1.  MATERI DAN METODE

3.1  Waktu dan Tempat
Penelitian telah dilaksanakan pada bulan September sampai Oktober 2016

di Balai Inseminasi Buatan Daerah Tenayan Raya, Pekanbaru.

3.2  Materi

Materi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu semen segar yang
berasal dari 3 ekor pejantan sapi bali yang berumur antara 9 tahun yang dipelihara
di Balai Inseminasi Buatan Daerah Tenayan Raya, Pekanbaru.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah vitamin E komersial
(o—tokoferol), kuning telur, tris (hydroxymethyl) aminomethan, penisilin,
streptomisin, gliserol, dan akuabides. Alat-alat yang akan digunakan adalah
vagina buatan dan perangkatnya, kandang jepit, thermometer, cool tab, gelas ukur,
stopwatch, photometer SMD 5, kertas saring, straw, tissue, inkubator, mikroskop,
gunting, objek glass, cover glass, pipet tetes, gelas ukur, tabung reaksi dan

aluminium foil.

3.3 Metode
Penelitian ini dilakukan secara eksperimental dengan Rancangan Acak
Kelompok (RAK) dengan 6 perlakuan dan 3 kali kelompok. Larutan pengencer
dengan penambahan vitamin E sebagai berikut :
P1 =0 % vitamin E + 100 ml tris kuning telur
P2 = 1,0 % vitamin E + 99 ml tris kuning telur
P3 = 2,0 % vitamin E + 98 ml tris kuning telur
P4 = 3,0 % vitamin E + 97 ml tris kuning telur
P5 = 4,0 % vitamin E + 96 ml tris kuning telur
P6 = 5,0 % vitamin E + 95 ml tris kuning telur

19



3.3.1 Pembuatan Larutan Pengencer

Di BIBD Tenayan Raya Pekanbaru, sampai dengan saat ini menggunakan

egg yolk tris (kuning telur).

Cara membuat bahan pengencer :

a. Cara membuat Tris Kuning Telur (PO) :

1.

6.

Menimbang 3,028 g Kristal Tris (hydroximethyl) aminomethan: dan 1,7 g
asam sitrat monohidrat, masukkan kedalam labu ukur 100 mL, tambahkan
aquabides sampai mencapai 100 mL. Homogenkan selama 15 menit.
Disiapkan 20 mL kuning telur.

Disiapkan 80 mL larutan dalam beaker glass 100 mL, campurkan 20 mL
kuning telur, kemudian aduk perlahan hingga homogen selama 15 menit.
Menambahkan 0.3 mL penicillin dan 0.4 mL streptomicyn kedalam
larutan diatas.

Larutan dihomogenkan selama 15 menit, simpan pada suhu 37°C, siap
digunakan.

Lalu ditambahkan gliserol 6% pada saat pengencer saat digunakan.

b. Pembuatan pengencer sesuai perlakuan

Persiapkan vitamin E sebanyak 15 ml, vitamin E dibagi atas perlakuan (0

ml, 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml dan 5 ml), tambahkan tris sesuai perlakuan 80 ml dan

ditempatkan di erlemeyer.

1.

Pada pembuatan perlakuan 1 % vitamin E, ambil 99 ml tris kuning telur
kemudian tambahkan 1 ml vitamin E dan homogenkan.
Pada pembuatan perlakuan 2 % vitamin E, ambil 98 ml tris kuning telur
kemudian tambahkan 1 ml vitamin E dan homogenkan.
Pada pembuatan perlakuan 3 % vitamin E, ambil 97 ml tris kuning telur
kemudian tambahkan 1 ml vitamin E dan homogenkan.
Pada pembuatan perlakuan 4 % vitamin E, ambil 96 ml tris kuning telur
kemudian tambahkan 1 ml vitamin E dan homogenkan.
Pada pembuatan perlakuan 5 % vitamin E, ambil 95 ml tris kuning telur

kemudian tambahkan 1 ml vitamin E dan homogenkan.

20



3.4 Prosedur Penelitian
1. Penampungan semen

Penampungan semen sapi bali jantan dilakukan dengan metode vagina
buatan. Persiapan vagina buatan adalah sebagai berikut: vagina buatan terdiri dari
selongsong karet tipis yang dimasukkan ke dalam silinder tebal. Lipat dan kaitkan
karet tipis pada masing-masing ujung silinder karet yang tebal dengan
menggunakan gelang-gelang karet yang dipasang 5¢cm dari ujung silinder. Sebuah
corong penampung dari karet tipis dipasang pada salah satu ujung vagina buatan
dan dieratkan dengan karet gelang. Pada ujung corong penampung dipasang
sebuah tabung pengumpul semen berskala, lalu diikat pula dengan karet gelang.
Air panas dengan suhu 50 sampai 70 °C dimasukkan ke dalam ruang antara
silinder dan selongsong karet yang tipis melalui lubang pada silinder dengan
volume setengah sampai dua pertiga penuh. Suhu vagina buatan dipertahankan
pada waktu penampungan berkisar antara 40 sampai 52 °C. udara ditiupkan
melalui pentil silinder yang gunanya untuk menambah tekanan pada vagina
buatan. Kemudian dengan sebatang ebonite atau gelas yang steril bahan pelicin
sampali setengah panjang batang vagina buatan.

Setelah vagina buatan disiapkan, penjantan sapi bali yang akan ditampung
semennya dibawa ke kandang penampungan yang telah tersedia betina
pemancing. Penampung berada disebelah kanan betina pemancing sambil
memegangn vagina buatan dengan kemiringan 45° dari tanah. Untuk
mempertinggi libido pejantan diusahakan dengan mengadakan flase mount yaitu
pengekangan yang dilakukan terhadap pejantan dengan tidak menampung semen
pada penunggangan pertama ataupun kedua. Semen ditampung ketika ejakulasi
terjadi, yang ditandai dengan sempurna pada vagina buatan.

2. Analisa Semen
Penilaian semen dianalisa meliputi penilaian makroskopis dan mikroskopis :
a. Penilaian Makroskopis
e Volume : semen yang ditampung dapat langsung dilihat volumenya pada

skala tabung penampung
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e Bau : semen yang sudah ditampung didekatkan ke hidung untuk
mengetahui baunya, umumnya semen sapi yang normal berbau
amis khas.

e Warna : semen sapi yang normal memiliki warna abu-abu keputihan
sampai krem kepucatan atau agak kekuningan.

e pH : ditentukan dengan kertas pH universal, perubahan warna pH
dicocokkan dengan warna standar.

e Konsistensi atau derajat kekentalan dapat langsung diketahui dengan
menggoyangkan tabung penampung semen secara perlahan-lahan.
Konsistensi semen biasanya berhubungan dengan warna, misalnya semen
warna krem biasanya konsistensinya pekat atau kental, sedangkan yang warna
jernanih atau terang biasanya konsistensinya encer.

b. Penilaian Mikroskopis

e Gerakan Massa
Diamati dengan cara meneteskan satu tetes semen diatas objek dan diamati
dibawah mikroskop dengna pembesaran 10x10 dan cahaya yang dikurangi.
Kemudian dilihat gelombang-gelombang yang ditimbulkan oleh gerakan
spermatozoa. Kualitas yang baik dapat ditentukan dengan memberi tanda
sebagai berikut :

Tabel 3.1. Kualitas spermatozoa yang baik

+++ Terlihat gelombang-gelombang besar, banyak, gelap, tebal dan aktif.
Bila terlihat gelombang-gelombang kecil, tipis, jarang, kurang jelas
dan bergerak lambat.
Jika tidak terlihat gelombang melainkan hanya gerakan-gerakan
individual aktif progresif.

++

+

N/O Bila hanya sedikit atau tidak ada gerakan-gerakan individual.

Sumber : Feradis (2010)

e Konsentrasi Spermatozoa
Metode yang digunakan untuk mendapatkan konsentrasi spermatozoa
adalah menyiapkan larutan NaCl 3% kemudian masukkan kedalam glass
objek dan ambil satu tetes semen segar lalu homogenkan. Setelah itu
masukkan glass objek kedalam spectofotometer dan ketik berapa ml
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konsentrasi semen segar pada spectofotometer maka akan didapatkan berapa
konsentrasi semen segar per ml.
e Motilitas Spermatozoa
Adalah gaya gerak spermatozoa yang dijadikan patokan atau cara yang paling
sederhana dalam penilaian semen untuk Inseminasi Buatan (IB).
e Persentase Hidup Spermatozoa (Mortalitas)
Penentuan persentase hidup spermatozoa dilakukan dengan cara pewarnaan
differensial (Toelihere, 1993)
e Abnormalitas Spermatozoa
Adalah penyimpangan morfologi dari bentuk spermatozoa normal.
3. Proses Pengenceran
Proses Pengenceran atau pembuatan larutan pengencer dapat dilihat pada
pembuatan larutan pengencer (hal 18).
4. Filling dan Sealing Straw
Semen dimasukkan ke dalam staw (0,25ml) dengan menggunakan mesin
feeling, kemudian ujung straw dijepit dengan pinset yang telah dipanaskan
terlebih dahulu.
5. Ekuilibrasi
- Straw kemudian disimpan pada suhu 5°C selama 4 jam
- Kemudian dievaluasi motilitas, persentase hidup, abnormalitas spermatozoa.
6. Pembekuan Semen
- Straw dibekukan diatas uap cair selama 9 menit.
- Setelah itu disimpan di dalam container yang berisi nitrogen cair dengan suhu
-196 °C selama 30 menit.
7. Thawing
-~ Straw di thawing dengan air kran dengan suhu 27 °C selama 30 detik.

- Kemudian diamati motilitas, abnormalitas, persentase hidup spermatozoa.
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3.5 Peubah yang Diamati
1. Moatilitas spermatozoa meliputi :
v Sebelum diencerkan
v' Setelah ekuilibrasi (pre thawing)
v Post thawing
Penentuan motilitas spermatozoa dilakukan menurut gerakan
individual (Toelihere, 1993), yaitu dengan meneteskan semen pada gelas
objek yang bersih dan ditutup dengan gelas penutup. Kemudian dilakukan
pengamatan dibawah mikroskop pada pembesaran 45 x 10. Kemudian
dihitung gerakan-gerakan individual spermatozoa.

jumlah spermatozoa yang bergerak maju

Motil (%) = x100%

jumlah spermatozoa yang dihitung

2. Persentase hidup spermatozoa meliputi :

v" Sebelum diencerkan

v' Setelah ekuilibrasi (pre thawing)

v Post thawing

Penentuan persentase hidup spermatozoa dilakukan menurut (Toelihere,

1993), yaitu dengan meneteskan zat warna eosin pada gelas objek yang bersih,
dan hangat kemudian satu tetes kecil semen ditambahkan lalu dicampur secara
merata dengan menggunakan satu batang gelas steril. Buat preparat ulas yang tipis
segera dikeringkan diatas nyala api kemudian dilakukan pengamatan dibawah
mikroskop pada pembesaran 45 x 10. Spermatozoa yang diamati akan menyerap
warna merah, sedangkan yang masih hidup akan tetap bening. Penghitungan
dilakukan sekurang-kurangnya 100 sampai 200 sel spermatozoa yang hidup dan
mati.

jumlah spermatozoa yang hidu
] p yang pxlOO%

Persentase Hidup =
up jumlah spermatozoa dihitung
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3. Abnormalitas spermatozoa meliputi :

v" Sebelum diencerkan

v’ Setelah ekuilibrasi (pre thawing)

v Post thawing

Pengamatan dilakukan dengan meneteskan zat warna eosin pada ujung

sebuah glass objek yang bersih, kemudian ambil sedikit semen lalu diaduk dengan
batang pengaduk supaya bercampur dengan zat warna eosin sampai homogeny.
Kemudian dibuat preparat ulas yang tipis dan segera keringkan preparat ulas
tersebut. Kemudian amati dibawah mikroskop dengan pembesaran 10 x 45.
Spermatozoa yang berubah morfologinya akan terlihat seperti ekor menggulung,
ekor terputus dan bagian tengahnya terlipat. Kemudian dihitung sel spermatozoa
normal dan abnormal menggunakan rumus :

jumlah spermatozoa abnormal
Abnormal = - — x100%
jumlah spermatozoa yang dihitung

3.6 Analisis Data

Data motilitas, persentase hidup dan abnormalitas diolah secara statistik
dengan menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan 6 perlakuan
yaitu penambahan Vitamin E 0,0 ml (kontrol) ; 1,0 ml ; 2,0 ml ; 3,0 ml ; 4,0 dan
5,0 ml dengan 3 kali ulangan.

Hasil penelitian diuji sesuai dengan rancangan penelitian. Model linier
Rancangan Acak Kelompok (RAK) menurut Steel and Torrie (1991) adalah

sebagai berikut :

Yij =p + ai + B+ Eij

Keterangan :

Yij - Nilai pengamatan satuan percobaan yang memperoleh perlakuan ke-I
dan pada kelompok ke-j

M . Nilai tengah umum

(0F . Pengaruh perkaluan ke-i

B; . Pengaruh perlakuan ke-j

Eij . Pengaruh galat percobaan pada perlakuan ke-I dan kelompok ke-j
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Tabel 3.2 Analisis Ragam

Sumber . F Tabel
Keragaman db K KT F Hitung 0.05 0.01
Kelompok r-1 JKK KTK  KTK/KTG - -
Perlakuan t-1 JKP KTP  KTP/KTG - -
Galat (r-1) (t-1) JKG KTG - - -
Total rt-1 JKT - - - -
Keterangan :

Faktor Koreksi (FK) = X :—Zt
Jumlah Kuadrat Total (JKT) = X Y;?—FK

Jumlah Kuadrat Kelompok (JKK) = X YTJZ — FK

Jumlah Kuadrat Perlakuan (JKP) = X YTJZ — FK

Jumlah Kuadrat Galat (JKG) = JKT — JKK — JKP



