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ABSTRAK 

Muhammad Fajar Amrullah. I111 16 347. Pengaruh Lama Inkubasi Sexing 

Spermatozoa  dengan Metode Sedimentasi Putih Telur Terhadap Kualitas Semen Sapi 

Bali. Dibimbing oleh Muhammad Yusuf sebagai pembimbing utama dan Ambo Ako 

sebagai pembimbing kedua. 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh lama inkubasi sexing spermatozoa 

terhadap kualitas semen sapi Bali. Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap 

(RAL) dengan empat perlakuan (W0= tanpa inkubasi, W1= 25 menit, W2= 30 menit dan 

W3= 35 menit) dan empat ulangan (penampungan semen). Parameter yang diukur pada 

penelitian ini yaitu kualitas semen segar (volume, warna, konsistensi, pH, gerakan massa, 

konsentrasi, motilitas individu dan viabilitas), dan spermatozoa setelah sexing 

(konsentrasi, motilitas dan viabilitas). Hasil penelitian menunjukkan bahwa lama inkubasi 

tidak berpengaruh nyata terhadap konsentrasi, motilitas, serta viabilitas spermatozoa 

(P>0,05). Pengaruh inkubasi terhadap konsentrasi spermatozoa (x10
9
/ml) diperoleh W0= 

0,348, sementara untuk spermatozoa X W1= 0,379, W2= 0,426, W3= 0,420, sedangkan 

untuk spermatozoa Y W1= 0,615, W2= 0.393. W3= 0,623. Pengaruh lama inkubasi 

terhadap motilitas spermatozoa (%) diperoleh W0= 88,74, sementara untuk Spermatozoa 

X W1= 61,47, W2= 67,55, W3= 59,96, sedangkan Spermatozoa Y W1= 58,48, W2= 

45,68, W3= 53,20. Pengaruh inkubasi terhadap viabilitas spermatozoa (%) diperoleh hasil 

W0= 83,47, sementara untuk spermatozoa X W1= 77,98, W2= 75,82, W3= 74,87, 

sedangkan untuk spermatozoa Y W1= 77,39, W2= 76,43, W3= 78,05. Kesimpulan dari 

penelitian ini yaitu pengaruh lama inkubasi sexing spermatozoa menunjukkan penurunan 

kualitas spermatozoa dari kondisi segar, namun tidak berpengaruh nyata terhadap 

konsentrasi, motilitas, serta viabilitas spermatozoa sapi Bali. 

 

Kata kunci: Inkubasi, semen, sexing, putih telur. 
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ABSTRACT 

Muhammad Fajar Amrullah. I111 16 347. The Effect of Different Duration of Sexing 

Sperms Incubation Using White Egg Sedimentation Method on the Quality of Bali Bull 

Semen. Supervised by Muhammad Yusuf and Ambo Ako. 

  

This study aimed to determine the effect of different duration of sexing sperms incubation 

on the quality of Bali bull semen. This study used a randomized complete design with 

four treatments (W0 = without incubation (control), W1 = 25 minutes, W2 = 30 minutes 

and W3 = 35 minutes) and four replications (semen collection). The parameters measured 

in this study were the quality of fresh semen (volume, color, consistency, pH, mass 

movement, concentration, individual motility and viability), and spermatozoa after sexing 

(concentration, motility and viability. The results of this study showed that the duration of 

incubation did not significantly affect the concentration, motility, and viability of 

spermatozoa (P >0.05). The effect of incubation on the concentration of spermatozoa 

(x10
9
 / ml) was obtained W0 = 0.348, while for spermatozoa X was W1 = 0.379, W2 = 

0.426, W3 = 0.420, respectively, while for spermatozoa Y was W1 = 0.615, W2 = 0.393. 

W3 = 0.623, respectively. The effect of duration of incubation on sperms motility (%) 

was obtained W0 = 88.74, while for spermatozoa X was W1 = 61.47, W2 = 67.55, W3 = 

59.96, respectively, while Spermatozoa Y was W1 = 58.48, W2 = 45.68, W3 = 53.20, 

respectively. The effect of duration of incubation on the viability of spermatozoa (%) 

resulted in W0 = 83.47, while for spermatozoa X was W1 = 77.98, W2 = 75.82, W3 = 

74.87, respectively, while for spermatozoa Y was W1 = 77.39, W2 = 76.43, W3 = 78.05, 

respectively. It can be concluded that the effect of incubation duration during sexing the 

sperms showed a decrease in the quality of sperms from fresh conditions, but did not 

significantly affect the concentration, motility, and viability of Bali bull sperms 

spermatozoa. 

 

Keywords: Incubation, semen, sexing, egg white. 
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PENDAHULUAN 

Tingkat fertilitas yang tinggi pada ternak dapat dimanfaatkan untuk 

memperbanyak populasi sapi Bali dengan program inseminasi buatan. Inseminasi 

buatan merupakan program yang telah dikenal oleh peternak sebagai teknologi 

reproduksi dalam mengawinkan ternak dengan cara menyuntikkan semen yang 

telah diencerkan dengan pengencer tertentu ke dalam saluran reproduksi betina 

yang sedang berahi menggunakan metode dan alat khusus yang disebut dengan 

insemination gun (Fatah, dkk., 2018). 

Inseminasi buatan dapat ditingkatkan nilainya dengan menghasilkan bibit 

unggul dengan jenis kelamin sesuai tujuan pemeliharaan, misalnya untuk dipotong 

(produksi daging) dibutuhkan jantan, sedang untuk produksi susu bibit yang 

dibutuhkan yaitu betina. Teknologi yang dibutuhkan untuk pengaturan jenis 

kelamin anak tersebut dengan sexing spermatozoa. Hal ini dapat berguna untuk 

mendapatkan anak dengan jenis kelamin yang diharapkan. Teknologi sexing 

adalah proses pemisahan spermatozoa X dan Y, merupakan salah satu teknologi 

untuk memperoleh kelahiran pedet sesuai dengan yang diinginkan (Susilawati, 

2014). 

Semen hasil sexing (pemisahan) menggunakan medium pemisah tertentu 

dengan lama inkubasi yang berbeda dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya 

jenis medium, konsentrasi medium, waktu atau lama spermatozoa menembus 

larutan medium, dan konsentrasi spermatozoa yang akan dipisahkan dalam cairan 

pengencer. Medium sexing spermatozoa sedimentasi dengan perbedaan 

konsentrasi larutan yang umum digunakan adalah Bovine Serum Albumin (BSA), 

media ini mudah diperoleh, namun kendala dari penggunaan medium ini adalah 
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harganya relatif mahal dan motilitas sperma pasca sexing yang masih rendah. 

Medium spermgrand (SG) adalah medium sexing sperma yang sudah umum 

digunakan sebagai medium sexing pada manusia, namun belum ada literatur yang 

melaporkan tentang keberhasilan sexing menggunakan medium ini pada hewan 

ternak khususnya pada sapi. Prinsip pada metode kolom BSA dan SG, yaitu 

pemisahan sperma berkromosom X dan sperma berkromosom Y berdasarkan pada 

perbedaan kecepatan bergerak (motilitas) menembus kolom (Anwar, dkk., 2019) 

Berbagai teknik dan metode sexing sperma terlah diterapkan pada berbagai 

hewan ternak teknik yang digunakan untuk memisahkan spermatozoa X dan Y 

salah satunya yaitu Egg White Sedimentation (EWS) atau sedimentasi putih telur. 

Metode ini didasarkan atas perbedaan motilitas spermatozoa X dan Y sebagai 

implikasi dari perbedaan massa dan ukuran spermatozoa Y yang lebih kecil 

dibandingkan spermatozoa X, sehingga sperma Y lebih cepat bergerak atau 

mempunyai daya penetrasi yang tinggi untuk masuk ke suatu larutan seperti 

albumen telur (putih telur) (Akhdiat, 2012). Metode ini mudah sekali diterapkan 

di lapangan karena putih telur mudah diperoleh dan harganya terjangkau. 

Selain pengaruh medium, hasil sexing semen juga dipengaruhi oleh waktu 

inkubasi selama proses sexing (Anwar, dkk., 2019). Beberapa peneliti telah 

melaporkan tentang pengaruh waktu inkubasi. Waktu inkubasi yang cepat 

menyebabkan proporsi sperma X dan Y yang diperoleh akan sedikit namun energi 

yang dikeluarkan oleh spermatozoa untuk berpisah lebih sedikit sehingga masih 

terjaga kualitas sperma yang diperoleh, jika waktu inkubasi semakin lama maka 

dapat mengakibatkan bercampurnya kembali spermatozoa X dan Y dan dapat 

../anwar.pdf
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meningkatkan kerusakan pada sel sperma dikarenakan spermatozoa menggunakan 

banyak energi untuk memisah sehingga menurunkan kualitasnya. 

 Salah satu tahapan dari sexing spermatozoa dengan metode putih telur 

yaitu inkubasi. Jika waktu inkubasi terlalu lama dapat mengakibatkan 

bercampurnya kembali spermatozoa X dan Y pada lapisan medium yang berbeda 

konsentrasi selain itu dapat terjadi kerusakan pada sel sperma sehingga 

menurunkan kualitasnya. Oleh karena itu diperlukan waktu yang tepat untuk 

menghasilkan spermatozoa sexing dengan kualitas yang baik. 

 Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh waktu inkubasi sexing 

spermatozoa dengan metode sedimentasi putih telur terhadap kualitas semen sapi 

Bali, serta mengetahui berapa lama waktu inkubasi yang optimal untuk 

menghasilkan kualitas spermatozoa yang baik pada sapi Bali. Adapun manfaat 

dari penelitian ini sebagai sumber data/informasi dan tambahan pengetahuan 

kepada mahasiswa dan masyarakat tetang pengaruh lama inkubasi sexing 

spermatozoa dengan metode sedimentasi putih telur tehadap kualitas semen sapi 

Bali. 
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TINJAUAN PUSTAKA 

Pengembangan Sapi Bali 

Sapi Bali (Bos sondaicus) merupakan sapi asli Indonesia yang diduga 

sebagai hasil domestikasi (penjinakan) dari banteng liar. Sebagian ahli yakin 

bahwa domestikasi tersebut berlangsung di Bali sehingga disebut sapi Bali. Sapi 

Bali telah tersebar hampir di seluruh provinsi di Indonesia dan berkembang cukup 

pesat di banyak daerah karena memiliki beberapa keungulan. Sapi Bali 

mempunyai daya adaptasi yang baik terhadap lingkungan yang buruk, seperti 

daerah yang besuhu tinggi, mutu pakan yang rendah/kasar, dan lain-lain (Guntoro, 

2002). Matondang dan Talib (2015) menyatakan bahwa Sapi Bali merupakan 

salah satu sapi terbaik di dunia karena memiliki beberapa keunggulan 

dibandingkan dengan rumpun sapi lainnya. Hal ini antara lain adalah memiliki 

fertilitas dan persentase karkas tinggi dan mampu beradaptasi dengan baik pada 

lingkungan. 

Sapi Bali merupakan plasma nutfa sapi lokal Indonesia yang mempunyai 

perkembangan cukup pesat karena mempunyai keunggulan yaitu mempunyai daya 

adaptasi yang baik terhadap lingkungan buruk dan mempunyai fertilitas yang baik 

yaitu 83% (Ashari, dkk., 2019) sehingga dapat digunakan untuk usaha sapi 

potong. Sapi potong di Indonesia agar dapat mengimbangi permintaan dalam 

negeri perlu dilestarikan kemurniaanya dan dikembangkan produktivitasnya 

dengan penerapan bioteknologi reproduksi. Salah satu bioteknologi reproduksi 

yang digunakan yaitu teknologi sexing spermatozoa. 

Sexing Spermatozoa 
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Pejantan pada mamalia menentukan jenis kelamin anak yang dilahirkan. 

Sebagai hasil pembelahan reduksi selama spermatogenesis, spermatozoa hanya 

mengandung setengah jumlah DNA pada sel-sel somatik dari spesies yang sama 

dan terbentuklah dua macam spermatozoa yaitu spermatozoa yang berkromosom 

X dan spermatozoa yang berkromosom Y. Meskipun diduga kandungan DNA 

antara kromosom X dan Y pada spermatozoa hanya sekitar 4% untuk ternak. 

Spermatozoa yang mengandung kromosom X (spermatozoa X) jika terjadi 

fertilisasi akan menghasilkan embrio betina, sedangkan spermatozoa yang 

mengandung kromosom Y (spermatozoa Y) akan menghasilkan embrio jantan, 

karena pada kromosom Y terdapat sex determining Region Y gen (SRY) yang 

menentukan terbentuknya testis pada hewan jantan (Susilawati, 2011). 

Penerapan bioteknologi pemisahan (sexing) spermatozoa pembawa 

kromosom X dan Y merupakan salah satu alternatif yang dapat ditempuh untuk 

dapat memprediksi jenis kelamin anak yang dilahirkan dan dapat disesuaikan 

dengan permintaan pasar. Pemisahan ini dilakukan karena diketahui bahwa 

spermatozoa yang dihasilkan oleh pejantan mempunyai dua kromosom seks yang 

berbeda yaitu X dan Y yang menentukan jenis kelamin anak yang dihasilkan. 

Spermatozoa pembawa kromosom X dan Y mempunyai perbedaan dalam hal 

besar, berat, pergerakan, muatan permukaan dan kandungan biokimia 

spermatozoa. Atas dasar perbedaan tersebut dapat dilakukan pemisahan dengan 

berbagai macam metode (Hasbi, dkk., 2011). 

Perencanaan jenis kelamin anak (sexing spermatozoa) dalam peternakan 

sangat diminati dan merupakan teknologi yang penting didalam penyediaan 

pangan dari hewan di masa mendatang. Dengan adanya penemuan teknologi 
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sexing, maka dalam industri peternakan dunia semikin membutuhkan penerapan 

teknologi sexing ini (Susilawati, 2014). 

Jenis-Jenis Metode Sexing Spermatozoa 

Beberapa peneliti telah berusaha untuk memisahkan spermatozoa X dan Y 

menggunakan teknik berdasarkan prinsip motilitas dan massa berbeda, pola 

berenang (swimming patterns), perubahan permukaan (surface changes), 

perbedaan volumetrik, distribusi arus berlawanan sentrifugal (centrifugal 

countercurrent distribution), dan sifat yang relevan secara imunologis. Namun 

tidak ada satu pun dari metode ini yang dapat menghasilkan pemisahan sperma 

subur yang signifikan secara statistik. Beberapa metode tersebut dapat 

menurunkan kualitas sperma yang dihasilkan. Misalnya dalam kondisi tertentu 

tekanan kimia, dan mekanis dari penyortiran dikombinasikan dengan sentrifugasi 

meningkatkan sperma yang mati atau rusak (Cervantes dan Izquierdo, 2012). 

Perlu dipahami bawah adanya tekanan kimia dan mekanis pada proses 

sexing dapat meningkatkan kerusakan spermatozoa. Selama proses sexing 

spermatozoa membutuhakan energi yang berasal dari proses metabolisme sel baik 

secara anaerob dan aerob. Kebutuhan energi tentu dapat meningkatkan intensitas 

metabolisme sel, yang akhirnya menyebabkan peningkatan konsumsi oksigen 

pada sperma. Hal ini dapat dikurangi dengan penggunaan medium pemisah yang 

tepat yang dapat memberikan energi bagi spermatozoa dalam proses 

metabolismenya (Anwar, dkk., 2019). 

Teknik yang digunakan untuk memisahkan spermatozoa X dan Y beserta 

hasilnya dapat dilihat pada Tabel 1. 
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Tabel 1. Jenis-jenis Metode pengaturan jenis kelamin (sexing spermatozoa) 

Teknik Hasilnya 

Sedimentasi pada media dengan 

immobilisasi spermatozoa 

IB dengan semen tersebut 

mengahsilkan betina sebanyak 70% 

Skim-milk powder, glycine, sodium 

sitrat, dan gliserol 

Meningkatkan jumlah anak jantan 

yang dilahirkan bila yang digunakan 

spermatozoa pada lapisan atas 

Albumin coloumn Spermatozoa setelah preseleksi 

dengan metode ini berhasil dibekukan 

Velocity sedimentation Sedimentasi berdasarkan ukuran, 

densitas dan bentuk kepala, perbedaan 

ukuran kepala faktor yang dominan 

pada tipe pemisahan ini, sedangkan 

bentuk tidak begitu penting 

Sentrifugasi gradien densitas Spermatozoa dipisahkan untuk 

mendapatkan sedimen dengan 

sentrifugasi gradien densitas, bahan 

yang dibuat gradien densitasnya lebih 

rendah dari spermatozoa. 

Dikembangkan dengan sentrifugasi 

pada waktu yang pendek, waktu yang 

pendek tidak menyebabkan pengaruh 

difusi yang signifikan 

Motilitas dan pemisahan 

menggunakan elektroforesis 

Spermatozoa yang immotile dengan 

elektroforesis akan bergerak ke anoda 

pada pH netral, ketika pemisahan 

dengan elektroforesis pada kondisi 

yang konsisten maka spermatozoa 

yang motil akan bergerak ke arah 

katode. Hasil pengamatan pada daerah 

kepala spermatozoa mempunyai 

muatan, sehingga spermatozoa 

bergerak, jika muatan negatif 

spermatozoa akan diorientasikan ke 

daerah ekor yang bergerak kearah 

anoda yang mempunyai muatan 

negatif lebih besar. 

Isoelectric focusing Pemisahan dengan menggunakan 

kolom dengan menggunakan cairan 

yang stabil yang dibuat gradient 

densitas. Spermatozoa membentuk 

lapisan atau suspensi spermatozoa 

akan bermigrasi ke arah iso elektrik 
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H-Y antigen Spermatozoa diperlakukan dengan anti 

serum H-Y. inseminasi pada tikus 

menggunakan spermatozoa yang 

diperlakukan dengan anti serum H-Y 

anti gen menghasilkan 45,4% jantan, 

sedangkan control 53% 

Flow sorting oleh kandungan DNA Spermatozoa Y berhasil di-sorting 

sebanyak 72-80% 

Sephadex Coloumn Didapat 70% spermatozoa X dengan 

cara spermatozoa dimasukkan di 

bagian atas. 65-85% spermatozoa X 

didapat pada filtrat. 

Sumber: Wahjuningsih, dkk., 2019  

Metode yang bisa dilakukan secara komersial untuk pemisahan sperma 

mamalia adalah dengan menggunakan flow cytometer. Kandungan DNA melalui 

fluorophore Hoechst 33343 yang terikat DNA, dan kemudian memilah sperma 

menjadi tiga populasi, mungkin X, mungkin Y, dan belum ditentukan. Jutaan 

dosis inseminasi sperma sexing diproduksi setiap tahun dengan metode ini. 

Meskipun akurasi sexing melebihi 90%, metode ini membutuhkan waktu dan 

biaya yang tinggi, kerusakan sperma yang mengakibatkan tingkat fertilitas 

(kesuburan) yang lebih rendah, namun tidak memberikan kelainan pada keturunan 

yang dihasilkan (Seidel, 2012). 

Wahjuningsih, dkk., (2019) menyatakan bahwa pemisahan spermatozoa 

sampai menghasilkan populasi spermatozoa X dan Y yang mendekati murni 

berdasarkan perbedaan DNA telah dilakukan menggunakan Flow Cytometry 

modifikasi (peralatan pemilihan sel). Namun, laporan-laporan ini menunjukkan 

adanya pola kerusakan yang sama seperti analisis DNA spermatozoa yang telah 

disebutkan sebelumnya, yaitu spermatozoa mati, karena spermatozoa disinar laser 

untuk menghilangkan ekornya (dibandingkan spermatozoa motil yang masih 

utuh). Sebagai langkah awal untuk mengetahui kemampuan flow cytometry 
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memisah-misahkan spermatozoa yang masih hidup, inti spermatozoa dipilih dan 

diinjeksikan kedalam sitoplasma sel telur hamster. Penelitian ini membuktikan 

bahwa DNA di dalam kepala spermatozoa yang telah dipisahkan masih aktif, 

sehingga mampu memfertilisasi sel telur meskipun spermatozoa berada dalam 

kondisi standar tidak dapat memfertilisasi sendiri. 

Berbagai macam metode sexing telah digunakan antara lain metode 

sedimentasi (albumin column), sentrifugasi garadien densitas (percoll), (sphadex 

kolom), (flow cytometric). Metode sexing dengan menggunakan albumin (putih 

telur) pelaksanaannya mudah, bahannya mudah diperoleh serta harganya murah 

(Ervandi, dkk., 2013). 

Metode sexing yang dianggap cukup sederhana dilakukan adalah metode 

kolom albumin. Penerapan metode kolom albumin yang menggunakan medium 

bovine serum albumin (BSA) melalui tahapan pencucian spermatozoa setelah 

proses sexing dengan cara sentrifugasi. Prosedur ini berpotensi menurunkan 

motilitas spermatozoa. Penelitian yang dilakukan oleh Luzardin, dkk., (2020) 

menggunakan medium tris-kuning telur yang telah banyak digunakan sebagai 

bahan pengencer semen ternak sapi. Penggunaan medium Tris-kuning telur pada 

sexing spermatozoa tidak melalui tahapan pencucian spermatozoa setelah sexing 

dilakukan, sehingga penurunan motilitas spermatozoa akibat pencucian dapat 

dihindari. 

Sexing Spermatozoa Metode Sedimentasi Putih Telur 

 Berbagai metode pemisahan spermatozoa telah dilakukan sebelumnya, 

dari beberapa metode tersebut metode sexing sedimentasi putih telur atau egg 

white sedimentation (EWS) merupakan metode yang cukup sederhana (Luzardin, 
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dkk., 2020). Teknologi pemisahan spermatozoa menggunakan sedimentasi putih 

telur menggunakan dasar bahwa spermatozoa Y mempunyai motilitas yang lebih 

cepat dibandingkan dengan motilitas spermatozoa X, sehingga semen jika 

dimasukkan ke dalam tabung, maka spermatozoa akan bergerak ke bawah yang 

spermatozoa Y  dulu dibandingkan spermatozoa X, sehingga dengan metode ini 

populasi spermatozoa Y berada dilapisan bawah (Wahjuningsih, dkk., 2019). 

Pemisahan spermatozoa dengan menggunakan Bovine Serum Albumin (BSA) 

sebagai sumber albumin telah dilakukan sebelumnya. BSA merupakan bahan 

kimia yang berisi albumin yang berasal dari sapi, sedangkan kandungan albumin 

dalam senyawa BSA, yaitu 100 mg/ml (Susilawati, 2014).  Keberhasilan IB 

menggunakan semen hasil sexing dengan metode sedimentasi putih telur sebesar 

44,44%, sedangkan perlakuan IB menggunakan semen non sexing yakni sebesar 

59,25% (Wahyudi, dkk., 2014). 

 Solihati, dkk., (2017) menyatakan bahwa prinsip dari metode kolom 

albumin ini adalah adanya perbedaan kecepatan motilitas antara spermatozoa X 

dan Y serta perbedaan konsentrasi pada media separasi. Spermatozoa Y memiliki 

motilitas lebih tinggi dibanding dengan X. Adanya perbedaan konsentrasi pada 

media albumin yang digunakan menyebabkan spermatozoa dengan motilitas 

tinggi diperkirakan akan mampu menembus lapisan media konsentrasi yang lebih 

tinggi sedangkan spermatozoa yang motilitasnya rendah akan tertinggal pada 

media dengan konsentrasi rendah. Dengan demikian pada lapisan bawah dengan 

konsentrasi lebih tinggiakan ditemukan mayoritas spermatozoa Y, sedangkan pada 

lapisan atas dengan konsentrasi lebih rendah akan diperoleh spermatozoa X. 
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 Putih telur sering disebut albumen merupakan bagian dari telur yang 

berfungsi sebagai antibakteri dan buffer untuk mempertahankan sifat fisik sebagai 

dan kimia telur. Putih telur terdiri dari tiga lapisan material, yaitu inner thin 

albumin berbentuk cairan agak kental yang terletak pada bagian paling dalam dari 

putih telur, thick albumin merupakan lapisan bagian tengah dan bersifat kental 

serta lapisan outher thin albumin yang terletak pada bagian luar putih telur. 

Menurut Purwadi, dkk., (2017), putih telur terdiri atas tiga lapisan putih telur 

bagian dalam (30%), lapisan tebal (thick) putih telur (50%) dan lapisan tipis (thin) 

putih telur luar (20%).  Albumin yang digunakan untuk sexing adalah albumin 

pada putih telur (albumin) yang juga banyak mengandung albumin (Susilawati, 

2014). 

 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. Ama, 

dkk., (2017) menyatakan bahwa, kandungan albumin pada putih telur terdapat 

senyawa protein yang disebut lysozyme yang dapat menghancurkan beberapa 

bakteri. Selain itu kuning telur mampu melindungi membran kepala spermatozoa 

sehingga dapat mengurangi peningkatan jumlah abnormalitas spermatozoa. Hal 

ini didukung oleh pendapat  Purwadi, dkk., (2017) bahwa pada putih telur terdapat 

lyzozime yang merupakan protein yang memiliki sifat antimikroba yang dapat 

melisis sel bakteri dengan memecah ikatan glikosidik antara N-asetilglukosamin 

dan khitin dinding sel. 
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 Putih telur (albumin) dapat dan mudah dibuat densitas 

(fraksi/gradien/kolom) pada berbagai konsentrasi yang berbeda, sehingga 

memenuhi prinsip dari metode ini serta layak dijadikan bahan alternatif sebagai 

medium pemisahan spermatozoa X dan Y. Kandungan protein yang tinggi pada 

putih telur juga bermanfaat sebagai sumber energi bagi spermatozoa pada saat 

proses pemisahan berlangsung. Secara ekonomis putih telur lebih efisien dan 

menguntungkan dibanding bahan lainnya karena harganya murah, terjangkau dan 

mudah diperoleh (Takdir, dkk., 2016).  

 Penelitian Mardiyah (2006) mengenai pemisahan sperma pembawa 

kromosom X dan Y sapi dengan kolom media pemisah albumin mendapatkan 

hasil bahwa spermatozoa X dan Y dapat dipisahkan bedasarkan motilitas. Dari 

hasil pengamatan menggunakan konsentrasi albumin 10% pada fraksi atas dan 

30% pada fraksi bawah, mampu mengubah rasio perolehan sperma normal X : Y 

51,50 ; 48,50% menjadi 73,20 : 26,80% pada fraksi atas dan 31,14 ; 68,86% pada 

fraksi bawah. 

 Takdir, dkk., (2016) dalam penelitian proporsi X dan Y, viabilitas dan 

motilitas spermatozoa domba sesudah pemisahan dengan albumin putih telur 

(APT) memperoleh hasil albumin putih telur sangat efektif digunakan untuk 

pemisahan spermatozoa X dan Y domba. Proporsi spermatozoa X dan Y tertinggi 

diperoleh pada perlakuan medium D fraksi atas (konsentrasi APT 25%) yakni 

sebesar 76,76% : 23,23% dan fraksi bawah (konsentrasi APT 75%) sebesar 

20,81% : 79,18%. Viabilitas dan motilitas spermatozoa hasil pemisahan dengan 

metode albumin putih telur dalam kategori baik dan layak digunakan untuk IB 

atau diproses lebih lanjut untuk pembekuan. 
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 Hasil sexing yang dilakukan Ervandi, dkk., (2013), dengan gradien 

albumin (putih telur) menggunakan perlakuan pengencer Andromed dan 

CEP2+kuning telur 10% tidak terjadi perbedaan (sama) dalam mempertahankan 

kualitas spermatozoa meliputi motilitas, viabilitas spermatozoa, konsentrasi 

spermatozoa, total spermatozoa motil, dan abnormalitas yang didapatkan rendah. 

pengencer Andromed dan CEP2+kuning telur 10% dapat menjaga integritas 

membran, mempunyai spermatozoa belum kapasitasi tetap tinggi, kapasitasi 

spermatozoa dan reaksi akrosom tetap rendah. 

 Sholikah, dkk., (2016), dalam penelitian pengaruh penggantian bovine 

serum albumin (BSA) dengan putih telur pada pengencer CEP-2 terhadap kualitas 

semen sapi peranakan ongole pada suhu penyimpanan 3-5
o
C memperoleh hasil 

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. Putih telur cukup mampu 

menggantikan BSA untuk mempertahankan viabilitas spermatozoa karena 

memiliki rataan persentase viabilitas spermatozoa ≥70% sampai hari 8 selama 

penyimpanan dingin. 

 Kualitas spermatozoa sapi Bali hasil sexing dalam penyimpanan 20 menit, 

35 menit dan 50 menit menunjukkan penurunan dari kondisi segar baik pada 

persentase kosentrasi, persentase motilitas, persentase spermatozoa hidup dan 

persentase membran plasma utuh. Namun penurunannya itu masih diatas batas 

normal dan layak untuk diinseminasikan pada sapi induk.  Aplikasi semen hasil 

sexing pada sapi Bali menunjukkan persentase non return rate yang baik yaitu 

sebesar 79% (Sunarti, dkk., 2016). 
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 Motilitas rata-rata spermatozoa hasil pemisahan menggunakan kolom 

putih telur pada sapi mengalami penurunan dibandingkan motilitas spermatozoa 

sebelum dipisahkan atau semen segar. Penurunan presentase motilitas ini sangat 

wajar terjadi, karena spermatozoa telah mengalami perlakuan mulai dari proses 

pemisahan sampai proses pencucian yang membutuhkan banyak energi untuk 

tetap mempertahankan kondisi fisiologis (Susilawati, 2014).  

Faktor Pengaruh Waktu Inkubasi Sexing Spermatozoa 

 Faktor waktu inkubasi dapat menentukan kualitas dan proporsi 

spermatozoa X dan Y yang diperoleh. Waktu inkubasi yang terlalu singkat akan 

menghasilkan proporsi sperma X dan sperma Y yang sedikit, sedangakan waktu 

inkubasi yang terlalu lama dapat menyebabkan sperma X dan sperma Y dapat 

bercampur kembali, selain itu waktu yang semakin lama saat sexing dapat 

meningkatkan kerusakan pada sel sperma akibat terlalu banyaknya energi yang 

dikeluarkan untuk berpisah dan melewati medium yang diberikan (Ferlianthi, 

2017). 

 Beberapa penelitian mengenai pengaruh waktu inkubasi sexing 

spermatozoa telah dilakukan. Luzardin, dkk., (2020) telah melakukan penelitian 

mengenai hubungan lama waktu sexing dengan kualitas spermatozoa sapi Bali 

pada medium sexing Tris-kuning telur memperoleh hasil bahwa lama waktu 

sexing sangat berpengaruh terhadap jumlah (konsentrasi) spermatozoa dan 

persentase motilitas. Konsentrasi terbanyak spermatozoa diperoleh pada lama 

waktu sexing 40 menit sedangkan motilitas tertinggi diperoleh pada lama waktu 

sexing 20 menit.  
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 Solihati, dkk., (2017) menyatakan bahwa Waktu inkubasi 45 menit adalah 

waktu optimum menghasilkan proporsi spermatozoa kromosom X-Y paling tinggi 

dibandingkan lama inkubasi 60 dan 75 menit dan kualitas semen terbaik pasca 

sexing, yaitu proporsi spermatozoa X sebesar 75,40%±3,20% dengan angka 

motilitas 75,89%±2,13% hasil ini diperoleh dari penelitian yang membandingkan 

lama waktu inkubasi (45, 60 dan 75 menit) pada proses sexing spermatozoa 

kambing peranakan etawah menggunakan media sexing BSA. 

 Anwar, dkk., (2019), dalam penelitiannya persentase motilitas 

spermatozoa pada perlakuan medium BSA dan SG pada masa inkubasi 40 menit 

lebih baik dibandingkan dengan perlakuan dengan medium yang sama dengan 

masa inkubasi yang lebih lama 50 dan 60 menit. Hal ini diduga sperma pada 

perlakuan inkubasi 50 dan 60 menit mengalami penurunan motilitas. Penurunan 

motilitas spermatozoa pada perlakuan masa inkubasi yang lebih lama disebabkan 

oleh metabolisme spermatozoa selama proses inkubasi, sehingga spermatozoa 

kehilangan energi yang berpengaruh terhadap penurunan motilitas. 

 Penelitian yang dilakukan Ferlianthi (2017), memperoleh hasil proporsi 

sepermatozoa X pada fraksi atas dengan waktu inkubasi 45 menit memberikan 

persentase proporsi spermatozoa X pada fraksi atas tertinggi yaitu 74,33%, 

sedangkan proporsi spermatozoa Y pada fraksi bawah tertinggi pada waktu 

inkubasi 75 menit yaitu 82,33%. Motilitas spermatozoa selama inkubasi 45-75 

menit mengalami penurunan. Penurunan motilitas terjadi karena pada 

spermatozoa hasil pemisahan telah mengalami perlakuan yang membutuhkan 

banyak energi untuk tetap menormalkan kondisi fisiologisnya. Proses pencucian 

yang mengakibatkan pada pengurangan konsentrasi plasma semen dan 
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menggantinya dengan medium Brackett Oliphant (BO) dimungkinkan sebagai 

salah satu faktor yang menyebabkan menurunnya nilai motilitas spermatozoatozoa 

bila dihubungkan dengan ketersediaan sumber energi spermatozoa, walaupun 

dalam medium BO terdapat glukosa. Bertambahnya waktu pemisahan 

metabolisme akan juga meningkat sehingga akan menurunkan kualitas 

spermatozoa. 

 

  


