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ABSTRAK 
 

Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui pengaruh penambahan kuning telur dalam pengencer CEP-2 terhadap motilitas dan viabilitas 

spermatozoa sapi Limousin. Penelitian menggunakan rancangan acak kelompok dengan 10 kali ulangan dari 10 ejakulat dari sapi yang berbeda. 

Spermatozoa disimpan selama delapan hari. Motilitas spermatozoa diamati dengan mikroskop cahaya (200x) pada suhu 37 C. Viabiltas 

spermatozoa diamati dengan pewarnaan eosin-negrosin menggunakan mikroskop cahaya (400x). Hasil penelitian menunjukkan suplementasi 

kuning telur pada pengencer CEP-2 berpengaruh terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa sapi Limousin selama penyimpanan pada suhu    
4-5° C. Konsentrasi kuning telur terbaik adalah 20% dalam mempertahankan motilitas (44,25±3,92%) dan viabilitas (87,46±5,40%) spermatozoa 

sapi Limousin setelah penyimpanan delapan hari pada suhu 4-5° C.  

____________________________________________________________________________________________________________________ 
Kata kunci: CEP-2, kuning telur, motilitas, viabilitas, spermatozoa sapi Limousin 

 

ABSTRACT 
 

The aim of this research was to study the effect of egg yolk supplementation in CEP-2 extender on motility and viability of Limousin bull 

sperm. The research used Randomized Block Design with ten repetitions from ten different bulls. Sperm was stored for eight days. Sperm motility 

was observed using light microscopy (200x) at temperature of 37 C. Sperm viability was observed with eosin negrosin staining by light 

microscopy (400x). The result of the research showed that egg yolk supplementation in CEP-2 extender effect the motility and viability of 

Limousin bull sperm during storage at 4-5° C. The best egg yolk concentration was 20% in protectingthe motility (44.25±3.92%) and viability 

(87.46±5.40%) of Limousin bull sperm after storage at 4-5 C.  

____________________________________________________________________________________________________________________ 
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PENDAHULUAN 

 

Semen yang disimpan baik pada suhu refrigerator 

maupun suhu beku membutuhkan pengencer yang 

dapat mempertahankan kualitas spermatozoa selama 

penyimpanan. Pengencer cauda epididymal plasma 

(CEP-2) adalah salah satu jenis pengencer untuk 

penyimpanan spermatozoa sapi pada suhu refrigerator. 

Pengencer CEP-2 mengandung sumber energi berupa 

fruktosa, beberapa mineral (seperti Na, Ca, K), pH, dan 

osmolaritas yang sama dengan keadaan pada plasma 

kauda epididimis (Verbeckmoes et al., 2004; 

Verbeckmoes et al., 2005).  

Proses penyimpanan pada suhu rendah dapat 

merugikan spermatozoa baik struktural maupun 

fungsional akibat terjadinya cold shock (Hafez, 2008; 

Munoz et al., 2010) maupun dari keberadaan reactive 

oxygen species (ROS). Cold shock menyebabkan 

terjadinya perubahan susunan lipid membran akibat 

perubahan fase lipid dan fluiditas membran pada sapi 

dan kambing (Leeuw et al., 1990; Zeron et al., 2007; 

Gaczaezewicz et al., 2010), maupun pada domba 

(Galcheva dan Srivastava, 1993), yang menyebabkan 

lepasnya beberapa komponen fosfolipid dan kolesterol 

(Watson dan Morris, 1987) dan hilangnya beberapa 

proteinase akrosin (Church dan Graves, 1976), 

sehingga dapat menyebabkan hilangnya integritas. 

Keberadaan ROS selama penyimpanan juga dapat 

mempengaruhi kualitas spermatozoa, karena ROS 

menyebabkan oksidasi baik lipid maupun protein 

membran sehingga menyebabkan integritas membran 

akan terganggu (Sanocka dan Kurpisz, 2004). 

Perubahan integritas membran dapat menyebabkan 

perubahan fisiologi diantaranya peningkatan pemasukan 

sodium dan kalsium ke dalam sel, pemasukan oksigen 

menurun sehingga aktivitas metabolik dan motilitas akan 

menurun (Watson dan Morris, 1987; White, 1993). 

Dalam pengencer perlu penambahan bahan lain 

yang dapat berfungsi sebagai pelindung ekstraseluler 

selama penyimpanan (Hafez, 2008). Kuning telur 

sering ditambahkan dalam pengencer karena terbukti 

dapat memperpanjang daya hidup spermatozoa sapi 

(Moce dan Graham, 2006), menyediakan infrastruktur 

membran, dan menambah fluiditas membran yang 

dapat meningkatkan kemampuan fertilisasi (Ladha, 

1998), mengubah fase transisi lipid selama terjadi 

perubahan suhu sehingga dapat mengurangi sensitivitas 

terhadap suhu dingin (Zeron et al., 2002). Penelitian ini 
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bertujuan mengetahui pengaruh kuning telur yang 

ditambahkan dalam pengencer CEP-2 terhadap 

motilitas dan viabilitas spermatozoa sapi Limousin.    

 

MATERI DAN METODE 

 

Preparasi Pengencer 

Bahan kimia pengencer CEP-2 terdiri atas NaCl 15 

mmol/l; KCl 7,0 mmol/l; CaCl2(H2O)2 3,0 mmol/l; 

MgCl2(H2O)6 3,0 mmol/l; NaHCO3 11,9 mmol/l; 

NaH2PO4 8,0 mmol/l; KH2PO4 20,0 mmol/l; fruktosa 55 

mmol/l; sorbitol 1,0 g/l; BSA 2,0 g/l; Tris 133,7 mmol/l; 

penisilin 1000 IU; streptomisin 1 g; asam sitrat mmol/l. 

Bahan-bahan tersebut diperoleh dari Sigma dan dibuat 

aliquot dengan menggunakan deionized water steril. 

Osmolaritas pengencer berkisar 250-350 mosm, 

sedangkan pH berkisar antara 6-7. Sterilisasi media 

menggunakan membran milipor dengan ukuran pori 0,22 

µm. Pengencer CEP-2 ditambahkan kuning telur segar 

berasal yang biasa digunakan di Balai Besar Inseminasi 

Buatan (BBIB) Singosari. Konsentrasi kuning telur 

bervariasi yaitu 10; 15; dan  20%. 

 

Koleksi dan Preparasi Semen 

Semen segar dikoleksi dari sapi yang terseleksi 

untuk inseminasi buatan dari Balai Besar Inseminasi 

Buatan (BBIB) Singosari Malang dengan menggunakan 

vagina buatan, dan selanjutnya diuji kualitasnya 

meliputi pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis. 

Semen segar yang digunakan adalah semen yang 

memiliki persyaratan Standar Nasional Indonesia (SNI) 

untuk IB yaitu motilitas individu ≥70%, motilitas 

massa minimal 2+, dan abnormalitas dan viabilitas 

≥70%.  

 

Pengamatan Motilitas Spermatozoa 

Semen diambil dengan ose dan diletakkan pada gelas 

objek dan ditutup dengan cover glass, selanjutnya 

ditempatkan di atas slide warmer suhu 37 C dan 

diperiksa dibawah mikroskop dengan pembesaran 400x 

(Padilla dan Foote, 1991; Bayemi et al. 2010; Boonkusal 

et al., 2010). Penilaian dilakukan dengan mengamati 

gerakan progresif dan dibandingkan dengan spermatozoa 

yang memiliki gerakan mundur atau hanya berputar 

mengikuti metode Garner dan Hafez (2008). 

Pengamatan Viabilitas Spermatozoa 

Semen (segar dan perlakuan) diteteskan pada gelas 

objek menggunakan ose. Eosin-negrosin diteteskan 

menggunakan ose lain, kemudian keduanya dicampur. 

Campuran semen dengan eosin-negrosin dibuat olesan 

dengan ujung gelas objek yang lain hingga didapatkan 

olesan sepanjang permukaan gelas objek. Preparat ulas 

dikeringkan kemudian diamati dengan mikroskop 

cahaya dengan pembesaran 400x. Spermatozoa yang 

masih hidup tidak berwarna sedangkan yang sudah 

mati berwarna merah(Bansal dan Bilaspuri, 2008). 

 

Analisis Data 

Penelitian ini menggunakan rancangan acak 

kelompok (RAK) dengan sepuluh kali ulangan.Data 

hasil pengamatan berupa persentase ditransformasi ke 

arcsine (Yitnosumarto, 1993), selanjutnya dianalisis 

dengan uji normalitas. Hasil uji normalitas 

menunjukkan distribusi normal, maka dianalisis dengan 

menggunakan analisis varian. Untuk mengetahui 

perbedaan antar perlakuan dianalisis dengan uji jarak 

berganda Duncan. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Motilitas  Spermatozoa Selama Penyimpanan  

Rataan dan simpang baku persentase motilitas 

spermatozoa sapi Limousin dalam pengencer CEP-2 

dengan suplementasi kuning telur disajikan pada Tabel 

1. 

Rata-rata persentase motilitas spermatozoa sapi 

Limousin mulai dari terbesar sampai terkecil pada hari 

ke-8 penyimpanan masing-masing adalah CEP-2-

KT20% (44,25%±3,92), CEP-2-KT15% (42,25%± 

42,25), CEP-2-KT10% (38,50%±6,99), dan CEP-2 

(0,35%±0,58). Kelompok CEP-2 berbeda nyata 

(P<0,05) dengan CEP-2-KT10%, CEP-2-KT15%, dan 

CEP-2-KT20%. Rata-rata persentase motilitas 

spermatozoa dalam pengencer CEP-2 tanpa kuning 

telur lebih rendah dibandingkan dengan yang 

mengandung kuning telur. 

Hasil analisis menunjukkan terdapat pengaruh lama 

penyimpanan terhadap motilitas spermatozoa. 

Persentase motilitas spermatozoa pada hari ke-0 sampai 

ke-4 menunjukkan perbedaan yang nyata antara 

Tabel 1. Persentase motilitas spermatozoa sapi Limousin setiap hari dalam pengencer CEP-2 dengan kuning telur dan tanpa 

kuning telur selama penyimpanan pada suhu 4-5 C 

Pengencer 
Rataan motilitas selama hari penyimpanan ( % ) ± SD 

H0 H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 

CEP-2 63,75± 

2,43a 
40,00± 

7,45a 

25,35± 

12,76a 

14,40± 

14,09 a 

8,15± 

8,25a 

4,20± 

6,233a 

2,10± 

2,92a 

0,70±  

0,82a 

0,35±  

0,58a 

CEP-2-KT10% 67,00± 

1,05b 

60,00± 

3,53b 

59,00± 

3,76b 

57,00± 

3,50b 

53,50± 

4,44b 

50,50± 

4,38b 

50,00± 

4,08b 

45,75± 

5,14 b 

38,50±  

6,99 b 

CEP-2-KT15% 67,50± 

0,00b 

61,50± 

3,38b 

60,00± 

3,73b 

57,75± 

2,99b 

55,25± 

3,81b 

53,50± 

4,74bc 

52,00± 

5,38bc 

48,50± 

4,60c 

42,25±  

3,99c 

CEP-2-KT20% 

 

67,50± 

0,00b 

61,00± 

3,16b 

60,00± 

3,73b 

59,00± 

4,60b 

56,50± 

5,30b 

55,00± 

4,08c 

54,00± 

3,94c 

49,50± 

3,87c 

44,25±  

3,92c 
a, b, c Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata (P<0,05) terhadap motilitas spermatozoa (H = hari ke-;     KT 
= kuning telur) 
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pengencer CEP-2 tanpa kuning telur dengan pengencer 

CEP-2 yang mengandung telur. Pengencer CEP2 yang 

dikembangkan oleh Verbackmoes et al. (2004) dan 

Verbackmoes et al. (2005) sama dengan komposisi ion, 

pH maupun osmolaritas pada epididimis sehingga 

spermatozoa dapat disimpan seperti penyimpanan yang 

terjadi epididimis. Namun demikian, dalam suatu 

pengencer yang digunakan untuk menyimpan 

spermatozoa tetap dibutuhkan makromolekul seperti 

kuning telur yang berfungsi untuk melindungi 

spermatozoa selama penyimpanan. Keberadaan kuning 

telur dalam pengencer dapat mempertahankan motilitas 

spermatozoa selama penyimpanan. Hasil penelitian ini 

juga sesuai dengan penelitian Bergeron et al. (2004) 

bahwa keberadaan kuning telur atau fraksi lipid kuning 

telur yaitu low density lipoprotein (LDL) dapat 

melindungi motilitas spermatozoa sapi selama 

penyimpanan. Zhao et al. (2009) membuktikan bahwa 

penambahan kuning telur dalam pengencer dapat 

mempertahankan motilitas spermatozoa kambing 40% 

sampai hari ke-13 penyimpanan. 

Persentase motilitas spermatozoa pada CEP2-

KT15% tidak berbeda dengan CEP2-KT20%, namun 

demikian nilai motilitas spermatozoa lebih tinggi pada 

CEP2-KT20% (44,25%). Hal ini menunjukkan bahwa 

pengencer CEP2 dengan kuning telur 20% mampu 

mempertahankan persentase motilitas spermatozoa sapi 

Limousin yang terbaik selama penyimpanan pada suhu 

4-5 C. Hasil penelitian ini sama dengan penelitian 

Graham dan Foote (1987) yang menyebutkan bahwa 

motilitas terbaik spermatozoa sapi selama penyimpanan 

diperoleh dari spermatozoa yang disimpan dalam 

pengencer yang mengandung kuning telur 20% atau 

pengencer yang mengandung fraksi lipid kuning telur 

0,5 mM. Perbedaan nilai motilitas meskipun kecil, 

secara fisiologis dan standar kualitas spermatozoa tetap 

bermakna walaupun secara statistik perbedaannya tidak 

bermakna. 

 

Viabilitas Spermatozoa Selama Penyimpanan  

Viabilitas atau daya hidup spermatozoa dapat 

mengalami perubahan selama penyimpanan. Rataan dan 

simpang baku viabilitas spermatozoa sapi Limousin 

dalam pengencer CEP-2 disajikan pada Tabel 2. 

Rata-rata persentase viabilitas spermatozoa sapi 

Limousin mulai dari terbesar sampai terkecil pada hari 

ke-8 penyimpanan masing-masing adalah CEP2-KT 

20% (87,46±5,40%), CEP2-KT 15% (85,65±6,06%), 

CEP2-KT 10% (85,53±6,83%), dan CEP2 (21,96± 

11,62%). Hasil analisis ragam dan perbandingan 

berganda Duncan menunjukkan terdapat dua kelompok 

yang berbeda nyata, yaitu kelompok pada pengencer 

CEP2 yang tidak mengandung kuning telur dan 

kelompok kedua yang mengandung kuning telur mulai 

hari ke-0 sampai hari ke-8 penyimpanan. Hal ini 

menunjukkan bahwa penambahan kuning telur pada 

pengencer CEP2 mampu mempertahankan daya hidup 

spermatozoa sapi Limousin selama penyimpanan pada 

suhu 4-5 C. 

Persentase viabilitas spermatozoa pada pengencer 

CEP2 tanpa kuning telur mengalami penurunan yang 

sangat drastis selama penyimpanan hari ke-8. 

Penurunan tersebut dapat disebabkan terjadinya 

kerusakan membran plasma dan membran akrosom 

akibat pengaruh cold shock selama penyimpanan pada 

suhu rendah (Pereira et al., 2010). 

 

KESIMPULAN 

 

Penambahan kuning telur pada pengencer CEP-2 

berpengaruh terhadap motilitas dan viabilitas 

spermatozoa Limousin selama penyimpanan pada suhu 

4-5 C. Konsentrasi kuning telur terbaik adalah 20% 

dalam mempertahankan motilitas (44,25±3,92%) dan 

viabilitas (87,46±5,40%) spermatozoa sapi Limousin 

setelah penyimpanan pada  hari ke-8 pada suhu 4-5 C. 
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