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Abstrak. Kualitas spermatozoa yang rendah selama penyimpanan suhu 4-5°C disebabkan oleh
cold shock dan adanya reactive oxygen species (ROS), untuk menjaga kualitas spermatozoa perlu
ditambahkan krioprotektan ekstraseluler salah satunya yaitu albumin. Penelitian ini bertujuan
untuk memperoleh albumin dari jenis unggas tertentu yang terbaik dalam menjaga kualitas
spermatozoa Kambing Peranakan Etawa (PE). Desain penelitian ini yaitu Rancangan Acak
Lengkap terdapat 4 perlakuan dengan 5 pengulangan, yaitu KP (CEP); PA (CEP tanpa BSA +
0,2% albumin telur ayam kampung); PB (CEP tanpa BSA + 0,2% albumin telur ayam leghorn);
PC (CEP tanpa BSA + 0,2% albumin telur itik). Parameter yang diukur yaitu motilitas dan
viabilitas spermatozoa Kambing PE. Analisis data dengan uji Kolmogorov-Smirnov, lalu uji
Anava satu arah dan uji Duncan. Penelitian yang telah dilakukan memperoleh hasil perlakuan
CEP tanpa BSA + albumin putih telur itik 0,2% mampu mempertahankan spermatozoa
Kambing PE dengan persentase motilitas sebesar 54,63%%0,82, 48,44%+1,28, 40,39%%1,21,
34,75%+1,08, 30,30+1,77 dan persentase viabilitas sebesar 62,12%+2,10, 52,46%+1,46,
44,83%=2,71, 37,59%+1,48, 31,01+£3,33 selama 4 hari. Berdasarkan hasil penelitian dapat diambil
kesimpulan bahwa albumin telur itik merupakan jenis albumin terbaik yang mampu
menggantikan BSA untuk mempertahankan motilitas dan viabilitas semen cair Kambing PE
pada suhu penyimpanan 4-5°C. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan
pengetahuan terkait alternatif pengganti BSA dalam pengencer pada penyimpanan
spermatozoa.

Kata kunci: albumin telur berbagai jenis unggas; kambing PE; pengencer CEP; BSA.

Abstract. The low quality of spermatozoa during storage at 4-5° C can be caused by cold shock and
reactive oxygen species (ROS). An extracellular cryoprotectant is necessary to maintain the quality of
Spermatozoa is albumin. This study aims to obtain the best albumin of various poultry to maintain the
quality spermatozoa of Etawa crossbreed goat (PE). The research design is completely randomized, there
are 4 treatments with 5 repetitions, namely KP (CEP); PA (CEP without BSA + 0.2% albumin of native
chicken eggs); PB (CEP without BSA + 0.2% albumin of leghorn chicken eggs); PC (CEP without BSA
+0.2% duck egg albumin). Parameters measured were the motility and viability of PE goat spermatozoa.
Data analysis used the Kolmogorov-Smirnov test, then the one-way ANOVA test, and the Duncan test.
The research that has been carried out obtained results of CEP treatment without BSA + albumin, duck
egg white 0.2% was able to maintain PE goat spermatozoa with a motility percentage of 54.63% * 0.82,
48.44% *1.28,40.39% *1.21, 34.75% + 1.08, 30.30 = 1.77 and the percentage of viability of 62.12% *
2.10, 52.46% * 1.46, 44.83% + 2, 71, 37.59% = 1.48, 31.01 £ 3.33 for 4 days. Based on the results
study, it can conclude that duck egg albumin is the best type of albumin capable of replacing BSA to
maintain the motility and viability of liquid semen of Goat PE at a storage temperature of 4-5° C. The
results of this study are expecting to provide knowledge regarding alternatives to BSA substitutes in
diluents in spermatozoa storage.

Key words: egg albumin of various types of poultry; Etawa Crossbreed; CEP diluent; BSA.

PENDAHULUAN

Pemenuhan kebutuhan gizi khususnya protein dapat diperoleh dari daging. Daging kambing
merupakan jenis daging yang diminati dan banyak dikonsumsi oleh masyarakat Indonesia. Menurut
data Badan Pusat Statistika Nasional (2019), populasi kambing pada tahun 2019 mencapai 36.770.000
ekor. Namun, untuk memenuhi kebutuhan daging dalam negeri perlu adanya peningkatan populasi
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kambing dengan lebih baik. Salah satu ternak unggul yang tinggi peminat yaitu Kambing Peranakan
Etawa (PE). Menurut Sutama (2011) Kambing PE memiliki keunggulan diantaranya harga jual yang
tinggi, sistem pemeliharaannya mudah serta dapat dimanfaatkan sebagai penghasil susu dan
kambing potong. Upaya untuk peningkatan populasi ternak kambing PE adalah melalui penerapan
salah satu bioteknolgi reproduksi yaitu Inseminasi Buatan, karena teknologi ini memiliki tingkat
keberhasilan fertilisasi yang cukup tinggi.

Inseminasi Buatan (IB) merupakan teknik mengumpulkan semen yang kemudian
dimasukkan ke dalam vagina atau saluran reproduksi betina pada waktu yang tepat dengan bantuan
manusia (Tsuma et al.,, 2015). Semen yang digunakan untuk IB harus terjaga kualitasnya setelah
penampungan. Dalam upaya menjaga kualitas semen setelah ejakulasi maka dikembangkan teknologi
penyimpanan dengan menggunakan media pengencer tertentu (Ducha et al., 2013). Menurut Ducha
(2016), teknik penyimpanan yang biasa digunakan ada dua, yaitu penyimpanan dalam refrigerator
pada suhu 4-5°C dan penyimpanan dalam nitrogen cair pada suhu -196°C. Penyimpanan pada suhu
refrigerator dapat menjadi teknik penyimpanan semen alternatif yang bisa dilakukan pada daerah
dengan keterbatasan nitrogen cair. Beberapa keunggulan penyimpanan ini antara lain proses yang
mudah dan dapat digunakan pada lokasi yang cukup jauh karena mampu bertahan 2-4 hari.

Metode penyimpanan semen pada suhu rendah dapat menyebabkan cold shock. Menurut
Ducha (2016), cold shock menyebabkan susunan lipid pada membran spermatozoa berubah. Perubahan
struktur yang terjadi yaitu hilangnya beberapa komponen fosfolipid dan kolesterol pada membran,
sehingga perlu ditambahkan pengencer untuk menjaga membran sel spermatozoa tetap dalam
kondisi baik selama proses penyimpanan cair. Pengencer CEP (Caudal Epididymal Plasma) merupakan
salah satu pengencer yang umum digunakan. Pengencer CEP terbuat dari larutan aliquot NaCl,
MgCl>(H20)s, CaCl2(H20)2, KCl, NaH2PO4, KH2POy, fruktosa, NaHCOs3, sorbitol, Tris-base, BSA, sitric
acid, streptomisin dan penisilin yang selanjutnya disuplementasi dengan kuning telur sebanyak 20%
(Ducha, 2018).

Komponen dalam pengencer CEP yang berfungsi sebagai makromolekul salah satunya yaitu
BSA (Bovine Serum Albumin). BSA adalah protein kompleks makromolekul yang diisolasi dari plasma
sapi yang berpengaruh dalam aktivitas ROS, karena fungsinya sebagai penstabil membran (Lee,
2015). Makromolekul dalam pengencer tersebut berfungsi sebagai krioprotektan ekstraseluler untuk
melindungi spermatozoa. Menurut Fu (2017) mekanisme BSA dalam melindungi spermatozoa adalah
menjaga keseimbangan transpor ion Ca2?* untuk mengatur kapasitasi dan hiperaktivasi sperma di
dalam sitoplasma. Indriani et al. (2013) menyatakan bahwa BSA mengandung albumin sebesar 100
mg/ml. Namun BSA memiliki harga yang mahal karena merupakan produk impor dan sangat sulit
diperoleh.

BSA dalam pengencer dapat digantikan oleh albumin dari sumber bahan lain. Albumin dapat
diperoleh salah satunya yaitu dari putih telur. Pada penelitian ini menggunakan albumin putih telur
ayam kampung, albumin putih telur ayam leghron dan albumin putih telur itik. Penggunaan telur
unggas tersebut karena keberadaannya yang melimpah, mudah didapatkan dan memiliki harga yang
terjangkau. Albumin mengandung fosfolipid yang berfungsi melindungsi membran spermatozoa
sebagai makromolekul/krioprotektan ekstraseluler (Susilawati et al., 2016). Menurut Soekarta (2013)
18 asam amino terkandung dalam putih telur yaitu cystin, histidin, iso leusin, leusin, arginin, asam
aspartik, glysin, alanin, prolin, lisin, methionin, serin, fheny alanin, theoronin, tripthophan, asam glutamat,
tyrosin, dan valin. Situmorang et al., (2014) menambahkan bahwa kandungan kolesterol dapat
mempertahankan fertilitas dan daya hidup sel spermatozoa saat penyimpanan di dalam pengencer
semen.

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan jenis albumin dari unggas tertentu yang paling
efektif sebagai pengganti BSA dalam pengencer CEP untuk mempertahanan nilai motilitas serta nilai
viabilitas semen cair Kambing PE pada penyimpanan refrigerator (4-5°C).

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental menggunakan desain Rancangan Acak
Lengkap. Terdapat 4 perlakuan dengan 5 pengulangan, yaitu KP (CEP); PA (CEP tanpa BSA + 0,2%
albumin telur ayam kampung); PB (CEP tanpa BSA + 0,2% albumin telur ayam leghorn); PC (CEP
tanpa BSA + 0,2% albumin telur itik).

Bahan pengencer CEP berdasarkan Ducha (2018) antara lain yaitu NaCl, MgCly(H>O)s,
CaCly(H20),, KCl, NaH:POs, KHPO,, fructose, NaHCOs, sorbitol, Tris-base, BSA, sitric acid,
streptomicin dan penicilin yang dihomogenkan secara aliguot menggunakan steril water lalu
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disterilisasi dengan membran miliphore ukuran 0,22pm. Larutan CEP yang sudah steril tersebut
disuplementasi kuning telur 20% lalu didiamkan 3 hari dalam refrigerator sampai terbentuk dua
lapisan yaitu supernatan dan endapan. Supernatan diambil menggunakan spuit sebagai pengencer
CEP. Penambahan albumin telur berbagai jenis unggas menggunakan telur segar yang berusia 1-3
hari meliputi albumin ayam kampung, albumin ayam leghorn dan albumin itik sebesar 0,2%
dilakukan saat pengencer akan digunakan.

Semen segar diperoleh dari pejantan Kambing Peranakan Etawa (PE) berusia #3 tahun
dengan cara semen ditampung menggunakan metode Artificial Vagina (AV). Evaluasi semen segar
meliputi evaluasi makroskopis yaitu pH, bau, konsistensi, warna, konsentrasi dan evaluasi
mikroskopis yaitu motilitas individu dan motilitas massa. Evaluasi makroskopis dilakukan dengan
cara mengamati semen segar secara langsung, evaluasi mikroskopis dilakukan dengan cara
mengamati semen menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x.

Proses pengenceran semen dilakukan didalam waterbath suhu 37°C menggunakan rumus
pengenceran di bawah ini:

VixM; =V, xM;
Keterangan :
V1 : volume semen segar kambing (ul)
M; : volume diluent yang digunakan (pl)
V3 : konsentrasi semen segar (n x 106)
M; : konsentrasi semen kambing (50x106)

Setelah pengenceran kemudian semen ditaruh dalam wadah berisi air hangat yang diberi
termometer, hal ini disebut metode water jacket, kemudian semen dimasukkan refrigerator suhu 4-5°C.
Pengamatan motilitas mengikuti metode Garner dan Hafez (2008) dengan mengestimasi persentase
pergerakan spermatozoa maju ke depan (progresif) yang dinilai oleh 2 orang lalu diambil rata-
ratanya. Menurut Bayemi et al. (2010) pengujian motilitas dilakukan dengan cara semen diteteskan
pada gelas objek lalu ditutup menggunakan cover penutup selanjutnya diamati dengan mikroskop
perbesaran 400x.

Pengujian viabilitas dengan cara semen di letakkan diatas gelas objek bagian ujung dan
ditetesi pewarna eosin-nigrosin selanjutnya dicampur antara semen dan pewarna. Setelah tercampur,
kemudian gelas objek lain ditempelkan pada ujung gelas objek yang terdapat semen dan pewarna
dengan sudut kemiringan 45° yang selanjutnya diratakan sampai menjadi preparat tipis. Preparat
selanjutnya dikeringanginkan dan diamati menggunakan mikroskop perbesaran 400x. Persentase
viabilitas didapatkan dengan metode pewarnaan eosin-nigrosin dengan perhitungan spermatozoa
hidup per jumlah keseluruhan spermatozoa lalu dikali 100%. Sel spermatozoa yang menyerap warna
menandakan sel spermatozoa mati dan sel spermatozoa yang tidak menyerap warna menandakan sel
spermatozoa hidup (Bansal dan Bilaspuri, 2008).

Data dianalisis dengan mengubah data lebih dulu ke dalam archin lalu dilakukan uji
normalitas menggunakan uji Kolmogorof-Smirnov. Jika data yang diperoleh memiliki distribusi normal,
selanjutnya dilakukan uji Anava satu arah kemudian uji Duncan menggunakan program SPSS 23.0.

HASIL

Hasil evaluasi semen segar yang didapat pada penelitian ini meliputi volume semen 1,5 ml;
pH 6,8, motilitas massa 2+ dan motilitas individu sebesar 90%. Berdasarkan hasil penelitian yang
telah dilakukan didapatkan nilai rata-rata persentase motilitas £ SD dan nilai rata-rata persentase
viabilitas £ SD spermatozoa Kambing PE selama penyimpanan dengan perlakuan penambahan
albumin putih telur berbagai jenis unggas. Rata-rata persentase motilitas berdasarkan hasil uji
Duncan (a=0,05) selama 4 hari menunjukkan pada perlakuan KP, PA, PB dan PC memiliki perbedaan
nyata pada setiap perlakuan karena memiliki notasi yang berbeda (Tabel 1).

Hasil rata-rata persentase motilitas tertinggi mulai hari ke-0 hingga hari ke-4 dimiliki oleh
perlakuan KP antara lain pada hari ke-0 yaitu 56,17% dan pada hari ke-4 yaitu 32,57 % sedangkan nilai
rata-rata terendah dimiliki perlakuan PB antara lain pada hari ke-0 yaitu 50,77% dan pada hari ke-4
yaitu 25,09% (Tabel 1).

Viabilitas spermatozoa merupakan daya hidup spermatozoa selama di dalam pengencer.
Menurut Bjorndahl ef al. (2004) pengujian viabilitas yang sederhana yaitu teknik pewarnaan
menggunakan eosin-negrosin, eosin akan terserap oleh spermatozoa yang mati karena memiliki
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permeabilitas dinding sel yang tinggi sehingga berwarna merah, sedangkan nigrosin akan memberi
warna latar dari spermatozoa. Rerata persentase viabilitas spermatozoa berdasarkan hasil uji Duncan
(a = 0,05) pada hari ke-0 hingga hari ke-2 perlakuan KP, PA, PB dan PC memiliki perbedaan nyata
pada setiap perlakuan karena memiliki notasi yang berbeda. Pada hari ke-3 perlakuan KP dan PC
serta perlakuan PA dan PB tidak memiliki perbedaan nyata. Pada hari ke-4 perlakuan KP memiliki
perbedaan nyata pada setiap perlakuan sedangkan PA, PB dan PC tidak memiliki perbedaan nyata
(Gambar 1).

Tabel 1. Hasil rata-rata persentase motilitas + SD spermatozoa Kambing PE dengan albumin telur berbagai jenis

unggas.
Perlakuan Rata-rata motilitas (%) + SD
HO H1 H2 H3 H4
KP 56,174 £ 0,84 51,364 + 1,31 41,554 £ 1,64 37,744 + 2,10 32,574+ 0,86
PA 52,24k + 0,00 44,145+ 1,28 36,86b £ 0,81 32,260 £ 0,86 28,300 £ 1,21
PB 50,772 + 1,46 41,262 £ 1,29 34,442 +1,28 30,322+ 0,72 25,09 + 0,82
PC 54,63¢ + 0,82 48,44 + 1,28 40,39¢ + 1,21 34,75¢ + 1,08 30,30c 1,77

Keterangan : notasi (2b<d) yang beda di satu kolom sama mengindikasikan perlakuan memiliki perbedaan nyata
(P<0,05). HO = hari-0, H1 = hari-1, dst. KP = CEP, PA = CEP tanpa BSA + 0,2% albumin telur ayam kampung, PB
= CEP tanpa BSA + 0,2% albumin telur ayam leghorn, PC = CEP tanpa BSA + 0,2% albumin telur itik.

\
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Gambar 1. Viabilitas spermatozoa berbagai perlakuan perbesaran 400x. (Sumber : dokumentasi pribadi)
Keterangan : spermatozoa hidup (a); spermatozoa mati (b); KPP = CEP, PA = CEP tanpa BSA + 0,2% albumin telur
ayam kampung, PB = CEP tanpa BSA + 0,2% albumin telur ayam leghorn, PC = CEP tanpa BSA + 0,2% albumin
telur itik.

Tabel 2. Hasil rata-rata persentase viabilitas + SD spermatozoa Kambing PE dengan albumin telur berbagai jenis

unggas.
Perlakuan Rata-rata viabilitas (%) + SD
HO H1 H2 H3 H4
KP 63,304 £ 3,27 57,43¢ £ 3,92 49,41 + 2,46 38,950 + 3,85 33,770 £ 1,60
PA 58,530 £1,92 50,37ab + 1,47 42,33>+1,08 33,992+ 0,84 29,722+ 2,88
PB 53,432 + 1,46 47,022 £ 3,86 37,942 + 2,09 32,532+ 1,30 28,502 + 2,42
PC 62,12¢ + 2,10 52,46b + 1,46 44,820+ 2,71 37,59 + 1,48 31,012+ 3,33

Keterangan : notasi (2b<d) yang beda di satu kolom sama mengindikasikan perlakuan memiliki perbedaan nyata
(P<0,05). HO = hari 0, H1 = hari 1, dst. KP = CEP, PA = CEP tanpa BSA + 0,2% albumin telur ayam kampung, PB
= CEP tanpa BSA + 0,2% albumin telur ayam leghorn, PC = CEP tanpa BSA + 0,2% albumin telur itik.

Nilai rata-rata persentase viabilitas tertinggi dari hari ke-0 hingga hari ke-4 dimiliki oleh
perlakuan KP antara lain pada hari ke-0 yaitu 63,30% dan pada hari ke-4 yaitu 33,77 % sedangkan nilai
rata-rata terendah dimiliki perlakuan PB antara lain pada hari ke-0 yaitu 53,43% dan pada hari ke-4
yaitu 28,50% (Tabel 2).

PEMBAHASAN

Berdasarkan pengujian Duncan (a = 0,05) yang telah dilakukan, rata-rata persentase motilitas
spermatozoa memiliki perbedaan nyata pada setiap perlakuan. Perlakuan KP (CEP) dan PC (CEP
tanpa BSA + 0,2% albumin telur itik) memiliki nilai rata-rata persentase motilitas tertinggi selama 4
hari penyimpanan. Pengujian viabilitas juga memperoleh hasil yang sama yaitu pada perlakuan KP
dan PC memiliki nilai rata-rata persentase viabilitas tertinggi selama 4 hari penyimpanan. KP
memiliki nilai persentase motilitas dan viabilitas tertinggi karena adanya BSA dalam pengencer
mampu menstabilkan membran spermatozoa. Amide NH3 dan berbagai macam asam amino yang
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terdapat dalam BSA dapat melindungi spermatozoa dari cold shock. Menurut Ducha (2018) BSA
mengandung protein albumin yang berperan sebagai penghubung transisi ion Cu* dan Fe?* sehingga
meminimalisir peroksidasi lipid spermatozoa karena adanya radikal hidroksil (OH-).

Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa albumin putih telur itik menunjukkan hasil
terbaik dilihat dari persentase motilitas dan viabilitas pada perlakuan PC lebih tinggi dibandingkan
perlakuan PA dan PB selama penyimpanan hari ke-0 hingga hari ke-4. Albumin putih telur itik
mengandung total asam amino (TAA) yang lebih tinggi yaitu sebesar 46,32% dibandingkan total asam
amino (TAA) pada albumin putih telur ayam yaitu sebesar 43,23% (Sun et al., 2019). Menurut Fu
(2017) albumin dapat mempertahankan kelimpahan protein sperma dengan melindungi membran
plasma dan akrosom. Perumal et al., (2015) menyatakan bahwa albumin merupakan antioksidan yang
sangat penting karena adanya transport Fe?* dan Cu* yang dapat meminimalkan radikal hidroksil
(OH). Liu et al.,(2015) juga menyatakan bahwa Leu, Asp, Ser, Glu dan Lys yang terdapat dalam
albumin putih telur merupakan asam amino yang berperan penting dalam aktivitas antioksidan.

Protein putih telur terutama terdiri dari ovalbumin sebesar 54%, ovotransferrin sebesar 12%,
lisozim sebesar 3,4% dan ovomusin sebesar 3,5% (Liu et al., 2015). Alcay et al.,(2019) menyatakan
mekanisme perlindungan albumin terhadap cold shock dengan menempel pada membran
spermatozoa kemudian merubah komposisi lipid dan menurunkannya menjadi konsentrasi
fosfolipid. Hasil penelitian menunjukkan bahwa albumin putih telur itik mampu menggantikan BSA
dalam pengencer dengan mempertahankan motilitas spermatozoa sampai hari ke-4. Hal ini sesuai
dengan Susilawati et al., (2016) yang menyatakan bahwa putih telur karena mengandung 50%
albumin mampu melindungsi spermatozoa selama penyimpanan karena terdapat kandungan
kolesterol dan asam-asam amino.

Persentase motilitas mengalami penurunan selama penyimpanan semen cair, hal ini terjadi di
setiap perlakuan dikarenakan waktu penyimpanan yang semakin lama mengakibatkan energi dan
nutrisi untuk respirasi semakin terbatas sehingga motilitas menurun. Ducha (2012) menyatakan
bahwa spermatozoa yang disimpan pada suhu rendah dapat mengalami kerusakan pada membran
sel, menurunkan struktur dan fungsinya. Selain itu, menurut Rahimizadeh et al.,(2020) produksi ROS
yang berlebihan menyebabkan kerusakan protein sperma, DNA, dan lipid, yang selanjutnya
mengurangi fungsi spermatozoa selama pengawetan suhu rendah.

Persentase motilitas pada perlakuan KP dan PC memiliki nilai diatas 40% (Standard SNI)
pada penyimpanan hari ke-2 namun mengalami penurunan pada hari berikutnya sedangkan
perlakuan PA dan PB dibawah 40%. Pada penelitian ini persentase motilitas yang memenuhi syarat IB
yaitu <40% (SNI, 2017) bertahan sampai hari ke-2. Putih telur memiliki kandungan air sebesar 88%
dan protein sebesar 11% (Hui, 2006). Kandungan air yang tinggi diduga menyebabkan tumbuhnya
mikroorganisme dalam pengencer. Berdasarkan hasil tersebut subtitusi BSA dengan albumin putih
telur dapat dikatakan mampu mempertahankan daya hidup spermatozoa dan mengganti BSA secara
efektif selama 4 hari penyimpanan pada lingkungan yang terkontrol.

SIMPULAN

Berdasarkan penelitian dapat disimpulkan bahwa albumin putih telur itik merupakan jenis
albumin terbaik yang dapat mengganti BSA selama penyimpanan sampai hari ke-4 dengan persentase
motilitas sebesar 30,30%%1,77 dan persentase viabilitas sebesar 31,01 %%3,33. Albumin putih telur itik
mampu mempertahankan kualitas semen Kambing PE pada penyimpanan refrigerator (4-5°C).
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