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ABSTRAK

Tujuan penelitian adalah untuk mengetahui pengaruh penambahan ekstrak daun kelor segar (SDKS) ke dalam
pengencer beltsville thawing solution (BTS) terhadap kualitas spermatozoa babi landrace. Semen ditampung dua
kali seminggu dari satu ekor ternak babi landrace yang berumur 2 tahun. Semen dievaluasi secara makroskopis
maupun mikroskopis, dan selanjutnya dibagi kedalam enam tabung sesuai jumlah perlakuan. Penelitian
menggunakan rancangan acak engkap (RAL) dengan enam perlakuan dan lima ulangan. Perlakuan tersebut
terdiri atas BTS (P0), BTS + EDKS 2% (P1), BTS + EDKS 4% (P2), BTS + EDKS 6% (P3), BTS + EDKS 8%
(P4), dan BTS + EDKS 10% (P5). Semen yang telah yang telah diencerkan disimpan didalam coolbox pada
suhu 15-20°C. Pengamatan kualitas semen cair dilakukan setiap 8 jam sampai motilitas spermatozoanya
dibawah 40%. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa spermatozoa yang disimpan selama 48 jam dalam
pengencer BTS+EDKS 2% (P1) memiliki motilitas (35,00£0,00%), viabilitas (51,81+£10,96%), abnormalitas
(4,10+1,42%), dan daya tahan hidup (46,17+0,77 jam), dibanding perlakuan P2, P3, P4, P5, namun berbeda
tidak nyata (P>0,05) dengan perlakuan PO atau kontrol. Disimpulkan bahwa penambahan EDKS kedalam
pengencer BTS tidak dapat meningkatkan spermatozoa babi landrace, bahkan pada level EDKS yang tinggi
menyebabkan penurunan kualitas spermatozoa yang sangat drastis.

Kata Kunci: babi landrace, BTS, ekstrak daun kelor segar, spermatozoa.

ABSTRACT

A study was conducted with the aim to determine the effect of adding fresh moringa leaf extract (FMLE) to
beltsville thawing solution (BTS) diluent on the spermatozoa qualiti of landrace boars. Semen was collected
twice a week from one 2-year-old landrace boar. Semen was evaluated macroscopically and microscopically,
and then divided into 6 tubes according to the number of treatments. The study used a completely randomized
design with six treatments and five replications. The treatment consisted of (P0) BTS, (P1), BTS + 2% FMLE,
(P2), BTS + 4% FMLE, (P3), BTS + 6% FMLE, (P4), BTS + 8% FMLE, and (P5), BTS + 10 % FMLE. The
diluted sement were stored in a coolbox at 15-20°C. Observation of the quality of liquid semen were carried out
every 8 hours until the motility of the spermatozoa were 40%. The results of this study indicated that
spermatozoa preserved for 48 hours in BTS + 2% FMLE diluent (P1) had higher quality (P<0.05), namely
motility (35.00+0.00%), viability (51.81+10.96%), abnormality (4.10+1.42%), and survival (46.17+0.77 hours),
compared to P2, P3, P4 and P5, but not significantly different (P>0.05) with PO or control. It was concluded
than the addition of FMLE to the BTS diluent could not improve the spermatozoa quality of landrace boars,
even at high FMLE levels it caused a very drastic decrease in the quality of spermatozoa.

Keywords: BTS, fresh moringa leaf extract, landrace boars, spermatozoa.
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PENDAHULUAN

Semen segar tidak dapat bertahan lama pada
penyimpanan disebabkan karena adanya kematian
sperma yang begitu cepat. Tujuan dari program
inseminasi buatan (IB) sangat bergantung dari beberapa
faktor yaitu salah satunya kualitas semen babi yang
dipakai (Tamoes dan Hine, 2014). Penyebab kematian
spermatozoa salah satunya yaitu disebabkan karena
terjadinya radikal bebas. Radikal bebas merupakan
molekul yang tidak berpasangan atau hanya memiliki
satu elektron. Radikal bebas akan mengalami perubahan
secara Kimiawi serta dapat merusak zat penyusun sel
hidup antara lain karbohidrat, protein, dan lemak.
Kerusakan membran spermatozoa akibat ROS dapat
dicegah dengan senyawa antioksidan yang akan
melengkapi kekurangan elektron oleh radikal bebas
sehingga reaksi berupa 4 peroksidasi lipid dapat
terhambat (Fajrilah, 2013). Menurut (Beku and Semen,
2008) prinsip kerja dari antikosidan dalam menghambat
otooksidasi pada lemak dapat dilihat sebagai berikut:
oksigen bebas di udara akan mengoksidasi ikatan
rangkap pada asam lemak yang tidak jenuh, kemudian
radikal bebas yang terbentuk akan beraksi dengan
oksigen sehingga akan menghasilkan peroksida aktif.

Penyimpanan semen pada jangka waktu yang
tidak singkat maka diperlukan larutan pengencer yang
memiliki kandungan antibiotic, buffer, nutrisi, dan bahan
anti cold shock yang berfungsi melindungi spermatozoa
dalam proses pengenceran selama penyimpanan. Ternak
babi memiliki semen yang berbeda dengan semen
ruminansia lainnya seperti sapi dan kambing, karena
spermatozoa semen babi mempunyai komposisi
membran plasma yaitu phosphatidylethanolamine dan
sphingomyelin mencapai 24% dan 14%, sehingga mudah
mengalami cold shock saat proses preservasi.
Karbohidrat sering dipakai untuk sumber nutrisi yang
bermanfaat untuk spermatozoa, dan berfungsi untuk
menjaga spermatozoa dari cekaman perubahan
temperature (Dubé et al., 2004). Inseminasi buatan
dengan menggunakan semen cair diharapkan dapat
meningkatkan genetik ternak.

Pengencer Beltsville Thawing Solution (BTS)
sudah sering dipakai dalam preservasi spermatozoa babi
yang memiliki waktu penyimpanan yang cepat yakni
satu hingga tiga hari. Pengencer BTS sendiri
mengandung Ethylene Diamine Tertraacetic Acid
(EDTA) yang berfungsi sebagai pelindung membran
plasma dan glukosa yang mengandung nutrisi untuk
spermatozoa, adapun bikarbonat dan natrium sitrat yaitu
penyangga yang berfungsi untuk mengontrol kesetabilan
pH dalam kelangsungan hidup bagi spermatozoa,
penambahan antibiotik streptomycin dan penicilin
berfungsi untuk menghambat bakteri berkembang (Dubé
et al., 2004). Pengencer BTS bisa dipakai untuk menjaga
daya hidup pada proses penyimpanan spermatozoa
terhadap suhu dingin sehingga proses metabolisme
selama penyimpanan dapat berkurang.

Semen babi dapat bertahan pada suhu 15-20 °C
serta daya penyimpanan semen babi yang relatif singkat
yaitu kisaran 3-7 hari tergantung pada bahan pengencer
yang digunakan (Gadea, 2003). Bahan dasar pengencer
harus disuplementasi dengan berbagai bahan suplemen
untuk melengkapi kekurangan atau ketiadaan unsur
tertentu yang bermanfaat untuk sperma pada bahan
pengencer dasar sehingga akan lebih efektif untuk
mempertahankan kualitas sperma selama penyimpanan.
EDKS adalah bahan alami yang bisa dipakai karena
mempunyai berbagai nutrisi yang bermanfaat untuk
spermatozoa.

Daun kelor (Moringa oleifera Lam) mempunyai
senyawa antioksidan serta memiliki kandungan protein,
karoten, vitamin A, C, E, dan berbagai senyawa lainnya
(Jang et al., 2008). Vitamin C dan E bermanfaat untuk
mencegah kerusakan memran plasma sperma akibat
meningkatnya produksi radikal bebas selama proses
pengenceran dan penyimpanan semen. Penambahan
vitamin C pada pengencer semen dapat menyebabkan
perubahan pH karena vitamin C bersifat asam.

MATERI DAN METODE

Materi Penelitian

Sumber semen yang dipakai pada penelitian ini
yaitu sperma segar yang diperoleh dari satu ekor babi
landrace jantan dengan umur 2 tahun dan telah mencapai
dewasa kelamin, serta dalam kondisi sehat serta sudah
sering digunakan dalam penampungan semen dengan
berat badan 400 kg. Babi Landrace dipelihara pada
kandang individu dan lengkap dengan perlengkapan
tempat pakan. Pemberian konsentrat biasanya 3 kg setiap
hari, dan pemberian air minum secara add libitum.

Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode rancangan
acak lengkap (RAL) yang terdiri dari 6 perlakuan dan 5
kali ulangan. Adapun perlakuan yang digunakan yaitu
BTS (P0), BTS+EDKS 2% (P1), BTS+EDKS 4% (P2),
BTS+EDKS 6% (P3), BTS+EDKS 8% (P4) BTS+EDKS
10% (P5).

Persiapan Pengencer BTS

Aluminium foil yang sudah disiapkan dipotong
menjadi  persegi empat lalu disimpan kedalam
timbangan. Alat yang digunakan untuk mengambil BTS
adalah spatula, kemudian BTS diletakkan diatas
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aluminium foil sedikit demi sedikit hingga mencapai 7,5
gram menggunakan timbangan analitik dengan kapasitas
220 gram dengan tingkat ketelitiannya 0,1 mg. Setelah
itu timbangan tersebut ditutup agar udara tidak masuk.
Selanjutnya BTS yang sudah ditimbang dimasukkan
kedalam tabung elenmeyer dan ditambahkan aguabides
150 mL, penicillin 0,75 mL dan streptomycin sebanyak
0,6 mL. Setelah semua bahan tercampur lalu distirer
kurang lebih 15 menit dan kecepatan 3,2 rpm. Setelah itu
larutan tersebut dibagi masing-masing 25 mL dalam
enam perlakuan.

Persiapan Ekstrak Daun Kelor Segar

Ekstrak daun kelor segar diperoleh dari daun
kelor yang baru dipetik kemudian dipisahkan satu-
persatu dari batangnya, setelah itu dicuci dan ditiriskan
sampai airnya benar-benar tidak tersisa di daun kelor.
Langkah selanjutnya daun kelor ditimbang sebanyak 100
gr kemudian dicampur aquabidest sebanyak 100 mL dan
diblender sampai halus. Setelah itu disaring
menggunakan kain kasa dan dimasukan ke dalam tabung
elenmeyer dan ditutup dengan alumunium foil. Larutan
yang telah dicampur dimasukkan kedalam tabung reaksi
lalu disentrifugasi menggunakan sentrifus portable pada
kecepatan 3000 RPM dengan waktu 10 menit. Kemudian
hasil endapan sentrifugasi dibuang dan yang diambil
hanya supernatannya saja. Larutan EDKS disiapkan
sehari sebelum proses pengenceran dan disimpan di
dalam kulkas. Setelah itu larutan BTS yang sudah dibuat
dibagi menjadi enam bagian sesuai kebutuhan pada
setiap perlakuan lalu masukan larutan EDKS yang telah
disiapkam sebelumnya sesuai perlakuan selanjutnya
diaduk menggunkan pipet hingga merata.
Penampungan Semen

Semen yang digunakan dalam penelitian ini
diambil dari satu ekor ternak babi landrace jantan yang
berusia 2 tahun. Semen ini diambil di Laboratorium
Yayasan Williams dan Laura, Tilong Desa Oelnasi,
Kecamatan Kupang Tengah, Kabupaten Kupang,
Provinsi Nusa Tenggara Timur (NTT). Semen biasanya
diambil pada pagi hari yaitu jam 06:30-07.00 dan
ditampung dua kali dalam seminggu. Semen yang
dihasilkan disimpan ke dalam tabung penampung yang
sudah dipasang kain kasa yang berfungsi untuk
menyaring fraksi gelatin. Semen yang telah dikumpulkan
segera dibungkus dengan tas atau kantong plastik
kemudian dibawah untuk diperiksa di Laboratorium.

Evaluasi Semen Segar

Semen segar dievaluasi secara makroskopis
diantaranya: volume semen diukur dengan cara melihat
angka pada gelas ukur. Warna semen dapat langsung
dilihat dari gelas ukur, pada umumnya semen berwarna
putih susu. Derajat keasaman atau pH bisa dilihat dengan
meneteskan semen di atas kertas pH pada skala 6,4-10.
Warna kertas pH yang berubah disesuaikan pada
indikator warna pada kertas. Cara mengetahui bau semen

yaitu mendekatkan pada hidung untuk mengetahui
aromanya. Konsistensi bisa dilihat yakni wadah atau
tabung yang berisi semen dimiringkan kemudian
kembalikan ke posisi awal untuk melihat kekentalan.
Penilaian konsistensi berdasarkan cepatnya semen
kembali kedasar tabung semen.

Evaluasi secara mikroskopis meliputi motilitas
spermatozoa. Cara yang dilakukan yaitu teteskan semen
pada glass objek dan ditutup menggunakan cover glas.
Selanjutnya melihat pergerakan spermatozoa dibawah
mikroskop pada pembesaran 10 x 40 serta
membandingakan pergerakan progresif terhadap semua
gerakan  spermatozoa. Penilaian motilitas  yaitu
spermatozoa yang bergerak progresif maju ke depan dan
yang tidak progresif atau bergerak ditempat.

Presentase  viabilitas  spermatozoa  dapat

dihitung dan dilihat melalui jumlah spermatozoa yang
hidup dan mati menggunakan  eosin-negrosin.
Pemeriksaan dapat dilakukan dengan meneteskan satu
tetes semen pada glass objek kemudian teteskan zat
pewarna eosin-negrosin dan dicampur dengan cara
mengaduk larutan dari arah eosin terlebih dahulu.
Pengadukan dilakukan tidak terlalu lama, karena semen
tersebut akan mati. Setelah dihomogenkan ulasan dibuat
dengan cepat dan tipis pada glass objek, setelah itu
preparat ulas tersebut dikeringkan dengan cara
dipanaskan pada lampu bunsen kemudian diamati
menggunakan mikroskop pada pembesaran 40 x10.
Spermatozoa yang dihitung dengan jumlah minimal 200
sel spermatozoa dengan 8 lapang pandang. Spermatozoa
hidup biasanya berwarna bening dan spermatozoa yang
mati akan menyerap eosin sehingga berwarna merah
ungu dari pada bagian kepala.
Abnormalitas dapat dilihat dengan cara semen diwarnai
dengan eosin-negrosin dan dilihat dari bentuk
spermatozoa yang tidak normal baik abnormalitas primer
ataupun sekunder. Perhitungan konsentrasi spermatozoa
menggunakan spermatozoa pada lima kotak dihitung
pada arah diagonal. Pada lima kotak tersebut memiliki
16 ruang kecil dan pada setiap ruangan kecil memiliki
volume 0,1 mm? dan pengencer 200 kali.

Pengenceran Semen

Sperma segar yang telah dievaluasi dibagi
menjadi 6 berisi bahan pengencer pada masing-masing
perlakuan. Pengisian semen tersebut menggunakan
mikropipet. Selanjutnya bahan pengencer dan semen
tersebut dihomogenkan dengan cara diaduk.

Penyimpanan Semen

Semen segar yang sudah diencerkan diisi ke
sejumlah tabung ependorf yang berukuran 1,5 mL,
ditutup rapat dan disimpan kedalam coolbox pada suhu
15 — 20 °C. Suhu dilihat dengan thermometer dan
evaluasi dilakukan pada setiap 8 jam.

Variabel Penelitian
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Variabel pada penelitian ini adalah:

1. Motilitas

Motilitas spermatozoa (%) Motilitas dapat
dilihat dengan cara pemeriksaan visual
yakni dengan bantuan mikroskop dan
dinilai secara subjektif. Penilaian dilsihat
melalui cara meneteskan 1 tetes semen
pada gelas objek, kemudian ditutupi
menggunakan cover glass selanjutnya
dihangatkan beberapa menit. Kemudian
diamati  dibawah mikroskop dengan
pembesaran  10x40, amati pergerakan
sperma motil progresif dari delapan lapang
pandang yang berbeda, penilaian diberikan
di antara 0-100 pada kisaran 5% (Nabilla,
Arifiantini, and Purwantara 2018).

2. Viabilitas
Viabilitas spermatozoa (%) dapat dilihat
melalui  preparat  dengan  pewarna
diferensial (eosin-negrosin) dengan

bantuan mikroskop. Kepala spermatozoa
yang hidup memiliki kepala bening dan
berwarna merah atau unggu untuk
spermatozoa yang mati. Pembuatan
preparat dengan cara teteskan semen 1 tetes
pada glass objek kemudian teteskan 1 tetes
eosin pada glass objek yang sama namun
pada posisi yang berbeda, setelah itu
dicampur hingga tercampur. Selanjutnya
buat preparat ulas tipis ke objek glass yang
lainnya dengan sekali tarik, lalu panaskan
diatas api bunsen sampai kering, kemudian
preparat tersebut dapat diamati dibawah
mikroskop dengan pembesaran 10x40.

Spermatozoa dapat dilihat melalui 8 lapang
pandang yang berbeda dan dihitung jumlah
minimal 200 spermatozoa. Viabilitas
dinilai dari spermatozoa hidup yang tidak
dapat menyerap warna dan spermatozoa
mati terlihat berwarna unggu dan merah
pada bagian kepala spermatozoa.
3. Abnormalitas

Abnormalitas spermatozoa (%) perhitungan
abnormalitas dengan menempatkan
preparat dengan pewarnaan differensial di
mikroskop dan diamati dengan pembesaran
10x40, dan dihitung sebanyak 200 sel
sperma. Abnormalitas biasanya terjadi pada
bagian kepala ataupun ekor spermatozoa.
Nilai perhitungan abnormalitas diperoleh
sesuai rumus:

Abnormalitas = Jumlah spermatozoa
x 100% Total spermatozoa

4. Daya Tahan Hidup

Daya tahan hidup spermatozoa dilihat
menggunakan nilai motilitas dan daya
gerak untuk dijadikan patokan dan cara
yang mudah dalam penilaian semen segar
pada proses IB, gerakan individu yang
terbaik gerakan maju ke depan dan
persentase motilitas mencapai 40%.

Analilis Data

Data yang dihasilkan ditabulasi kemudian diuji
menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) dan
apabila masih terdapat perbedaan maka dilanjutkan
dengan uji lanjut Duncan. Analisis dilakukan dengan
software SPSS 25.0.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Perlakuan terhadap Motilitas Spermatozoa

Penentuan nilai motilitas pada spermatozoa
dengan cara menentukan kualitas semen setelah
pengenceran. Motilitas dapat dilihat dari gerak majunya
spermatozoa secara progresif. Kemampuan gerak
spermatozoa maju ke depan secara progresif merupakan
patokan yang diperhitungkan karena manfaat dari
pengenceran semen yaitu untuk proses IB. Penilaian
motilitas  untuk  memperhitungkan ~ kemampuan
spermatozoa untuk membuahi sel telur. Kualitas
spermatozoa sebelum dan sesudah penambahan
pengencer tidak berubah yakni motilitas 84,00%,
viabilitas 88,86%, dan abnormalitas 1,09%. Menurut
Sumardani et al., (2008) semen segar digunakan dalam
proses inseminasi buatan harus memiliki beberapa syarat
yakni nilai motilitas harus diatas 70%. Agar semen segar
babi Landrace layak digunakan dalam preservasi atau

IB. Bebas, (2016) menunjukkan bahwa lama waktu
penyimpanan berpengaruh terhadap penurunan daya
hidup spermatozoa babi, waktu pengamatan 0 jam, 24
jam, 48 jam, 72 jam dan 96 jam terlihat terjadi
penurunan daya hidup spermatozoa babi yang nyata
(P<0,05)

Persentase motilitas spermatozoa babi Landrace
dapat dilihat pada Tabel 1 yakni terlihat menurunnya
nilai motilitas dengan bertambahnya lama waktu
penyimpanan. Penyebabnya adalah semakin
meningkatnya total spermatozoa yang bergerak tidak
progresif karena berkurangnya energi yang tersedia
didalam medium pengencer dan umur spermatozoa yang
semakin tua. Namun tidak semua perlakuan memiliki
kecepatan penurunan motilitas yang sama, sehingga pada
jam ke 48 penyimpanan, pengencer BTS dengan
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suplementasi EDKS 2% (P1), memiliki presentase
motilitas tertinggi, diikuti pengencer BTS tanpa
suplementasi EDKS (P0), pengencer BTS dengan
suplementasi EDKS 4% (P2), pengencer BTS dengan

Superskrip yang berbeda pada baris yang sama
menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05).

Hasil analisis statististik menunjukkan bahwa
nilai motilitas spermatozoa pada jam ke 0 dan ke 8
preservasi terlihat bahwa perlakuan berpengaruh tidak
nyata (P>0,05). Namun di jam ke 16 sampai jam ke 48
pengamatan perlakuan P1 berbeda tidak nyata dengan PO
(P<0,05) dan kedua perlakuan tersebut secara signifikan
lebih tinggi (P<0,05) dari pada perlakuan P2, P3, P4, dan
P5. PO menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05).

suplementasi EDKS 6% (P3), pengencer BTS dengan
suplementasi EDKS 8% (P4), dan yang terendah yaitu
pengencer BTS dengan suplementasi EDKS 10% (P5)

Tabel 1. Rataan motilitas spermatozoa babi Landrace
dengan pengencer BTS yang ditambahkan
berbagai level EDKS.

PO=BTS, P1=BTS + EDKS 2%, P2= BTS+EDKS 4%,

P3= BTS+EDKS 6%, P4= BTS+ EDKS 8%, P5=

BTS+EDKS 10%.

memperlihatkan penurunan motilitas spermatozoa yang

lebih cepat. Penambahan EDKS yang terlalu tinggi akan

menyebabkan tingginya zat aktif pada daun kelor seperti
tannin yang menyebabkan penurunan kualitas sperma.

Rizal et al., (2003) menjelaskan nilai motilitas

tergantung pada ketersediaan energi yakni hasil dari

proses metabolisme sel berupa adenosine triphosphate,
menurunnya  motilitas  spermatozoa  disebabkan

Hal  tersebut mengindikasikan  bahwa dengan berkurangnya energi pada larutan pengencer akibatnya
Jam  Perlakuan
PO P1 P2 P3 P4 P5 P-Value

0 84.00+2.24 84.00+2.24 84.00+2.24 84.00+2.24 84.00+2.24 84.00+2.24 1.000
8 81.00+2.24 81.00+2.24 80.00+2.24 78.00+3.53 77.00+4.47 77.00+4.47 0.293
16 75.00£0.00%  77.00+2.74%  72.00+4.47™ 70.00+3.53°  69.00+2.24°  68.00+2.74°  0.000
24 70.00£0.00®  73.00+2.74*  66.00+4.18™  64.00+4.18°  63.00+2.74°  63.00+2.74°  0.000
32 63.00+2.74®  67.00+2.74*  59.00+4.18°  58.00+4.47°° 57.00+2.74°  55.00+6.12°  0.001
40 57.00£2.73®  61.00+2.24*  53.00+2.74%  50.00+6.12"  47.00+7.58°  46.00+9.62°  0.003
48 33.00+2.74®  35.00+0.00°  29.00+2.24 26.00+4.18°  20.00£3.53%  17.00+4.47%  0.000

menambahkan EDKS kedalam pengencer BTS tidak
memberikan dampak positif terhadap  motilitas
spermatozoa bahkan pada level EDKS yang tinggi (4-
10%) menyebabkan penurunan motilitas yang lebih
drastis daripada level yang rendah. Hal ini berbanding
terbalik dari penelitian terdahulu (Fafo et al., 2016)
EDKS yang dicampurkan pada pengencer sitrat kuning
telur dapat menjaga kualitas sperma babi landrace pada
konsentrasi EDKS terbaik yakni 5%.

Penyebab tidak adanya perbedaan motilitas
antara perlakuan pada jam preservasi ke-0 dan ke-8
diduga disebabkan karena ketersediaan zat-zat makanan
dan unsur pelindung dalam masing-masing pengencer
tersebut masih dapat memenuhi kebutuhan spermatozoa.
Pengencer BTS adalah bahan yang sudah sering
digunakan pada preservasi spermatozoa babi dan
memiliki daya simpan biasanya satu hingga tiga hari.
Kandungan dari BTS sendiri terdiri dari Ethylene
Diamine Tertraacetic Acid (EDTA) yang berfungsi
untuk memproteksi membran plasma dan glukosa
sebagai penyedia nutrisi untuk spermatozoa, ada juga
natrium sitrat dan natrium bikarbonat yang berfungsi
untuk penyangga untuk menjaga kesetabilan pH dan
kelangsungan hidup spermatozoa.

Dari Tabel 1 di atas dapat dilihat penurunan
motilitas spermatozoa selama 48 jam. Penambahan
ekstrak daun kelor yang semakin meningkat cenderung

meningkatnya total spermatozoa mati tiap bertambahnya
waktu. Menurut (Tamoes et al., 2017), penyebab
terjadinya cool shock pada sel spermatozoa yaitu
menurunnya komponen lipid pada membrane sel.
Kandungan asam yang terjadi akibat penimbunan asam
laktat mengakibatkan rusaknya organel-organelnya
akibatnya proses metabolisme dalam mendapat energi
terganggu. Menurunnya motilitas disebabkan kurangnya

proses metabolisme menyebabkan energi  yang
dihasilkan berkurang.
Penambahan EDKS vyang tepat bisa

mendapatkan hasil yang sangat baik karena dapat
mencegah terjadinya peroksidasi lipid yakni dengan
mencegah proses peroksidasi lipid yang terjadi pada
membran plasma spermatozoa. Salah satu penentu
motilitas spermatozoa selama penyimpanan in vitro yaitu
jumlah kandungan zat nutrisi yang terdapat dalam
pengencer. Dwatmadji et al., (2007) melaporkan bahwa
kandungan yang berbeda pada pengencer adalah
penyebab terjadinya nutrisi yang berbeda pada setiap
pengencer. Pengencer dasar yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu BTS dimana kandungan dari bahan
pengencer BTS terdiri dari Ethylene Diamine
Tertraacetic Acid (EDTA) vyang berfungsi untuk
melindungi membran plasma, terdapat pula natrium sitrat
dan natrium bikarbonat yang berfungsi menjaga pH tetap
stabil, antibiotik (penicillin dan streptomycin) berperan
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untuk menghambat pertumbuhan bakteri (Dubé et al.,
2004).

Pengencer yang memiliki nutrisi baik mampu
menjaga kualitas sperma lama. Menurut In dan Selatan,
(2021) bahwa pada daun kelor terdapat kandungan
antioksidan yang bermanfaat dalam mengatasi proses
radikal bebas dan menjaga sel pada spermatozoa dari
serangan radikal bebas.

Pengaruh Perlakuan Viabilitas
Spermatozoa

Pemeriksaan viabilitas sangat penting karena
masih ada keterkaitan dengan motilitas spermatozoa.
Nilai viabilitas umumnya lebih tinggi dibanding nilai
motilitas dikarenakan spermatozoa hidup belum pasti
motil progresif dan sebaliknya spermatozoa motilitas
progresif pasti hidup. Perbedaan spermatozoa hidup dan
yang mati bisa dketahui dari warna dari kepala

spermatozoa, yakni kepala spermatozoa bening atau

Terhadap

putih untuk spermatozoa hidup dan kepala spermatozoa
yang berwarna merah berarti mati. Membran plasma
pada spermatozoa hidup masih utuh sehingga masuknya
eosin ke dalam sel, namun dikeluarkan melalui proses
pompa sodium karena membran plasma masih berfungsi.
Pada spermatozoa yang mati memiliki membran plasma
dan mekanisme pompa sodiumnya sudah rusak sehingga
cairan eosin dan natrium akan masuk dan tertahan
didalam sel sehingga menyebabkan kepala spermatozoa
yang mati berwarna. Viabilitas sperma pada semen segar
yang dipakai dalam penelitian ini berkisar antara 83-87%
sehingga masih dapat digunakan dalam penelitian.
Semen segar yang baik untuk dipakai dalam inseminasi
buatan harus memiliki persyaratan mulai dari nilai
viabilitas harus diatas 80%, maka semen segar yang
dipakai pada penelitian layak dipakai pada preservasi
atau IB, (Sumardani et al., 2008). Viabilitas
spermatozoa ditampilkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Rata-rata viabilitas spermatozoa babi Landrace dalam pengencer BTS yang ditambahkan berbagai level

EDKS.

Jam  Perlakuan
PO P1 P2 P3 P4 P4 P-Value

0 87.08+0.49%° 88.860.36° 88.13+0.59% 87.81+0.66™ 86.80+1.47 85.75+2.63° 0.16
8 82.97+2.25%® 85.26+1.15° 81.24+1.49 79.60+1.65¢ 80.04+2.82" 80.14+3.10*  0.002
16 76.72+3.43® 80.07+3.46° 77.02+0.78% 75.94+1.18% 74.25+3.52° 74.12+4.09° 0.077
24 74.11+3.91° 79.00+2.16° 71.98+3.06™ 71.25+2.61% 70.40+2.39* 69.51+3.79° 0.001
32  66.68+299% 73.12+2.98° 68.98+3.65% 66.86+5.63% 66.81+5.80% 61.97+9.68° 0.103
40  59.99+6.68% 67.46+1.35° 59,79+4.16% 56.25+4.62" 56.00+5.63" 51.67+8.96° 0.006
48  41.22+10.92%® 51.81+10.96°  39.36+9.45% 37.84+7.58%® 30.56+10.27° 32.66+14.48°  0.069

Superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05).
PO=BTS, P1=BTS + EDKS 2%, P2= BTS+EDKS 4%, P3= BTS+EDKS 6%, P4= BTS+ EDKS 8%, P5=

BTS+EDKS

Hasil analisis  statistik pada viabilitas
spermatozoa sejak jam ke 0 hingga 48 menunjukkan
adanya perbedaan yang nyata (P<0,05), antara perlakuan
P1 dengan P4 dan P5, sedangkan tidak ada perbedaan
yang nyata (P>0,05) dengan perlakuan PO, P2, dan P3.
Namun demikian, perbedaan tersebut lebih disebabkan
karena menurunnya nilai viabilitas spermatozoa yang
lebih  signifikan pada perlakuan-perlakuan yang
mendapat penambahan EDKS pada level yang tinggi
terutama pada perlakuan P4 dan P5. Hal ini diduga
dikarenakan ukuran larutan EDKS yang terlalu tinggi
dan mengakibatkan toksik hingga dapat menyebabkan
penurunan  viabilitasnya. Hal lainnya  mungkin
disebabkan terlalu kentalnya pengencer sehingga
menyebabkan semen susah untuk bergerak dan bertahan
hidup.

Daun kelor memiliki kandungan metabolit
sekunder flavonoid, phenols, alkaloid yang mampu
memperlambat aktifitas bakteri. Namun pada pemberian
terlalu banyak bisa bersifat racun untuk spermatozoa.

10%.

Dari hasil penelitian dapat dilihat P1 dengan larutan
EDKS 2% mampu mempertahankan nilai viabilitas
semen babi landrace. Hal ini menjelaskan bahwa
perlakuan tersebut, mempunyai kandungan antioksidan
pada EDKS sudah sangat baik untuk menghambat
radikal bebas dan efek negatif. Manfaat dari antikosidan
adalah menghambat terjadinya oksidasi lemak (Fafo et
al., 2016). Nutrisi pada daun kelor yang tinggi seperti
sukrosa yang berfungsi sebagai sumber energi dan

glutionin sebagai protein yang berfungsi sebagai
antioksidan dan mineral.
Viabilitas pada spermatozoa mengalami

penurunan, selain diakibatkan karena kekurangan energi
dan rusaknya membran plasma diakibatkan protein
plasma, penurunan viabilitas spermatozoa bisa jadi
diakibatkan  karena rusaknya membran plasma
spermatozoa disebabkan proses peroksidasi lipid. Untuk
itu diperlukan tambahan antioksidan yaitu daun kelor
untuk dapat menekan kerusakan pada membran
spermatozoa diakbatkan adanya peroksidasi lipid. Daun
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kelor memiliki kandungan antioksidan: flavonoi, fenol,
alkaloid, saponin, tanin (Putra et al., 2016).

Pengaruh  Perlakuan Abnormalitas
Supermatozoa

Kelainan bentuk fisik atau abnormalitas
spermatozoa yang sering terjadi pada waktu
terbentuknya spermatozoa pada tubuli seminiferi
maupun pada saat spermatozoa melewati saluran pada
alat reproduksi jantan. Abnormalitas mungkin juga
disebabkan oleh penyakit yang menyerang organ
reproduksi sehingga menghambat atau mengganggu
organ reproduksi terutama didalam tubuli seminiferi
testis sehingga menyebabkan produksi spermatozoa tidak
berlangsung secara sempurna.

Terhadap

Tabel 3 Rataan abnormalitas spermatozoa babi Landrace

Hasil pemeriksaan mikroskopis semen segar
pada penelitian ini menunjukakn bahwa rata-rata
abnormalitas spermatozoa adalah 1,09 % oleh karena itu
masih mampu digunakan untuk diproses selanjutnya.
Jika persentase abnormalitas lebih dari 20% maka
kualitas semen tersebut termasuk rendah dan akan
menyebabkan angka kebuntungan rendah. Abnormalitas
spermatozoa yang dilihat di penelitian ini yaitu
abnormalitas sekunder, yakni ekornya patah ataupun

putus. Abnormalitas sekunder diakibatkan karena
kesalahan pada waktu membuat preparasi dan
melakukan ejakulasi. Abnormalitas yang terlihat

biasanya ekor putus atau abnormalitas sekunder.
Abnormalitas di bagian ekor diakibatkan oleh kesalahan
pada saat ejakulasi dan kesalahan saat pembuatan
preparat.

dalam pengencer BTS yang ditambahkan berbagai level

EDKS.
Perlakuan
Jam PO P1 P2 P3 P4 P5 P-Value
0 1.6740.50®  1.09+0.12%  1.97+1.12"°  2.43+0.49°  2.51+0.79™  2.87+0.58° 0.005
8 2.11+0.25%  1.5240.42%  2.13+0.71%®  2.73+0.57°°  2.57+0.72°  3.42+0.69° 0.001
16 2.61+0.46°  2.18+0.74°  3.14+0.90° 3.1740.69°  3.13+0.94°  4.17+0.17° 0.005
24 7.7248.91 2.62+0.89 3.62+0.55 3.91+0.23 4.09+0.65 4.36+0.44 0.491
32 357+0.50% 3.28+1.19°  4.09+0.83®°  4.36+0.33®°  4.54+0.66™  4.87+0.77° 0.027
40  4.17+0.64*  3.71+1.13*  4.66+1.00°  5.15+0.31° 4.99+0.43°  5.13+0.87° 0.027
48  4.92+1.03%  4.10+1.42%  4.92+1.01*  544+052®  532+0.66°  5.74+0.19" 0.113

Superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05).
PO=BTS, P1=BTS + EDKS 2%, P2= BTS+EDKS 4%, P3= BTS+EDKS 6%, P4= BTS+ EDKS 8%, P5=

BTS+EDKS 10%.

Hasil analisis statistik pada abnormalitas spermatozoa hingga pada jam ke-48 preservasi terlihat bahwa

perlakuan P1 berbeda tidak nyata (P>0,05)
dengan perlakuan PO, P2, dan P3 namun berbeda nyata
(P<0,05) dengan perlakuan P4 dan P5.

Abnormalitas sekunder kemungkinan
disebabkan karena kesalahan dalam preparasi atau
ejakulasi (Arifiantini et al., 2006). Menurut Setiyani et
al., (2018) abnormalitas sekunder atau ekor yang
terputus biasanya disebabkan waktu pembuatan
preparate ulas (smear).

Persentase abnormalitas semakin meningkat
seiring waktu penyimpanan yang semakin lama.
Penyebabnya yakni karena cold shock dan tidak
keseimbangan tekanan osmotik pada proses metabolisme
yang selalu terjadi selama proses penyimpanan. Semakin
meningkatnya waktu penyimpanan mengakibatkan
tingkat keasaman (pH) semen mengalami penurunan

makah menyebabkan peningkatan nilai abnormalitas
spermatozoa.

Pengaruh  Perlakuan
Spermatozoa

Kemampuan gerak atau daya hidup dari
spermatozoa dalam waktu tertentu pada media
pengenceran. Dalam penelitian ini yang diamati yaitu
motilitas spermatozoa paling kurang 40% karena
spermatozoa layak IB harus diatas 40%. Walaupun pada
penelitian sebelumnya pengamatan dilakukan hingga
spermatozoa tidak terlihat pergerakan lagi. Pada
keperluan 1B, motilitas spermatozoa tidak boleh dibawah
dari 40%, sehingga pengamatan daya tahan hidup
spematozoa dalam penelitian ini sampai motilitas
spermatozoa mencapai 40%. Daya hidup spermatozoa
bisa dilihat pada Gambar 1.

terhadap Daya Hidup
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Gambar 1. Rataan Daya Tahan Hidup Spermatozoa

Hasil analisis statistik terlihat bahwa daya hidup
spermatozoa di perlakuan P1 dan PO secara nyata lebih
lama (P<0,05) daripada perlakuan P3, P4, dan P5, namun
berbeda tidak nyata (P>0,05) dengan perlakuan P2.

Pada perlakuan EDKS 4 sampai 8 %
menyebabkan penurunan daya hidup spermatozoa, hal

kandungan zat aktif yang tinggi akibatnya daya hidup
spermatozoa menurun. EDKS memiliki kandungan
tannin yang tinggi, yaitu kisaran 831,92 mg/100ml, Oka
et al., (2016) menjelaskan bahwa tannin memiliki
senyawa yang bersifat asam yaitu fenol. Larutan yang
bersifat asam dapat mempercepat kematian spermatozoa

ini disebabkan kandungan seperti tannin berupa
SIMPULAN
Hasil penelitian menyimpulkan  bahwa penursunan kualitas spermatozoa yang sangat drastis.

penambahan EDKS pada pengencer BTS tidak mampu
meningkatkan Kkualitas spermatozoa babi landrace,
bahkan pada level EDKS yang tinggi menyebabkan

Pada penelitian ini perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
untuk  menguji  keberhasilan dalam pelaksanaan
inseminasi buatan menggunakan pengencer BTS yang
ditambahkan ekstrak daun kelor segar.
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