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Abnormalitas semen babi dapat disimpan. Semen babi hasil ejakulasi diperoleh

Motilitas dari pejantan peranakan Duroc berusia dua tahun, diencerkan dengan

Pengencer semen bahan pengencer Beltsville (BTS) dan Tris Citrat Fructose (TCF)

Spermatozoa babi yang telah dimodifikasi dengan kuning telur (KT) 5% dan Ekstrak

Viabilitas Mesocarp (EM) Borassus flabellifer linn (EM) 0,01% dan disimpan

pada suhu 13°C selama 4 hari. Penelitian eksperimental dengan
rancangan acak lengkap dengan empat kelompok dan lima kali
ulangan. Parameter yang diamati adalah motilitas, viabilitas dan
abnormalitas spermatozoa. Motilitas dan abnormalitas diamati
menggunakan mikroskop fase-kontras dengan perbesaran 400X,
pemeriksaan viabilitas menggunakan pewarnaan eosin nigrosin.
Data parametrik dianalisis dengan ANOVA dilanjutkan dengan uji
Duncan. Hasil penelitian menunjukkan penambahan kuning telur 5%
dalam kelompok perlakuan berbasis pengencer BTS menunjukkan
persentase motilitas lebih tinggi (P<0.05) dibandingkan tanpa
kuning telur, sedangkan pada kelompok pengencer berbasis TCF
tidak menunjukkan adanya perbedaan (P<0.05). Modifikasi
pengencer Tris Citrat Fruktosa yang disuplementasi 5% kuning telur
dan ekstrak mesocarp 0,01% mampu mempertahankan persentase
viabilitas (67,50+£2,0) lebih tinggi secara signifikan (P<0.05)
dibandingkan kelompok perlakuan lainnya, dan memiliki persentase
abnormalitasnya (9.75+0.957), lebih rendah signifikan (P<0,05)
dibandingkan kelompok lainnya. Disimpulkan bahwa modifikasi
pengencer TCF+kuning telur5%-+ekstrak mesocarp 0.01%
memberikan hasil terbaik dalam mempertahankan kualitas semen
dengan persentase motilitas dan viabilitas paling tinggi serta
persentase abnormalitas terendah dibandingkan ketiga pengencer
lainnya. Demikian pula, semua kelompok modifikasi pengencer BTS
dan TCF dengan suplementasi kuning telur dan ekstrak mesocarp
dalam penelitian ini mampu mempertahankan motilitas >40%,
viabilitas >45% dan abnormalitas <20% sehingga layak dipakai
dalam prosedur IB.

ABSTRACT
KEYWORDS: The purpose of this study was to conduct an assessment on the
Boar spermatozoa quality of pig semen spermatozoa during storage and determine
Semen extender which diluent material should be used and how long pig semen can
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Motility be stored. Freshly ejaculated boar semen was obtained from a two-
Abnormality years-old Duroc male and was diluted with Beltsville Thawing
Viability Solution (BTS) and Tris Citrate Fructose (TCF) supplemented with

5% egg yolk (KT) and extract of Borassus flabellifer Linn mesocarp
(EM) 0.01% and stored at 13°C for up to 4 days. An experimental
study with a completely randomized design with four groups and five
repeats was applied. Parameters observed were motility, viability
and abnormality of spermatozoa. Sperm quality was evaluated by
examining motility and abnormality using a phase-contrast
microscope with a magnification of 100X, and viability by eosin
nigrosine staining. Parametric data were analyzed with ANOVA
followed by Duncan test. The results showed that the
supplementation of 5% egg yolk in the BTS diluent-based treatment
group showed a higher percentage of motility (P<0.05) than without
egg yolk, while the TCF-based diluent group showed no differences
(P<0.05). Modified-Tris Citrate Fructose diluent supplemented with
5% egg yolk and 0.01% mesocarp extract was able to maintain a
significantly higher percentage of viability (67.50+2.0) (P<0.05)
than other groups, and had a percentage of abnormalities
(9.750.957), significantly lower (P<0.05) than other groups. It was
concluded that the modification of diluent TCF with 5% egg yolk and
mesocarp extract 0.01% provide the best results in maintaining
sperm quality with the highest percentage of sperm motility and
© 2023 The Author(s). Published by viability, and the lowest percentage of sperm abnormality compared
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1. Pendahuluan

Nusa Tenggara Timur sebagai salah satu provinsi dengan populasi babi terbanyak
di Indonesia mengalami kerugian akibat wabah ASF tahun 2019 dengan total kerugian
diperkirakan mencapai 168 miliar rupiah dengan harga rata-rata 5 juta per ekor (Malo
Bulu et al., 2022). Saat ini usaha peternakan babi baik skala menengah maupun kecil
khususnya di kabupaten Kupang dan sekitarnya mulai bangkit lagi untuk memenuhi
kebutuhan masyarakat baik sebagai sumber protein maupun untuk keperluan upacara adat
dan keagamaan. Hal ini terlihat dari tingginya permintaan pelayanaan Inseminasi Buatan
(IB) oleh masyarakat, namun tidak disertai dengan tersedianya sumber semen berkualitas
baik

Saat ini, selain metode kawin alam, penerapan bioteknologi reproduksi seperti IB
dan teknologi pengolahan semen sangat dibutuhkan dalam mendukung upaya
peningkatan populasi ternak babi. Inseminasi Buatan merupakan salah satu teknik dalam
bioteknologi reproduksi yang efektif tidak hanya untuk meningkatkan populasi ternak,

tetapi juga mampu memperbaiki mutu genetic dan menjadi solusi keterbatasan pejantan
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unggul di daerah. Pelayanan IB pada babi, di wilayah Kupang dan sekitarnya masih
menggunakan semen segar yaitu semen yang ditampung dari pejantan dan dikemas dalam
botol, kemudian dibawa ke lapangan untuk langsung digunakan dalam pelayanan IB. Pola
seperti ini kurang efektif dan efisien, karena jika permintaan semen (IB) cukup tinggi
dalam sehari, tentunya membutuhkan banyak pejantan, padahal biaya pemeliharaan
pejantan juga cukup tinggi. Selain itu, dengan keterbatasan jumlah pejantan, maka
peternak (produsen semen) melakukan penampungan semen setiap hari untuk memenubhi
permintaan, sehingga berdampak pada penurunan kualitas semen. Kendala lain yang
dihadapai adalah karakteristik semen segar babi yang dihasilkan tidak dapat disimpan
dalam waktu lama.Oleh karena semen segar babi tidak dapat bertahan lebih dari 24 jam,
maka produsen semen akan melakukan penampungan semen maksimal satu jam sebelum
waktu pelayanan IB. Semen babi berbeda dengan semen ternak lain karena sangat sensitif
terhadap cold shock sehingga kualitas semen babi akan menurun setelah penampungan
bila tidak ditangani dengan baik. Usaha untuk mempertahankan kualitas semen dan
memperbanyak hasil ejakulasi dari pejantan unggul adalah dengan melakukan
pengenceran semen menggunakan beberapa bahan pengencer. Syarat setiap bahan
pengencer adalah harus mampu menyediakan nutrisi bagi kebutuhan spermatozoa selama
penyimpanan, memungkinkan spermatozoa bergerak secara progresif, tidak bersifat
racun bagi spermatozoa, menjadi penyangga bagi sperma, dapat melindungi sperma dari
kejutan dingin (cold shock) baik untuk semen beku maupun semen yang tidak dibekukan
(semen cair). Bustani dan Baiee (2021), mengatakan spermatozoa tidak bisa hidup untuk
waktu yang lama kecuali bila ke dalam semen ditambahkan berbagai unsur yang memiliki
fungsi menyediakan zat-zat makanan sebagai sumber energi bagi spermatozoa,
melindungi spermatozoa dari cold shock, menyediakan suatu penyangga untuk mencegah
perubahan pH akibat pembentukan asam laktat dari hasil metabolisme spermatozoa,
mempertahankan tekanan osmotik, dan keseimbangan elektrolit yang sesuai, serta
mencegah perkembangan kuman. Lebih lanjut Martins et al. (2020) melaporkan
pengencer semen dapat memperbanyak volume semen atau memperbanyak dosis IB serta
dapat memperpanjang lama simpan.

Bahan pengencer yang baik harus dapat memperlihatkan kemampuannya dalam
menghambat penurunan nilai motilitas (gerak progresif) dan daya hidup sperma sehingga

pada akhirnya mampu memperpanjang lama waktu penyimpanan pasca pengenceran.
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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh modifikasi pengencer selama masa
preservasi 4 hari pada suhu 13°C terhadap kualitas semen babi yang meliputi persentase
motilitas, viabilitas dan abnormalitas. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan
informasi ilmiah terkait jenis pengencer terbaik yang dapat digunakan dalam pelayanan
IB.

2. Materi dan Metode

Penelitian ini terdiri dari empat kelompok dengan lima kali ulangan. Semen dibagi
menjadi empat kelompok perlakuan yaitu Kelompok I (semen segar + BTS+ 5% Kuning
telur + ekstrak mesocarp Borassus flabellifer Linn 0,01%); Kelompok II (semen segar
+BTS+ ekstrak mesocarp Borassus flabellifer Linn 0,01%); Kelompok III (Semen segar+
TCF+ 5% Kuning Telur+ ekstrak mesocarp Borassus flabellifer Linn 0,01%) dan
Kelompok IV (Semen segar+TCF+ekstrak mesocarp Borassus flabellifer Linn 0,01%).
Keempat kelompok perlakuan disimpan selama 4 hari pada suhu 13°C. Selama
penyimpanan setiap hari dilakukan evaluasi motilitas, viabilitas dan abnormalitas

spermatozoa.

2.1. Materi

Alat penelitian berupa timbangan digital, aluminium foil, kertas saring (Whatman
150 mm), timbangan analitik, erlenmeyer (Pyrex) 100 mL, glass ukur (Pyrex), corong,
disposable syiringe (Onemed) ukuran 1 mL dan 5 mL, thermometer air, thermometer
kulkas, lemari pendingin (Sanyo), tabung reaksi (Pyrex), rak tabung, obyek glass, cover
glass, pembakar Bunsen, pipet tetes, kamar hitung Neubauer.

Bahan penelitian terdiri dari 50 gram pengencer BTS (Minitube), Tris citrate fructose
terdiri dari Tris hydroxymethyl aminomethane (Merck E30000206, Germany), Citric acid
monohydrate (Merck K52924344, Germany), D-(-)Fructose (HiMedia, 0000508156)
Penicillin 1.000.000 IU dan streptomycin (Piripen), Aquabidest, kuning telur ayam,

ekstrak mesocarp Borassus flabellifer Linn, Eosin nigrosin, dan Alkohol 70%
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2.2. Metode

Penelitian ini menggunakan semen yang berasal dari pejantan babi Peranakan Duroc,
umur £ 2 tahun, memiliki kualitas semen yang bagus. Pejantan ini berasal dari pembibitan
rakyat Jaydeni Farm dusun Kaniti, kabupaten Kupang. Semen dikoleksi dengan metode

masase, kemudian dievaluasi di laboratorium Anatomi Patologi Politani Kupang.

2.2.1. Persiapan Kuning Telur

Kuning telur diperoleh dari telur ayam segar, sebelumnya telur dicuci dengan
sabun, dikeringkan dan disterilisasi menggunakan alkohol 70%, kemudian dibilas
menggunakan aquabidest dan dikeringkan. Selanjutnya dilakukan pemisahan kuning telur

utuh dari albumin menggunakan kertas saring hingga terpisah sepenuhnya.

2.2.2. Pembuatan Pengencer

Pembuatan 100 ml pengencer tris citrate fruktosa yang disuplementasi 5% kuning
telur dan 0,01% ekstrak mesocarp menggunakan komposisi 1,6 g Tris, 0,9 g citric acid,
3,99 Fructosa, 95 ml aquabidest, 1% penisilin streptomycin, 5ml kuning telur dan 1mi
ekstrak mesocarp, sedangkan untuk 100 ml pengencer TCF yang disuplementasi 0,01%
ekstrak mesocarp dibuat dari komposisi 1,6 g Tris; 0,9 g citric acid; 3,9 g Fructosa; 100
ml aquabidest; 1% penisilin streptomycin; dan 1 ml ekstak mesocarp. Komposisi
pengencer 100 ml BTS yang disuplementasi 5% kuning telur terdiri dari 4,75gBTS, 95ml
aquabidest, 5ml kuning telur dan 1 ml ekstrak mesocarp, sedangkan pengencer BTS
dengan 0,01% ekstrak dibuat dari 5g BTS, 1ml ekstrak dan 100 ml aquabidest.

2.2.3. Pengamatan Motilitas

Pengukuran motilitas dilakukan dengan meletakkan satu tetes semen di atas objek
glass dan menutupnya dengan kaca penutup lalu diamati dengan mikroskop fase kontras
dengan pembesaran 200x sampai 400x. Penilaian motilitas yang bergerak maju dan

progresif dinilai oleh dua individu kemudian diambil rata-ratanya (Brinsko et al., 2011).
2.2.4. Pengamatan Viabilitas

Pemeriksaan viabilitas semen segar diawali dengan membuat apusan semen

menggunakan objek glass. Preparat apusan semen dibuat dari campuran 1 tetes semen
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dengan 1tetes pewarna eosin negrosin, apusan difiksasi dengan api. Perhitungan
spermatozoa dilakukan menggunakan mikroskop fase kontras (1000x), Dilakukan
evaluasi sebanyak 100 spermatozoa, spermatozoa mati akan berwarna merah sedangkan

spermatozoa hidup berwarna transparan (Engidawork, 2018; Ratnawati et al., 2017)

2.2.5. Pengamatan Abnormalitas

Abnormalitas spermatozoa dapat diklasifikasikan menjadi tiga bagian yaitu
abnormalitas pada kepala, bagian tengah dan ekor. Abnormalitas pada kepala seperti
terlalu besar atau kecil, runcing atau tumpul, kepala dua. Abnormalitas pada bagian
tengah seperti bagian leher tebal atau tipis, leher yang bengkok serta abnormalitas pada
ekor seperti ekor bengkok, ekor pendek, atau melingkar dari ujung ekor (Cefovsky et al.,
2005). Identifikasi normal dan abnormalitas spermatozoa sampai dengan 100
spermatozoa. Jumlah spermatozoa abnormal yang didapatkan, dibagi dengan jumlah total
spermatozoa yang diamati dan dikalikan 100% (Ax R.L., 2008; Molla Tanga et al., 2021)

2.2.6. Analisa Data

Rancangan yang digunakan adalah rancangan acak lengkap menggunakan empat
kelompok pengencer dengan lima kali ulangan. Evaluasi dilakukan terkait parameter
motilitas, viabilitas dan abnormalitas spermatozoa setelah pengenceran dan selama
penyimpanan. Semua data dianalisa dengan analysis of variance (ANOVA), bila terdapat

beda nyata maka dilanjutkan dengan uji Duncan.

3. Hasil dan Pembahasan

3.1. Karekteristik Semen Segar

Semen segar yang digunakan pada penelitian ini adalah semen segar yang diperoleh
dari pejantan peranakan Duroc berumur 2 tahun. Hasil penilaian semen segar merupakan
pemeriksaan awal penentuan kelayakannya untuk diproses lebih lanjut. Semen segar yang
akan digunakan dinilai baik secara makroskopis dan mikroskopis. Data hasil pemeriksaan
semen yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Hasil pemeriksaan kualitas Semen segar Babi Peranakan Duroc

Pemeriksaan Hasil
Makroskopis
Volume 203,33+24,73 ml
Warna Putih Susu
pH 7
Konsistensi Cair
Bau Khas Babi
Mikroskopis
Gerakan Massa +++
Motilitas 90%
Konsentrasi 300 X 10° sel/mL
Abnormalitas 4,38+0.719%
Viabilitas 98%

Keterangan: +++ = Sangat baik; terlihat seperti gelombang besar, banyak, gelap, tebal

dan aktif

Berdasarkan Tabel 1, terlihat volume semen babi sebesar 203,33+24,73 ml, dengan
rerata motilitas 90%, tidak jauh berbeda dengan penelitian (Kondracki et al., 2012) yang
mengatakan babi duroc memiliki volume ejakulasi 185.28 + 57.03% motilitas 80%,
viabilitas 93%. Pada penelitian ini semen babi berwarna putih susu dengan konsentrasi
spermatozoa sebesar 300 x 10° dan memiliki pH rata-rata 7,40+0,2. Semen babi bersifat
voluminous, dengan volume semen tinggi mencapai 150- 200 mL, dan motilitas
spermatozoa diatas 60%, dengan kosentrasi spermatozoa yang rendah yaitu 200-300 x
10° sel/mL (Ax R.L., 2008; Gadea, 2003; Knox, 2016) Lebih lanjut Frunzi et al. (2008)
menyatakan bahwa warna normal semen babi hasil ejakulasi berwarna putih kebiruan.
Warna semen babi menggambarkan tingkat kekentalan semen. Dalam kondisi normal
semakin pekat warna semen yang terlihat, maka semakin kental konsistensi semen
tersebut. Penurunan konsentrasi spermatozoa menyebabkan warna semen menjadi terlihat
jernih

Sejumlah penelitian melaporkan bahwa agar semen dapat diproses lebih lanjut harus
memenuhi sejumlah syarat seperti, memiliki volume lebih dari 150 ml, motilitas lebih
dari 60%, presentase spermatozoa hidup 65% dan presentase abnormal spermatozoa tidak
lebih dari 20% (Luh et al., 2021; Stradivari et al., 2019). Berdasarkan kajian tersebut,
hasil pemeriksaan karekteristik semen segar dalam penelitian ini dapat dilanjutkan

dengan proses pengenceran
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3.2. Motilitas Spermatozoa Babi Dalam Berbagai Modifikasi Pengencer yang
Dipreservasi Pada Suhu 13°C Selama 4 Hari

Motilitas spermatozoa adalah penilaian pergerakan spermatozoa yang bergerak
progresif secara visual dengan mikroskop atau menggunakan sistem otomatis dengan
bantuan komputer (computer assisted semen analysis/fCASA) (Dominiek et al., 2011).
Hasil evaluasi motilitas spermatozoa secara visual menunjukkan rata-rata persentase

motilitas spermatozoa dalam berbagai pengencer disajikan dalam Tabel 2.

Tabel 2. Rata-rata persentase motilitas spermatozoa dalam berbagai modifikasi
pengencer yang dipreservasi pada suhu 13°C selama 4 hari

Lama B2
. AL (BTS+ A2 (BTS+ BL (TCF+
0,

Peubah (%) — Simpan oo eM001)  EMO001%)  KT5%+EM001) (| CFtEMOO

(Hari) 1%)
1 75%9,13° 75+7,07° 807,07 80+7,07a
Votiltas 2 72,5042,887°  61,25+4,78" 72,5+6,45" 72,5+8,66b
3 608,16" 55+408°  71,25+4,78% 67,50+4,080
4 44544203 42,50+10.40° 47,5+2,89° 45.75+2,99¢
Rataan=SD 6313,83° 5844:1362°  67,81+13,53° 66,44+14,43a

Keterangan: Superskrip huruf besar yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang
nyata (p<0,05). Superskrip huruf kecil yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan
perbedaan yang nyata (p<0,05)

Hasil analisis statistik menunjukkan rata-rata persentase motilitas spermatozoa pada
kelompok A2 berbeda nyata (P<0,05) lebih rendah dibandingkan kelompok A1, B1 dan
B2. Rata-rata persentase motilitas kelompok A2: 58,44+13,62% dan Al: 63+13,83%, B1:
67,81+13,53%, B2: 66,44+14,43%. Demikian pula, persentase motilitas pada hari ke-4
dari kelompok A2 (42,5+10,40%) lebih rendah (P<0.05) dibandingkan dengan kelompok
Al (44,50+4,20): B1 (47,5+2,89) dan B2 (45,75+2,99%).

Penurunan motilitas pada kelompok perlakuan A2 dengan modifikasi pengencer
BTS+EM 0,01% terjadi lebih cepat dibandingkan dengan kelompok perlakuan lain
disebabkan pengencer Beltsville Thawing Solution (BTS) merupakan jenis pengencer
yang bersifat short term, dengan komposisi nutrisi dan penyangga dapat bertahan selama
3 hari sehingga semen hanya dapat disimpan selama 1-3 hari pada suhu 17°C (Johnson et
al., 2000). Selama proses penyimpanan terjadi proses metabolik dimana sel-sel
spermatozoa menghasilkan asam laktat sebagai hasil sampingan yang dapat
menyebabkan perubahan pH pada medium sekitarnya kemudian akan menyebabkan

kematian spermatozoa. Komposisi BTS belum memiliki kandungan yang mampu
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melindungi sel spermatozoa dari serangan radikal bebas yang sering juga disebut Reactive
Oxygen Species (ROS).

Penambahan ekstrak mesocarp 0,01% dalam pengencer BTS dapat menghambat
kematian spermatozoa dengan menghambat proses pembentukan ROS selama proses
penyimpanan namun penambahan ekstrak mesocarp saja belum cukup untuk mencegah
kerusakan struktur, fungsi dan integritas membran spermatozoa akibat adanya penurunan
suhu selama proses penyimpanan. Radomil et al. (2011), menyatakan bahwa membran
plasma spermatozoa babi sangat sensitif terhadap perubahan temperatur selama proses
penyimpanan pada suhu dingin hal ini terkait dengan komposisi lipid dengan kandungan
asam lemak tak jenuh yang mudah menurun drastis selama proses penyimpanan dingin
sehingga menyebabkan kerusakan struktur, fungsi dan integritas membran dan
berpengaruh terhadap penurunan motilitas.

Berbeda dengan modifikasi pengencer Al (BTS+5%KT+EM 0,01%) adanya
penambahan kuning telur memberikan hasil persentase motilitas yang lebih tinggi
(68+13.83), dibandingkan kelompok pengencer BTS+EM 0.01% tanpa kuning telur.
Demikian juga, motilitas spermatozoa pada kelompok perlakuan dengan modifikasi
pengencer TCF+5%KT+EM 0,01% lebih tinggi (67,81+13,53%), namun tidak berbeda
nyata (P>0,05) dibandingkan dengan kelompok perlakuan TCF+EM 0.01% tanpa kuning
telur (66,44+14,43%). Penambahan kuning telur dalam pengencer BTS maupun TCF
yang disuplementasi EM 0.01% mampu mempertahankan dan melindungi integritas
selubung lipoprotein sel spermatozoa sehingga dapat bertahan dari cekaman dingin,
karena kuning telur mengandung lipoprotein dan lesitin (Wang et al., 2012). Lebih lanjut
menurut Bustani dan Baiee (2021), kandungan lesitin (phosphatidil cholin) dalam kuning
telur berfungsi sebagai membran coating untuk mempertahankan konfigurasi normal
phospholipid bilayer sebagai penyusun utama membran sel spermatozoa. Kuning telur
juga mengandung fraksi low-density lipoprotein (LDL) yang bertanggung jawab untuk
perlindungan terhadap cold shock.

Spermatozoa merupakan sel yang sangat peka terhadap oksidasi. Umumnya sel
dilindungi dari kerusakan oksidatif oleh adanya antioksidan dalam sitoplasma pada
bagian mid piece (Ochsendorf, 1998). Pada membran plasma spermatozoa mudah terjadi
peroksidasi lipid karena kandungan asam lemak tak jenuh tinggi sehingga menyebabkan

hilangnya asal lemak tak jenuh yang berperan dalam fluiditas membran plasma untuk
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motilitas (Baumber et al., 2003). Senyawa ROS terbentuk dari aktivitas metabiolisme sel
selama prosesing semen mulai dari penampungan, pengenceran dan penyimpanan
(Chatterjee et al., 2001). Pada sel spermatozoa, sumber ROS berasal dari kontaminasi
leukosit dalam semen, spermatozoa immature dan abnormalitas spermatozoa
(Taufiqurrachman, 2012). Tingginya kadar ROS menyebabkan terganggunya fungsi
mitokondria sebagai sintesis ATP berdampak menurunya ATP yang menjadi sumber
energi bagi spermatozoa sehingga berdapak pada fosforilasi aksonemal yang tidak
mencukupi, peroksidasi lipid dan penurunan motilitas dan viabilitas spermatozoa (Bansal
dan Bilaspuri, 2010; Baumber et al., 2000).

Ekstrak mesocarp Borassus flabellifer Linn 0,01% mengandung antioksidan R
karoten sehingga penambahan ekstrak mesocarp dalam pengencer BTS dan TCF pada
penelitian ini, mampu memperpanjang masa penyimpanan hingga 4 hari pada suhu 13°C,
karena mampu menghambat reaksi peroksidasi lipid pada membran plasma spermatozoa.
Menurut Pryor et al. (2000) 3 karoten merupakan salah satu senyawa antioksidan yang
mengikat radikal bebas hidroksil yang sangat reaktif dan menyebabkan terjadinya
peroksidasi lipida pada membran plasma sel, sehingga memungkinkan digunakan dalam
pengencer semen. Oleh karena itu, penambahan antioksidan dalam pengencer dapat
meminimalisir pembentukan ROS dan melindungi fungsi membran plasma spermatozoa.
Idayati et al. (2014) melaporkan kandungan anti oksidan dalam ekstrak mesocarp
Borassus flabellifer Linn berupa senyawa I3 karoten mencapai 6217,48 ug/100g, sehingga
spesies ini memiliki potensi tinggi sebagai sumber antioksidan.

Hasil penelitian ini juga menunjukan bahwa persentase motilitas dari keempat
kelompok perlakuan masih memenuhi persyaratan persentase motilitas spermatozoa
minimal 40% yang digunakan dalam pelayanan IB (Sumardani et al., 2008). Hal ini
membuktikan pengunaan modifikasi bahan pengencer dalam kelompok perlakuan dapat

digunakan sebagai pengencer semen babi.

3.3. Viabilitas Spermatozoa Babi dalam berbagai Modifikasi pengencer yang

dipreservasi pada suhu 130C selama 4 hari.

Viabilitas adalah daya hidup spermatozoa yang diketahui dengan mengamati jumlah
spermatozoa hidup dan mati dengan pewarnaan eosin negrosin (Agarwal et al., 2016).

Spermatozoa yang mati akan menyerap larutan eosin menjadi merah muda sedangkan
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spermatozoa yang hidup tampak transparan atau tidak berwarna (Lubis dan Arifiantini,
2014; Bebas et al., 2016). Persentase viabilitas spermatozoa babi dalam berbagai

modifikasi pengencer dalam penelitian ini disajikan dalam Tabel 3.

Tabel 3. Persentase viabilitas spermatozoa babi dalam berbagai modifikasi pengencer
yang di preservasi pada suhu 13°C selama 4 hari.

Lama
: B1 (TCF+ B2
Peubah  Simpa Al (BTS+ A2 (BTS+

(%) e KT%+(EM0,015) EM((),Ol%) KTS%+EMO,01  (TCF+EMO,01

(Hari) ) )
1 84+ 0,818 81+ 1,155% 85,75 +0,95¢C  82,50+0,577%8
Viabilita 2 80+ 0,818 78,50+2,08A 81+1,82°C  78,75+1.708"
s 3 71,75+ 2,638 69,50+ 2,88°A 75,50+1,29¢C 69,50+3,17¢8
4 51,75+2,06%® 45 25+1 708 67,50+2,0824¢ 60,50+ 2,388
Rataan+SD 71,88+12,938  68,56+14,701A 77,44+7 15 72,81+9,0428

Keterangan: Superskrip huruf besar yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang
nyata (p<0,05). Superskrip huruf kecil yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan
perbedaan yang nyata (p<0,05)

Berdasarkan hasil penelitian yang disajikan pada (Tabel 3) terlihat adanya perbedaan
viabilitas atau daya hidup spermatozoa dalam berbagai modifikasi pengencer. Rata-rata
persentase viabilitas spermatozoa pada modifikasi pengencer TCF+KT5%+EMO0,01%
sebesar 77,44%, berbeda nyata lebih tinggi (P<0,05) dibanding ketiga kelompok
pengencer lainya, yaitu pengencer TCF+0,01% EM (72,81%), pengencer
BTS+5%KT+0,01%EM (71,88%), dan pengencer BTS+0,01%EM(68,56%).

Pengencer tris citrate fructose dengan kuning telur 5% dan ekstrak mesocarp
Borassus flabellifer Linn 0,01% merupakan modifikasi pengencer terbaik karena dapat
mempertahankan persentase viabilitas tertinggi yaitu 67,50% selama 4 hari pada
suhul3°C, berbeda dengan penelitian Amtiran et al. (2020), persentase viabilitas
spermatozoa babi duroc dalam pengencer tris citrate kuning telur yang disuplemetasi
vitamin E 2% hanya memiliki viabilitas sebesar 45,45% selama 56 jam pada suhu 18-
20°C.

Pengencer TCF+KT5%+EMO0,01% memiliki komponen dalam jumlah yang lengkap
dan cukup untuk digunakan selama proses penyimpanan bagi kelangsungan hidup
spermatozoa babi. Komponen yang terdapat dalam pengencer ini menyediakan sumber
nutrisi, lestin, lipoprotein, fosfolipid, buffer pengatur pH dan antioksidan untuk mencegah
ROS. Berbeda dengan pengencer TCF+EMO0,01%, persentase viabilitas spermatozoa

lebih rendah dalam bahan pengencer tersebut karena komponen dibutuhkan untuk
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kelangsungan hidup spermatozoa babi selama proses penyimpanan pada suhu dingin
tidak lengkap atau tidak cukup sehingga berpengaruh pada penurunan viabilitas
spermatozoa.

Bahan pengencer Tris sitrat fruktosa merupakan bahan kimia yang mampu
mempertahankan kualitas spermatozoa selama penyimpanan. Tris aminomethan
merupakan buffer yang umum digunakan karena memiliki kemampuan sebagai
penyangga yang baik dengan toksisitas yang rendah dalam konsentrasi yang tinggi
(Tethool et al., 2022). Namula et al. (2019) menyatakan tris berperan sebagai pengatur
pH dalam pengencer semen babi. Selama proses penyimpanan terjadi perubahan pH
sperma yang dapat mempengaruhi laju metabolisme, motilitas dan viabilitas sperma serta
kemampuannya untuk membuahi oosit (Muvhali et al., 2022; Zhou et al., 2015). Asam
sitrat berperan dalam proses viskositas pH semen sehingga dapat mempengaruhi motilitas
sperma (Wahyudi et al., 2016). Fruktosa selain sebagai sumber energi juga untuk
mempertahankan tekanan osmotik dari larutan pengencer serta mempertahankan
integritas membran plasma utuh (Tsujii et al., 2006)

Penggunaan bahan kimia sebagai pengencer semen harus ditambahkan dengan
kuning telur, mengingat bahwa komponen bahan kimia saja tidak cukup untuk
melindungi spermatozoa. Kuning telur mengandung asam-asam amino dan berperan
menjaga integritas selubung lipoprotein membran spermatozoa. Tarig et al. (2017)
mengatakan kuning telur memiliki komponen karbohidrat, vitamin dan mineral yang
berfungsi untuk mempertahankan kehidupan spermatozoa dan mengandung senyawa
lipoprotein dan lesitin yang berperan untuk melindungi spermatozoa dari cold shock. Cold
shock pada spermatozoa saat fase penyimpanan dapat merusak komposisi membran
plasma spermatozoa yang salah satunya terdiri dari phospholipid menyebabkan keluarnya
enzim aspartat-aminotransferase (AspAT) yang akan mengakibatkan berhentinya
produksi adenine triphosphate (ATP) sehingga spermatozoa tidak dapat bergerak
(Sumardani et al., 2008). Penambahan ekstrak mesocarp Borassus flabellifer Linn 0,01%
sebagai sumber berperan menghambat terjadinya reaksi oksidatif (ROS). Parera et al.
(2019), melaporkan antioksidan yang terkandung dalam ekstrak mesocarp buah lontar
(Borassus flabellifer Linn) dapat mengikat oksigen radikal yang terdapat didalam sel,
sehingga dapat mencegah terjadinya reaksi peroksidasi lipid yang dapat menurunkan daya

hidup spermatozoa.
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Modifikasi pengencer BTS+KT5%+EM 0,01% belum mampu mempertahankan
viabilitas spermatozoa babi sebaik modifikasi pengencer TCF+KT5%+EMO0,01%
disebabkan karena komposisi BTS hanya mampu mempertahankan viabilitas
spermatozoa selama 3 hari. Penambahan 5% kuning telur belum cukup melengkapi
kekurangan energi dalam kandungan BTS sehingga tidak dapat memperpanjang masa
penyimpanan (>3hari). Demikian pula, pengencer BTS+EM 0,01% menunjukkan
penurunan persentase viabilitas spermatozoa lebih cepat karena jumlah dan komponen
penyusun pengencer yang dibutuhkan untuk kelangsungan hidup spermatozoa belum
cukup atau tidak lengkap, seperti tidak adanya kuning telur sebagai penyedia nutrisi
maupun lipoprotein dan lesitin yang dapat melindungi membrane plasma dari kerusakaan
akibat cold shock, sehingga terjadi penurunan integritas membran spermatozoa dan
berdampak pada penurunan kualitas sperma.

Lama penyimpanan semen dalam berbagai modifikasi pengencer juga berpengaruh
nyata (P<0,05) terhadap persentase viabilitas spermatozoa babi. Modifikasi pengencer
Tris Citrat Fruktosa yang disuplementasi 5% kuning telur dan ekstrak mesocarp Borassus
flabellifer Linn 0,01% dapat mempertahankan persentase viabilitas spermatozoa babi
sebesar 67,50 % selama 4 hari sedangkan ketiga pengencer lain yaitu
BTS+KT5%+EMO0,01% memiliki viabilitas 51,75%, TCF+ EMO0,01% (60,5%), dan
BTS+ EMO0,01% (45,25%). Tingginya viabilitas spermatozoa dalam pengencer
TCF+5%KT+0,01%EM karena selama penyimpanan semen pada suhu dingin kerusakan
membrane plasma yang dapat berpengaruh terhadap integritas membrane dicegah dengan
penambahan kuning telur yang mengandung lesitin dan lipoprotein selain itu selama
penyimpanan reaksi osisidatif spesifik akibat kematian spermatozoa dihambat sehingga
memperpanjang masa hidup spermatozoa dan berdampak pada tingginya viabilitas
spermatozoa.

Jika dibandingkan antara persentase motilitas dan viabilitas dalam modifikasi
pengencer dan lama penyimpanan, persentase spermatozoa hidup (viabilitas) lebih tinggi
dari spermatozoa motil karena dari sejumlah spermatozoa hidup belum tentu semua motil
progresif. Dongkot et al. (2022); Tamoes et al. (2014); dan Yusuf et al. (2017),
menyebutkan viabilitas spermatozoa babi berbeda terhadap maotilitas disebabkan karena
spermatozoa yang tidak motil tetapi sebenarnya masih hidup, sedangkan spermatozoa

motil sudah pasti hidup. Menurut Gundogan et al. (2010), penurunan viabilitas karena
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kerusakan spermatozoa diawali dengan hilangnya motilitas, terganggunya aktivitas
metabolisme sel, rusaknya membran plasma, dan terakhir viabilitas spermatozoa yang
rendah, sehingga penurunan viabilitas spermatozoa merupakan efek terakhir dari
kerusakan spermatozoa. Spermatozoa yang mati akan menjadi toksik terhadap
spermatozoa lain yang masih hidup, sehingga menyebabkan penurunan kualitas
spermatozoa. Berdasarkan kriteria kualitas semen untuk inseminasi buatan maka semen
dalam berbagai modifikasi pengencer dalam penelitian ini layak digunakan untuk
inseminasi buatan karena viabilitas Spermatozoa dari berbagai modifikasi pengencer
dengan lama penyimpanan 4 hari lebih dari 45%. Apriliana et al. (2021) mengatakan
semen yang layak digunakan untuk IB bila viabilitasnya di atas 45%.

3.4. Abnormalitas Spermatozoa Babi dalam Berbagai Modifikasi pengencer yang

dipreservasi pada suhu 13 C selama 4 hari

Abnormalitas spermatozoa merupakan indikasi penurunan kesuburan karena
mengurangi  kapasitasi spermatozoa pada saat fertilisasi dan mempengaruhi
perkembangan dan pemeliharaan kebuntingan (Banaszewska dan Andraszek, 2021).
Abnormalitas spermatozoa pada semen babi yang diamati, seperti ekor melipat atau
melingkar, kepala putus, atau ekornya putus dan kepala membesar. Rata-rata dan
simpangan baku persentase abnormalitas spermatozoa babi dalam berbagai modififikasi

pengencer terlihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Persentase Abnormalitas Spermatozoa babi dalam Berbagai Modifikasi
Pengencer yang di dipreservasi Pada Suhu 13°C Selama 4 hari.

Perlakuan Abpormalitas sper_matozoa selam_a penyimpanan_ (%) Rata-

Hari 1 Hari 2 Hari 3 Hari4 Rata-
(BTS+KT5%+EM0,01%)  4.50 .577bA 8.75+.957bB 9.50+.577bC 10.50%1.291bD 8.31 +2.496
(BTS+EMO0,01%) 4.75+.957bA 8.25 +.957bB 10.00 +.816bC 1250 £.577bD  8.88 +3.008
(TCF+KT5%+EMO0,01%)  4.00+.816aA 6.75 £.500aB 8.00+.816aC 9.75+.957aD 7.13+2.277
(TCF+EM0,01%) 4.25+500bA  8.50+.577bB 10.25 +.957bC 11.25+.957bD 856 +2.851

Keterangan: Superskrip huruf besar yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang
nyata (p<0,05). Superskrip huruf kecil yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan
perbedaan yang nyata (p<0,05)

Berdasarkan Tabel 4 diketahui lama penyimpanan berpengaruh sangat nyata
(P<0,05) terhadap persentase abnormalitas spermatozoa babi dalam berbagai modifikasi
pengencer yang disimpan selama 4 hari pada suhu 13°C. Rata-rata persentase

abnormalitas spermatozoa terendah pada hari pertama dan tertinggi pada hari ke-4.
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Persentase abnormalitas terendah hari keempat pada modifikasi pengencer
TCF+KT5%+EMO0,01%  (9,75%) diikuti ~ BTS+KT5%+EM0,01%  (10,59%),
TCF+EMO0,01% (11,25%) dan tertinggi yaitu BTS + EM0,01% (12,50%). Semakin
rendah persentase abnormalitas maka kualitas semen akan semakin baik. Walaupun
terjadi peningkatan persentase abnormalitas spermatozoa babi sampai hari keempat,
namun pengencer ini masih layak digunakan untuk IB karena abnormalitas spermatozoa
masih dibawah 20%. Hal ini sesuai pernyataan Shipley dan Act (1999) bahwa jumlah
morfologi abnormal spermatozoa babi tidak melebihi 25% untuk perkawinan alami dan
kurang dari 20% untuk inseminasi buatan. Lebih lanjut Waberski et al. (2019)
menyatakan selama proses penyimpanan spermatozoa mengalami proses penuaan secara
alami sehingga berpengaruh terhadap struktur dan fungsi spermatozoa seperti membran
plasma yang rusak menyebabkan meningkatnya morfologi spermatozoa abnormal dan
kematian sel spermatozoa. Pinart et al. (2022) menyatakan bahwa semakin lama
penyimpanan akan menyebabkan kerusakan membran plasma spermatozoa dan
spermatozoa abnormal meningkat sehingga suasana spermatozoa menjadi tidak isotonik
yang berdampak pada kematian spermatozoa.

Penyimpanan diikuti dengan penurunan suhu menyebabkan meningkatnya
persentase abnormalitas spermatozoa. Hafez (2008) menyatakan lama penyimpanan
dengan diikuti penurunan suhu secara cepat akan meningkatkan persentase abnormalitas
spermatozoa. Selanjutnya Szymanowicz et al. (2019) melaporkan semakin lama waktu
penyimpanan maka semakin tinggi persentase abnormalitas yang disebabkan oleh stres
dingin dan ketidakseimbangan tekanan osmotik akibat dari proses metabolik yang terus
berlangsung selama penyimpanan

Analisis ragam menunjukan rata-rata persentase abnormalitas spermatozoa terendah
pada kombinasi pengencer TCF+KT5%+EMO0,01% yaitu 7,13% berbeda nyata (P<0,05)
dengan ketiga pengencer lainnya yaitu BTS+KT5%+EM0,01% (8,31%), BTS+EMO0,01%
(8,88%) dan TCF+EMO0,01% (8,56%). Spermatozoa babi dalam modifikasi pengencer
Tris citrate fruktosa yang disuplementasi 5% kuning telur dan ekstrak Borassus flabellifer
Linn 0,01% memiliki angka abnormalitas yang rendah dibanding spermatozoa dalam tiga
pengencer lainnya. Rendahnya abnormalitas spermatozoa pada pengencer
TCF+5%KT+EMO0,01% karena pengencer ini mengandung komposisi nutrisi dan bahan

penyangga yang lengkap untuk spermatozoa babi.
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Tris aminomethane berperan sebagai penyangga untuk mempertahankan pH,
tekanan osmotik dan keseimbangan elektrolit yang optimal bagi spermatozoa serta
memiliki toksisitas yang rendah (Namula et al., 2019) Kuning telur melindungi
spermatozoa dari kejutan dingin (cold Shock). Putri et al. (2021) menyebutkan bahwa
penambahan kuning telur pada pengencer tris aminomethane diperlukan karena didalam
kuning telur mengandung lipoprotein dan lesitin yang melindungi integritas sel sperma
dari cold shock serta berfungsi untuk mempertahankan daya hidup spermatozoa dan
sebagai buffer (penyangga) dari perubahan pH bahan pengencer.

Penambahan ekstrak mesocarp Borassus flabellifer Linn 0,01% yang mengandung
antioksidan B-karoten dapat mempertahankan kualitas semen dengan cara menetralisir
reaktif oksigen spesies (ROS). ROS terbentuk dari proses peroksidai lipid pada
spermatozoa sehingga membaran plasma dan akrozom spermatozoa rusak dan
menyebabkan terjadinya perubahan fungsi membran yang berakibat terhadap penurunan
metabolisme sperma, morfologi sperma, motilitas sperma dan fertilitas. Proses
peroksidasi merubah struktur spermatozoa, terutama pada bagian membran dan akrosom,
kehilangan motilitas, perubahan metabolisme yang cepat dan pelepasan komponen
intraseluler, keadaan ini dapat dicegah dengan menambahkan antioksidan ke dalam
pengencer semen (Feradis, 2009).

4. Kesimpulan

Modifikasi pengencer dari keempat perlakuan dapat mempertahankan kualitas
spermatozoa babi yang disimpan pada suhu 13°C hingga hari keempat. Modifikasi
pengencer TCF+kuning telur5%-+ekstrak mesocarp 0.01% memberikan hasil terbaik
dalam mempertahankan kualitas semen dengan persentase motilitas dan viabilitas
tertinggi dan persentase abnormalitas terendah dibandingkan ketiga pengencer lainnya.
Walaupun demikian, semua kelompok modifikasi pengencer BTS dan TCF dengan
suplementasi kuning telur dan ekstrak mesocarp dalam penelitian ini mampu
mempertahankan motilitas > 40%, viabilitas >45% dan abnormalitas < 20% sehingga

layak dipakai dalam prosedur IB.
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