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ABSTRAK 

 

PENGARUH PENAMBAHAN VITAMIN C DAN E DALAM PENGENCER 

SITRAT KUNING TELUR TERHADAP KUALITAS SEMEN CAIR  

AYAM BANGKOK (Gallus gallus domesticus) 

Oleh 

Tegar Wijaya Putra 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan Vitamin C, 

Vitamin E dan kombinasinya terhadap kualitas semen cair (motilitas, viabilitas 

dan abnormalitas) dalam pengencer sitrat kuning telur pada semen Ayam 

Bangkok. Penelitian ini dilaksakan pada Maret 2023 bertempat di Laboratorium 

Fisiologi dan Reproduksi Jurusan Peternakan, Fakultas Pertanian, Universitas 

Lampung. Penelitian ini menggunakan Rancangan acak lengkap (RAL) dengan 4 

perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuannya adalah P0; kontrol, P1; penambahan 

Vitamin C 0,2 g/100 ml pengencer, P2; penambahan Vitamin E 0,41 g/100 ml 

pengencer, P3; penambahan Vitamin C 0,2 g/100 ml + Vitamin E 0,41 g/100 ml 

pengencer. Data yang diperoleh dianalisis ragam dengan taraf 5% dan/atau 1% 

dan diuji lanjut dengan uji BNT. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

penambahan vitamin C dan vitamin E dalam pengencer sitrat kuning telur 

berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap motilitas, berpengaruh nyata 

(P<0,05) terhadap viabilitas namun tidak berpengaruh nyata (P>0,05) terhadap 

abnormalitas pasca pengenceran dan tidak berpengaruh nyata (P>0,05) terhadap 

motilitas, viabilitas dan abnormalitas pada 3 jam penyimpnan. Pada perlakuan 

(P1) mempunyai kualitas terbaik dibandingkan dengan perlakuan lainnya dengan 

nilai motilitas (60,00±2,00%), viabilitas (80,79±0,99%) dan abnormalitas 

(10,00±0,95%) pada pasca pengenceran. Hasil penelitian dapat disimpulkan 

bahwa penambahan vitamin C 0,2 g/100 ml pengencer sitrat kuning telur 

memberikan pengaruh terbaik dalam mempertahankan motilitas dan viabilitas 

semen cair Ayam Bangkok pasca pengenceran.  

 

Kata kunci: Ayam Bangkok, Sitrat kuning telur, Spermatozoa, Vitamin C, 

Vitamin E 

 

 

  



 

 

 

ABSTRACT 

 

THE EFFECT OF ADDITION VITAMIN C AND E IN EGG YOLK 

CITRATE DILUENT ON THE QUALITY OF LIQUID SEMEN 

BANGKOK CHICKEN (Gallus gallus domesticus) 

By 

Tegar Wijaya Putra 

 

This study aimed to determine the effect of addition Vitamin C, Vitamin E and 

their combination on the quality of liquid semen (motility, viability and 

abnormality) in egg yolk citrate diluent in Bangkok chicken semen. This research 

was conducted in March 2023 at the Physiology and Reproduction Laboratory, 

Department of Animal Husbandry, Faculty of Agriculture, University of 

Lampung. This study used a completely randomized design (CRD) with 4 

treatments and 3 replications. The treatment is P0; control, P1; addition of 

Vitamin C 0.2 g/100 ml of diluent, P2; addition of Vitamin E 0.41 g/100 ml 

diluent, P3; addition of Vitamin C 0.2 g/100 ml + Vitamin E 0.41 g/100 ml 

diluent. The results obtained were analyzed for variance with a level of 5% and/or 

1% then tested for the BNT test. The results showed that the addition of Vitamin 

C and Vitamin E in egg yolk citrate diluent had a very significant effect (P<0,01) 

on motility, significant effect (P<0,05) on viability but had no significant effect 

(P>0,05) on post-dilution abnormalities and had no significant effect (P>0,05) on 

motility, viability and abnormalities at 3 hours of storage. The treatment (P1) had 

the best quality compared to other treatments, with motility (60.00 ± 2.00%), 

viability (80.79 ± 0.99%) and abnormality (10, 00±0.95%) at post-dilution. The 

results of the study concluded that the addition of Vitamin C 0.2 g/100 ml of egg 

yolk citrate diluent had the best effect on maintaining the motility and viability of 

Bangkok chicken liquid semen post-dilution. 

 

Keywords: Bangkok Chicken, Egg yolk citrate, Spermatozoa, Vitamin C, 

Vitamin E  
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I.  PENDAHULUAN  

  

  

  

1.1  Latar Belakang  

  

Ayam Bangkok merupakan salah satu jenis ayam yang populer di Indonesia. 

Ayam Bangkok umumnya lebih dikenal sebagai ayam petarung yang memiliki 

keunggulan postur tubuh yang besar, tegak dan memiliki perototan yang padat. 

Ayam Bangkok juga memiliki performa pertumbuhan yang sangat baik. Dengan 

keunggulan tersebut, Ayam Bangkok selain untuk ternak kesayangan juga 

berpotensi dijadikan sebagai ayam pedaging yang dapat memenuhi kebutuhan 

masyarakat Indonesia.  

 

Persilangan antara Ayam Bangkok dengan beberapa jenis ayam lain seringkali 

dilakukan untuk memperoleh keturunan yang memiliki performa pertumbuhan 

yang baik, postur yang besar, daging yang padat serta rasa daging yang disukai 

oleh masyarakat. Rowianti et al. (2021) mengungkapkan bahwa hasil persilangan 

Ayam Kampung dan Ayam Bangkok secara umum memiliki bobot badan yang 

lebih tinggi dari Ayam Kampung, hal ini menandakan bahwa persilangan Ayam 

Kampung dengan Ayam Bangkok dapat meningkatkan produktivitasnya. 

 

Apriyanto et al. (2020) mengungkapkan bahwa saat ini telah dikembangkan ayam 

hasil persilangan pejantan Ayam Bangkok dengan betina Ayam Ras Petelur yang 

dikenal dengan nama Ayam Jawa Super. Ayam tersebut merupakan hasil 

persilangan yang memiliki pertumbuhan cepat dibandingkan ayam lokal dan 

memiliki karakteristik daging mirip dengan ayam lokal. Ayam hasil persilangan 

ini menjadi peluang usaha baru yang sangat menggiurkan, karena dapat diterima 

oleh masyarakat dan permintaannya cukup tinggi. 
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Persilangan Ayam Bangkok dengan Ayam Kampung maupun Ayam Ras Petelur 

dilakukan secara alami dengan pejantan seadanya sehingga keturunan yang 

dihasilkan mempunyai mutu genetik yang kurang baik. Untuk itu perlu dilakukan 

upaya perbaikan mutu genetik pada ayam hasil persilangan Ayam Bangkok, salah 

satunya dengan melakukan inseminasi buatan. Inseminasi buatan pada unggas 

bertujuan untuk memperbaiki kualitas genetik, meningkatkan fertilitas telur serta 

memperbanyak jumlah semen dari pejantan unggul pilihan sehingga lebih banyak 

betina yang dapat dikawini.  

 

Bahan pengencer diperlukan dalam pengenceran semen segar. Bahan pengencer 

yang baik harus dapat mempertahankan sifat dan kualitas spermatozoa. Salah satu 

bahan pengencer yang baik yaitu sitrat kuning telur. Kuning telur mengandung 

lipoprotein dan lesitin yang mencegah terjadinya cold shock pada spermatozoa 

pada saat penyimpanan dalam suhu dingin. Coester et al. (2019) menjelaskan 

bahwa lesitin yang terkandung di dalam kuning telur ayam berperan penting 

dalam melapisi membran sel spermatozoa dengan mempertahankan susunan 

fosfolipid bilayer sel spermatozoa. Tanii et al. (2022) menyatakan sitrat-kuning 

telur memiliki kelebihan yaitu mengandung lipoprotein dan lecitin yang berfungsi 

sebagai bahan penyangga (buffer) untuk mempertahankan dan mengatur pH 

semen, juga mencegah terjadinya cold shock yang disebabkan oleh perubahan 

temperatur. Pengencer sitrat-kuning telur mengandung karbohidrat yang 

diperlukan spermatozoa untuk melakukan aktivitas fisiologisnya sebelum 

dideposisikan ke saluran reproduksi betina. 

 

Kerusakan spermatozoa pada saat proses pengolahan semen terjadi karena adanya 

radikal bebas. Kerusakan yang diakibatkan oleh radikal bebas dan peroksida lipid 

ini dapat menurunkan tingkat motilitas dan daya hidup spermatozoa. Penambahan 

antioksidan dalam pengencer semen dilakukan untuk meminimalisir atau menekan 

kerusakan membran spermatozoa akibat radikal bebas. Bahan yang dapat 

digunakan sebagai antioksidan adalah Vitamin C dan E. Vitamin C memiliki 

kemampuan untuk menguatkan kestabilan jaringan membran plasma terhadap 

peroksidasi yang terjadi pada saat pengolahan semen beku karena ada kontak 
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langsung dengan O2 (oksigen) yang dapat menyebabkan kematian pada 

spermatozoa (Savitri et al., 2014).   

 

Hartono (2008) menyatakan bahwa penambahan Vitamin E akan mencegah 

peroksidasi lipid dengan cara memindahkan atom hidrogen kepada radikal 

peroksil. Semakin banyak Vitamin E yang ditambahkan maka semakin banyak 

atom hidrogen yang dilepaskan sehingga peristiwa peroksidasi lipid tidak terjadi 

dan viabilitas spermatozoa tetap terjaga.  

 

Saat ini belum ada bukti dan belum diketahui pengaruh penambahan Vitamin C 

dan E dalam bahan pengencer tris kuning telur terhadap kualitas semen cair Ayam 

Bangkok. Untuk itu perlu adanya penelitian yang membuktikan pengaruh dan 

perlakuan penambahan Vitamin C dan E terbaik dalam pengencer sitrat kuning 

telur terhadap kualitas spermatozoa Ayam Bangkok.  

 

 

1.2  Tujuan Penelitian  

 

Tujuan dari penelitian ini adalah :  

1.  mengetahui pengaruh penambahan Vitamin C, Vitamin E dan kombinasi 

Vitamin C dan E dalam pengencer sitrat kuning telur terhadap kualitas semen 

cair Ayam Bangkok;  

2.  mengetahui perlakuan terbaik Vitamin C, Vitamin E dan kombinasi Vitamin C 

dan E yang digunakan dalam pengencer sitrat kuning telur.  

 

 

1.3  Manfaat Penelitian  

  

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi tentang pengaruh 

penambahan Vitamin C dan E dalam pengencer sitrat kuning telur pada semen 

cair Ayam Bangkok, memaksimalkan penggunaan semen pejantan unggul 

serta memperbaiki mutu genetik Ayam Bangkok dan persilangannya.  
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1.4  Kerangka Pemikiran  

  

Persilangan Ayam Bangkok dilakukan secara alami dengan pejantan seadanya 

sehingga keturunan yang dihasilkan mempunyai mutu genetik yang kurang baik 

untuk itu perlu dilakukan upaya perbaikan mutu genetik ayam hasil persilangan 

Ayam Bangkok, salah satunya dengan melakukan inseminasi buatan. Inseminasi 

sebagai salah satu teknologi reproduksi sangat besar peranannya dalam 

meningkatkan efisiensi reproduksi ternak jantan dengan mengatasi keterbatasan 

jumlah pejantan unggul, serta memanfaatkan secara maksimal kapasitas 

reproduksi pejantan. Inseminasi Buatan merupakan salah satu alternatif yang 

dapat dilakukan untuk meningkatkan reproduktivitas dan populasi ternak.  Dari 

semen seekor pejantan yang berkualitas dapat digunakan untuk mengawini 

beberapa betina. Cara ini juga dapat menurunkan penularan penyakit yang 

disebabkan melalui perkawinan.    

  

Tingkat dari keberhasilan inseminasi buatan sangat dipengaruhi oleh kualitas 

sperma.  Sperma yang disimpan semakin lama maka kualitasnya akan semakin 

menurun, oleh karena itu untuk mempertahankan kualitas sperma selama 

penyimpanan perlu penambahan bahan pengencer.  Kematian sperma karena cold 

shock pada saat pendinginan dan pembekuan dapat diperkecil dengan 

menambahkan bahan pengencer sebagai pelindung (Hartono, 2008).   

 

Sperma perlu dicampur dengan larutan pengencer yang menjamin kebutuhan fisik 

dan kimiawinya serta disimpan pada suhu dan kondisi tertentu yang 

mempertahankan kehidupan spermatozoa selama waktu yang diinginkan untuk 

kemudian dipakai sesuai kebutuhan. Syarat bahan pengencer yaitu tidak 

mengandung racun, mengandung nutrisi, mempertahankan PH, dan dapat 

melindungi spermatozoa dari cold shock, menghambat reaksi peroksidasi lipid 

akibat aktivitas radikal bebas, serta dapat menambah volume semen 

(Susilawati,2013).  
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Penambahan bahan pengencer bertujuan untuk mempertahankan hidup 

spermatozoa selama proses pembekuan ataupun penyimpanan. Pengencer 

spermatozoa memiliki syarat penting yaitu sebagai penyedia makanan untuk 

menjadi sumber energi, dapat mencegah cold shock serta mencegah terbentuknya 

kristal es selama penyimpanan, menstabilkan PH dan tekanan osmotik agar tetap 

sama dengan spermatozoa (Aslam et al., 2014) 

 

Salah satu pengencer yang biasa digunakan dalam proses pengenceran semen 

adalah sitrat kuning telur. Menurut Evans and Maxwell (1987), sitrat kuning telur 

memiliki banyak kelebihan yaitu toksisitas rendah, sebagai buffer dan dapat 

mempertahankan tekanan osmotik dan keseimbangan elektrolit, dapat melindungi 

dari cold shock dan sebagai sumber energi semen karena adanya gliserol, 

melindungi dari dehidrasi dan dapat mencegah pertumbuhan mikroba.  

  

Membran spermatozoa dapat rusak karena adanya reaksi peroksidasi lipid. 

Peroksidasi lipid adalah asam lemak tak jenuh yang bereaksi dengan kelompok 

Reactive Oxygen Species (ROS) berupa radikal hidroksil yang akan menyebabkan 

reaksi berantai. Peroksidasi lipid yang terus menenerus akan menyebabkan 

terakumulasinya ROS dalam  membran mitokondria, selanjutnya akan 

meningkatkan kerusakan sel (Umami, 2009).  Kerusakan membran spermatozoa 

akibat reaktivitas ROS dapat dicegah dengan adanya senyawa antioksidan yang 

dapat melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki oleh radikal bebas, sehingga 

reaksi berantai berupa peroksidasi lipid  dapat dihambat (Winarsi, 2007).  

Hasil penelitian Savitri et al. (2014) menunjukkan penambahan Vitamin C dalam 

pengencer dapat mempertahankan persentase motilitas spermatozoa pada sapi bali 

setelah ekuilibrasi berkisar 55—58%. Abdillah (2018) mengungkapkan 

penggunaan antioksidan Vitamin C dapat digunakan pada bahan pengencer SKT 

maupun Andromed dan penggunaan sebesar 0,2 g/100 ml bahan pengencer SKT 

secara efektif mencegah peroksidasi lipid. Penambahan Vitamin C mampu 

meminimalkan kerusakan membran plasma sel sperma yang terjadi akibat reaksi 

peroksidasi. 
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Penambahan Vitamin E diperlukan untuk mengurangi kerusakan sel yang 

disebabkan lamanya penyimpanan. Vitamin E merupakan salah satu antioksidan 

yang digunakan untuk menghambat reaksi peroksidasi lipid, yakni suatu zat yang 

dapat mengikat senyawa radikal bebas (Putra et al., 2019). Alawiyah dan Hartono 

(2006) bahwa penambahan Vitamin E dengan dosis 0,1—0,4 g/100 ml bahan 

pengencer cenderung meningkatkan jumlah sperma yang hidup. 

 

Dosis penambahan Vitamin E dalam pengencer sitrat kuning telur yang optimal 

adalah 0,41g/100 ml dengan nilai motilitas sebesar 53,4% dan 0,412 g/100ml 

dengan nilai viabilitas sebesar 86,57%. Penambahan Vitamin E akan mencegah 

peroksidasi lipid dengan cara memindahkan atom hidrogen kepada radikal 

peroksil.  Semakin banyak Vitamin E yang ditambahkan maka semakin banyak 

atom hidrogen yang dilepaskan sehingga peristiwa peroksidasi lipid tidak terjadi 

dan viabilitas spermatozoa tetap terjaga (Hartono, 2008).   

 

Persentase motilitas semen segar di bawah 40% menunjukkan kualitas semen 

yang kurang baik dan berhubungan dengan infertilitas karena persentase 

spermatozoa yang motil dalam keadaan normal adalah 70—90 % motil 

(Susilawati, 2013). 

 

 

1.5  Hipotesis  

 

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah : 

1. terdapat pengaruh penambahan Vitamin C, Vitamin E dan kombinasi Vitamin 

C dan E dalam pengencer sitrat kuning telur terhadap kualitas semen cair 

ayam bangkok (motilitas, viabilitas dan abnormalitas spermatozoa);  

2. terdapat perlakuan terbaik Vitamin C, Vitamin E dan kombinasi Vitamin C 

dan E yang digunakan dalam pengencer sitrat kuning telur terhadap kualitas 

semen cair ayam bangkok.    

 



 

 

 

 

 

 

II.  TINJAUAN PUSTAKA 

  

  

  

2.1  Ayam Bangkok 

  

Ayam Bangkok merupakan keturunan gallus gallus yang ada di Thailand tetapi 

telah lama berkembang biak di Indonesia. Keistimewaan ayam ini adalah bentuk 

tubuh yang ramping dan memiliki daya tahan berlaga yang tinggi, disamping itu 

ayam Bangkok juga mempunyai nilai ekonomis yang tinggi. Tidak mengherankan 

apabila peternak kemudian memeliharanya untuk kepentingan bisnis bukan 

sekedar hobi dan kebanggaan (Sudradjat, 1994).  

 

Ayam Bangkok merupakan salah satu jenis ayam petarung yang memiliki postur 

tubuh besar, tegak, dan kuat. Ayam Bangkok dengan postur tubuh dan perototan 

yang padat dapat dijadikan sebagai ayam lokal pedaging. Morfologi ayam 

Bangkok lebih besar daripada ayam Kampung. Melalui program pemuliaan 

dengan seleksi dan persilangan antara ayam Bangkok dengan ayam Kampung bisa 

meningkatkan performans pertumbuhan ayam lokal (Mokodongan et al., 2017).  

 

Hasil persilangan Ayam Kampung dan Ayam Bangkok secara umum memiliki 

bobot badan yang lebih tinggi dari ayam Kampung, hal ini menandakan bahwa 

persilangan ayam Kampung dengan ayam Bangkok dapat meningkatkan 

produktivitasnya. Performans pertumbuhan ayam Kampung yang disilangkan 

dengan indukan ayam Bangkok dapat meningkatkan pertumbuhan bobot badan. 

(Rowianti et al., 2021)  
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2.2  Inseminasi Buatan  

  

Salah satu cara untuk meningkatkan produktifitas ternak adalah dengan 

memperkenalkan dan menerapkan teknologi reproduksi seperti inseminasi buatan 

(IB). Inseminasi buatan merupakan cara memasukan spermatozoa kedalam organ 

reproduksi betina dengan suatu alat tertentu melalui buatan manusia dan melalui 

proses sejak penampungan semen, penilaian, pengenceran semen, sampai 

penilaian hasil inseminasi buatan (Toelihere, 1993).  

 

Inseminasi buatan adalah suatu teknologi dan proses memasukkan sperma ke 

dalam saluran reproduksi betina dengan tujuan agar betina bunting tanpa perlu 

terjadi perkawinan alami. Konsep dasar dari teknologi ini adalah bahwa seekor 

pejantan dapat menghasilkan sperma hingga milyaran sel kelamin jantan 

(spermatozoa) per ejekulasi, sedangkan untuk membuahi sel telur pada betina 

hanya dibutuhkan satu sel spermatozoa (Hafez, 2000). 

 

Keberhasilan IB pada ayam tergantung pada beberapa faktor, antara lain: strain 

ayam, umur ayam, bahan pengencer dalam penyimpanan semen, derajat 

pengenceran atau dosis inseminasi, kualitas semen, deposisi semen, dan waktu 

inseminasi (Ridwan dan Rusdin, 2008). 

 

Tingkat keberhasilan perkawinan dengan IB sangat dipengaruhi oleh kualitas 

sperma.  Kualitas sperma sesudah penampungan akan mengalami penurunan 

apabila tidak segera digunakan.  Sperma yang tidak diencerkan dan disimpan 

selama sehari fertilitasnya akan menurun, oleh karena itu untuk mempertahankan 

kualitas sperma selama penyimpanan dan pembekuan adalah dengan penambahan 

bahan pengencer (Hartono, 2008).   

 

Inseminasi Buatan memerlukan pengolahan semen agar dapat disimpan dan 

digunakan dalam waktu yang cukup lama. Selama proses pengenceran dan 

penyimpanan, masalah yang sering terjadi adalah kerusakan pada membran 

plasma semen akibat terbentuknya peroksida lipid (Putra et al., 2019). 
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2.3  Penampungan Semen  

 

Penampungan semen dilakukan dengan metode pengurutan di bagian punggung 

(dorsal). Menurut Toelihere (1985), pengurutan (massage) dilakukan dengan 

memijat punggung ayam jantan sampai pangkal ekor dengan jemari tangan kanan, 

kemudian diteruskan naik sampai kebagian ekor. Telapak tangan kolektor 

membentuk sudut 30—40° dari punggung ayam jantan. Perabaan harus halus dan 

tepat agar ayam terangsang sehingga ekor terangkat, kaki agak meregang, kloaka 

membuka dan terlihat sepasang papila (phallus) menonjol. Tangan kanan secara 

cepat memfiksir, menggenggam dan sedikit mengangkat pangkal ekor, jari tengah 

dan ibu jari menekan dasar kloaka dan tetap menahan agar kedua papila tetap 

menonjol. Semen segera ditampung dengan menggunakan tabung ukur dan segera 

dilakukan pengamatan makroskopis dan mikroskopis. 

 

Penampungan semen dilakukan dengan menggunakan metode massage. 

Penampungan semen dilakukan dengan cara sebagai berikut : terlebih dahulu bulu 

disekitar kloaka dicukur, bagian sekitar bibir dan kloaka tersebut dibersihkan dari 

kotoran yang menempel dengan tisu yang dibasahi dengan alkohol 70%. 

Selanjutnya dipasang tabung sebagai artificial cloaca yang diikatkan pada 

punggung ayam, kemudian dilakukan massage pada pejantan ayam bangkok 

dengan cara mengurut dari bagian punggung sampai kearah kloaka, dalam 

beberapa saat ejakulasi akan terjadi dan semen tertampung dalam tabung artificial 

cloaca (Malecki and Martin, 2002).  

 

Penampungan semen dilakukan oleh dua orang. Seorang memegang ayam  

dengan tangan kiri sambil mengurut bagian punggung ayam untuk merangsang 

keluarnya semen, dan seorang lagi menyiapkan tabung penampung semen 

berskala dan tisu pembersih kotoran ayam. Pengurutan dilakukan beberapa kali 

sampai terjadinya rangsangan pada ayam yang ditandai dengan peregangan tubuh 

ayam dan keluarnya papillae dari proktodaeum kloaka. Saat ereksi mencapai 

maksimal, tangan kanan dan kiri orang yang melakukan pengurutan bekerjasama 
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memerah semen. Pada saat yang sama, orang kedua bersiap-siap menampung 

semen dengan tabung penampung berskala (Junaedi dan Husnaeni, 2019). 

 

 

2.4  Pengencer Semen   

  

Pengenceran semen dilakukan sebelum proses pembekuan semen. Tujuan dari 

pengenceran seman yaitu untuk meningkatkatkan dan memperbanyak volume 

semen serta menunjang daya hidup spermatozoa. Syarat bahan pengencer semen 

yaitu memiliki kandungan nutrisi yang baik yang dijadikan sebagai sumber energi 

untuk kelangsungan hidup spermatozoa (Toelihere, 1985).  

 

Semen beku yang berkualitas tinggi membutuhkan bahan pengencer semen yang 

mampu mempertahankan kualitas spermatozoa selama proses pendinginan, 

pembekuan, maupun pada saat thawing (Aboagla and Terada, 2004).  

 

Bahan pengencer harus mengandung sumber nutrisi, buffer, bahan anti cold shock, 

antibiotik dan krioprotektan yang dapat melindungi spermatozoa selama proses 

pembekuan dan thawing.  Sumber nutrisi yang paling banyak digunakan adalah 

karbohidrat terutama fruktosa yang paling mudah dimetabolisasi oleh 

spermatozoa (Toelihere, 1993).  

  

Buffer berfungsi sebagai pengatur tekanan osmotik dan juga berfungsi 

menetralisir asam laktat yang dihasilkan dari sisa metabolism spermatozoa.  

Buffer yang umum digunakan adalah tris (hydroxymethyl) aminomethane yang 

mempunyai kemampuan sebagai penyangga yang baik dengan toksisitas yang 

rendah dalam konsentrasi yang tinggi (Steinbach and Foote, 1967).   

 

Beberapa bahan pengencer yang umum digunakan dalam pengencer semen adalah 

kuning telur, susu, dan air kelapa.  Larutan pengencer semen yang memiliki 

komposisi kimia lebih lengkap akan memberikan fungsi yang baik bagi 

spermatozoa yang diencerkan (Ridwan, 2007).   
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Bahan anti cold shock yang umum ditambahkan adalah kuning telur yang dapat 

melindungi spermatozoa pada saat perubahan suhu dari suhu ruang (28°C) pada 

saat pengolahan ke suhu ekuilibrasi (5°C) (Aboagla dan Terada, 2004). 

 

 

2.5  Sitrat Kuning Telur  

   

Salah satu bahan pengencer yang dapat ditambahkan dalam pengencer semen 

ayam adalah sitrat kuning telur, karena sitrat kuning telur mengandung lecitin dan 

lippoprotein yang dapat digunakan sebagai bahan penyangga (buffer) semen serta 

dapat mencegah terjadinya cold shock akibat penurunan temperatur yang 

mendadak (Trias, 2001).  

 

Di dalam sitrat kuning telur terdapat buffer yang dapat mempertahankan dan 

mengatur pH. Sistem buffer ini berperan melindungi spermatozoa dari perubahan 

pH yang tiba-tiba, yang dapat merusak daya hidup sel spermatozoa (Evans and 

Maxwell, 1987).  

 

Kuning telur terdiri atas 49% air, protein 16,5%, lemak 32% dan hidrat arang 1%. 

Lemak kuning telur terdiri atas gliserida 62%, phospolipid 33% dan kolesterol 

5%. Phospolipid terdiri atas lechitine 73% dan cephalin 15% (Susilawati, 2013).  

 

Kuning telur sebagai pengencer, mengandung lipoprotein dan lecithin yang 

mempertahankan dan melindungi integritas selubung protein dari spermatozoa 

dan mencegah cold shock. Kuning telur juga mengandung glukosa sebagai sumber 

energi bagi spermatozoa disamping protein dan vitamin-vitamin yang larut dalam 

air atau minyak, serta mampunyai viskositas yang mungkin menguntungkan 

spermatozoa (Toelihere, 1993).  

 

Lipoprotein dan lecithin yang terkandung di dalam telur mempertahankan dan 

melindungi integritas selubung lipoprotein dari sel spermatozoa. Kuning telur juga 

mengandung glukosa, yang lebih baik digunakan oleh spermatozoa sapi untuk 
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metabolismenya daripada fruktosa yang terdapat di dalam semen, berbagai 

protein, vitamin-vitamin yang larut dalam air maupun yang larut dalam minyak, 

dan memiliki viskositas yang mungkin menguntungkan spermatozoa. Kuning 

telur mengandung asam-asam amino L-tyrosin, Ltryptohan, dan L-phenilalanin 

yang menghasilkan hydrogen peroksida pada deaminasi oksiatif (Susilawati, 

2013).  

 

Lesitin yang terkandung di dalam kuning telur ayam berperan penting dalam 

melapisi membran sel spermatozoa dengan mempertahankan susunan fosfolipid 

bilayer sel spermatozoa. Kerusakan spermatozoa pada saat proses pengolahan 

semen terjadi dikarenakan adanya radikal bebas. Kerusakan yang diakibatkan oleh 

radikal bebas dan peroksida lipid ini dapat menurunkan tingkat motilitas dan daya 

hidup spermatozoa. Penambahan antioksidan dalam pengencer semen dilakukan 

untuk meminimalisir atau menekan kerusakan membran spermatozoa akibat 

radikal bebas (Coester et al., 2019). 

 

   

2.6  Vitamin C dan Vitamin E  

  

Salah satu antioksidan yang telah digunakan adalah Vitamin E atau α tokoferol. 

Vitamin E mempunyai kemampuan memutuskan berbagai rantai reaksi radikal 

bebas sebagai akibat kemampuannya memindahkan hidrogen fenolat pada radikal  

bebas dari asam lemak tidak jenuh ganda yang telah mengalami peroksidasi 

(Mayes, 1995).  

 

Penggunaan antioksidan Vitamin C dapat digunakan pada bahan pengencer SKT 

maupun Andromed dan penggunaan sebesar 0,2 g/100 ml bahan pengencer SKT 

secara efektif mencegah peroksidasi lipid (Abdillah, 2018). 

 

Vitamin C mampu mengikat oksigen radikal dalam sel mencegah peroksidasi 

lipid. Vitamin C merupakan vitamin larut air yang mampu melindungi 

spermatozoa dari kerusakan akibat stres oksidatif dengan cara menetralkan 
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hidroksil, superoksidasi dan radikal hidrogen peroksida serta mencegah aglutinasi 

spermatozoa (Sitohang et al., 2015). 

 

Kerusakan sel yang disebabkan lamanya penyimpanan dapat dikurangi dengan 

penambahan Vitamin E. Vitamin E merupakan salah satu antioksidan yang 

digunakan untuk menghambat reaksi peroksidasi lipid, yakni suatu zat yang dapat 

mengikat senyawa radikal bebas (Putra et al., 2019).  

 

Vitamin C merupakan salah satu vitamin yang berfungsi sebagai antioksidan 

terlarut yang dapat mencegah aktivitas oksigen reaktif dengan asam lemak tak 

jenuh ganda pada membran plasma spermatozoa (Wijaya, 1995). 

 

Penambahan Vitamin C dalam pengencer dapat mempertahankan persentase 

motilitas spermatozoa setelah ekuilibrasi berkisar 55—58%. Dosis penambahan 

3,50 mM Vitamin C memiliki persentase motilitas spermatozoa (58,33%) 

tertinggi dibandingkan dengan dosis penambahan Vitamin C yang lain (Savitri et 

al., 2014).  

 

Penambahan Vitamin E akan mencegah peroksidasi lipid dengan cara 

memindahkan atom hidrogen kepada radikal peroksil. Semakin banyak Vitamin E 

yang ditambahkan maka semakin banyak atom hidrogen yang dilepaskan 

sehingga peristiwa peroksidasi lipid tidak terjadi dan viabilitas spermatozoa tetap 

terjaga (Hartono, 2008). 

  

Inseminasi Buatan memerlukan pengolahan semen agar dapat disimpan dan 

digunakan dalam waktu yang cukup lama.  Selama proses pengenceran dan 

penyimpanan, masalah yang sering terjadi adalah kerusakan pada membran 

plasma semen akibat terbentuknya peroksida lipid (Putra et al., 2019). 

  

Vitamin E diperlukan untuk mengurangi kerusakan sel yang disebabkan lamanya 

penyimpanan.  Vitamin E merupakan salah satu antioksidan yang digunakan 
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untuk menghambat reaksi peroksidasi lipid, yakni suatu zat yang dapat mengikat 

senyawa radikal bebas (Putra et al., 2019).  

 

Semakin besar dosis Vitamin E dalam pengencer sitrat kuning telur dengan dosis 

terbesar 0,5 g/100ml maka kualitas semen cair yang disimpan selama 18 jam 

semakin baik dengan nilai motilitas sebesar 59,37±8,00 %; dan viabilitas 

89,46±1,12 %. Pada pembekuan dosis penambahan Vitamin E dalam pengencer 

SKT yang optimal adalah 0,41g/100 ml dengan nilai motilitas sebesar 53,4% dan 

0,412 g/100ml dengan nilai viabilitas sebesar 86,57%. Penambahan Vitamin E 

akan mencegah peroksidasi lipid dengan cara memindahkan atom hidrogen 

kepada radikal peroksil.  Semakin banyak Vitamin E yang ditambahkan maka 

semakin banyak atom hidrogen yang dilepaskan sehingga peristiwa peroksidasi 

lipid tidak terjadi dan viabilitas spermatozoa tetap terjaga (Hartono, 2008).   

 

Vitamin E perlu dilarutkan dengan tween 80 yang mengandung asam oleat akan 

berefek baik pada kualitas spermatozoa. Penggunaan bahan pengencer yang 

berbeda akan berpengaruh terhadap motilitas spermatozoa (Hashem et al, 2017). 

 

Penggunaan antioksidan akan lebih bermanfaat apabila digunakan lebih dari satu 

jenis antioksidan dan telah dibuktikan bahwa kombinasi dua antioksidan bersama-

sama mampu menghambat terjadinya katalisis pada proses oksidasi. Dosis 

antioksidan yang terlalu banyak dapat berpengaruh terhadap laju oksidasi yang 

menyebabkan aktivasi antioksidan menghilang, bahkan antioksidan yang 

berlebihan akan menjadi peroksidan. Ketika pembekuan spermatozoa tidak tahan 

terhadap tekanan pembentukan kristal es, tekanan osmotik dan pembentukan 

radikal bebas selama pembekuan sampai pencairan kembali (Gordon, 1990). 

Krioprotektan berfungsi untuk melindungi dari keadaan cold shock dan kerusakan 

sel akibat pembentukan kristal es. Ketidakseimbangan cairan dalam sel sperma 

juga menyebabkan sel mengalami dehidrasi tinggi selama pembekuan sehingga 

diperoleh banyak spermatozoa mati. Dehidrasi sel sperma meningkat pada 

lingkungan hiperosmotik sehingga mengganggu metabolisme spermatozoa 

(Raynardia, 2017). 
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2.7 Kualitas Spermatozoa 

 

Spermatozoa unggas memiliki bentuk kepala yang silindris memanjang dengan 

akrosom yang meruncing. Kepala spermatozoa unggas sedikit melengkung dan 

diselimuti akrosom. Ekor spermatozoa terdiri dari leher, bagian tengah dan ujung. 

Bagian tengah dan ekor tersusun dari mitokondria dan sitoskeleton sel (Solihati et 

al., 2016). 

 

Secara makroskopis volume semen Ayam Bangkok (0,31±0,01 mL/ejakulasi) 

Jumlah volume per ejakulasi, dapat langsung diamati pada tabung yang berskala. 

Volume semen tergantung dari breed, spesies dan metode penampungan (Junaedi 

dan Husnaeni, 2019). 

 

Rataan volume semen yang dihasilkan pada Ayam Bangkok berkisar antara 

0,167—0,178 ml (Hijriyanto et al., 2017). Semen ayam memiliki volume berkisar 

antara 0,3—0,5 ml per ejakulat (Toelihere, 1985). Volume semen ayam berkisar 

0,11—1 ml (Kismiati, 1997). 

 

Volume semen yang didapat tergantung dari breed, spesies dan metode 

penampungan. Volume yang ditampung dengan metode pemijatan akan lebih 

banyak, jika dibandingkan dengan penampungan semen saat perkawinan alami 

(Hijriyanto et al., 2017). Volume semen pada saat kawin alami adalah 0,35 ml, 

sedangkan untuk metode pemijatan adalah 0,88 ml (Parker, 1972).  

 

Hasil pengamatan warna dan konsistensi semen ayam bangkok dengan frekuensi 

penampungan yang berbeda menunjukkan hasil yang sama yaitu berwarna putih 

susu dan konsistensi kental (Hijriyanto et al., 2017). Warna semen ayam bangkok 

normal adalah putih susu (Alhmadi, 2014). Kekentalan dan menginterpretasikan 

bahwa konsentrasi spermatozoa tinggi (Junaedi dan Husnaeni, 2019). 
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Spermatozoa dalam suatu kelompok cenderung bergerak bersama-sama ke suatu 

arah. Gerakan spermatozoa menunjukkan gelombang tebal atau tipis, bergerak 

cepat atau lambat tergantung dari konsentrasi sperma hidup didalamnya. Semakin 

aktif dan semakin banyak spermatozoa yang bergerak maka gerakan masa 

semakin bagus. Gerakan masa berkisar antara baik (++) dan sangat baik (++) 

(Danang et al., 2012). 

 

Pengamatan nilai pH semen ayam bangkok dengan frekuensi penampungan yang 

berbeda menunjukkan yang menunjukkan hasil dengan rataan 6,8 (Hijriyanto et 

al., 2017). pH netral pada semen ayam lokal yaitu pH 7—7,5. Derajat keasaman 

semen sangat berpengaruh terhadap daya hidup spermatozoa. Semakin rendah 

nilai pH maka spermatozoa yang hidup akan semakin rendah. Nilai pH dapat 

menurun selama penyimpanan akibat peninggian suhu dan penambahan waktu 

(Abdillah, 1996). 

 

Spermatozoa ayam memiliki nilai konsentrasi berkisar antara 1,75—3 milyar 

sel/ml (Sastrodihardjo dan Resnawati, 2003).  Konsentrasi spermatozoa ayam 

berkisar antara 0,03—11 milyar sel/ml (Toelihere, 1993). 

 

Konsentrasi spermatozoa yang rendah dapat menurunkan kualitas spermatozoa. 

Konsentrasi spermatozoa tergantung pada umur, bangsa ternak, dan bobot badan 

serta frekuensi penampungan dan konsentrasi spermatozoa adalah salah satu 

karakteristik yang diturunkan dari induk ke anaknya (Junaedi dan Husnaeni, 

2019). Volume semen unggas biasanya relatif sedikit sedangkan konsentrasinya 

cukup tinggi, tergantung dari tiap bangsa dan individu (Toelihere, 1985). 

 

Secara makroskopis, motilitas dan viabilitas semen segar ayam kampung berbeda-

beda. Persentase motilitas dikatakan normal jika berada diatas 70%. Persentase 

spermatozoa hidup lebih tinggi daripada spermatozoa motil karena dari jumlah 

spermatozoa yang hidup belum tentu semuanya motil progresif  (Kostaman dan 

Sopiyana, 2017).  
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Motilitas terendah yang harus dimiliki semen untuk inseminasi buatan adalah 40% 

(Solihati et al., 2006). Tingkat keberhasilan IB salah satunya didukung oleh 

kemampuan dan kualitas produksi produksi semen pada ayam lokal jantan adalah 

0,2—0,5 mL dan persentase motilitas sebesar 60—80% dengan kemampuan 

hidup antara 85—90% (Getachew, 2016) 

 

Persentase motilitas semen segar di bawah 40% menunjukkan kualitas semen 

yang kurang baik dan berhubungan dengan infertilitas karena persentase 

spermatozoa yang motil dalam keadaan normal adalah 70—90% motil 

(Susilawati, 2013).  

 

Abnormalitas dapat diamati dengan cara membuat preparat ulas menggunakan 

larutan pewarnaan, kemudian dihitung dibawah mikroskop dengan perbesaran 

10x40. Jumlah spermatozoa yang diamaati minimal 200 sel. Persentase 

abnormalitas spermatozoa Ayam Kampung merupakan perbandingan jumlah 

spermatozoa abnormal dengan jumlah spermatozoa yang diamati (Nugroho dan 

Saleh, 2015). 

 

Semen yang dapat dipakai IB abnormalitas spermatozoanya tidak boleh lebih dari 

15% dan jika abnormalitas spermatozoa lebih dari 25% akan menurunkan 

fertilitasnya (Ihsan, 2009). Kelainan morfologi spermatozoa di bawah 20% masih 

dianggap normal (Toelihere, 1993). Abnormalitas pada spermatozoa 

dikelompokkan menjadi dua yaitu abnormalitas primer dan sekunder. 

Abnormalitas primer terjadi karena kelainan-kelainan spermatogenesis di dalam 

tubuliseminiferi dan gangguan testikuler.  Bentuk-bentuk abnormalitas primer 

diantaranya kepala terlalu kecil, atau terlalu besar, memanjang, ganda, serta ekor 

ganda.  Sedangkan abnormalitas skunder terjadi setelah spermatozoa 

meninggalkan tubuluseminiferi atau pada saat penanganan dalam pembuatan 

semen beku yang biasanya memiliki bentuk ekor putus, kepala tanpa ekor, bagian 

tengah melipat, serta ekor bengkok (Hartono et al., 2020). 
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Penyimpanan semen yang lebih lama akan semakin meningkatkan tingkat 

kematian spermatozoa karena rusaknya membran plasma yang berakibat pada 

terganggunya suplai energi spermatozoa (Wiyanti et al., 2013). Persentase 

spermatozoa yang menurun seiring dengan bertambahnya lama simpan semen 

dipengaruhi oleh jumlah nutrisi spermatozoa dalam pengencer ikut mengalami 

penurunan, sehingga viabilitas spermatozoa ayam kampung mengalami penurunan 

(Ulus et al., 2019). Berkurangnya jumlah nutrisi spermatozoa disebabkan oleh 

penggunaan energi untuk aktivitas mekanik (gerak) dan kimiawai (biosintesa) 

(Danang et al., 2012). Semakin berkurangnya cadangan makanan, dan 

ketidakseimbangan cairan elektrolit akibat metabolisme spermatozoa dapat 

menyebabkan kerusakan membran sel spermatozoa (Solihati et al., 2006). 

 

Tenaga yang dibutuhkan spermatozoa berasal dari perombakan ATP (Adenosine 

Tri-Phospate) yang berada didalam selubung mitikondria teraktifkan oleh enzim 

tertentu sehingga ikatan fosfat yang mengandung banyak energi terurai dan 

melepaskan energi, akan tetapi penyimpanan spermatozoa pada suhu dingin dan 

terlalu lama membuat membran spermatozoa rusak dan menyebabkan enzim 

untuk merombak ATP hilang sehingga mengakibatkan motilitas yang rendah pada 

spermatozoa (Akredianto, 2014). 

 

Penyimpanan spermatozoa dalam rentang waktu yang lama akan mengakibatkan 

penurunan motilitas spermatozoa akibat adanya asam laktat sisa dari metabolisme 

sel yang menyebabkan kondisi medium menurun menjadi asam akibat penurunan 

pH dalam kondisi ini dapat juga bersifat racun bagi spermatozoa sehingga dapat 

menyebabkan kematian spermatozoa (Setyawan et al., 2019). 

 

Viabilitas akan semakin menurun karena sumber energi yang digunakan semakin 

habis, selain itu juga disebabkan oleh banyaknya penumpukan asam laktat hasil 

metabolisme yang bersifat toksik bagi spermatozoa (Hernawati et al., 2019). 

 



 

 

 

 

 

 

III.  METODE PENELITIAN  

  

  

  

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian  

  

Penelitian ini dilaksanakan pada Maret 2023 bertempat di Laboratorium Fisiologi 

dan Reproduksi Jurusan Peternakan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.  

  

  

3.2 Alat dan Bahan  

 .  

3.2.1 Alat 

 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi tabung untuk menampung 

semen Ayam Bangkok, batang pengaduk, kertas saring, pH meter, kertas label, 

alat tulis, mikroskop, layar monitor, hemocytometer, object glass, cover glass, 

beaker glass, pipet dan tissue. 

   

3.2.2 Bahan 

 

Bahan yang digunakan yaitu kuning telur, Vitamin C dan Vitamin E (dalam 

sediaan pure powder), semen Ayam Bangkok, NaCl, alkohol 70%, tris amino 

methan, asam sitrat, fruktosa, penicillin, streptomycin, aquabides  dan larutan 

eosin. 

  

 

3.3 Metode Penelitian  

  

Rancangan percobaan yang digunakan pada penelitian ini yaitu Rancangan Acak 

Lengkap (RAL), dengan 4 perlakuan penambahan dosis Vitamin C dan E dalam 
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pengencer Sitrat Kuning Telur (SKT) dan dilakukan sebanyak tiga ulangan. 

Perlakuan yang diberikan yaitu:  

P0 : Tanpa penambahan Vitamin C dan Vitamin E  

P1 : Penambahan Vitamin C 0,2 g/100 ml pengencer (Abdillah, 2018) 

P2 : Penambahan Vitamin E 0,41 g/100 ml pengencer (Hartono, 2008) 

P3 : Penambahan kombinasi Vitamin C 0,2 g dan Vitamin E 0,41 g dalam 100 ml 

pengencer 

Berdasarkan perlakuan yang diberikan, maka penelitian dilakukan dengan 

mengevaluasi 16 sampel semen. Tata letak penelitian disajikan pada Gambar 1. 

 

P0U1 P1U1 P3U2 P2U2 

P2U4 P1U3 P0U3 P1U3 

P1U2 P0U2 P2U3 P3U1 

P3U3 P1U4 P2U1 P0U4 

  Gambar 1. Tata letak penelitian 

 

 

3.4 Pelaksanaan Penelitian  

  

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Fisiologi dan Reproduksi Jurusan 

Peternakan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung yang meliputi 

penampungan semen Ayam Bangkok, proses pembuatan pengencer sitrat kuning 

telur, proses pengenceran semen dan  pemeriksaan kualitas semen pasca 

pengenceran dan setiap 3 jam penyimpanan hingga motilitasnya ≤40%.  Alur 

penelitian ini disajikan pada Gambar 2.  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Alur penelitian 

Penampungan Semen 

Evaluasi Semen Segar 

(Mikroskopis dan Makroskopis) 

Pembuatan Bahan Pengencer 

(kontrol; penambahan Vitamin C 

0,2 g/100 ml; Vitamin E 0,41 

g/100 ml; Vitamin C 0,2 g + 

Vitamin E 0,41 g/100 ml) 

 

 

Pencampuran Pengencer 

Evaluasi Motilitas, 

Viabilitas dan Abnormalitas 

Spermatozoa (pasca 

pengenceran, 3  jam, 6 jam, 

9 jam, dst sampai motilitas 

≤40%) 
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3.4.1 Penampungan semen 

 

Cara menampung semen pada ayam:  

1. menyiapkan Ayam Bangkok pejantan yang akan ditampung spermanya; 

2. memastikan area kandang penampungan dalam keadaan bersih; 

3. memegang ayam pada kedua pahanya dengan tangan kiri; 

4. mencukur bulu-bulu disekitar kloaka ayam; 

5. membersihkan bagian sekitar kloaka dengan tissue; 

6. memasang tabung sebagai artificial cloaca yang diikatkan pada punggung 

ayam; 

7. melakukan massage pada pejantan ayam bangkok dengan cara mengurut dari 

bagian punggung sampai kearah kloaka; 

8. pengurutan dilakukan beberapa kali sampai terjadinya rangsangan pada ayam 

yang ditandai dengan peregangan tubuh ayam dan keluarnya papillae dari 

proktodaeum kloaka. 

9. dalam beberapa saat ejakulasi akan terjadi dan semen tertampung dalam 

tabung artificial cloaca (Malecki and Martin, 2002). 

 

 

3.4.2 Evaluasi semen segar 

 

Evaluasi semen segar dilakukan segera setelah semen ditampung dari pejantan. 

Evaluasi semen dilakukan untuk mengethaui semen yang ditampung layak atau 

tidak untuk dilakukan proses selanjutnya. Evaluasi semen meliputi pemeriksaan 

makroskopis dan mikroskopis.  

 

Pemeriksaan makroskopis: 

1. volume; 

2. warna (putih susu, krem, kuning); 

3. kekentalan (encer, sedang, kental); 

4. bau (khas); 

5. pH (hasil dari pengukuran Ph meter). 
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Pemeriksaan mikroskopis: 

1. menyalakan mikroskop, layar monitor dan slide warmer; 

2. menyiapkan NaCl fisiologis 0,9% dalam beaker glass, stick glass, pipet, 

object glass, cover glass dan tissue; 

3. melakukan pemeriksaan gerakan massa sperma 

a. meneteskan semen menggunakan stick glass di atas object glass. 

b. melihat dibawah mikroskop dengan perbesaran 10 x 10 sambil 

mengatur jarak lensa dengan objek yang dilihat sehingga terlihat 

gerakan massa semen, dan dilakukan penilaian sebagai berikut: 

0     : tidak ada gerak spermatozoa maupun gerak massa sperma 

+     : gerakan massa sperma lemah berupa gelombang tipis dan jarang 

++     : gerakan massa sperma cepat berupa gelombang tebal dan gelap 

+++  : gerakan massa sperma sangat cepat berupa gelombang 

     gelombang tebal dan gelap 

    Semen segar yang layak diproses lebih lanjut adalah semen dengan            

nilai gerakan massa minimal (+ +); 

4. melakukan pemeriksaan motilitas sperma; 

5. mengencerkan semen dengan NaCI Fisiologis (satu tetes semen ditambah 

4 tetes NaCl sesuai kekentalan semen) kemudian ditutup dengan cover 

glass. Melihat dibawah mikroskop dengan perbesaran 20x10 dan 10x10; 

6. mengamati motilitas sperma dengan cara menilai sperma yang bergerak 

maju. Pengamatan dilakukan pada minimal 5 bidang pandang. Semen 

segar yang layak diproduksi adalah yang memiliki motilitas sperma ≥70% 

(BIB Poncowati, 2012). 

 

 

3.4.3 Pembuatan pengencer sitrat kuning telur  

  

Pembuatan pengencer sitrat kuning telur dilakukan yaitu pembuatan buffer dan 

pembuatan pengencer. Langkah yang dilakukan yaitu: 
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1. Pembuatan buffer 

 

Pembuatan buffer dilakukan dengan cara: 

a. menimbang 2,9 g Na-sitrat kemudian memasukkan ke dalam tabung 

Erlenmeyer; 

b. menambahkan fruktosa 2,5% 

c. mengaduk semua bahan agar homogen kemudian menambahkan aquabidest 

hingga 100 ml dan mengaduk hingga rata, selanjutnya dipanaskan hingga 

suhu 92℃ dan dinginkan pada suhu kamar; 

d. menambahkan antibiotik penicillin 3 ml dan streptomycin 1 ml kemudian 

mengaduk hingga merata (BIB Lembang, 2012). 

 

 

2. Pembuatan pengencer 

 

Pembuatan pengencer sitrat kuning telur dilakukan dengan cara: 

a. menyiapkan telur segar dan membersihkan kulitnya menggunakan kapas 

beralkohol 70%; 

b. memecahkan kulit telur hingga 1/3—1/2 bagian menggunakan pinset steril; 

c. membuang semua cairan putih telur, kuning telur yang utuh dan terbungkus 

selaput vitelin dipindahkan keatas kertas hisap untuk menghilangkan cairan 

putih telur yang tersisa; 

d. memecahkan selaput vitelin dan mengalirkan kuning telur kedalam gelas 

ukur tanpa selaput vitelinnya sebanyak 20 ml; 

e. menuangkan kuning telur yang telah ditimbang kedalam Erlenmeyer 

kemudian menambahkan larutan buffer sebanyak 74 ml dan mengaduk 

hingga rata (BIB Lembang, 2012). 
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3.4.4 Pengenceran semen 

 

Pengenceran semen dilakukan dengan rumus: 

 

𝑍 =
(𝑎 𝑥 𝑏 𝑥 𝑐)

𝑑
 

 

Keterangan : 

Z : volume semen setelah diencerkan 

a  : volume sperma yang akan diencerkan 

b  : motilitas (%) 

c  : konsentrasi sperma per ml 

d  : dosis IB 

(Hartono et al., 2020) 

 

Dilanjutkan dengan cara: 

1. membagi SKT menjadi 4 bagian, dengan volume masing-masing sebanyak 

100 ml; 

2. menimbang dosis vitamin C dan E sesuai dengan perlakuan yang akan 

dilakukan; 

P0 : pengencer SKT  

P1 : Pengencer SKT + vitamin C 0,2 g/100 ml  

P2 : Pengencer SKT + vitamin E 0,41 g/100 ml  

P3 : Pengencer SKT + vitamin C 0,2 g/100 ml + vitamin E 0,41 g/100 ml 

3. mencampurkan vitamin C, vitamin E dan kombinasi keduanya pada labu ukur 

sampai homogen; 

4. memindahkan larutan kedalam Erlenmeyer, kemudian menyimpan larutan ke 

dalam lemasi es dengan suhu 4—5℃ dan menutup tabung menggunakan 

aluminium foil (BIB Poncowati, 2012). 
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3.4.5 Pencampuran pengencer 

 

Sitrat kuning telur dengan Vitamin C dan Vitamin E Pengencer dibagi menjadi 4 

bagian dengan volume sama banyak kemudian menambahkan Vitamin C dan E 

dengan dosis ( Vitamin C 250 mg), (Vitamin E 0,41 g), (Vitamin C 250 mg dan 

Vitamin E 0,41 g ) pada masing-masing pengencer, mengaduk hingga merata. 

Semen kemudian disimpan dan diamati setiap 24 jam hingga motilitasnya 

mencapai 40%. Menurut Iswati et al. (2017), dosis semen yang dipakai untuk 

melakukan inseminasi buatan pada unggas betina yaitu 0,2 ml per ekor dengan 

jumlah konsentrasi 20 juta/dosis IB. Menurut Mumu (2009), cara menghitung 

jumlah pengencer yaitu: 

 

Jumlah pengencer (ml) = 
volume semen x % motilitas x konsentrasi

dosis straw
 x volume  

 

Semen yang telah dicampur dengan pengencer kemudian disimpan dalam 

refrigerator dengan suhu 5℃ selama 3 jam sampai motilitas ≤40 %. 

 

 

3.4.6 Pemeriksaan motilitas spermatozoa 

 

Pemeriksaan motilitas individu spermatozoa dapat diamati dengan menggunakan 

mikroskop dengan perbesaran 400x pada suhu yang dijaga konstan 37℃ dengan 

menggunakan cover glass, kemudian menentukan proporsi (persentase) 

spermatozoa yang bergerak progresif dengan satuan persen (%). 

Klasifikasi gerak individu spermatozoa antara lain: 

1. gerak maju yang merupakan indeks daya hidup terbaik; 

2. gerak mundur dan gerak melingkar merupakan tanda-tanda cold shock; 

3. gerakan berayun atau berputar-putar di tempat sering terlihat pada semen yang 

tua; 

4. apabila spermatozoa banyak yang berhenti bergerak maka dianggap mati 

(Susilawati, 2011). 
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3.4.7 Pemeriksaan viabilitas spermatozoa 

 

Pemeriksaan viabilitas dilakukan dengan cara: 

1. meneteskan satu tetes eosin 2% pada ujung gelas objek; 

2. meneteskan semen yang telah dicampur dengan bahan pengencer tris kuning 

telur secara berturut-turut (P0, P1, P2 dan P3); 

3. menempelkan ujung gelas objek yang lain atau ujung gelas penutup pada 

kedua cairan sehingga keduanya bercampur, kemudian didorong ke ujung 

gelas objek; 

4. mengeringkan preparat ulas dengan cara menggerakkan di atas nyala lilin 

atau pemanas Bunsen; 

5. memeriksa spermatozoa yang hidup dan mati dengan menggunakan 

mikroskop pada perbesaran sedang (10x40) spermatozoa yang hidup tidak 

berwarna , sedangkan spermatozoa yang mati akan berwarna merah atau 

merah muda. Jumlah spermatozoa yang dihitung minimal 210 sel;  

6. menurut Azzahra et al., (2016) menghitung viabilitas spermatozoa dengan 

rumus: 

 

Viabilitas spermatozoa =  
jumlah sperma hidup

jumlah sperma diamati
 x 100%  

 

 

3.4.8 Pemeriksaan abnormalitas spermatozoa 

 

Pemeriksaan persentase abnormalitas spermatozoa dilakukan dengan cara: 

1. meneteskan satu tetes eosin 2% pada ujung gelas objek; 

2. meneteskan semen yang telah dicampur dengan bahan pengencer  secara 

berturut-turut (P0, P1, P2 dan P3); 

3. menenpelkan ujung gelas objek yang lain atau ujung gelas penutup pada 

kedua cairan sehingga keduanya bercampur, kemudian didorong ke ujung 

gelas objek; 

4. mengeringkan preparat ulas dengan cara menggerakkan di atas nyala lilin 

atau pemanas Bunsen; 
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5. memeriksa sperma yang abnormal bisa dilakukan dengan perbesaran sedang 

(10x40). Spermatozoa yang abnormal ditandai dengan bentuk sperma tanpa 

kepala, kepala tanpa ekor, ekor melingkar, kepala ganda. Jumlah spermatozoa 

yang dihitung minimal 210 sel; 

6. menurut Ridwan (2007), menghitung sperma abnormal dapat dilakukan 

dengan menggunakan rumus:  

 

Abnormalitas spermatozoa =  
jumlah sperma abnormal 

jumlah sperma diamati
 x 100% 

 

 

3.5 Peubah yang Diamati   

  

Peubah yang diamati adalah:   

1. motilitas spermatozoa;   

2. viabilitas spermatozoa; 

3. abnormalitas spermatozoa. 

 

 

3.6 Analisis Data 

 

Data yang diperoleh dari masing-masing perlakuan dan kontrol akan dianalisis 

statistika menggunakan analisis ragam (ANOVA) dengan taraf 5% dan/atau 1% 

kemudian dilakukan uji lanjut dengan menggunakan uji Beda Nyata Terkecil 

(BNT) untuk mengetahui dosis yang memberikan pengaruh terbaik terhadap 

kualitas semen cair  Ayam Bangkok.  

  



 

 

 

 

 

 

V.  KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1  Kesimpulan 

 

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa: 

1. penambahan Vitamin C, Vitamin E dan kombinasi Vitamin C dan E dalam 

pengencer sitrat kuning telur berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap 

motilitas, berpengaruh nyata (P<0,05) terhadap viabilitas namun tidak 

berpengaruh nyata (P>0,05) terhadap abnormalitas spermatozoa pasca 

pengenceran. Penambahan Vitamin C dan E dalam pengencer sitrat kuning 

telur tidak berpengaruh nyata (P>0,05) terhadap motilitas, viabilitas dan 

abnormalitas pada 3 jam penyimpanan; 

2. penambahan Vitamin C 0,2 g/100 ml pengencer sitrat kuning telur 

memberikan pengaruh terbaik terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa 

Ayam Bangkok pasca pengenceran. 

 

 

5.2 Saran 

 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai fertilitas dan daya tetas yang 

dihasilkan pada inseminasi buatan menggunakan pengencer sitrat kuning telur 

dengan penambahan vitamin C 0,2 g/100 ml pengencer.
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