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Pengaruh penggantian Bovine Serum Albumin (BSA) dengan putih
telur pada pengencer CEP-2 terhadap kualitas semen sapi Peranakan
Ongole pada suhu penyimpanan 3-5°C
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ABSTRACT: Purpose of this research was to investigate the effect of Bovine Serum
Albumin substitution by albumen on CEP-2 to semen quality Ongole CrossBred bull
stored at 3-5°C. Research was conducted at Research Centre Beef Cattle Laboratory,
Grati, Pasuruan on February 2016. Semen diluent was divided into two groups, there
were PO (90% CEP-2 + 10% Egg Yolk (EY)); and P1 (90% CEP + 0.4% albumen +
10% EY). Data of the research were analyzed using paired design t test. The result
showed that after eight days chilled preservation, percentage of motility P1
(47.4+10.9%) was higher than PO (47+9.2%). Percentage of viability PO (83.1+1.9%)
was higher than P1 (81.3£1.5%). Percentage of abnormality P1 (3.6+£0.4%) was lower
than PO (3.8+£0.3%). Total motile sperm count after six days chilled preservation was
significantly higher in all treatments compared to the standard criteria of SNI 40%
motile sperm/ml. The conclusion of this research was 0,4% albumen could replace the
BSA capability on CEP-2.

Keywords: CEP-2, Bovine Serum Albumin, chilled preservation, semen quality

PENDAHULUAN maksimal (Rizal, 2009). Teknologi IB

Sapi Peranakan Ongole (PO)
merupakan salah satu plasma nutfah asli
Indonesia yang memiliki produktivitas
cukup baik. Peningkatan produktivitas
sapi PO dapat dipercepat dengan
penerapan berbagai teknologi di bidang
peternakan mulai dari teknologi pakan
hingga teknologi reproduksi. Khusus
untuk teknologi reproduksi, pada saat
ini, inseminasi buatan (IB) merupakan
teknologi yang tepat untuk diterapkan
pada peternakan. Inseminasi buatan
merupakan teknologi yang dapat
mengatasi keterbatasan jumlah pejantan
unggul, serta kapasitas reproduksi
pejantan dapat dimanfaatkan secara

menggunakan semen beku telah dikenal
di seluruh Indonesia. Permasalahan
dalam penanganan semen beku yang
sering dijumpai di lapang adalah
kesulitan dan keterlambatan dalam
memperoleh  nitrogen  cair  dan
keterbatasan  kontainer di  lapang
(Pratiwi dkk., 2005) meskipun Nitrogen
cair tersedia di semua daerah. Selain itu,
Susilawati (2013) menjelaskan bahwa
spermatozoa setelah mengalami
pembekuan dan thawing banyak yang
mengalami kerusakan membran. Salah
satu cara untuk mengatasi masalah
tersebut adalah dengan menggunakan
semen cair (liquid semen).
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Kondisi ~ spermatozoa  yang
mudah mengalami kerusakan pada saat
perlakuan ~ maupun  penyimpanan,
membutuhkan pengencer yang dapat
mempertahankan  kualitas  selama
penyimpanan (Susilawati, 2013).
Beberapa jenis pengencer seperti Tris
Aminomethane dan Andromed telah
terbukti  mampu  mempertahankan
kualitas semen selama pendinginan.
Pengencer yang sedang dalam tahap
perkembangan adalah pengencer Cauda
Epididymal Plasma 2 (CEP-2) yang
memiliki komposisi kimia seperti NaCl,
KCL, CaClz(H20)s, NaH2PO4, KH2PO4,
fruktosa, sorbitol, Bovine Serum
Albumin (BSA), tris, gentamicin dan
asam sitrat (Verberckmoes et al., 2004).

Bovine Serum Albumin (BSA)
merupakan salah satu bahan dalam
pengencer CEP-2 yang merupakan
produk impor dengan harga yang sangat
mahal dan sulit didapatkan, sehingga
untuk mengatasi kendala tersebut
dibutuhkan penelitian untuk
memperoleh bahan pengencer pengganti
yang dapat diperolen secara mudah,
murah, serta memiliki kualitas yang
baik. Salah satu alternatif yang bisa
digunakan untuk mengganti BSA pada
pengencer CEP-2 adalah putih telur.
Soekarta (2013) menyatakan bahwa
putih telur mengandung 18 asam amino
yaitu alanin, arginin, asam aspartik,
asam glutamat, cystin, glysin, histidin,
iso leucin, leucin, lysine, methionin,
fheny alanin, prolin, serin, theoronin,
trypthofhan,  tryosin, dan  valin.
Kandungan asam amino dan albumin
pada putih telur diharapkan dapat
membantu mempertahankan kondisi
spermatozoa. Berdasarkan fakta
tersebut, maka penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui pengaruh
penggantian BSA pada pengencer CEP-
2 menggunakan putih telur terhadap
motilitas, viabilitas dan abnormalitas

semen sapi PO selama penyimpanan
pada suhu 3-5°C.

MATERI DAN METODE

Penelitian dilaksanakan pada
tanggal 1 Februari 2016 sampai tanggal
29 Februari 2016 di Laboratorium
Reproduksi  Loka Penelitian  Sapi
Potong  Grati, Pasuruan.  Materi
penelitian yaitu semen segar sapi
Peranakan Ongole (PO) dari Loka
Penelitian Sapi Potong Grati, Pasuruan.
Persyaratan ~ semen  segar  yang
digunakan yaitu semen  yang
mempunyai motilitas individu >70%
dan motilitas massa 2+. Kuning telur
(KT) yang digunakan berasal dari telur
segar ayam ras petelur (layer) dengan
umur telur <3 hari. Bahan tambahan
pengencer yang digunakan untuk
mengganti BSA yaitu albumin yang
diambil dari telur segar bagian thin
albumin.

Metode penelitian yang
digunakan adalah metode eksperimen
laboratorium dengan 2 perlakuan dan 10
ulangan. Perlakuan penelitian yaitu PO
(90% CEP-2 + 10% KT) dan P1 (90%
CEP + 0,4% putih telur + 10% KT).
Variabel penelitian yang diamati yaitu
variabel bebas berupa pengencer dan
variabel  tidak  bebas  meliputi:
persentase motilitas individu, persentase
viabilitas, persentase abnormalitas, dan
total spermatozoa motil. Data dianalisis
dengan statistik deskriptif dan diuji
lebih  lanjut menggunakan uji t
berpasangan. Pada hari yang terdekat
dengan motilitas 40% dan total
spermatozoa yang motil antara PO dan
P1 kemudian diuji menggunakan
Pearson’s Chi Square dengan nilai
harapan 40% sesuai dengan SNI.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pemeriksaan ~ semen  segar

dilakukan secara langsung setelah

penampungan semen. Kualitas semen
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segar dapat diketahui melalui dua cara
yaitu pemeriksaan secara makroskopis
dan mikroskopis. Pemeriksaan
makroskopis meliputi volume, warna,
bau, konsistensi, dan pH. Pemeriksaan

mikroskopis meliputi motilitas massa,
motilitas individu (%), dan konsentrasi.
Hasil pemeriksaan kualitas semen segar
secara makroskopis dan mikroskopis
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil rataan pemeriksaan semen segar sapi PO

Parameter Rataan+SD
Makroskopis

Volume (ml) 5,919

Warna Putih kekuningan
Bau Khas semen

pH 70

Konsistensi Sedang
Mikroskopis

Motilitas Massa 2+

Motilitas Individu (%) 70+0

Konsentrasi (juta/ml)

1177,1+450,2

Volume semen masih dalam
kategori normal sesuai pendapat Garner
and Hafez (2008) yang menyatakan
volume semen sapi setiap penampungan
bervariasi dengan kisaran 1-15 ml atau
5-8 ml per ejakulasi. Semen sapi PO
yang digunakan pada  penelitian
mempunyai warna putih kekuningan
sehingga bisa dikategorikan berkualitas
baik. Susilawati (2013) menyatakan
warna semen sapi yang normal adalah
putih susu atau putih kekuningan
disebabkan karena terdapat riboflavin,
sedangkan semen yang abnormal
berwarna kuning kemerahan karena
adanya air, nanah dan darah. Semua
semen segar Yyang diperoleh pada
penelitian mempunyai bau khas sapi.
Rataan pH semen segar yang diperoleh
7%0, hal ini sesuai pendapat Garner and
Hafez (2008) yang menyatakan kisaran
normal pH semen sapi adalah 6,4-7,8.
Konsistensi semen segar dalam kategori
sedang. Susilawati (2013) menjelaskan

bahwa konsistensi semen  sedang
mengandung 1000.105-1500.10°
spermatozoa/ml semen.

Hasil pemeriksaan secara

mikroskopis mendapatkan hasil motilitas

massa 2+, motilitas individu sebesar
70+0% dan  konsentrasi  sebesar
1177,1+£450,2 juta/ml. Hasil
pemeriksaan mikroskopis menunjukkan
bahwa semen segar layak proses sesuai
dengan pendapat Michael et al.(2010)
yang menyatakan bahwa persentase
motilitas individu semen segar yang
akan diproses memiliki standar minimal
sebesar 65%.

Persentase  motilitas  spermatozoa
selama penyimpanan suhu 3-5°C

Persentase motilitas spermatozoa
diamati setiap 24 jam sekali dimulai
pada hari pertama penyimpanan hingga
persentase motilitas turun menjadi 30%
yaitu hari ke-8. Persentase motilitas
individu spermatozoa dinilai dengan
menghitung  persentase  spermatozoa
yang bergerak progresif ke depan.

Rataan  persentase  motilitas
spermatozoa disajikan pada Tabel 2
dimana P1 (90% CEP (tanpa BSA) +
0,4% putih telur + 10% KT) lebih tinggi
dari pada rataan persentase motilitas
spermatozoa pada PO (90% CEP-2 +
10% KT).
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Tabel 2. Rataan persentase motilitas spermatozoa

Motilitas (%)

Perlakuan/Waktu
PO P1

Hari 1 63,5 +4,1 63,0+3,5
Hari 2™ 53,5+4,7 58,045,4
Hari 3™ 50,5+10,9 52,5+ 8,6
Hari 4™ 48,5+10,8 50,5+8,6
Hari 5 45,0+10,0 47,5+9,5
Hari 6™ 41,5+6,7 41,0+8,8
Hari 7 39,545,0 35,5+5,5
Hari 8™ 34,0+4,6 31,0+4,6

Keterangan:

PO :90% CEP-2 + 10% KT

P1 :90% CEP (tanpa BSA) + 0,4% putih telur + 10% KT
* :terdapat perbedaan nyata antara PO dan P1 (P<0,05)
** : terdapat perbedaan sangat nyata antara PO dan P1 (P<0,01)

Berdasarkan Tabel 2, rataan
persentase motilitas spermatozoa selama
penelitian menunjukkan bahwa
penggunaan pengencer PO (90% CEP-2
+ 10% KT) maupun P1 (90% CEP
(tanpa BSA) + 0,4% putih telur + 10%
KT) selama penyimpanan dingin hingga
hari ke-6 masih diatas standar untuk
dapat digunakan inseminasi buatan (IB)
yaitu secara berturut-turut  sebesar
41,5+6,7% dan 41+8,8%. Akan tetapi
pada hari 6 rataan persentase motilitas
spermatozoa pada P1 mulai mengalami
penurunan yang drastis, hal ini diduga
karena terdapat perkembangan
mikroorganisme didalam pengencer P1.
Didalam putih telur yang digunakan
untuk pembuatan pengencer terdiri dari
berbagai macam komponen kimia sesuai
pendapat Hui (2006) yang menyatakan
bahwa didalam putih telur terdapat 88%
air, 11% protein, serta karbohidrat,
mineral, dan lemak dalam jumlah yang
kecil. Kandungan air yang tinggi dan

lamanya penyimpanan dapat
menyebabkan tumbuhnya
mikroorganisme sesuai dengan

pernyataan Nugraha dkk. (2012) yang
menjelaskan bahwa waktu penyimpanan

telur juga mempengaruhi daya tahan
telur dari cemaran.

Hasil analisis data wuji t
berpasangan menunjukkan bahwa pada
penyimpanan hari 1 tidak terdapat
perbedaan nyata antara PO dan P1
terhadap motilitas spermatozoa (P>0,05),
akan tetapi pada hari selanjutnya
terdapat perbedaan yang sangat nyata
yaitu pada hari 2, hari 3, hari 4, hari 6,
hari 7, dan hari 8 (P<0,01), sedangkan
terdapat perbedaan yang nyata pada hari
5 (P<0,05).

Berdasarkan hal tersebut,
substitusi BSA dengan putih telur
mampu  mempertahankan ~ motilitas
spermatozoa sampai hari 5, sedangkan
hari berikutnya putih telur cukup mampu
mendekati kemampuan BSA dalam
pengencer CEP-2. Hal ini sesuai dengan
pendapat Sianturi dkk (2004) yang
menyatakan putih telur dari telur ayam
dapat digunakan sebagai albumin
alternatif pengganti BSA (Bovine Serum
Albumin) dalam proses pemisahan
spermatozoa dan dianggap cukup layak
untuk digunakan. Malik et al., (2015)
menjelaskan bahwa semakin lama semen
disimpan pada suhu dingin, maka
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spermatozoa kehilangan potensi
motilitas progresif.
Persentase viabilitas spermatozoa

selama penyimpanan suhu 3-5°C
Viabilitas atau daya hidup
spermatozoa dapat diamati melalui
perubahan warna spermatozoa setelah
diulas menggunakan pewarna eosin
negrosin. Spermatozoa yang hidup
ditandai dengan warna yang masih
terang atau tidak menyerap warna karena
membran  sel spermatozoa dalam

keadaan baik sedangkan spermatozoa
mati akan menyerap warna akibat
rusaknya membran sel spermatozoa.
Hasil ulasan diamati menggunakan
mikroskop perbesaran 400x.

Hasil penelitian menunjukkan
rataan persentase viabilitas spermatozoa
pada PO (90% CEP-2 + 10% KT) lebih
tinggi dari pada rataan persentase
viabilitas spermatozoa pada Pl (90%
CEP (tanpa BSA) + 0,4% putih telur +
10% KT). Rataan persentase viabilitas
spermatozoa ditampilkan pada Tabel 3.

Tabel 3. Rataan persentase viabilitas spermatozoa

Perlakuan/Waktu

Viabilitas (%)

PO P1
Hari 1™ 85,5+4,1 84,5+4,0
Hari 2™ 85,0+5,0 82,7457
Hari 3™ 84,748 81,9+4,7
Hari 4™ 83,0+5,4 80,8+2,6
Hari 5” 82,9+4,0 80,8+2,2
Hari 6™ 82,6+4,2 81,8+5,8
Hari 77 80,6+6,7 79,6+6,4
Hari 8™ 80,5+3,1 79,8+2,3
Keterangan:

PO : 90% CEP-2 + 10% KT

P1:90% CEP (tanpa BSA) + 0,4% putih telur + 10% KT
* : terdapat perbedaan nyata antara PO dan P1 (P<0,05)
** : terdapat perbedaan sangat nyata antara PO dan P1 (P<0,01)

Hasil analisis data uji t
berpasangan  menunjukkan  bahwa
selama penyimpanan dingin terdapat
perbedaan yang sangat nyata terhadap
viabilitas spermatozoa yaitu pada hari 1,
hari 2, hari 4, hari 5, hari 6, hari 7, dan
hari 8 (P<0,01), sedangkan terdapat
perbedaan yang nyata pada hari 3
(P<0,05). Putih telur cukup mampu

menggantikan BSA untuk
mempertahankan viabilitas spermatozoa
karena memiliki rataan persentase

viabilitas spermatozoa >70% sampai hari
8 selama penyimpanan dingin. Spinaci et
al. (2015) melaporkan bahwa penurunan

viabilitas spermatozoa pada saat suhu
menurun  diduga disebabkan oleh
fosfolipid membran sel spermatozoa
yang mengalami kerusakan permanen
dan penurunan fungsi membran sel.
Menurut Uysal and Bucak (2007), fungsi
BSA dalam pengencer adalah untuk
melindungi integritas membran
spermatozoa dari keadaan lingkungan
misalnya keadaan panas ataupun reaksi
oksidatif. Ditambahkan oleh Li et al.
(2008) bahwa komposisi dan konformasi
dari BSA vyaitu: satu molekul BSA
mengandung 583 asam amino dalam
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rantai polipeptida tunggal dengan berat
molekul sekitar 66.000 g/mol?.

Persentase abnormalitas spermatozoa
selama penyimpanan suhu 3-5°C
Perhitungan abnormalitas
spermatozoa dilakukan dengan membuat
preparat ulas menggunakan pewarna
eosin negrosin  kemudian dilakukan

pengamatan dengan mikroskop
perbesaran 400x. Persentase
abnormalitas ~ spermatozoa  selama

penyimpanan pada suhu 3-5°C pada
penelitian ~ mengalami  peningkatan.
Semakin lama penyimpanan membran

sel akan rusak yang berpengaruh
terhadap  metabolisme  spermatozoa.
Menurut  Sarder  (2004), keadaan
membran sel spermatozoa yang tidak
sempurna akan meningkatkan
abnormalitas spermatozoa.

Rataan persentase abnormalitas
spermatozoa pada PO (90% CEP-2 +
10% KT) lebih tinggi dari pada rataan
persentase motilitas spermatozoa pada
P1 (90% CEP (tanpa BSA) + 0,4% putih
telur + 10% KT). Rataan persentase
abnormalitas spermatozoa ditampilkan
pada Tabel 4.

Tabel 4. Rataan persentase abnormalitas spermatozoa

Abnormalitas (%)

Perlakuan/Waktu

PO P1
Hari 1 3,3+1,6 3,4+2,1
Hari 2™ 3,5+0,8 3,2+0,7
Hari 3™ 3,6£1,2 3,2+1,0
Hari 4 3,914 3,3+1,0
Hari 5 4,1+1,5 3,5+1,0
Hari 6 4,0+1,9 3,7+0,3
Hari 7 4,0+1,2 4,2+0,5
Hari 8™ 4,1+1,1 4,0+0,5

Keterangan:
PO : 90% CEP-2 + 10% KT

P1:90% CEP (tanpa BSA) + 0,4% putih telur + 10% KT
* : terdapat perbedaan nyata antara PO dan P1 (P<0,05)
** : terdapat perbedaan sangat nyata antara PO dan P1 (P<0,01)

Hasil analisis data uji t
berpasangan  menunjukkan  bahwa
terdapat perbedaan yang nyata pada hari
1, 5 dan 6 (P<0,05) serta terdapat
perbedaan yang sangat nyata pada hari 2,
hari 3, hari 4, hari 7, dan hari 8 (P<0,01).
Putih telur mampu menggantikan BSA
untuk mempertahankan spermatozoa
normal sampai hari 6. Pada hari 7 dan 8
terjadi peningkatan persentase
abnormalitas spermatozoa yang
signifikan pada P1 (90% CEP (tanpa
BSA) + 0,4% putih telur + 10% KT),

sedangkan pada PO (90% CEP-2 + 10%
KT) cenderung bertahan. Hal ini dapat
dipengaruhi beberapa faktor antara lain
prosesing semen, penyimpanan, dan
kondisi fisiologis pengencer (Susilawati,
2013). Semen cair menggunakan
pengencer PO maupun P1 bisa
diaplikasikan untuk inseminasi buatan
(IB), karena mempunyai persentase
abnormalitas yang rendah meskipun
disimpan selama 8 hari pada suhu
dingin. Ax et al. (2008) melaporkan
bahwa spermatozoa dengan abnormalitas

12
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lebih dari 20% tidak dapat digunakan
untuk IB.

Total spermatozoa motil

Total spermatozoa motil dapat
dicari dengan mengalikan volume semen
dengan konsentrasi kemudian dikalikan
dengan persentase motilitas individu
(Susilawati, 2013). Total spermatozoa
motil perlu diketahui karena peluang
terjadinya fertilisasi ditentukan oleh
jumlah spermatozoa motil progresif yang
ada dalam suatu ejakulat. Suatu ejakulat

ataupun semen cair dan semen beku
yang digunakan harus memiliki total
spermatozoa motil yang optimal untuk
terjadinya fertilisasi (Salim dkk., 2012).

Rataan total spermatozoa motil
semen cair yang disimpan selama 6 hari
menunjukkan PO (90% CEP-2 + 10%
KT) memiliki nilai lebih tinggi dari pada
rataan persentase motilitas spermatozoa
pada P1 (90% CEP (tanpa BSA) + 0,4%
putih telur + 10% KT). Rataan total
spermatozoa motil ditampilkan pada
Tabel 5.

Tabel 5. Rataan total spermatozoa motil pada pendinginan hari 6

Perlakuan Total spermatozoa motil (Juta/ml)
PO 41,5%6,7
P1 41,0+8,8
Keterangan:

PO: 90% CEP-2 + 10% KT

P1: 90% CEP (tanpa BSA) + 0,4% putih telur + 10% KT

Hasil  analisis  menggunakan
Pearson’s Chi Square pada hari 6
dengan nilai  harapan 40 juta
spermatozoa motil per 100 juta
konsentrasi menunjukkan perbedaan
yang sangat nyata (P<0,01), Chi Square
hitung > Chi Square tabel 0,01. Semen
cair menggunakan pengencer PO maupun
P1 pada penyimpanan hari 6 bisa
diaplikasikan untuk inseminasi buatan
(IB)  karena  menunjukkan  hasil
spermatozoa motil yang lebih tinggi dari
standar yang ditetapkan oleh SNI yaitu
40% spermatozoa motil dari total
konsentrasi (BSN, 2005).

KESIMPULAN DAN SARAN
Penggunaan putih telur mampu
menggantikan BSA dalam pengencer
CEP untuk semen yang disimpan pada
suhu 3-5°C ditinjau dari persentase
motilitas, persentase viabilitas, dan
persentase abnormalitas spermatozoa.
Saran untuk penelitian ini, perlakuan P1
dengan kandungan 0,4%putih telur dapat

menggantikan BSA dalam pengencer
CEP-2 hingga hari 5. Semen segar yang
diencerkan dengan 90% CEP + 0,4%
putih  telur + 10% KT selama
penyimpanan sampai hari 6 dapat
diaplikasikan untuk inseminasi buatan
(I1B). Perlu adanya penelitian lebih lanjut
untuk mengkaji mikroorganisme yang
tumbuh  dan  berkembang  dalam
pengencer.
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