadi 

pembentukan vesikulasi pada membran kepala spermatozoa yang menghasilkan 

reaksi akrosom (Hunter, 1995). Plasma semen mengandung bahan-bahan atau 

faktor-faktor yang merusak daya pembuahan spermatozoa. Plasma semen juga 

mengandung mikroorganisme yang mencemari sistem kultur serta limfosit yang 

menghasilkan sekresi toksik yang menghambat pembuahan (Hinting, 1989). 

 Sentrifugasi merupakan suatu teknik untuk memisahkan plasma semen dan 

bahan krioproktetan yang terdapat pada sel spermatozoa. Setelah semen 

disentrifus pellet dicuci dengan cara penambahan media dengan volume lebih 

banyak untuk menghilangkan bekas-bekas plasma semen dan bahan 

krioproktektan. Sehingga seminal plasma dan  bahan krioprotektan akan terkikis 

dari permukaan sel spermatozoa sebelum mencapai tempat fertilisasi        

(Hinting, 1989). 
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 Menurut Zaneveld (1985) kecepatan sentrifugasi dengan satuan rpm dapat 

ditransformasikan menjadi g dengan rumus:  

X g = 1,12 r (rpm/1000)2

r sentrifus = 100 mm 

g = gravitasi 

Sehingga diperoleh kecepatan sentrifugasi 1800 rpm = 363 g dan  2800  rpm =       

878 g.  Perhitungan dapat dilihat pada lampiran 1.    

 

2.8 Motilitas Spermatozoa 
 
  Motilitas sangat penting untuk fertilisasi karena motilitas dapat 

menunjukan gambaran spermatozoa yang sehat. Motilitas dapat membantu 

transport spermatozoa dari luar untuk mencapai tempat terjadinya fertilisasi 

(Hafez,1987).  

 Motilitas spermatozoa di dalam suatu contoh semen ditentukan secara 

keseluruhan atau sebagai rata-rata dari populasi spermatozoa terhadap semen 

segar yang baru ditampung dan belum diencerkan dilakukan pemeriksaan gerakan 

massa dan gerakan individu (Toelihere, 1980). 

 Energi yang digunakan untuk motilitas sperma didapat dengan cara 

memafaatkan cadangan Adenosin Triphosphat (ATP) yang tersimpan di 

intraseluler. Pemanfaatan Adenosin triphosphat (ATP) diatur secara endogen oleh 

tingkatan pada siklus Amino Monophosphat (AMP) (Hafez, 2000). 

 Menurut Anonimous (1997) kategori rata-rata persentase motilitas berkisar 

antara 0-100 %. 80-100 %  nilainya baik sekali, 60-80 % bernilai baik, 40-60 % 

cukup baik, 20-40 % termasuk kategori jelek dan 0-20 % bernilai sangat jelek 
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2.9 Keutuhan Membran Sel Spermatozoa. 

 Keutuhan membran sel spermatozoa harus tetap terjaga agar kelangsungan 

hidup spermatozoa, motilitas dan kemampuan fertilitas dapat dipertahankan. Hal 

tersebut dikarenakan selain berfungsi sebagai pelindung secara fisik organel-

organel sel spermatozoa dari kerusakan mekanis, membran plasma juga berfungsi 

sebagai penjaga keseimbangan elektrolit intra dan ekstrasel sehingga proses 

fertilisasi dapat berjalan dengan baik (Hunter, 1995). 

 Membran ini terdiri dari dua lapisan lipoprotein yang komposisinya terdiri 

dari 52 % protein, 40 % lipid, dan 8 % karbohidrat. Susunan dari membran 

spermatozoa adalah kepala lapisan lipoprotein hidrofilik membentuk permukaan 

kepala bagian luar dan kepala lapisan hidrofobik membentuk kepala bagian 

dalam. Lipid merupakan komponen utama yang bertanggung jawab untuk 

mengatur keadaan cair dari membran lipid bilayer, serta perubahan komposisi dari 

plasma membran spermatozoa. Komposisi lipid pada membran spermatozoa 

terdiri dari: kolesterol, sphingomyelin, phospholipid dan phosphatidil etanolamin. 

Kolesterol berfungsi untuk mengatur keadaan cairan serta permeabilitas sel 

spermatozoa. Kolesterol keluar dari membran selama proses kapasitasi sehingga 

terjadi pemasukan besar-besaran Ca2+ dari luar sel. Peristiwa peningkatan jumlah 

Ca2+ intraseluler ini merupakan proses penting dalam reaksi akrosom (Mafruchati 

dkk, 1996). 

 Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh  Jayendran and Zanelved 

(1984) bahwa untuk menilai apakah spermatozoa mempunyai membran yang utuh 

dilakukan dengan Hypoosmotic Swelling Test (HOST) atau Uji Pembengkakan 

Hipoosmotik. 
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Membran plasma spermatozoa yang utuh ditandai dengan ekor yang 

melingkar jika  dipaparkan dalam larutan hipoosmotik dan diinkubasi pada suhu 

37 ºC selama kurang dari 1 jam (Jayendran, 1984). 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

Gambar 2.2 Skema perubahan tipe bentuk spermatozoa setelah Uji HOST 
(Jayendran and Zaneveld, 1984). 

a= tidak ada perubahan ( membran tidak utuh), b-g= variasi perubahan bentuk pada ekor 
spermatozoa (membran utuh)
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BAB III 

MATERI DAN METODE 

 

3. 1 Tempat dan Waktu Penelitian. 

 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Inseminasi Buatan, Laboratorium 

Kebidanan Veteriner dan Laboratorium Fertilisasi In Vitro Fakultas Kedokteran 

Hewan Universitas Airlangga Surabaya yang dimulai pada tanggal 8 September 

sampai 31 Oktober 2004. 

3. 2 Bahan dan Materi Penelitian. 

3.2.1 Bahan Penelitian 

Bahan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari semen 

segar domba, medium BO plus BSA plus kafein, larutan HOST, zat pewarna 

Eosin Negrosin. 

3.2.2 Alat Penelitian. 

 Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah vagina buatan, 

tabung sentrifus, pipet pasteur, tissue, object glass, cover glass, gelas ukur, 

sentrifus, mikroskop, inkubator CO2, lemari es, pembakar bunsen, alat 

penghitung. 

3. 3 Metode Penelitian. 

3.3.1 Persiapan Alat dan Bahan. 

 Sebelum penelitian dimulai harus dipersiapkan semua alat dan bahan 

penelitian diantaranya meliputi inkubator CO2 yang telah stabil temperaturnya dan 

persiapan medium BO plus BSA plus kafein serta larutan HOST. 

20 
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 Vagina buatan dipersiapkan untuk menampung air mani domba. Unit 

vagina buatan ini tersusun dari beberapa komponen yang masing-masing dapat 

dipisah-pisahkan untuk dibersihkan pada waktu penyimpanan. Komponen tersebut 

adalah selongsong karet tebal (Heavy Rubber Cylinder), lubang pengisi air 

bertutup pentil, selaput karet tipis (Inner Liner), gelas berskala penampung air 

mani, corong karet (Rubber Funnel) berlubang, karet pengikat (Rubber Band), 

dan batang plastik (Plastic Rod) untuk memberi pelicin. Setelah semua komponen 

dipasang dan diisi dengan air panas melalui lubang pengisi air bertutup pentil 

dengan suhu 50 – 55 ºC sampai penuh kemudian diperiksa suhu di dalam saluran 

vagina buatan kurang lebih 42 – 45 ºC. Selanjutnya didalam saluran vagina buatan 

diolesi pelicin (vaselin atau bubur tragakan) kira-kira 1/3-1/2 panjangnya 

(Hardijanto dkk, 1999). 

 Persiapan medium BO plus BSA plus kafein dan larutan HOST dilakukan 

sebelum pengambilan semen. Keduanya disimpan dalam lemari es agar tidak 

cepat rusak dan distabilkan dalam suhu kamar saat akan digunakan. 

3.3.2 Penampungan Semen. 

 Sebelum penampungan semen, dilakukan persiapan pada pejantan dengan 

mencukur bulu dan mencuci daerah sekitar preputium dengan sabun dan air 

hangat kemudian dikeringkan agar semen terhindar dari kontaminasi kuman, feces 

dan urin. Untuk memperoleh kualitas air mani yang baik diusahakan merangsang 

libido si pejantan dengan cara membiarkan pejantan menaiki betina tetapi dicegah 

agar jangan sampai terjadi ejakulasi. Rangsangan dilakukan 2–3 kali, penis yang 

terjulur karena ereksi diarahkan ke dalam vagina buatan untuk ditampung 

semennya. Semen yang ditampung dalam tabung berskala disimpan pada suhu 
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kurang lebih 5ºC dan terhindar dari sinar matahari langsung untuk menjaga 

kualitasnya agar tetap baik dan tidak rusak. 

3.3.3 Pemeriksaan dan Evaluasi Semen. 

 Pemeriksaan semen pada umumnya meliputi pemeriksaan makroskopis 

dan mikroskopis. Pemeriksaan makroskopis meliputi: volume, konsistensi, bau, 

warna dan pH. Sedangkan pemeriksaan mikroskopis meliputi: konsentrasi, 

gerakan massa, gerakan individu, penentuan persentase spermatozoa hidup dan 

menghitung sel spermatozoa yang abnormal. 

3.3.4  Perlakuan terhadap Semen Domba. 

            Hasil dari penampungan semen segera dibawa ke laboratorium untuk 

dilakukan pemeriksaan dan evaluasi semen. Kemudian semen dibagi menjadi 2 

tabung atau 2 kelompok perlakuan dimana masing-masing perlakuan mendapat 6 

kali ulangan. Perlakuan yang jumlahnya kecil hendaknya menggunakan ulangan 

lebih dari 3 untuk memperkecil terjadinya kesalahan selama penelitian                   

(Rochiman, 1989). 

 Perlakuan 1(P 1): semen disentrifus dengan kecepatan 363 g selama 10 

menit setelah ditambahkan 2 ml medium BO plus BSA plus kafein. Perlakuan 2 

(P2): semen  disentrifus dengan kecepatan 878 g selama 10 menit setelah 

ditambahkan 2 ml medium kapasitasi BO plus BSA plus kafein. 

 Setelah disentrifus dibuang supernatannya sehingga diperoleh pelletnya. 

Kemudian dilakukan pemeriksaan motilitas spermatozoa dengan meneteskan 

semen domba di atas object glass kemudian ditutup dengan cover glass. Preparat 

diamati di bawah mikroskop dengan pembesaran 400X. Pellet yang tersisa di 

dalam tabung ditambahkan 1 ml larutan HOST. Selanjutnya campuran tersebut 
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diinkubasi selama 30 menit dalam inkubator CO2 5 %, 37o C. Kemudian 

dilakukan pemeriksaan keutuhan membran sel spermatozoa dengan cara membuat 

preparat ulas yaitu dengan meneteskan setetes kecil larutan ke atas gelas obyek 

lalu ditambahkan 1 tetes zat warna Eosin Negrosin kemudian dicampur dan dibuat 

ulasan setipis mungkin dan difiksasi  dengan pembakar bunsen lalu diamati di 

bawah mikroskop dengan perbesaran 1000X. 

 

3.4 Peubah yang  Diamati . 

              Dalam penelitian ini peubah yang diamati  adalah : 

1. Motilitas sel spermatozoa domba. 

Penilaian dilakukan berdasarkan persentase gerakan sel spermatozoa 

yang bergerak aktif (progresif) dibanding seluruh sel spermatozoa yang 

tampak dalam lapangan pandang (Djanuar, 1990) 

2. Keutuhan membran sel spermatozoa domba. 

Penilaian keutuhan membran berdasarkan persentase perubahan bentuk 

pada ekor. Membran yang utuh ditunjukkan dengan persentase sel 

spermatozoa yang ekornya melingkar dibanding seluruh sel spermatozoa yang 

tampak dalam lapangan pandang ( Supriyatna, 1992 ). 

 
 
3. 5 Analisis Data. 
 

Data hasil penelitian disajikan dalam bentuk deskriptif berupa persentase 

sel spermatozoa yang motil dan persentase sel spermatozoa yang ekornya 

melingkar. Data yang berupa persentase, pecahan dan desimal harus 

ditransformasikan dengan rumus arc sin √% sebelum data dianalisis dengan 
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menggunakan Uji t independen dengan taraf signifikan 5 % (Rochiman, 1989). 

Analisis data dengan menggunakan Statistical Program for Social Science (SPSS) 

Versi 10 (Singgih, 2001).
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BAB IV 

HASIL PENELITIAN 

 

4.1 Pemeriksaan Semen Domba sebelum Perlakuan 

 Pemeriksaan  semen Domba segar meliputi pemeriksaan makroskopis dan 

mikroskopis ditunjukkan pada tabel 4.1 dan tabel 4.2. 

Tabel 4.1. Pemeriksaan Makroskopis Semen Segar Domba Sebelum Perlakuan. 

Pemeriksaan Hasil 

Volume 0,8-1,5 

pH 7-7,5 

Bau Khas 

Warna Krem 

Konsistensi Kental 

 

Tabel 4.2. Pemeriksaan Mikroskopis Semen Segar Domba Sebelum Perlakuan 

Pemeriksaan Hasil 

Konsentrasi Densum 

Gerakan massa ( ++ - +++ ) baik 

Gerakan individu Progresif 

Persentase motilitas 70-95% 
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4.2 Pemeriksaan Terhadap Motilitas  Sel Spermatozoa Domba 
 
 Hasil penelitian terhadap motilitas sel spermatozoa yang telah mengalami 

pencucian dengan kecepatan sentrifugasi 363 g dan 878 g dalam medium BO plus 

BSA plus kafein dan dianalisis dengan menggunakan Uji t adalah sebagai berikut: 

Tabel 4.3. Rataan Motilitas Spermatozoa Domba 
Rataan motilitas (%) ±SD 

Perlakuan Ulangan 
Sebelum ditransformasi Sesudah ditransformasi

P1 6 70,00a±8,94 8,35a±0,52 
P2 6 56,67b±8,76 7,50b±0,58  

Keterangan: superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05) 
 
P1: Kecepatan sentrifugasi 363 g 
P2: Kecepatan sentrifugasi 878 g 
 
 Rata-rata motilitas sel spermatozoa domba yang telah mengalami 

sentrifugasi pada kelompok P1 sebesar 8,35%±0,52 dan pada kelompok P2 

sebesar 7,50%±0,58. 

 Berdasarkan Uji t dengan taraf signifikan 5% menunjukkan bahwa rataan 

persentase motilitas spermatozoa domba yang telah mengalami sentrifugasi 

dengan kecepatan 363 g dalam media BO plus BSA plus kafein atau kelompok P1 

lebih baik hasilnya dibandingkan dengan kecepatan 878 g atau kelompok P2 dan 

memberikan hasil yang berbeda nyata (P<0,05). Analisis Statistik dapat dilihat 

pada lampiran 2. 
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Gambar 4.1. Diagram Batang Rata-rata Motilitas Spermatozoa Domba 
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4.3. Pemeriksaan Keutuhan Membran Sel Spermatozoa Domba 
 
 Hasil penelitian terhadap keutuhan membran sel spermatozoa yang telah 

mengalami sentrifugasi dengan kecepatan 363 g dan 878 g dalam medium BO 

plus BSA plus kafein dan dianalisis dengan menggunakan Uji t adalah sebagai 

berikut: 

 
Tabel 4.4. Rataan Keutuhan Membran Sel Spermatozoa Domba 

Rataan Keutuhan Membran(%)±SD Perlakuan Ulangan Sebelum transformasi Sesudah Transformasi 
P1 6 29,00a±7,27 5,34a±0,67  
P2 6 18,67b±7,17 4,24b±0,89   

 Keterangan : Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata 
(P<0,05) 
 
P1 : Kecepatan sentrifugasi 363g 
P2 : Kecepatan sentrifugasi 878g 
 
 
 Rata-rata persentase keutuhan membran sel spermatozoa domba kelompok 

P1 sebesar 5,34%±0,67  dan P2 sebesar 4,24%±0,89. 

 Berdasarkan Uji t dengan taraf signifikan 5% menunjukkan bahwa rataan 

persentase keutuhan membran sel spermatozoa domba yang telah mengalami 

sentrifugasi dengan kecepatan 363 g atau kelompok P1 lebih baik dibanding 

dengan kecepatan 878 g atau kelompok P2 dalam medium BO plus BSA plus 

kafein dan memberikan hasil yang berbeda nyata. Analisis Statistik dapat dilihat 

pada lampiran 3. 
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BAB V 

PEMBAHASAN 

 

5.1 Motilitas Spermatozoa 

Pencucian dengan kecepatan sentrifugasi yang berbeda bertujuan untuk 

mengetahui kecepatan sentrifugasi yang memberikan hasil terbaik terhadap 

persentase motilitas dan keutuhan membran sel spermatozoa. 

Menurut Sardjito (2003) cara kerja sentrifus berdasarkan pemutaran 

sampel pada suatu poros sehingga bekerja gaya sentrifugal. Bila dalam suatu 

partikel yang kerapatannya berbeda dikenakan gaya sentrifugal, maka partikel 

akan bergerak sepanjang tabung dengan partikel yang lebih rapat akan menuju 

jari-jari yang lebih besar.  

Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa persentase motilitas (gerak 

progresif) spermatozoa semakin menurun dengan semakin besarnya kecepatan 

sentrifugasi. Kemungkinan hal ini diakibatkan oleh adanya kerusakan membran 

spermatozoa yang dibuktikan dengan hasil Uji HOST yang semakin rendah 

persentasenya dengan semakin besarnya gaya sentrifugasi. Sel spermatozoa yang 

hidup dan motil belum tentu mempunyai membran plasma yang utuh. Hal ini 

disebabkan karena motilitas spermatozoa terjadi akibat gerakan ekor yang 

memanfaatkan energi ATP dari proses oksidasi dalam mitokondria yang terletak 

di bagian lehernya. Dengan demikian sel spermatozoa yang tidak utuh membran 

selnya masih dapat bersifat motil. 

Dari hasil penelitian terhadap motilitas sel spermatozoa domba terdapat 

perbedaan yang nyata (P<0,05) antara kelompok P1 dan P2 yang besarnya 
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8,35%±0,52 pada kelompok P1 dan 7,50%±0,58 pada kelompok P2. Hal ini 

menunjukkan bahwa semakin besarnya gaya sentrifugasi akan mengakibatkan 

kerusakan membran sel spermatozoa sehingga metabolisme spermatozoa 

terganggu dan energi yang dihasilkan berkurang yang mengakibatkan gerak 

spermatozoa berkurang dan menurunkan motilitas. Kerusakan seluler dari 

membran sel spermatozoa sangat terkait dengan kondisi keutuhan membran, 

motilitas, dan kemampuan spermatozoa untuk membuahi sel telur. Verbeckmoes 

et al (2000) yang dikutip oleh Sardjito (2003) menyatakan bahwa kondisi di atas 

sangat menentukan angka fertilitas dan produksi embrio secara in vitro.   

Motilitas merupakan fungsi yang paling nyata dari sel spermatozoa yang 

sangat berperan penting sebagai prerequisite (prasyarat) bagi proses terjadinya 

fertilisasi sehingga dapat membantu terlaksananya program reproduksi. 

Persentase motilitas sel spermatozoa yang rendah sangat berpengaruh terhadap 

fertilisasi in vitro dan tingkat kebuntingan. Nilai motilitas yang kurang dari 10 % 

akan menimbulkan permasalahan dalam program fertilisasi in vitro (Henkel, 

2004). 

Berdasarkan penilaian motilitas yang dikategorikan oleh Anonimous 

(1997) maka dapat disimpulkan hasil persentase motilitas sel spermatozoa 

penelitian ini masih memiliki motilitas yang baik yaitu 70,00 % pada P1 (363 g) 

karena masih dalam kisaran 60-80 %. Sedangkan pada P2 (878 g) nilainya cukup 

baik yaitu 56,67 % karena masih berkisar antara 40-60 %. 
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5.2 Keutuhan Membran Sel Spermatozoa Domba 

Metode HOST dilakukan untuk mengetahui keutuhan membran. 

Spermatozoa dengan membran yang rusak atau tidak utuh tidak dapat 

menyesuaikan tekanan osmosenya. Tekanan osmose adalah tekanan yang perlu 

dimiliki oleh larutan, supaya terjadi keseimbangan dengan air murni bila larutan 

tersebut dan air dipisahkan oleh sesuatu membran yang dapat ditembus oleh air 

tetapi tidak dapat ditembus oleh larutan (suatu membran yang semipermiabel)      

(Salisbury and Van Demark, 1985)  

Prinsip dasar Uji HOST yaitu membran sel spermatozoa yang sempurna 

dapat memberikan kesempatan air untuk masuk ke dalam sel dan terperangkap di 

dalamnya, sehingga spermatozoa akan membengkak. Sedangkan pada membran 

sel spermatozoa yang rusak menyebabkan air masuk dan keluar dengan bebas 

sehingga sel spermatozoa tidak membengkak. Kemampuan sel untuk 

membengkak dalam kondisi hipoosmotik menunjukkan kemampuan membran 

untuk memberi kesempatan mengalirnya air ke dalam sel sehingga terbentuk 

keseimbangan antara cairan dalam sel spermatozoa dengan cairan yang berada di 

sekitar sel spermatozoa (Mafruchati dkk, 1997). 

Selama proses sentrifugasi akan terjadi gangguan keseimbangan protein 

dan fosfolipid baik yang berada didalam membran maupun di dalam sel   

spermatozoa (Zaneveld, 1985). Membran spermatozoa tersusun dari lipid             

(2 lapisan fosfolipid), protein, glikoprotein, dan karbohidrat. Phospholipid 

merupakan struktur dasar dari membran spermatozoa, terdiri dari 2 lapisan 

hidrofilik dan hidrofobik diantara kedua lapisan phospholipid terdapat protein. 

Karbohidrat terletak pada bagian luar berikatan dengan protein dan lipid membran 

(Darnell et al, 1990). 
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Pada penelitian ini diperoleh data persentase keutuhan membran P1     

(363 g) sebesar 5,34%±0,67 dan pada P2 (878 g) semakin menurun yang besarnya 

4,24%±0,89. Hal ini dikarenakan lama dan kecepatan sentrifugasi yang digunakan 

mempengaruhi tingkat produksi Reactive Oxygen Species (ROS). ROS ini akan 

bereaksi dengan asam lemak tak jenuh majemuk (polyunsaturated) tinggi yang 

terdapat dalam membran melalui reaksi oksidasi yaitu peroksidasi lipid. Stres 

oksidatif atau stress terhadap ROS dapat mengakibatkan penurunan motilitas, 

penetrasi zona free-hamster ovum dan merusak keutuhan membran serta 

menurunkan kemampuan fertilisasi. Proses inflamasi dalam saluran reproduksi 

betina melibatkan sel granulosit yang menghasilkan ROS 100x lebih banyak dari 

jumlah sel spermatozoa. Terdapat korelasi positif antara ROS dengan parameter 

inflamasi, konsentrasi spermatozoa dan motilitas. Secara klinis penting untuk 

membandingkan antara jumlah ROS dengan leukosit serta kerusakan membran sel 

spermatozoa sebab sel spermatozoa sangat peka terhadap kegagalan oksidasi. 

Oleh karena itu sel spermatozoa harus diperlakukan sangat hati-hati terutama 

dalam penggunaan tingkat kecepatan sentrifugasi yang dapat mengakibatkan stres 

oksidatif  pada sel spermatozoa (Henkel, 2004). 

Pada semen, sel spermatozoa dan sel Polymorpho Nuclear (PMN) 

merupakan sumber utama  dalam produksi radikal bebas. Spermatozoa sangat 

rentan terhadap kegagalan peroksidatif  akibat stres oksidatif karena kandungan 

asam lemak tak jenuh yang tinggi mengakibatkan ketidakmampuan membran 

untuk memperbaiki diri sehingga terbentuklah ROS terutama dalam bentuk 

superoksid anion dan hidrogen peroksid. Superoksid anion sangat tinggi pada 

pejantan infertil yang disebabkan rendahnya tingkat antioksidan dalam seminal 
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plasma. Tingkat radikal bebas yang diproduksi oleh spermatozoa lebih rendah 

dibandingkan leukosit terutama netrofil yang juga terdapat  di dalam semen. 

Netrofil merupakan sel fagosit yang terlibat dalam oksidasi NADPH dan 

kompleks enzim juga diaktivasi untuk menghasilkan dan melepaskan superoksid 

anion ke medium ekstras seluler. Netrofil menghasilkan ROS dalam jumlah yang 

berbeda tergantung konsentrasi dan tingkat aktivasi yang berguna untuk 

membandingkan tingkat akumulasi ROS yang mempengaruhi fungsi membran. 

Produk oksidatif dari asam lemak adalah Malondehialdehid (MDA) yang sangat 

berhubungan dengan infertilitas terutama motilitas, morfologi, dan daya tahan 

hidup spermatozoa. Mekanisme efek stres oksidatif terhadap fungsi spermatozoa 

dan infertilitas dapat dijelaskan sebagai berikut: tingkat kecepatan sentrifugasi 

mengakibatkan peningkatan akumulasi ROS sehingga menyebabkan stres 

oksidatif. Tidak cukupnya antioksidan dalam sel menyebabkan meningkatnya 

stres oksidatif yang mengakibatkan terjadinya peningkatan Lipid Peroxidation 

(LPO) di dalam semen. Peningkatan jumlah LPO dalam semen dan stres oksidatif 

akan mengakibatkan kerusakan DNA, protein dan karbohidrat yang 

mengakibatkan peningkatan ROS. Peningkatan LPO semen akan menurunkan 

motilitas, viabilitas, kapasitasi dan reaksi akrosom sel spermatozoa. Penurunan 

fungsi sel spermatozoa akhirnya berdampak pada infertilitas pejantan (Dahlan and 

Tjokronegoro, 2002) 

Terdapat korelasi positif antara ROS, proses inflamasi, konsentrasi 

spermatozoa dan motilitas. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa 30-40 % 

ejakulat dari pejantan infertil mengandung ROS (Henkel, 2004). Sedangkan 
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korelasi negatif  terdapat pada ROS dengan motilitas, morfologi normal dan 

jumlah spermatozoa (Dahlan and Tjokronegoro, 2002). 

Media yang digunakan pada penelitian ini adalah medium Brackett and 

Oliphant’s (BO) plus Bovine Serum Albumin (BSA) plus kafein. Kafein yang 

ditambahkan pada media fisiologis lebih dapat meningkatkan motilitas 

spermatozoa dibanding dengan tanpa dicampur media fisiologis (Rees et al,1990). 

Efek farmakologi kafein pada saraf seluler dapat terjadi melalui peningkatan 

akumulasi senyawa nukleotid siklik (cAMP) dan melalui blokade adenosin 

(Fischer and Symond, 1986). Kafein juga mempunyai efek pada metabolisme 

dengan merangsang glikogenolisis dan lipolisis (Mutschler, 1991). 

Kafein merupakan zat yang bekerja sebagai inhibitor adenosin dan 

fosfodiesterse serta translokasi Ca2+. Penghambatan adenosin tersebut akan 

menyebabkan penumpukan adenil siklase. Adenil siklase merupakan enzim yang 

bekerja merangsang pembentukan cAMP dari ATP, sehingga apabila adenil 

siklase tersebut semakin banyak maka ATP yang diubah menjadi cAMP akan 

lebih banyak. Kafein juga menghambat fosfodiesterse akibat terjadinya 

translokasi Ca2+ ke dalam intraseluler yang berfungsi mengubah cAMP menjadi 

AMP oleh enzim fosfodiesterse tidak berlangsung. Kedua proses tersebut akan 

menyebabkan konsentrasi cAMP di dalam sel meningkat yang merangsang proses 

produksi energi (Harper, 1995).
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

6.1. KESIMPULAN 

 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat ditarik 

kesimpulan sebagai berikut : 

1. Kecepatan sentrifugasi 363 g dapat memberikan persentase 

motilitas sel spermatozoa domba yang lebih baik daripada 

kecepatan sentrifugasi 878 g dalam medium BO plus BSA plus 

kafein. 

2. Kecepatan sentrifugasi  363 g dapat memberikan persentase 

keutuhan  membran sel spermatozoa yang lebih baik dari pada 

kecepatan sentrifugasi 878 g dalam medium BO plus BSA plus 

kafein. 

 

6.2. SARAN 

 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, sebaiknya 

menggunakan kecepatan sentrifugasi 363 g atau 1800 rpm selama pencucian 

dalam medium BO plus BSA plus kafein. Perlu diteliti lebih lanjut mengenai 

pengaruh kecepatan sentrifugasi dengan lama waktu yang berbeda terhadap 

tingkat keberhasilan fertilisasi in vitro. 
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RINGKASAN 

 

Heny Susanti. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui persentase 

penggunaan kecepatan sentrifugasi 363 g dan 878 g dalam medium BO plus BSA 

plus kafein terhadap motilitas dan keutuhan membran sel spermatozoa domba. 

Penelitian ini terdiri dari 2 kelompok perlakuan yang terdiri dari 6 kali ulangan. 

Bahan yang digunakan adalah semen segar domba yang telah diperiksa di 

laboratorium dan menunjukkan kualitas yang baik, kemudian dibagi menjadi 2 

tabung sentrifus/2 kelompok perlakuan yaitu tabung 1 (P1) disentrifus dengan 

kecepatan 363 g sedangkan tabung 2 (P2) disentrifus dengan kecepatan 878 g 

selama 10 menit yang telah ditambahkan 2 ml medium BO plus BSA plus kafein. 

Supernatan dibuang untuk memisahkan pelletnya yang kemudian dilakukan 

pemeriksaan motilitas sel spermatozoa domba dengan membuat preparat natif. 

Pellet pada kedua tabung ditambahkan larutan HOST 1 ml untuk menguji 

keutuhan membran sel spermatozoa domba lalu diinkubasi dalam inkubator CO2 5 

%, 37 oC selama 30 menit. Kemudian dilakukan pemeriksaan integritas membran 

spermatozoa domba dengan membuat preparat ulas dengan pewarnaan Eosin 

Negrosin. 

 Data yang diperoleh terhadap motilitas dan keutuhan membran sel 

spermatozoa domba dianalisa dengan menggunakan Uji t setelah data 

ditransformasikan. Hasil yang diperoleh dari penelitian terhadap motilitas sel 

spermatozoa pada kelompok P1 sebesar 8,35%±0,52 dan pada kelompok P2 

sebesar 7,50%±0,58. Untuk keutuhan membran sel spermatozoa  pada kelompok 
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P1 sebesar 5,34±0,67 dan pada kelompok P2 sebesar 4,24±0,89. Dengan Uji t 

taraf signifikan 5% diperoleh hasil antara perlakuan menunjukkan berbeda nyata. 

Penggunaan kecepatan sentrifugasi yang berbeda selama pencucian sangat 

menentukan tingkat keberhasilan fertilisasi in vitro. Hal ini disebabkan pengaruh 

gaya sentrifugasi dapat menurunkan motilitas dan keutuhan membran sel 

spermatozoa domba. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Skripsi Persentase Motilitas Dan Keutuhan Membran Sel ... Heny Susanti



DAFTAR PUSTAKA 

 
Anonimous. 1997. Uji Kualitas Semen Beku. Tim Uji Kualitas Semen Beku 

Singosari. Balai Inseminasi Buatan. Singosari. Malang. 1-11 
 
Anonimous. 2000. Interaction of Swim Up with BSA. http ://www. friedly. com/ 

research/phd. htm. 
 
Bearden, J.H and J, Fuquay. 1992. Applied Animal Reproduction. Prentice Hall 

Company. Reston Virginia. 63 
 
Boatman, D. E, B. D. Bavister, and E, Cruz. 1990. Addition of Hypotaurin can 

Reactivate Immotil Golden Hamster Spermatozoa. J. Andrology. 11: P 
66-72 

 
Burk, D. J and P. M. Sailing. 1992. Moleculer Mechanism of Fertilisation and 

Activation on Development. J. Animal Reproduction. Sci. 28: 79-86 
 
Dahlan, M. S and Tjokronegoro, A.2002. Oxidative stress and male infertility. 

Jurnal Kedokteran Yarsi 10 (1).50-59 
 
Darnell. J,H. Lodish and D. Baltimore. 1990. Molecul and Cell Biology. Second 

Edition. Sci. Am. Books 
 
Dieleman, S. J, Brander, B.C and Booman, P. 1992. Clinical Trend and Basic 

Research in Animal Reproduction. Alsevier. Amsterdam, London. New 
York. 

 
Djanuar, R. Haryati. Rachmawati, C. Tagama, dan Taswin, R. 1990. Dasar-dasar 

Inseminasi Buatan pada Ternak Sapi. Gajah Mada University 
Press.Yogyakarta. H: 53-69 

 
Evans, G and Maxwell, W. M. C. 1987. Salamon’s Artificial Insemination of 

Sheep and Goats. Butterworths. Sydney, Boston, London. P: 38-40 
 
Fischer, S. Symond, E. M. 1986. In Vitro Fertilisation Past Present Future. IRL 

Press Oxford. Washington. D.C 
 
Frandson, R D. 1992. Anatomi dan Fisiologi Ternak. Edisi ke-4. Diterjemahkan 

oleh Srigandono, B dan K. Prasena. Gajah Mada university Press. 
Yogyakarta. 

 
Ganiswhara, S.G. 1995. Farmakologi dan terapi. Edisi 4. Fakultas Kedokteran. 

Universitas Indonesia. Jakarta. 
 
Gatenby,  M.R.1991. Australia Publishing Company. Australia. P: 4-6 
 

39 

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Skripsi Persentase Motilitas Dan Keutuhan Membran Sel ... Heny Susanti



 40

Goyal, R. L, R. K.Tuli, G. C. Georgie and D. Chand. 1996. Comparasion of 
Quality and Freezability of Water Buffalo Semen After Washing of 
Sephadex Filtration The I. O regenology. 

 
 
Hafez, E. S. E. 1980. The Semen In: Human Reproduction, Contraception 2nd . 

Harper and Row. P: 19-103 
 
Hafez, E. S. E. 1987. Reproduction in Farm Animals. 5th Edition. Lea and 

Febinger.  Philadelphia. 
 
Hafez, E.S.E. 1993. X and Y Chromosome Bearing Spermatozoa. In: 

Reproduction in Farm Animals. 6th ed. E. S. E. Hafez (editor). Lea and 
Febinger. Philadelphia. P: 440-445  

 
Hafez,E .S. E. 2000. Preservation and Cryopreservation of Gametes and Embryo. 

In: E.S.E Hafez (Ed) Reproduction In farm Animals 7th ed. Lea and 
febinger. Philadelphia. P: 437-441 

 
Hardijanto dan Hardjopranjoto. 1994. Ilmu Inseminasi Buatan. Fakultas 

Kedokteran Hewan. Universitas Airlangga. Surabaya. H: 18-35 
 
Hardjopranjoto, S. 1995. Ilmu Kemajiran pada Ternak. Airlangga University 

Press. H: 55-69 
 
Hardijanto, Sardjito, T. Hernawati, T. Susilowati, S dan Suprayogi, T.W. 1999. 

Penuntun Praktikum Inseminasi Buatan. Fakulatas Kedokteran Hewan. 
Universitas Airlangga. Surabaya. 

 
Harper, H. A., Murray. R. K., Granner. D. K, Mayes, P. A, and Rodwell, V. M. 

1995. Biokimia Harper. 22nd. Diterjemahkan oleh Andry Hartono. 
Penerbit Buku Kedokteran. 

 
Henkel Ralf, P.D., Dr.2004. Sperm Funcional Assays. FertiMagazine.P:1-3 
 
Hernawati, T. 1998. Peranan Heparin dan Hipotaurin dalam Media Kapasitasi 

Terhadap persentase Hidup dan Motilitas Spermatozoa dan Pembuahan 
In Vitro pada Sapi Perah. Tesis. Fakultas Kedokteran Hewan. Universitas 
Airlangga. Surabaya 

 
Hinting, A. 1989.Assessment of Human Sperm Fertilizing Ability. Tesis 

Submitted infullfillment of requirements for the Degree of Special 
Doctor in Reproduction Medicine. Rijksuniversiteit. Gent. Belgium.      
P: 166-170 

 
Hunter, R.H.F. 1995. Fisiologi dan Teknologi Reproduksi Hewan Betina 

Domestik. Institut Teknologi Bandung, Universitas Udayana. H: 124-151 
 

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Skripsi Persentase Motilitas Dan Keutuhan Membran Sel ... Heny Susanti



 41

Jayendran, R. S. 1984. Development of an Assay to Assess Funcitonal Integrity of 
Human Sperm Membran and its Relationship to The Semen 
Characteristic. J. Reproduction. Fertilisation 

Jayendran, R. S and Zaneveld, L. J. D. 1986. Instruction for Hypoosmotic 
Swelling Test (HOST). Short Course: Reprod/Andrologi and Hormonal 
Contraseption 

 
Mahaputra, L.A. Hinting, H.A. Hermadi, I. Mustofa, S.Utama dan P. Srianto. 

1997. Teknik Pembuatan Embrio Beku kembar Identik dan Viabilitasnya 
dalam Upaya Merintis Pembangunan Bank Embrio. Sub:  Fertilisasi In 
Vitro pada Sapi Madura. Laporan Penelitian Hibah bersaing II/4 

 
Mahaputra, L. 2000. Pembuatan Embrio Jantan dan Betina secara terpisah serta 

pengembangan Cell Line sebagai Pemicu Pertumbuhan dengan 
penerapan Teknologi Bayi Tabung pada Sapi. Laporan Penelitian Hibah 
bersaing VII/1. Perguruan Tinggi. Lembaga Penelitian. Universitas 
Airlangga. Surabaya 

 
Mafruchati, M, Luqman Muhammad Epy, Harijani Neni, Widjiati, Poernomo 

Bambang. 1997. Pemeriksaan Membran Spermatozoa pada Semen Beku 
Domba setelah Diencerkan. Penelitian. Fakultas Kedokteran Hewan. 
Universitas Airlangga. H: 1-6 

 
Mutschler, E. 1991. Dinamika Obat. Edisi ke-5. Penerbit Institut Teknologi 

Bandung 
 
Nalbandov, A. V. 1990. Fisiologi Reproduksi pada Mamalia dan Unggas. Edisi        

ke-3. Universitas Indonesia. Jakarta. H: 262-266  
 
Nakao, H. And N. Nakatsuji, 1990. Effect of Co-culture, Medium Component and 

gas Phase on In Vitro Culture of In Vitro Maturation and In Vitro 
Fertilized Bovine Embryos. J. Theriogenology. 33: 591-300 

 
Partodihardjo, S. 1992. Ilmu Reproduksi Hewan. Mutiara Sumber Widya. Jakarta 
 
Rimayanti, Utomo B, Susilowati S, Hermadi Agoes H, Hernawati T. 1998. 

Pengaruh Pengenceran Media EBSS dan BO pada Semen Beku Kambing 
Etawa terhadap Kejadian Kebuntingan Kambing Lokal. Penelitian Rutin 
Dosen. Lembaga Penelitian Universitas Airlangga. 

 
Rees, J. M, Ford, W. J and Hull, M. G. 1990. Effect of Caffeine and Pentoxifyline 

of the Motility and Metabolism Of Human Spermatozoa. J. Reproductio. 
Fertilisation. 90: 147-156 

 
Rochiman, K. 1989. dasar perancangan percobaan dan Rancangan Acak Lengkap. 

Universitas Airlangga. Surabaya. H: 30-32 
 

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Skripsi Persentase Motilitas Dan Keutuhan Membran Sel ... Heny Susanti



 42

Salisbury, G. W. and Van Demark, N. L. 1985. Fisiologi Reproduksi dan 
Inseminasi Buatan pada Sapi (Physiology of Reproduction and Artificial 
Insemination of Cattle). Diterjemahkan oleh Januar, R. Gajah Mada 
University Press. Yogyakarta. H: 270-336 

 
Sardjito, T. 2003. Pengaruh Sentrifugasi Spermatozoa Spermatozoa Sapi terhadap 

Integritas Membran, Resistensi dan Kelayakan Kondisi pada Proses 
Kapasitasi In Vitro. Tesis. Penelitian Eksperimental Laboratorik. 
Program Pasca Sarjana. Universitas Airlangga. Surabaya. H: 20-22, 40-
56 

 
Singgih, S. 2001. Mengolah Data secara Profesional. SPSS Versi 10. PT Elex 

Komputindo. Kelompok Gramedia. Jakarta. H: 573 
 
Supriyatna, I. Dan F. Pasaribu. 1992. In Vitro Fertilisasi, Transfer Embrio, dan 

Pembekuan Embrio. Departemen Pendidikan dan Kebudayaan. 
Direktorat Jendral.Pendidikan Tinggi Pusat Antar Universitas 
Bioteknologi Institut Pertanian Bogor. P: 11-20  

 
Toelihere, M. R. 1980. Inseminasi Buatan pada Ternak. Penerbit Angkasa. 

Bandung  
 
Utomo, B. Rimayanti, H. Agoes Hermadi. 2000. Pengaruh Penambahan Kafein 

pada Media Pencucian dan Kapasitasi Spermatozoa terhadap Kejadian 
Kebuntingan Kambing Lokal. Laporan Penelitian DIP UNAIR. Fakultas 
Kedokteran Hewan dan Lembaga Penelitian Universitas Airlangga. 
Surabaya. 15  

 
Triwulanningsih. 1992. Fertilisasi In Vitro pada Sapi. Kumpulan Materi Kursus. 

Balai Penelitian Ternak. Ciawi. Bogor 
 
Yanagimachi, R. 1988. Mammalian Fertilisation. In: E. Knobil and J. Neil (eds) 

The Physiologi of Reproduction. Raven Press. Ltd. New York. P:135-
185 

 
Verbeckmoes, S. I, de Pauw. G, Van roose, A, Van Soom and A, De Kruif. 2000. 

Influence on Motility and Membran Integrity of Fresh bull Sperm. J. 
Theriology. P:490 

 
Zaneveld, L. J. D. 1985. The Biology of Spermatozoa Presented In: Konggres 

Nasional III Pandi, Jakarta. H: 15-39  
 
 
 
 
 

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Skripsi Persentase Motilitas Dan Keutuhan Membran Sel ... Heny Susanti



 43

Lampiran 1. Perhitungan Hasil Transformasi Satuan Kecepatan 

Sentrifugasi rpm ke Xg 

 
 
 
Dengan Rumus :  Xg = 1,12.r(rpm/1000)2 

                      r sentrifus  =   100 mm 

              g  =   gravitasi   

1. Untuk kecepatan 1800 rpm 

Xg = 1,12.100mm(1800/1000)2 

        =    112.3,24 

        =   362,88 g  = 363 g 

2. Untuk kecepatan 2800 rpm 

Xg = 1,12.100mm(2800/1000)2 

                 =   122. 7,84 

                =    878,08 g  =  878 g 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lampiran 2. Analisis Statistik Motilitas Dengan Uji t 
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Case Summariesa

85 9.22
70 8.37
65 8.06
65 8.06
60 7.75
75 8.66

6 6
420 50.12

70.00 8.3528
8.94 .5259

70 8.37
60 7.75
55 7.42
50 7.07
45 6.71
60 7.75

6 6
340 45.05

56.67 7.5090
8.76 .5813

12 12
760 95.17

63.33 7.9309
10.94 .6881

1
2
3
4
5
6

N
Sum
Mean
Std. Deviation

Total

kec.
363

1
2
3
4
5
6

N
Sum
Mean
Std. Deviation

Total

kec.
878

N
Sum
Mean
Std. Deviation

Total

Kecepatan
Motilitas

Trans.
Motilitas

Limited to first 100 cases.a. 
 

T-Test 
Group Statistics

6 8.3528 .5259 .2147
6 7.5090 .5813 .2373

Kecepatan
kec. 363
kec. 878

Trans. Motilitas
N Mean Std. Deviation

Std. Error
Mean

 
Independent Samples Test

.072 .793 2.637 10 .025 .8438 .3200 .1308 1.5

2.637 9.902 .025 .8438 .3200 .1298 1.5

Equal variances
assumed
Equal variances
not assumed

Trans. Motilitas
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df Sig. (2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Uppe

95% Confidence
Interval of the

Difference

t-test for Equality of Means
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Lampiran 3. Analisis Statistik Keutuhan Membran Plasma 
Dengan Uji t 

Case Summariesa

40 6.32
30 5.48
33 5.74
28 5.29
24 4.90
19 4.36
6 6

174 32.10
29.00 5.3493
7.27 .6798

25 5.00
24 4.90
25 5.00
17 4.12
13 3.61
8 2.83
6 6

112 25.46
18.67 4.2427
7.17 .8942

12 12
286 57.55

23.83 4.7960
8.75 .9526

1
2
3
4
5
6

N
Sum
Mean
Std. Deviation

Total

kec.
363

1
2
3
4
5
6

N
Sum
Mean
Std. Deviation

Total

kec.
878

N
Sum
Mean
Std. Deviation

Total

Kecepatan

Membran
Plasma

Trans.
Membran
Plasma

Limited to first 100 cases.a. 
 

T-Test 
Group Statistics

6 5.3493 .6798 .2775
6 4.2427 .8942 .3651

Kecepatan
kec. 363
kec. 878

Trans. Membran Plasma
N Mean Std. Deviation

Std. Error
Mean

 
Independent Samples Test

.903 .364 2.413 10 .036 1.1066 .4586 8.483E-02 2.1

2.413 9.332 .038 1.1066 .4586 7.483E-02 2.1

Equal variances
assumed
Equal variances
not assumed

Trans. Membran Plasma
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df Sig. (2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upp

95% Confidence
Interval of the

Difference

t-test for Equality of Means
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LAMPIRAN 4. KERANGKA OPERASIONAL PENELITIAN 
 

Domba 
 
 

Diambil semennya dengan vagina buatan 
 
 

Pemeriksaan spermatozoa secara makroskopis dan mikroskopis 
 
 
 
                               P1                                                               P2 
 
 
         Ditambahkan 2 ml medium       Ditambahkan 2 ml medium 
             BO plus BSA plus kafein                         BO plus BSA plus kafein          
Disentrifus 363 g selama 10 menit                    Disentrifus 878 g selama 10 menit 
 
 

Pemeriksaan motilitas 
 
 

Ditambahkan larutan HOST 1ml 
 
 

Inkubasi CO2 5 %, 37 oC selama 30 menit 
 
 

Dilakukan pemeriksaan integritas membran spermatozoa 
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Lampiran 5. Data Semen Domba Sebelum Perlakuan 
 

n Vulome pH Warna Bau Konsisitens
i 

Konsentrasi 
 

Gerakan 
massa 

Gerakan 
individu 

Persentase 
motilitas 

1 0,8 7 Krem Khas Kental Densum +++ Progresif 90 
2 0,9 7 Krem Khas Kental Densum +++ Progresif 90 
3 1,3 7 Krem Khas Kental Densum +++ Progresif 95 
4 1 7 Krem Khas Kental Densum ++ Progresif 80 
5 1,5 7,5 Krem Khas Kental Semi densum ++ Progresif 70 
6 1,2 7 Krem  Khas  Kental  densum +++ progresif 75 
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Lampiran 6. Komposisi Bahan Pencuci Spermatozoa (Medium BO plus BSA 
plus kafein) dan Larutan HOST 
 
 
 
 Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah medium BO 

(Brackett and Oliphant’s ), BSA ( Bovine Serum Albumin ) dan Kafein. Untuk 

pelaksanaan Uji HOST menggunakan  Larutan HOST. 

Komposisi bahan untuk pembuatan medium dan larutan tersebut adalah sebagai 

berikut : 

MEDIUM BO plus BSA plus kafein 

MEDIUM A 

1. NaCl                                        4309,02  mg 

2. KCl                                          197,4      mg 

3. CaCl2.2H2O                             217,1      mg 

4. NaH2PO4.2H2O                        84          mg 

5. MgCl2.6H2O                             69,7       mg 

6. Phenol Red 0,5%                     0,1          ml 

7. Air destilasi                             500         ml 

Disimpan dalam botol tertutup rapat (dengan tutup putar) 

MEDIUM B 

1. NaHCO3                                   2587,3  mg 

2. Phenol Red 0,5%                       0,1          ml         

3. Air Destilasi                               200         ml 

BO MEDIUM 

1. Medium A                      76,0        ml 

2. Medium B                       24,0       ml 
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3. Glukosa                           150       mg 

4. Sodium Piruvat                13,7     mg 

5. Gentamycin 

MEDIUM PENCUCI SPERMA / 2,5mM KAFEIN-BO MEDIUM 

1. BO Medium                              50        ml 

2. Kafein Sodium Benzoat           48,55    mg 

MEDIUM PENGENCERAN / BO MEDIUM : 2% BSA 

1. BO Medium  10,0       ml 

2. BSA                                         200       mg 

3. Heparin   36 µl 

 

LARUTAN HOST 

1.Natrium Sitrat                               2,79            g 

2.Fruktosa                                        1,47            g 

3.Aquadest    at                                100             cc 
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Lampiran 7. Hasil pewarnaan Eosin Negrosin Sel Spermatozoa Domba 
Setelah Uji HOST 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 a 
 
 
 
 b 
 
 
 
 
 

 
 
 
a. Spermatozoa domba yang membrannya utuh                                                                          
b. Spermatozoa domba yang membrannya tidak utuh 
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