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ABSTRACT

SITUMORANG, P., E. TRIWULANINGSIH, A. LUBIS, W. CAROLINE, and T. SUGIARTI. 2001. The effects of proline, carnitine on the
viability of sperm stored at 5°C (chilled semen). Jurnal Ilmu Ternak dan Veteriner 6(1):1-6.

An experiment was carried out to evaluate the addition of proline, carnitine in Tris-extender on the viability of bull sperm
following storage at 5°C. Semen was collected by means of artificial vagina (AV), diluted in Tris-extender containing 5% V/V
egg yolk (EY) and 4% V/V glycerol to get a final concentration of 50 million sperms/ml. Diluted semen cooled to 5°C for 45
minute and stored at those temperature for 1, 3, 10, and 13 days. In the first activity the addition of 15, 30 and 60 mM carnitine
in Tris-extender while in the second activity the inclusion of 15, 30, and 60 mM proline on the viability of sperm was
investigated. Addition of carnitine to Tris-extender signifinatly increase (P<0.05) the viability of sperm after storage for more
than 3 days. At 3 days of storage, the mean %M and %L were 27.3, 38.8, 33.5, 53.0, 31.8, 47.0, and 30.5, 46.8 for control 15,
30, and 60 mM carnitine respectively. The similar results was obtained for 7 days of storage where the mean %M and %L for
control (12.5 and 27.3) was significantly lower (P<0.05) than those 15, 30, and 60 mM carnitine (15.0, 33.5, 18.8, 36.5, 17.5,
36.3). The superiority of carnitine was maintained for 10 days of storage, where the mean %L were 23.5, 28.8, 31.5, and 30.3 for
control; 15; 30; and 60 mM respectively. There was no any significant within concentration of carnitine tested (15 to 60
mM).The condition of apical ridge was not significantly affected by carnitine. In the second activity, inclusion of proline to Tris-
extender statistically (P<0.05) improved the viability of sperm after storage for 7 and 13 days. After 7 days of storage the mean
%M and %L were 31.4, 36.4, 38.8, 40.4, 36.6, 42.7, and 34.8, 43.3 for control; 15, 30, and 60 mM proline respectively. The
significant effects of proline was remain for 13 days of storage where the mean %M and % L were 24.6, 32.9, 28.6, 37.5, 29.1,
39.8, and 30.1, 37.3 for control; 15, 30, and 60 mM proline respectively. There was no significant difference within the
concentration of proline. Condition of apical ridge was not significantly affected by proline.
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ABSTRAK

SITUMORANG, P., E. TRIWULANINGSIH, A. LUBIS, W. CAROLINE, and T. SUGIARTI. 2001. Pengaruh proline, carnitine terhadap
daya hidup spermatozoa yang disimpan dalam suhu 5°C (chilling semen). Jurnal Ilmu Ternak dan Veteriner 6(1):1-6.

Penelitian dilakukan untuk melihat pengaruh penambahan proline, carnitine ke dalam pengencer Tris terhadap daya hidup
spermatozoa setelah penyimpanan pada 5°C. Semen ditampung dengan vagina buatan (VB) dan diencerkan pada pengencer Tris-
citrat yang mengandung 5% V/V kuning telur (KT) dan 4% V/V gliserol untuk mendapat konsentrasi akhir 50 juta
spermatozoa/ml. Semen encer kemudian didinginkan ke-5°C selama 45 menit dan disimpan selama 1, 3, 10, dan 13 hari.
Pengaruh penambahan 15, 30, dan 60 mM carnitine (Kegiatan 1) dan 15, 30, dan 60 mM proline (Kegiatan 2) kedalam Tris-
citrat terhadap persentase motile (%M), spermatozoa yang hidup (%H), dan kondisi apical ridge diteliti. Penambahan carnitine
ke dalam Tris-citrat nyata meningkatkan (P<0,05) daya hidup spermatozoa setelah penyimpanan lebih dari 3 hari. Pada 3 hari
penyimpanan, rataan %M dan %H adalah 27,3 & 38,8; 33,5& 53,0; 31,8 & 47,0; dan 30,5 & 46,8 untuk berturut-turut kontrol
15, 30 dan 60 mM carnitine. Hasil yang sama didapat pada 7 hari penyimpanan dimana rataan %M dan %H untuk kontrol (12,5
& 27,3) adalah nyata lebih rendah (P<0,05) dibanding perlakuan 15, 30, dan 60 mM carnitine (15,0 & 33,5; 18,8 & 36,5;17,5 &
36,3). Pengaruh positif carnitine masih dipertahankan pada penyimpanan 10 hari dimana rataan %H adalah 23,5; 28,8; 31,5; dan
30,3% untuk berturut-turut kontrol, 15, 30, dan 60 mM. Tidak didapat perbedaan yang nyata antara konsentrasi carnitine dari 15
sampai 60 mM yang diuji. Kondisi apical ridge tidak nyata secara statistik dipengaruhi oleh carnitine. Pada kegiatan kedua,
penambahan proline kedalam Tris-citrat nyata secara statistik (P<0,05) meningkatkan daya hidup spermatozoa setelah
penyimpanan 7 dan 13 hari. Setelah 7 hari penyimpanan, rataan %M dan %H adalah berturut-turut 31,4 & 36.,4; 38,8 & 40,4;
36,6 & 42,7; dan 34,8 & 43,3 untuk kontrol, 15, 30, dan 60 mM proline. Pengaruh yang nyata dari proline masih terdapat setelah
penyimpanan selama 13 hari dimana rataan %M dan % H adalah 24,6 & 32,9; 28,6 & 37,5; 29,1 & 39,8 dan 30,1 & 37,3 untuk
berturut-turut kontrol, 15, 30, dan 60 mM proline. Tidak didapat perbedaan yang nyata antara konsentrasi proline dari 15 sampai
60 mM. Pengaruh proline terhadap kondisi apical ridge tidak nyata berbeda secara statistik.
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PENDAHULUAN

Teknologi inseminasi buatan (IB) sebagai prasarana
untuk meningkatkan produksi ternak telah secara luas
dilaporkan, khususnya pada ternak sapi perah dimana
manajemen yang sangat intensif telah digunakan. Pada
ternak sapi potong intensitas penggunaan IB masih
rendah sebagai konsekuensi manajemen yang masih
extensif. Program IB sangat ditentukan oleh persentase
kebuntingan yang dihasilkan, dimana kebuntingan ini
dipengaruhi oleh kualitas semen (faktor pejantan),
kualitas sel telur yang sangat berhubungan dengan
kondisi dan status reproduksi ternak betina (faktor
betina) dan waktu inseminasi. Waktu inseminasi
semakin penting artinya karena daya hidup spermatozoa
diluar tubuh setelah ejakulasi (post-ejaculation) sangat
pendek schingga pengawetan semen merupakan
problema pertama yang dihadapi dalam pelaksanaan IB.
Pengawetan semen dengan pembekuan telah banyak
dilaporkan akan tetapi persentase kebuntingan dengan
menggunakan semen beku masih lebih rendah
dibanding semen cair ataupun segar, sebagai akibat
kerusakan membran sel yang terjadi selama pembekuan
(HAMMERSTEDT, 1993). SITUMORANG dan MARTIN
(1983) melaporkan hubungan yang sangat nyata antara
ultra-struktur membran dengan tingkat fertilitas dimana
kerusakan membran ini hanya dapat dilihat dengan
menggunakan elektron mikroskop. Kurang lebih 30%
spermatozoa akan mati selama pembekuan (GOLDMAN,
et al., 1991) dan spermatozoa yang berhasil lolos hidup
sangat sensitif terhadap lingkungan dan mempunyai
daya hidup yang pendek setelah pencairan kembali
(post-thawed ), dan mempunyai fertilitas yang rendah
(PARKS dan GRAHAM, 1992). Untuk menghindari hal
tersebut penggunaan semen cair (liguid semen) baik
dalam suhu penyimpanan ruangan maupun 5°C
merupakan alternatif yang perlu mendapat perhatian.
Faktor pembatas penggunaan semen cair adalah daya
hidup spermatozoa yang masih terbatas. Penggunaan
CUE-Tris yang mengandung 5% kuning telur telah
dilaporkan oleh DAVIS et al. (1963), dan FOOTE, (1970)
dan kemudian ditingkatkan oleh SHANON ef al. (1980).
Keterbatasan daya  hidup  spermatozoa  pada
penyimpanan diatas suhu 5°C diduga berhubungan
dengan defisit enersi dan kerusakan membran sebagai
hasil reaksi peroxida dari lemak. Hal yang berbeda
didapat pada ekor epididymis dari hampir semua ternak
mamalia, dimana spermatozoa dapat bertahan hidup 2-3
minggu (BEDFORD, 1975). Karena itu penelitian ini
dilakukan untuk melihat pengaruh pemberian substrat
yang didapat tinggi pada epididymis maupun rete-testis
yaitu carnitine (HINTON ef al, 1979) ataupun proline
(Tuck et al., 1970 yang dikutip oleh SETCHELL et al.,
1993) terhadap daya hidup ejakulat-spermatozoa yang
telah disimpan pada suhu 5°C.

MATERI DAN METODE
Ternak

Penelitian dilakukan di Balai Penelitian Ternak
Ciawi dengan menggunakan masing masing satu ekor
sapi FH dan PO jantan dewasa umur (2-3 tahun) dengan
berat badan berkisar 400-550 kg. Ternak dikandangkan
secara individu pada kandang dengan ukuran 2x3 m.
Pakan hijauan berupa rumput gajah dan air diberikan
secara ad libitum sedang konsentrat komersial (KPS)
sebanyak 8  kg/ekor/hari  diberikan  sebagai
suplementasi.

Penampungan semen

Semen ditampung dengan menggunakan vagina
buatan (VB) dengan frekuensi penampungan 2 x
seminggu dengan menggunakan sapi betina sebagai
pemancing. Secepatnya setelah penampungan, semen
dibawa ke laboratorium reproduksi Balitnak dan waktu
antara penampungan sampai pengenceran tidak pernah
lebih dari 15 menit.

Pengenceran

Semen diencerkan pada suhu 35°C dengan
pengencer Tris-Citrat bahagian A (Konsentrasi glycerol
2,4%V/V) dan mengandung 0, 15, 30, dan 60 mM
carnitine untuk kegiatan pertama dan 0, 15, 30, dan 60
mM proline untuk kegiatan kedua. Semen kemudian
diturunkan temperaturnya secara perlahan-lahan dengan
menggunakan mesin pendingin dan waktu yang
diperlukan untuk menurunkan suhu dari 35°C ke 5°C
kurang lebih 45 menit. Pengencer Tris-Citrat bagian B
(konsentrasi glycerol 5,6% V/V) ditambahkan dalam 3
kali penambahan dengan volume yang sama yaitu
setelah temperatur 15, 10, dan 5°C sehingga total
volume pengencer bagian A sama dengan pengencer
bagian B dan total konsentrasi spermatozoa akhir 50
juta/cc.

Peubah yang dievaluasi

Persentase motile (%M), persentase spermatozoa
yang hidup (%H), persentase spermatozoa dengan
apical ridge yang baik (%IAR) dan persentase
spermatozoa dengan apical ridge yang rusak/patah
(%BAR).

Analisa statistik

Seluruh data yang didapat dianalisa secara statistik
dengan rancangan acak lengkap (RAL) mengikuti
metoda STEEL dan TORRIE (1991) dan nilai yang
berbeda diuji dengan uji jarak Duncan.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Secara keseluruhan karakteristik semen yang
tertampung dari pejantan dalam penelitian ini masih
dikatagorikan baik dimana volume semen, persentase
motile, spermatozoa yang hidup dan konsentrasi adalah
berkisar antara 3-10 cc, 50-80%, 50-85 %, dan 0,8-2,5 x
10° spermatozoa/cc dan 1-4 cc, 50-80%, 55-85%, dan
1,0-4,2 x 10° spermatozoa/cc untuk berturut-turut sapi
FH dan PO. Persentase apical ridge yang baik (%IAR)
bervariasi dan relatif rendah yaitu 35-70% dan 50-80%
untuk masing masing FH dan PO. Kualitas semen ini
sesuai dengan yang telah dilaporkan oleh FOOTE (1980)
yang melaporkan bahwa kisaran volume, konsentrasi,
dan persentase motile semen dari sapi adalah 5-8 cc,
800-2000 juta, dan 65-95%. Rataan persentase
spermatozoa dengan apical ridge baik (%IAR) pada
penelitian ini cenderung rendah yaitu <60% untuk sapi
FH dan <70% untuk PO. Rendahnya %IAR mungkin
berhubungan dengan umur pejantan yang digunakan
masih terlalu muda (<3 tahun) atau faktor individu.
Didapat variasi yang cukup tinggi pada volume,
konsentrasi, dan persentase motile yang disebabkan
variasi kualitas makanan rumput Gajah yang diberikan
selama penelitian. Volume semen yang lebih tinggi
didapat pada sapi FH dibanding PO yang disebabkan

perbedaan bangsa sapi dan berat badan, dimana berat
badan sapi FH jauh lebih besar dibanding sapi PO.

Pengaruh  carnitine  terhadap daya  hidup
spermatozoa terlihat pada Tabel 1 dan 2. Penurunan
kualitas semen sangat nyata setelah penyimpanan 3 hari
dimana lebih dari 40% dari spermatozoa yang hidup
atau motile menjadi mati, dan penurunan kualitas ini
makin jelas setelah penyimpanan 10 hari dimana hanya
sedikit spermatozoa yang masih motile. Jumlah
spermatozoa yang hidup pada waktu yang sama relatif
lebih tinggi (>20%) yang membuktikan bahwa
spermatozoa yang masih hidup akan tetapi tidak motile
atau bergerak tidak lurus kedepan (berputar). Secara
keseluruhan penambahan carnitine dapat meningkatkan
daya hidup spermatozoa terutama setelah penyimpanan
di atas 3 hari. Rataan persentase motile didapat nyata
lebih tinggi (P<0,05) pada perlakuan carnitine
dibanding kontrol pada penyimpanan 3 dan 7 hari,
sedang persentase spermatozoa yang hidup didapat
lebih tinggi (P<0,05) sampai penyimpanan 10 hari.
Tidak didapat perbedaan yang nyata antara konsentrasi
15, 30, maupun 60 mM pada semua peubah yang diuji.
Kondisi akrosom yang dievaluasi dengan melihat
kondisi apical ridge menunjukkan tendensi %IAR lebih
tinggi pada perlakuan carnitine terutama pada
konsentrasi yang lebih tinggi (60 mM) akan tetapi
perbedaan ini tidak nyata secara statistik.

Tabel 1. Pengaruh carnitine terhadap persentase motile (%M) dan spermatozoa yang hidup (%H) setelah 5°C maupun setelah
penyimpanan pada 5°C selama 1, 3, 7, dan 10 hari
Carnitine (mM)
Parameter Waktu evaluasi
0 15 30 60
% Motile 0 jam 52,5 52,9 52,9 52,5
1 hari 51,1 53,8 51,3 52,5
3 hari 27,3° 33,5° 31,8 30,5
7 hari 12,5° 15,07 18,8 17,5°
10 hari 8,8 10,0 11,3 10,5
% Hidup 0 jam 63,3 61,4 64,5 62,0
1 hari 56,0 59,6 59,9 57,4
3 hari 38,8° 53,0° 47,0° 46,8°
7 hari 27,3° 33,5 36,5 36,3
10 hari 23,5° 28,8 31,5° 30,3

Keterangan: Huruf yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan beda nyata secara statistik (P<0,05)
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Tabel 2. Pengaruh carnitine terhadap persentase spermatozoa dengan apical ridge yang baik (%IAR) dan apical ridge yang
rusak/patah (%BAR) setelah 5°C maupun setelah penyimpanan pada 5°C selama 1, 3, 7, dan 10 hari
Carnitine (mM)
Parameter Waktu evaluasi
0 15 30 60

% IAR 0 jam 53,1 51,8 55,6 55,3
1 hari 47,0 44,5 50,8 55,5
3 hari 33,3 32,0 36,8 37,8
7 hari 29,5 28,0 31,3 34,5
10 hari 19,5 18,9 20,5 22,4

% BAR 0 jam 31,8 30,6 34,0 38,0
1 hari 40,5 423 40,0 40,8
3 hari 62,3 63,8 59,0 45,8
7 hari 64,1 65,5 61,5 55,1
10 hari 73,5 73,2 72,5 70,5

Keterangan: Huruf yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan beda nyata secara statistik (P<0,05)

Tabel 3. Pengaruh proline terhadap persentase motile (%M) dan seperma yang hidup (%H) setelah 5°C maupun setelah
penyimpanan pada 5°C selama 1, 3, 7, dan 13 hari
Proline (mM)
Parameter Waktu evaluasi
0 15 30 60
% Motile 0 jam 59,4 59,4 60,7 62,0
1 hari 55,0 59,4 57,0 58,4
3 hari 50,0 47,7 48,1 45,5
7 hari 31,4° 38,8° 36,6° 348°
13 hari 24,6 28,6 b 29,1 b 30,1 b
% Hidup 0 jam 73,6 72,7 71,9 67,0
1 hari 69,2 71,6 67,8 68,8
3 hari 54,6 53,3 58,5 553
7 hari 36,4° 404° 42,7 433"
13 hari 32,9° 37,50 39,8b 373"

Keterangan: Huruf yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan beda nyata secara statistik (P<0,05)

Pengaruh proline terhadap daya hidup spermatozoa
terlihat pada Tabel 3 dan 4. Persentase motile yang
lebih tinggi sudah mulai terlihat pada penyimpanan 1
dan 3 hari akan tetapi perbedaan yang nyata secara
statistik (P<0,05) baru terdapat pada penyimpanan yang
lebih lama yaitu setelah penyimpanan 7 dan 13 hari.
Kurang lebih 30% masih motile dan lebih dari 35%
masih hidup pada penyimpanan 13 hari. Ada
kecenderungan %IAR lebih tinggi pada pemberian
proline akan tetapi perbedaan ini tidak nyata secara
statistik. Tidak didapat perbedaan yang nyata antara
pemberian proline dengan konsentrasi 15, 30, maupun
60 mM. Daya hidup spermatozoa menurun secara nyata

setelah penyimpanan lebih dari 3 hari dimana lebih dari
40% persentase motile dan spermatozoa yang hidup
menurun selama penyimpanan. Hasil ini sesuai dengan
yang dilaporkan oleh peneliti terdahulu bahwa
spermatozoa berbeda dengan sel lainnya dimana tidak
dapat mensintesa enersi dan memperbaiki kerusakan
yang terjadi selama penyimpanan maupun pendinginan.

Beberapa  peneliti  melaporkan bahwa tingkat
metabolisme spermatozoa sangat tergantung dari
temperatur  (HAMMERSTEDT dan HAY, 1980;

HAMMERSTEDT dan LARDY 1983; INSKEEP dan
HAMMERSTEDT, 1985). Lebih lanjut dilaporkan tingkat
metabolisme spermatozoa pada temperatur 20°C hanya
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berkisar 10-20% dari temperatur 37°C. MAXWELL dan
SALAMON (1993) melaporkan daya hidup spermatozoa
akan menurun selama penyimpanan pada suhu 5°C pada
seluruh jenis pengencer yang digunakan.

Rendahnya persentase motilitas spermatozoa setelah
penyimpanan lebih dari 3 hari mengakibatkan
penghitungan konsentrasi spermatozoa per inseminasi
untuk mendapatkan fertilitas yang baik perlu mendapat
perhatian. Untuk mendapatkan fertilitas dengan
penggunaan semen beku diperlukan minimal 10 juta
spermatozoa hidup per inseminasi (FOOTE dan PARKS,
1993), sedang untuk semen segar diperlukan hanya 2,5
juta. Kalau didalam penelitian ini didapat persentase
motile masih sekitar 30% pada penyimpanan 13 hari
pada perlakuan proline maka total spermatozoa per
inseminasi sekitar 50 x 30% x 0,25 = 3,75 juta. Jumlah
ini masih lebih besar dari 2,5 juta spermatozoa yang
diperlukan pada penggunaan semen segar dan untuk ini
perlu diteliti dalam rangka aplikasi penggunaan semen
cair (chilling semen).

Dari 2 substrat epididymis (carnitine dan proline)
yang diuji dalam penelitian ini menunjukkan bahwa
kedua substrat tersebut dapat meningkatkan persentase
motile dan spermatozoa yang hidup semen cair pada
penyimpanan yang lebih lama (> 3 hari penyimpanan).
Hasil yang didapat pada penelitian ini selaras dengan
apa yang dilaporkan oleh peneliti terdahulu yang
menunjukkan bahwa carnitine dan proline didapat
tinggi pada epididymis dan diduga berhubungan dengan
kemampuan daya hidup spermatozoa yang lebih
panjang dari semua ternak mamalia (SETCHELL et al.,
1993). Walaupun carnitine maupun proline dapat
meningkatkan daya hidup spermatozoa sapi akan tetapi
hasil yang didapat pada penelitian ini tidak setinggi
yang dilaporkan pada kondisi epididymis tersebut.
Perbedaan ini dapat dihubungkan dengan perbedaan

spermatozoa yang digunakan. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa didapat perbedaan yang nyata dari

respons  spermatozoa dari epididymis dengan
spermatozoa dari ejakulat (CASSIERI et al., 1976;
INSKEEP dan HAMMERSTEDT, 1982). Penyebab

perbedaan ini masih belum jelas akan tetapi perubahan
respons spermatozoa cauda epididymis dan dari ejakulat
terjadi setelah pengenceran spermatozoa dengan sekresi
kelenjar reproduksi (ampulla, vesikal seminalis,
prostata, dan cowper), dan perubahan ini sifatnya
menetap (irreversible). Tidak didapat perbedaan dalam
persentase apical ridge (%lAR) yang baik maupun
%BAR menunjukkan mekanisme pengaruh carnitine
dan proline mungkin hanya melalui sistem metabolisme
sel saja. Hasil ini sesuai dengan laporan peneliti
terdahulu  bahwa  carnitine  dapat  mengubah
metabolisme dari sperma epididymis (CASSILAS, 1972;
HAMILTON dan OLSON, 1976; HAMMERSTEDT, 1982)
dan menggertak motilitas ejakulat spermatozoa manusia
dan sapi (DEANE et al., 1989). Proline dilaporkan dapat
memproteksi sel hidup dari kerusakan akibat tekanan
osmosa dan denaturasi protein akibat perubahan
temperatur dan pembekuan (SANCHESS-PATTIDA et al.,
1992). Konsentrasi yang terbaik pada penelitian ini
adalah antara 15-30 mM sedang penambahan di atas
konsentrasi tersebut kurang bermanfaat. Hasil ini
selaras dengan hasil yang menunjukkan bahwa
pengaruh carnitine terhadap motilitas spermatozoa
sangat kompleks dimana motilitas dari spermatozoa
tikus dapat ditingkatkan pada pemberian 6 mM sedang
penambahan di atas 9 mM akan menurunkan motilitas
(HINTON et al., 1979). Hasil yang sama dilaporkan oleh
TURNER dan GILES (1981) bahwa pemberian 60 mM
carnitine dapat menghambat motilitas sperma cauda
epididymis tikus dan hambatan ini sifatnya permanen
(irreversible).

Tabel 4. Pengaruh proline terhadap persentase sperma dengan apical ridge yang baik (%IAR) dan apical ridge yang rusak
(%BAR) setelah 5°C maupun setelah penyimpanan pada 5°C selama 1, 3, 7, dan 13 hari
Proline (mM)
Parameter Waktu evaluasi
0 15 30 60
% IAR 0 jam 55,3 59,0 52,0 55,9
1 hari 52,2 43,0 49,1 46,8
3 hari 39,2 44,7 37,6 39,7
7 hari 43,3 36,0 36,5 34,2
13 hari 29,7 25,1 30,9 31,4
% BAR 0 jam 28,2 24,7 29,2 29,1
1 hari 36,2 42,8 40,3 40,5
3 hari 49,0 49,0 49,1 45,7
7 hari 41,1 57,5 47,9 53,3
13 hari 58,3 61,7 53,8 59,9

Keterangan: Huruf yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan beda nyata secara statistik (P<0,05)
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KESIMPULAN DAN SARAN

Pemberian  carnitine = dan  proline  dapat
meningkatkan daya hidup ejakulat spermatozoa (%M
dan %H) terutama pada penyimpanan di atas 3 hari
pada suhu 5°C. Tidak didapat perbedaan yang nyata
antara konsentrasi 15 sampai dengan 60 mM, bahkan
ada tendensi %M dan %H menurun pada pemberian 60
mM. Kedua substrat hanya mempengaruhi metabolisme
spermatozoa dan tidak mempengaruhi kondisi akrosom.
Evaluasi daya hidup spermatozoa in vitro menunjukkan
bahwa kualitas semen masih layak untuk digunakan
sampai penyimpanan lebih dari 10 hari pada suhu 5°C.
Akan tetapi sebelum aplikasi dilakukan secara luas pada
tingkat lapangan maka perlu dilakukan uji kebuntingan.
Karena penggunaan sapi hidup memerlukan biaya yang
besar maka uji fertilisasi dapat dilakukan dengan
menggunakan teknologi IVF yang relatif lebih murah.
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