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ABSTRACT 

       The purpose of  study  was  to find out the effect of different concentrations of  soya bean 

extractin sperm diluter, stored at 5°C toward sperm viability and necrosis. The semen was 
divided into four groups :  P0: 0.1 ml sapudi ram  + 1 ml of diluent yolk citrate, P1: sapudi ram  

0.1 ml + 1 ml diluent  soybeans extract konsentration 5%,  P2: 0.1 ml sapudi ram  + 1 ml diluent 

soybeans extract konsentration 10%,  P3: 0.1 ml sheep semen + 1 ml diluent soybeans 

konsentration 15%. The result showed that the dose of  soya bean extract diluter konsentration 
of  15% could increase the viability percentage and could decrease the necrosis percentage of 

sperm. 
Key words : egg yolk citrate, soya bean extract, sapudi ram, sperm quality. 

Pendahuluan 

       Ternak  domba  (Genus  ovis)  merupa-
kan  jenis  ternak  yang  sudah  lama  dike-

nal  masyarakat  Indonesia.  Salah  satu  ke-

unggulan  ternak  domba  adalah  mudah  

dipelihara,  produktivitas  cepat,  dan  har-
ganya  relatif   terjangkau  sehingga  berpo-

tensi  untuk  dikembangkan.  Pengemba-

ngan  dapat  melalui  peningkatan  kualitas  
pejantan  unggul  untuk  pembibitan.  Pe-

jantan  unggul  yang   sehat  fisik  dan  re-

produksi  akan  menghasilkan  spermatozoa  
yang  baik  untuk  menghasilkan  anak  

yang  baik  (Afiati dkk., 2013). 

       Salah satu cara untuk meningkatkan 

sifat genetik ternak domba dengan me-
laksanakan atau  melakukan  cara Inse-

minasi Buatan (IB).Keberhasilan  pelaksa-

naan  Inseminasi  Buatan  (IB)  ditentukan  
salah  satunya  oleh  kualitas  semen  yang  

digunakan,  maka  sebelum  digunakan  

untuk  inseminasi semen  perlu  diencerkan  
terlebih  dahulu.  Semen  yang  tidak  dien-

cerkan  akan  sukar  mempertahankan  

hidupnya  lebih  dari  24jam,  walaupun  di-

simpan  dalam  suhu  0°C  sampai  5°C 
(Partodiharjo,  1992). Dalam proses pem-

buatan semen beku, nutrisi yang terdapat 

pada pengencer  yang digunakan sangat 

berperan penting dalam melindungi sper-
matozoa. Oleh sebab  itu, pengencer harus 

mampu menyediakan bahan makanan 

sebagai sumber energi  bagi spermatozoa, 

melindungi spermatozoa dari kejutan dingin 
(cold shock),  berfungsi sebagai buffer atau 

penyangga untuk mencegah perubahan pH,  

dan lain  sebagainya (Arifiantini dan Yusuf, 
2004). 

       Bahan  pengencer  semen  harus  mem-

punyai  kriteria  tidak  beracun,  berenergi,  
mampu  mempertahankan  kualitas  semen,  

bersifat  sebagai  pelindung,  buffer,  anti-

biotika,  isotonis, keseimbangan  mineral  

dan  krioprotektan  yang  baik  untuk  ke-
hidupan  spermatozoa,  dan  bahan  anti  

cold  shock  (Hardijanto  dkk.  2010).  

       Kedelai (Glycine max L. Merr) meru-
pakan salah satu komoditas tanaman 

pangan nabati yang cukup diminati oleh 

masyarakat. Alasan kedelai diminati antara 
lain karena dalam biji kedelai terkandung 

zat gizi yang tinggi terutama protein dengan 

kualitas yang mendekati daging hewan. Di 

antara kacang-kacangan, kadar protein 
kedelai memang yang paling tinggi 

(Rukmana dan Yuniarsih, 1996). 
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       Kandungan  sari kedelai  dalam  pe-
ngencer  seperti  lesitin  terbukti  dapat  me-

lindungi  dan  menekan  angka  abnormal-

litas  spermatozoa  selama  masa  penyim-
panan mengurangi  kontaminasi  mikroor-

ganisme  pada  spermatozoa.  Sari  kedelai  

juga  diketahui  memiliki  kecenderungan  

terkontaminasi  bakteri  lebih  kecil  dari-
pada  kuning  telur  dan  air  susu  sapi  

sehingga  menekan  angka  abnormalitas  

lebih  kecil.  Menurut  penelitian Bousseau 
dkk. (1998) bahwa  tidak  ditemukannya  

mikroorganisme  yang  membahayakan  

bagi  spermatozoa  pada  pengencer   yang   

mengandung lesitin.   Hal  ini  didukung  
oleh  penelitian  Aries dkk.(2003)  bahwa  

lesitin  dari  kacang  kedelai  memiliki  ba-

han  yang  mirip  dengan  lesitin  dari  
kuning telur,  berperan  melindungi  inte-

gritas  selubung  protein  sel  spermatozoa  

sehingga  lebih  tahan  terhadap  pengaruh  
cold  shock. Aku dkk. (2007)  menam-

bahkan   bahwa   penggunaan   lesitin   na-

bati   mengurangi   efek   cekaman   dingin   

serta  lipoprotein  dan  lesitin  nabati  se-
perti  kacang  kedelai,  sedangkan  kuning  

telur  dan  susu  terkontaminasi  oleh  bak-

teri  dan  mycoplasma. 
       Kualitas spermatozoa yang baik dipe-

ngaruhi oleh motilitas dan viabilitas, karena 

sangat berpengaruh bagi spermatozoa untuk 
mencapai tempat pembuahan (Hafez, 

2000).  Kerusakan  selama  pembekuan  

umumnya  terjadi  pada  membran  plasma  

maupun  inti  spermatozoa  atau  yang  
disebut dengan nekrosis,  kerusakan  pada  

inti  spermatozoa dapat menyebabkan mu-

tasi gen  (Edinger dan Thompson,  2004). 
       Berdasarkan  uraian  diatas  maka  

peneliti  ingin  meneliti  apakah  terdapat  

pengaruh  bahan  pengencer  sari  kacang  

kedelai  terhadap  viabilitas  dan  nekrosis  
spermatozoa  domba. 

 

Materi Dan Metode 

Waktu dan Tempat Penelitian 

       Penelitian dilakukan di  kandang 

hewan coba Fakultas Kedokteran Hewan 
Unair untuk menampung semen dan La-

boratorium  Inseminasi  Buatan (IB)  De-

partemen  Reproduksi  Fakultas  Kedokte-

ran  Hewan  Universitas Airlangga. 
  

Metode Penelitian 

Penampungan Semen Domba Sapudi 

       Semen  yang di tampung  berasal dari 
domba Sapudi  yang  sehat dan tidak me-

miliki kecacatan serta kondisi alat repro-

duksinya baik. Penampungan dilakukan  
pada  pagi  hari  dengan   menggunakan  

vagina  buatan kemudian, semen yang 

diperoleh  diperiksa  secara  makroskopis  

dan  mikroskopis. Pemeriksaan makrosko-
pis meliputi volume, bau, warna, konsis-

tensi dan pH serta pemeriksaan mikroskopis 

meliputi gerakan massa, gerakan individu, 
viabilitas, konsentrasi, dan uji resistensi. 

 

Pembuatan Pengencer Kuning  Telur  Si-

trat 
       Pengencer kuning telur sitrat dalam 

penelitian ini sebagai kontrol. Kuning  telur 

yang akan dipakai  berasal  dari  kuning  
telur  ayam  ras.  Kuning  telur  sitrat meru-

pakan pengencer kuning telur yang ditam-

bahkan larutan natrium  sitrat. Larutan 
tersebut berasal dari natrium sitrat  dan  

aquades yang telah dihomogenkan. 

 

Pembuatan  Pengencer  Sari  Kacang Ke-

delai  

       Cara  pembuatan  sari  kacang  kedelai  

sebagai  berikut : 
       Kacang kedelai yang akan di ambil 

sarinya dipisah dari kulitnya dan ditimbang 

dengan 3 macam perbandingan yaitu 12,5 
gram, 25  gram,  dan  37,5  gram. Kemu-

dian direndam dengan  air  panas selama 15 

menit dan tiriskan untuk memudahkan 

proses penggilingan. Kacang kedelai yang 
digiling kemudian  di ditambahkan aqu-

adest  250  ml. Setelah halus kemudian 

kacang kedelai disaring dan ditambahkan 
natrium sitrat dengan perbandingan  1:1 

lalu diperiksa pHnya (pH 7) .Lalu tam-

bahkan antibiotika penicilin  1000  IU  dan  

streptomycin  1 mg  ditambahkan kedalam 
setiap milliliter pengencer kacang kedelai 

dan di aduk sampai homogen. Selanjutnya 

diberi perlakuan yaitu P0, P1, P2 dan P3. 
 

Prosedur Pengenceran Semen 

Sampel semen segar di ambil 0,1 ml 
dan dimasukkan  ke  dalam  tabung  reaksi  

yang  masing- masing  telah  diberi  label  

kemudian  di encerkan  dengan  kuning  

telur  sitrat  dan sari  kacang  kedelai ber-
bagai konsentrasi dan  perbandingan 1:10 

adalah: 
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-P0 : 0,1 ml semen domba sapudi +1 ml 
pengencer kuning telur sitrat 

-P1 : 0,1 ml semen domba sapudi +1 ml 

bahan pengencer sari kacang kedelai 
dengan   konsentrasi 5% 

-P2 : 0,1 ml semen domba sapudi +1 ml 

bahan pengencer sari kacang kedelai 

dengan konsentrasi 10% 
-P3 : 0,1 ml semen domba sapudi +1 ml 

bahan pengencer sari kacang kedelai 

dengan konsentrasi 15% 
       Penentuan dosis dikutip dari skripsi 

Danik (2013). 

       Campuran  semen  dan  pengencer  di  

simpan  pada suhu  5°C  di  dalam  lemari  
pendingin  dan  dilakukan  pemeriksaan  

24jam terhadap  viabilitas  dan  nekrosis  
spermatozoa . 

Pemeriksaan Viabilitas 

       Pemeriksaan persentase spermatozoa 
hidup dan mati menggunakan zat  eosin 

negrosin. Spermatozoa yang tidak me-

nyerap zat warna dinyatakan  spermatozoa 

hidup. Sebaliknya, spermatozoa yang  me-
nyerap zat warna  dinyatakan spermatozoa 

mati. Spermatozoa hidup memiliki mem-

bran yang baik  sehingga zat warna akan 
kesulitan menembus membran spermato-

zoa, hal tersebut  membuat spermatozoa 

tetap bewarna jenih (Susilowati dkk., 
2010). 

 

Pemeriksaan Nekrosis 

       Pemeriksaan nekrosis spermatozoa 
menggunakan pewarnaan Hematoxylin 

Eosin. Hematoxylin  bekerja  sebagai  pe-

warna  basa  artinya zat  ini mewarnai  un-
sur  basofilik. Hematoxylin memulas inti 

(nucleus) menjadi berwarna biru. Eosin 

bersifat asam sehingga memulas sitoplasma 
sel menjadi berwarna merah. Pewarnaan 

Hematoxylin Eosin merupakan jenis pe-

warnaan rutin yang paling umum digunakan 

(Damayanti dkk., 2011. Pengamatan  
dilakukan di  bawah  mikroskop  dengan  

pembesaran 400 kali dan dihitung  per-

sentase  spermatozoa  yang  mengalami 
nekrosis. Sel yang mengalami  nekrosis  

dapat  dilihat dari  keadaan  nukleus atau 

inti sel. Inti sel pada  sel  yang  mengalami  

nekrosis  dapat  berupa  piknosis (inti sel 
memadat), karioreksis  (inti terkoagu-

lasikan),  dan   kariolisis  (inti  sel  memu-

dar  atau  mengalami  lisis). 

Hasil dan Pembahasan 
       Pada  penelitian  ini  dibutuhkan  se-

men  segar  domba  Sapudi.  Semen  segar 

dombaSapudi yang  di  ambil semennnya 
diperiksa  terlebih  dahulu  secara  macros-

kopis  dan  mikroskopis.  Hasil  pemeriksa-

an  semen   segar  domba  Sapudi  dapat  di-
lihat  pada  tabel  berikut. 

Pemeriksaan Viabilitas Spermatozoa 

Domba Sapudi 
       Pemeriksaan  daya  hidup  (viabilitas)  

spermatozoa  dilakukan  menggunakan  

preparat  pewarnaan  eosin-negrosin  de-
ngan  menggunakan  mikroskop  cahaya  

perbesaran  400x  (objek  x  okuler  = 40 x 

10).  Spermatozoa  yang  hidup  tidak  akan  

terwarnai  oleh  zat  warna,  sedangkan  
spermatozoa  yang mati  akan  terwarnai 

merah  keunguan. 

       Berdasarkan  Analisis of  Variance  
(ANOVA)  satu arah  yang  dilanjutkan  de-

ngan  uji  jarak  berganda  Duncan  terha-

dap  daya  hidup  (viabilitas) spermatozoa 

menunjukkan  P0 tidak berbeda  nyata  
dengan  P2  tetapi  berbeda  nyata  (P<0,05)  

dengan  kelompok  perlakuan  P1  dan  P3.  

Rerata  dan  standar  devisiasi  persentase   
spermatozoa  domba  Sapudi  tersaji  dalam  

tabel  2. 

       Hasil uji ANOVA terhadap persentase 
nekrosis spermatozoa domba Sapudi setelah 

perlakuan  menunjukkan  P0  berbeda  nya-

ta  (P<0,05)  dengan  P3, tetapi  tidak ber-

beda  nyata  (P>0,05)  dengan  P1  dan  P2.  
Pada  pemeriksaan  nekrosis  menunjukkan  

P3  berbeda  nyata    dengan P0, P1, dan P2. 

Berdasarkan  tabel  presentase  nekrosis  
spermatozoa  domba  Sapudi  dapat  di lihat 

pada Gambar 2. 

       Evaluasi   semen  domba  segar  perlu  
dilakukan  untuk  mengetahui  kualitas  

semen  yang akan digunakan dalam  pro-

gram  Inseminasi Buatan (IB). Pemeriksaan  

kualitas  semen  segar juga dilakukan ka-
rena dapat digunakan untuk menentukan  

kadar  pengencer  yang  dibutuhkan.  Peme-

riksaan  semen  domba  segar  digolongkan  
dalam 2(dua) kelompok,  yakni  ma-

kroskopis  dan  mikroskopis.  Dalam  pene-

litian  ini  kualitas  semen  domba  segar  

yang  dievaluasi  secara  makroskopis  me-
liputi  bau, pH,  warna,  konsistensi dan 

volume.  Sedangkan  pemeriksaan  secara  

mikroskopis meliputi motilitas, gerak 
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Penentuan  presentase  spermatozoa  hidup  dapat  menggunakan  rumus : 

 

% viabilitas spermatozoa  =
Jumlah spermatozoa hidup

total spermatozoa yang diamati
 X 100% 

Total spermatozoa hidup yang di amatiadalah 100 sel spermatozoa 

 
Persentase  nekrosis  spermatozoa dihitung  menggunakan rumus: 

Persentase Nekrosis =
Jumlah spermatozoa yang nekrosis

total spermatozoa hidup
 X 100% 

 

 
Tabel 1. Hasil  pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis  spermatozoa  domba  Sapudi 

sebelum perlakuan 

Parameter Ukuran 

Volume (ml) 0,96 

Bau Khas 

Warna Krem 

pH 6-7 

Konsistensi Kental 

Konsentrasi (Juta/ml) 2780 

Spermatozoa Hidup (%) 92,2 

Spermatozoa Abnormal (%) 3,2 

Gerak Individu Progresif 

Gerak Massa +++ 

Keterangan : pH   = power of Hydrogen 

                +++ = Gelombang kecil sampai besar yang tebal dangelombang dalam jumlah 

                                  banyak dan cepat. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Pada keterangan gambar di atas menunjukkan spermatozoa yang hidup ditandai 

dengan panah berwarna kuning, dan spermatozoa yang mati ditandai dengan panah berwarna 
merah. 

massa,  konsentrasi  spermatozoa  dan  per-
sentase spermatozoa  hidup  (Rizal dan 

Herdis, 2008).  

Pengaruh pemberian bahan sari 
kacang kedelai terhadap spermatozoa 

domba. Sapudi dapat meningkatkan 

viabiltas karena menurut Toelihere (1985) 

bahan pelindung spermatozoa selama 
penyimpanan dalam suhu dingin adalah 

lesitin. Sumber lesitin yang utama telah 

lama di gunakan adalah  kuning telur sebab 
dapat mempertahankan kualitas semen 

mamalia serta mencegah efek dari cold 

shock dan terjadinya resiko kontaminasi 
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mikroorganisme yang membahayakan 
spermatozoa dan saluran reproduksi betina. 

Namun Bousseau et al. (1998) memban-

dingkan berbagai jenis pengencer dengan 
sumber lipoprotein dan lesitin

  
Tabel 2. Rerata dan Standart Devisiasi Persentase Viabilitas  Spermatozoa Domba  Sapudi  

Setelah  Perlakuan 

Perlakuan Ulangan (n) Viabilitas Spermatozoa 

P0 6 80,0b ±  2,19 

P1 6 72,8a±  4,83 

P2 6 80,1b±  2,40 
P3 6 84,3c   ±  1,96 

Superskripsi  yang  berbeda  pada  kolom  yang  sama  menunjukkan perbedaan yang nyata 

(p<0,05) 
Keterangan : P0  =  0,1 ml  semen  domba + 1 ml  pengencer  kuning  telur  sitrat 

  P1  = 0,1 ml semen domba+1ml pengencer sari kacang kedelai konsentrasi 5% 

  P2  = 0,1ml semen domba+1ml pengencer sari kacang kedelai konsentrasi 10% 
   P3  = 0,1 ml semen domba+1ml pengencer sari kacang kedelai konsentrasi 15% 

 

Gambar 2. Grafik Rata-rata  Persentase  Viabilitas  Domba  Sapudi 

 

 

 

 

 

 

 

  

Gambar 3. Pemeriksaan nekrosis spermatozoa domba Sapudi dengan pewarnaan HE 

(Hematoxylin Eosin), perbesaran 400x. 

Keterangan :   A : Spermatozoa yang mengalami nekrosis dengan inti piknotis 

  B : Spermatozoa yang tidak mengalami nekrosis 
  C : Spermatozoa yang mengalami nekrosis dengan inti karioreksis 
  D : Spermatozoa yang mengalami nekrosis dengan inti kariolisis 
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Tabel 3. Rerata dan  Standart  Devisiasi  Presentase  Nekrosis  Spermatozoa  Domba  Sapudi 
setelah  perlakuan 

Perlakuan Ulangan Nekrosis Spermatozoa 

P0 6 5,16b  ±  1,94 

P1 6 5,16b   ±  1,60 

P2 6 4,5b ±  0,83 
P3 6 2,33a   ±  0,81 

Superskrip  pada  kolom  yang  sama  dengan  notasi  yang  berbeda menunjukkan perbedaan 
yang nyata (P<0,05) 

 
dalam kuning telur masih mengandung 
bakteri dan mycoplasma sedangkan yang 

menggunakan lipoprotein dan lesitin nabati 

yang terdapat pada sari kacang kedelai 
tidak di temukan bahaya mikroorganisme 

yang membahayakan spermatozoa. 

       Berdasarkan hasil pemeriksaan pre-
sentase  pengaruh  bahan  pengencer sari  

kacang  kedelai pada  semen  domba  sa-

pudi  terhadap viabilitas spermatozoa me-

nunjukkan  hasil  terbaik  pada  kelompok  
P3 dengan  rata-rata  dan  standard deviasi 

yaitu menunjukkan 84,3 di banding dengan 

kelompok perlakuan P0, P1 dan P2. Hal  ini  
menunjukkan  bahwa pengaruh  bahan  

pengencer  sari  kacang  kedelai  dengan  

konsentrasi 15% [0,1 semen  domba  
sapudi+1ml bahan  pengencer  kacang  

kedelai(37,5)gram + 250ml aquadest)] 

dapat meningkatkan kualitas viabilitas 

domba sapudi. 
       Hasil  penelitian  Aku (2005) menyata-

kan bahwa lesitin  kacang kedelai mengan-

dung protein, karbohidrat (fruktosa,glukosa, 
manosa, dan maltotriosa), mineral(natrium, 

kalsium, kalium, magnesium, klorida, fos-

for, dan mangan), asam sitrat, gliserol, 

lemak, lesitin, dan gliserilfosforil kolin 
(GPC). 

Nekrosis  Spermatozoa  Domba  Sapudi 
       Nekrosis  atau  kematian  sel  sebagai  

akibat  adanya  kerusakan  sel  akut  atau  

trauma (misal:  kekurangan  oksigen,  peru-
bahan  suhu  yang  ekstrim,  cedera  meka-

nis).  Menurut  Feitosa et al.  (2008)  nekro-

sis  ditandai  sebagai  akibat  cidera  sel  

yang  menyebabkan  volume  sel  dan  
pecahnya  membran. Kerusakan  pada  

membran  plasma  spermatozoa  dapat  

menginduksi  terjadinya  nekrosis  sperma-
tozoa. 

       Persentase  nekrosis  spermatozoa  diuji  

menggunakan  pewarnaan  HE (Hemato-
xylin Eosin).  Prinsip  pada  pewarnaan  HE  

yaitu  hematoxylin  bersifat  basa  yang  

mewarnai  unsur  basofilik,  memulas  inti 

(nucleus) menjadi  warna  biru.  Eosin 
bersifat  asam sehingga  memulas  sitoplas-

ma sel  menjadi  warna  merah (Damayanti 

dkk., 2011).  Secara  mikroskopis,  nekrosis  
menyebabkan  berbagai  macam  tahapan  

perubahan  morfologi  pada  inti,  yaitu  

terlihat memadat bewarna  gelap (piknotis),  
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kemudian  inti  terfragmen-fragmen  menja-
di  pecahan  kecil-kecil  (karyoreksis),  dan  

terakhir  inti  menjadi  memudar  dan pucat  

tidak terwarnai (karyolisis) (Soemirat, 
2005). 

       Hasil  pemeriksaan  presentase  nekro-

sis  spermatozoa  pada domba Sapudi, 

angka  rata-rata  dan  standard deviasi pada 
kelompok perlakuan P3 yaitu menunjukkan 

2,33. Pemberian  pengaruh bahan  pengen-

cer  sari  kacang  kedelai  pada konsentrasi 
15% (37,5 gram  kacang  kedelai + 250 

aquadest) pada P3 menghasilkan  nekrosis  

terendah dan berbeda  nyata  dengan  P0, 

P1, dan P2. Perlakuan kelompok  P3 
terbukti menurunkan jumlah nekrosis 

spermatozoa domba,   karena kacang kede-

lai memiliki  kandungan  gizi  yang  baik  
dengan  kandungan  protein  11  kali  lebih  

tinggi  sehingga  sangat  berguna  bagi  
spermatozoa. (Rizal dkk., 2003). 

Kesimpulan  

       Pemberian bahan pengencer sari 

kacang kedelai sitrat dengan konsentrasi 
tertinggi yaitu 15% pada penelitian ini 

dapat meningkatkan viabilitas dan me-

nurunkan nekrosis pada spermatozoa 
domba sa pudi. 

Saran 
       Saran yang dapat di ambil dari pene-

litian ini adalah bahan pengencer sari 

kacang kedelai sirat dapat digunakan 

sebagai bahan pengencer semen domba dan 
disarankan untuk diadakan penelitian lebih 

lanjut untuk mengetahui bahan pengencer 

sari kacang kedelai sitrat pada semen beku 
domba sapudi. 
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