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ABSTRAK

Preservasi semen babi pada suhu dingin akan berdampak terhadap motilitas, viabilitas dan membran plasma
spermatozoa babi (Kumaresan et al., 2009, Pinart et al., 2022). Standar Nasional Indonesia (SNI 8030:2014)
menyebutkan minimal persentase motilitas semen yang layak digunakan dalam inseminasi buatan adalah sebesar
40%. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui pengaruh lama penyimpanan selama 3 hari pada suhu 16-18°C
terhadap motilitas, viabilitas, dan keutuhan membran plasma spermatozoa babi dalam pengencer tris citrat
fructosa (TCF). Penelitian ini menggunakan tiga ekor babi pejantan yang ditampung dua kali dalam seminggu.
Rancangan percobaan menggunakan rancangan acak lengkap dengan tiga perlakuan dan lima ulangan, yaitu
lama penyimpanan 24 jam (Ly4), 48 jam (Ly4s) dan 72 jam (L73). Parameter yang diukur adalah motilitas, viabilitas
dan keutuhan membran plasma. Perbedaan antar perlakuan dianalisis dengan uji Duncan. Hasil penelitian
menunjukan bahwa lama penyimpanan pada suhu 16-18 °C berpengaruh nyata P<0.05) terhadap penurunan
persentase motilitas, viabilitas dan integritas membran plasma. Rataan persentase motilitas, viabilitas dan
integritas membrane plasma pada lama penyimpanan L4 adalah (85%, 88,80%, 94,83%), lama penyimpanan Lys
(80%, 85,40%, 88,17%) dan lama penyimpanan L7, adalah (56%, 70,20%, dan 85%). Pengencer TCF yang
digunakan pada semen babi yang dipreservasi selama tiga hari pada suhu 16-18°C masih memenuhi syarat untuk
digunakan dalam produksi semen cair dalam inseminasi buatan. Disimpulkan bahwa pengencer TCF dapat
digunakan sebagai pengencer semen babi yang dapat disimpan pada suhu 16-18 °C selama 3 hari.

Kata kunci: Membran plasma, Spermatozoa babi, Pengencer Tris citrat fructosa.

PENDAHULUAN

Inseminasi Buatan (IB) pada ternak babi merupakan teknologi reproduksi dalam program
pemuliabiakan. Program IB pada ternak babi di kota dan Kabupaten Kupang memiliki peran yang sangat
penting terutama peningkatan populasi, dan mengontrol reproduksi pasca wabah African Swine Fever
(ASF) tahun 2021. Saat wabah ASF mulai melandai sejak awal tahun 2022, mendorong masyarakat
peternak baik skala menengah maupun kecil, khususnya di Kota Kupang dan kabupaten Kupang, mulai
bangkit lagi untuk memenuhi kebutuhan masyarakat akan ternak babi, baik sebagai sumber protein
maupun untuk keperluan upacara adat dan keagamaan, terlihat dari tingginya permintaan pelayanan IB
oleh masyarakat (Parera & Lenda, 2023).

Faktor pendukung dalam optimalisasi program IB pada ternak babi adalah ketersedian semen
cair yang berkualitas dan memenuhi standar minimal SNI 803 tahun 2014. Kegiatan IB di kota Kupang
dan kabupaten Kupang umumnya menggunakan semen segar atau semen hasil ejakulasi tanpa diberi
pengencer sehingga menjadi suatu kendala berupa kelangkaan ketersediaan semen segar dan resiko
penularan penyakit menggunakan semen segar. Ketersediaan semen cair yang berkualitas belum banyak
di Kota dan Kabupaten Kupang dikarenakan pengencer komersial yang umum digunakan pada semen
babi, seperti Beltsville Thawing Solution (BTS) dan Semen Life, susah diperoleh untuk penyedia bibit

(produsen semen) skala kecil di kota Kupang dan kabupaten Kupang dan harganya relative lebih mahal
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dengan waktu kadualarsa yang pendek.

Bahan pengencer yang digunakan untuk tujuan penyimpanan spermatozoa memegang peranan
penting dalam upaya mempertahankan kualitas spermatozoa selama penyimpanan. Sejumlah penelitian
sebelumnya telah menunjukkan bahwa pengencer Tris citrat fructosa (TCF) mampu mempertahankan
motilitas dan viabilitas spermatozoa babi (Parera & Lenda, 2023). Adanya penambahan Bovine Serum
Albumin (BSA) pada pengencer TCF juga menujukkan bahwa berbagai komposisi asam amino yang
terdapat dalam BSA mampu mensubstitusi penurunan konsentrasi berbagai bahan yang terdapat di
dalam plasma semen akibat proses pengenceran, sehingga dapat menjaga stabilitas membran sel
spermatozoa (Rachmawati et al., 2021)

Kualitas semen juga dapat dipertahankan jika tidak terjadi kerusakan terhadap integritas
membran plasma spermatozoa (Wysokinska & Szablicka, 2021). Spermatozoa dapat kehilangan daya
fertilitasnya tanpa harus kehilangan daya motilitasnya. Apabila spermatozoa mengalami kerusakan
membran plasma maka spermatozoa masih dapat menunjukkan gerakan motil meskipun tidak mampu
rnembuahi sel telur (Ansari et al., 2010; Buhr et al., 1994). Membran plasma berfungsi sebagai
pelindung spermatozoa terhadap berbagai perubahan lingkungan, berfungsi dalam kapasitasi dan
menembus membran oosit, disamping itu sebagai unsur transport dari dalam sel ke luar sel atau
sebaliknya bila rmernbran plasma mengalami kerusakan maka proses ini tidak dapat berlangsung secara
normal sehingga akan menurunkan kualitas spermatozoa. Membran plasma spermatozoa terdiri dari
lipid, fosfolipid, glikolipid, kolesterol dan protein komposisi ini berpengaruh terhadap fungsi
spermatozoa dan selama proses penyimpanan dan pendinginan dapat mempengaruhi integritas membran
plasma spermatozoa (Gautier & Aurich, 2022).

Kerusakan integritas membran plasma spermatozoa berdampak pada proses kapasitasi dan
reaksi akrosom (Siregar et al., 2020). Akrosom merupakan ujung anterior terletak antara membran
plasma dan bagian depan kepala spermatozoa dengan kandungan acrosin, hyaluronidase, dan beberapa
enzim hydrolytic yang terlibat dalam proses fertilisasi (Georgadaki et al., 2016; Khawar et al., 2019)

Beberapa aspek yang perlu diperhatikan dalam pengenceran semen babi, selain motilitas maupun
viabilitas adalah faktor fisiologis lain seperti inegritas membran plasma atau membrane plasma utuh
yang merupakan pelindung spermatozoa bagian luar juga keutuhan akrosom yang mengandung enzim
yang berperan dalam menembus kumulus oophorus oosit pada saat fertilisasi. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui pengaruh lama penyimpanan selama 3 hari pada suhu 16-18°C terhadap persentase;

motilitas, viabilitas dan integritas membran plasma spermatozoa babi dalam pengencer TCF.

METODE PENELITIAN
Materi

Alat penelitian berupa timbangan digital, aluminium foil, kertas saring (Whattman 150 mm).,
kertas label, tisu, erlenmeyer (Pyrex) 100 mL, glass ukur (Pyrex), corong, disposable syiringe (Onemed)

ukuran 1 mL, 5 mL dan 10 mL, thermometer air, thermometer kulkas, lemari pendingin (Sanyo), tabung
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reaksi, rak tabung reaksi, gelas objek, gelas penutup, Bunsen, pipet tetes, kamar hitung Neubauer, dan
pipet eritrosit.

Bahan penelitian berupa Semen babi, Tris hydroxymethil aminomethane, Citric acid
monohydrate, D-Fructosa, Antibiotik, Aquabidest, bovine serum albumin, Larutan hypoosmotic

swelling test (HOST). Eosin 2%, Aquadest, Alkohol 70%.

Metode
Koleksi Sampel dan Pemeriksaan Semen Segar

Penelitian ini menggunakan semen dari 3 ekor babi pejantan umur 1,5- 2 tahun yang dikoleksi
dua kali dalam seminggu. Sampel semen segar diperoleh dengan metode masase. Pasca koleksi, semen
segera dibawa ke laboratorium Anatomi Patologi Politani Kupang untuk dilakukan evaluasi secara
makroskopis dan mikroskopis, meliputi pemeriksaan volume (mL), warna, pH konsistensi, konsentrasi,
gerakan massa, motilitas individu, dan viabilitas spermatozoa. Semen yang memenuhi syarat dilanjutkan
pengenceran dan diberi perlakuan.
Pengenceran dan Perlakuan Semen

Semen yang memenuhi syarat diencerkan dengan bahan pengencer TCF dengan penambahan
Bovine serum albumin hingga konsentrasi spermatozoa sebesar 250-300X10°/mL, selanjutnya dibagi
ke dalam kelompok perlakuan. Penelitian menggunakan rancangan acak lengkap dengan tiga perlakuan
dan lima ulangan, yaitu lama penyimpanan: 24 jam (L.s), 48 jam (L) dan 72 jam (L7.). Ketiga
kelompok perlakuan ini disimpan selama tiga hari pada suhu 16-18°C. Evaluasi motilitas, viabilitas dan
integritas membran plasma dilakukan setiap hari selama perlakuan.

Pengamatan Motilitas dan Viabilitas

Motilitas spermatozoa adalah penilaian pergerakan spermatozoa yang bergerak progresif secara
visual dengan mikroskop atau menggunakan sistem otomatis dengan bantuan komputer (computer
assisted semen analysis/CASA) (Dominiek et al., 2011). Pemeriksaan motilitas spermatozoa dilakukan
yaitu dilakukan dengan cara sebanyak satu tetes semen diteteskan pada gelas objek yang kemudian
ditutup dengan gelas penutup. Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop dengan perbesaran 100
kali dan 400 kali pada 10 lapang pandang. Penilaian diberikan dalam kisaran 0-100% (Priyanto et al.,
2019).

Viabilitas adalah daya hidup spermatozoa yang diketahui dengan mengamati jumlah spermatozoa
hidup dan mati dengan pewarnaan eosin negrosin(Agarwal et al., 2016). Sebanyak satu tetes semen
diletakkan pada gelas objek, ditambahkan pewarna Eosin 2%, dihomogenkan dan dibuat preparat apus
dari campuran tersebut, selanjutnya apusan dikeringkan di atas api bunsen. Preparat diamati di bawah
mikroskop menggunakan perbesaran 400 kali. Sel spermatozoa yang mati akan berwarna merah
(menyerap zat warna eosin), sedangkan sel spermatozoa yang masih hidup berwarna tansparan (tidak
menyerap warna) (Agarwal et al., 2016). Persentase viabilitas diperoleh dari jumlah sel spermatozoa

hidup per jumlah keseluruhan spermatozoa dikali 100% (Kumaresan et al., 2020).
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Pengamatan Integritas Membran Plasma Spermatozoa

Larutan HOST merupakan larutan yang dibuat dengan mencampurkan natrium sitrat dan
fruktosa ke dalam aquades. 0,1 ml semen dimasukkan dalam tabung dan ditambahkan 0,9 ml larutan
HOST, didiamkan selama 15 menit kemudian diteteskan pada ujung kaca objek dan dibuat apusan lalu
diamkan hingga mengering. Preparat tersebut kemudian diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran
400x. Persentase perhitungan integritas membran diperoleh dari jumlah sel spermatozoa yang memiliki
membran utuh per jumlah keseluruhan sel spermatozoa yang diamati dikali 100% (Zubair et al., 2013).
(Check et al., 2023) menambahkan bahwa membran spermatozoa utuh ditunjukkan dengan ekor sel
spermatozoa yang menggulung, sedangkan sel yang tidak utuh ditunjukkan dengan ekor sel spermatozoa
lurus.

Analisis Data

Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap dengan tiga perlakuan dan lima ulangan,
yaitu lama penyimpanan 24 jam (L24), 48 jam (Lsg) dan 72 jam (L72). Parameter yang diukur adalah
motilitas, viabilitas dan keutuhan membran plasma. Evaluasi makroskopik dan mikroskopik semen
segar dideskripsikan, sedangkan data persentase motilitas, viabilitas, integritas membran plasma
dianalisis mengunakan sidik ragam atau ANOVA, bila terjadi perbedaan yang bermakna pada setiap
perlakuan dilanjutkan dengan Uji Duncan.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Motilitas dan Viabilitas Spermatozoa Babi Dalam Pengencer TCF yang Dipreservasi Pada Suhu
16-18°C Selama Tiga Hari.

Motalitas spermatozoa adalah sel spermatozoa yang hidup dan bergerak maju progresif secara
visual menggunakan bantuan mikroskop maupun analisis CASA (Dominiek et al., 2011; Muvhali et al.,
2022; Ratnawati et al., 2019) . Mitokondria berperan dalam motilitas spermatozoa, bila terjadi kerusakan
mitokondria akibat perubahan suhu maka akan berpengaruh terhadap kemampuan pergerakan
spermatozoa (Nesci et al., 2020). Hasil evaluasi rataan persentase motilitas dan viabilitas spermatozoa

pada pengencer TCF yang dipreservasi selama 3 hari pada suhu 16-18°C dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Persentase motilitas dan viabilitas spermatozoa babi dalam pengencer TCF yang dipreservasi pada suhu
16-18°C selama Tiga Hari.

Lama penyimpanan (jam) Peubah yang diamati (%)
Motilitas Viabilitas
24 85+,707°¢ 88,80+1,304¢
48 80 +1,581° 85,40+1,517°
72 56,40+1,673* 77,20+£1,304°

Keterangan: Superskrip huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P<
0.05).
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Hasil analisis ragam persentase motalitas dan viabilitas spermatozoa babi dalam pengencer TCF
dalam penyimpanan pada suhu 16-18°C menunjukkan perbedaan nyata (P<0,05) antara lama
penyimpanan 24 jam, 48 jam dan 72 jam. Selama penyimpanan 72 jam terdapat penurunan persentase
motilitas dan viabilitas namun sampai pada hari ke tiga atau 72 jam persentase motilitas dan viabilitas
spermatozoa babi di atas 50% yaitu motilitas 56,40% dan Viabilitas 77,20%. Penurunan persentase
motilitas spermatozoa selama proses penyimpanan pada suhu dingin menyebabkan penurunan
komposisi lipid dan kandungan asam lemak tak jenuh sehingga berdampak pada kerusakan struktur,
fungsi dan integritas membran dan berpengaruh terhadap penurunan motilitas (Am-in et al., 2011; Shan
et al., 2021). Fruktosa merupakan sumber energi yang baik untuk spermatozoa babi karena jalur
metabolisme yang lebih pendek yaitu fruktosa difosforilasi oleh heksokinase untuk menghasilkan
fruktosa 6 fosfat. Spermatozoa membutuhkan energi metabolik untuk berbagai fungsi terutama untuk
mendukung motilitas spermatozoa (Jones & Connor, 2000; Tsujii et al., 2006). Penurunan viabilitas
spermatozoa babi disebabkan karena hilangnya motilitas, terganggunya aktivitas metabolisme sel,
rusaknya membran plasma, sehingga penurunan viabilitas spermatozoa merupakan efek terakhir dari

kerusakan spermatozoa (Lopez et al., 2017).

Integritas Membran Plasma Spermatozoa Babi dalam pengencer TCF yang dipreservasi
pada suhu 16-18 °C selama 3 hari.

Evaluasi integritas membran spermatozoa dapat dilihat dari membran plasma utuh spermatozoa
babi. Membran plasma utuh memegang peranan penting dalam metabolisme spermatozoa, reaksi
akrosom dan penetrasi spermatozoa pada kumulus oophorus oosit sehingga kerusakan membran plasma
utuh dapat digunakan sebagai salah satu indikator penyebab berkurangnya fungsi spermatozoa karena
sedikitnya komponen seluler dan inaktivasi dari protein utama sehingga menurunkan fertilitas
spermatozoa. Menurut (Pfinosilova et al., 2014; Vazquez et al., 1997; Zubair et al., 2013), uji integritas
membran spermatozoa babi dilakukan dengan metode HOST memberikan hasil yang akurat. Rataan
persentase membran plasma utuh spermatozoa babi dalam pengencer TCF yang dipreservasi selama tiga
hari pada suhu 16-18°C disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Persentase membran plasma utuh spermatozoa babi dalam pengencer TCF yang dipereservasi pada suhu
16-18°C selama tiga hari.

Peubah yang diamati (%)
Lama penyimpanan (jam)

Membran Plasma Utuh

24 94.83+1.722°¢
48 88,17 +£1.47°
72 85+0,894°

Keterangan: Superskrip huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukan perbedaan yang nyata (P<0.05).
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Hasil analisis menunjukkan semakin lama penyimpanan pada suhu 16-18°C berpengaruh nyata
(P<0,05) terhadap penurunan persentase keutuhan membran plasma spermatozoa babi. Persentase
membran plasma utuh pada hari ke- 1(satu) sebesar 94.83% dan pada hari ke-2 (dua) sebesar 88,17%
(menurun 6,6 %) serta pada hari ke-3 (tiga) sebesar 85% (menurun 3,17%). Penurunan keutuhan
membrane plasma spermatozoa babi disebabkan semen babi yang sensitif atau tidak stabil selama proses
pendinginan dikarenakan membran plasma spermatozoa memiliki komposisi kolesterol yang lebih
sedikit dibandingkan fosfolipid dan distribusi kolesterol yang asimetris dalam membran plasma
spermatozoa babi sehingga terjadi perubahan pada lapisan lipid yang berpengaruh terhadap gangguan
permeabilitas membran plasma spermatozoa dan bertanggung jawab terhadap efek cold shock pada
spermatozoa (Dominiek et al., 2011; Gautier & Aurich, 2022; Szymanowicz et al., 2019)

Penurunan persentase keutuhan membran plasma spermatozoa yang tidak drastis selama masa
penyimpanan pada suhu 16-18 °C dikarenakan adanya penambahan BSA sebagai antioksidan dan
krioproktektan pada pengencer TCF. Kandungan asam amino dan protein pada bovine serum albumin
mampu mensubstitusi penurunan konsentrasi berbagai bahan yang terdapat di dalam plasma semen
akibat proses pengenceran, sehingga dapat menjaga tekanan osmosis agar stabilitas membran sel

spermatozoa tetap terjaga (Zhang et al., 2015).

Gambar 2. Membran Plasma Spermatozoa Babi: A) Utuh ekor melingkar
B) tidak utuh ekor lurus

Sel spermatozoa akan bereaksi ketika dimasukkan ke dalam larutan hipoosmotik, hal ini terjadi
karena larutan hipoosmotik akan masuk ke dalam sel melewati membran plasma. Akibat perbedaan
tekanan osmotik dari larutan tersebut dengan tekanan osmotik luar sel lebih tinggi, maka larutan tersebut
akan masuk ke dalam sel dan menyebabkan kebengkakan. Fenomena lebih mudah teramati pada ekor
spermatozoa sehingga dapat dihitung untuk mengetahui keutuhan membran plasma (Pérez-Llano et al.,
2001; Zubair et al., 2013). Pembengkakan berperan penting untuk menggulung dan invaginasi,
perubahan ekor dengan jelas kelihatan di bawah mikroskop spermatozoa menunjukkan pembengkakan
atau reaksi HOST positif (Gambar 2A) yang menandakan membran spermatozoa utuh. Di sisi lain,

membran spermatozoa yang fungsinya mengalami kerusakan tidak mengalami pembengkakan dan ekor
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tidak terjadi invaginasi atau tidak menggulung (Gambar 2B) disebabkan rusaknya ultrastruktur biokimia
dan fungsi membran.

Membran plasma merupakan lapisan semi permeabel yang menyelimuti sel spermatozoa untuk
melindungi sel dari kerusakan mekanik maupun biokima. Tris (hydroksi) aminomethan, fructosa dan
albumin dalam pengencer TCF berperan dalam menjaga keutuhan membran plasma spermatozoa. Tris
sebagai buffer yang dapat mempertahankan keseimbangan osmotik dan bentuk normal dari
spermatozoa. Tris dengan komposisi yang telah disesuaikan dengan kebutuhan dan fisiologis
spermatozoa dapat melindungi membran plasma lebih lama dengan menahan perubahan konsentrasi ion
hidronium dan ion hidroksi sehingga kelangsungan hidup dan fertilitas spermatozoa lebih tinggi
membran plasma spermatoza disusun oleh berbagai makromolekul seperti protein, glikoprotein,
lipoprotein, asam lemak jenuh dan lainnya. Makromolekul ini berperan sebagai mengatur masuk dan
keluarnya substrat dan elektrolit pada membran sel (Namula et al., 2019; Zhou et al., 2010).

Sumber utama produksi ATP berasal dari fosforilasi oksidatif mitokondrial dan glikolosis. Gula,
dalam bentuk fruktosa, yang berasal dari pengencer dimanfaatkan oleh spermatozoa dalam dua cara,
yaitu diubah menjadi energi melalui proses glikolisis dan siklus Krebs, dan disimpan dalam bentuk
glikogen sebagai cadangan saat sumber energi dalam pengencer telah habis. Spermatozoa babi sangat
bergantung pada jalur glikolisis, tidak hanya untuk produksi ATP melalui fosforilasi oksidatif
mitokondrial, tetapi juga untuk produksi laktat, yang merupakan sumber utama acetyl CoA.
Spermatozoa babi terbukti mampu memanfaatkan laktat sebagai sumber energi yang diperlukan dalam
motilitasnya untuk jangka waktu panjang. Fruktosa merupakan nutrisi penting bagi spermatozoa yang
dimetabolisme dan diubah menjadi piruvat dan laktat. Kombinasi kandungan fruktosa dan glukosa
dalam pengencer juga lebih efektif meningkatkan daya fertilisasi, dibandingkan dengan hanya glukosa

(Tsuji et al., 2006).

KESIMPULAN

Lama penyimpanan semen dalam pengencer tris citrat fructosa (TCF) selama 3 hari pada suhu
16-18°C berpengaruh nyata terhadap penurunan persentase motilitas, persentase viabilitas, dan
persentase integritas membran plasma spermatozoa babi. Persentase motilitas, viabilitas dan integritas
membran plasma spermatozoa babi pada hari ketiga berturut adalah 56%, 70,20%, dan 85%, dengan
tingkat penurunan keutuhan membran plasma berkisar 3,17 - 6,6 %, walaupun demikian, pengencer TCF
ini masih sangat layak digunakan sebagai pengencer semen karena dapat mempertahankan kualitas

spermatozoa sesuai standar SNI 8030:2014 ( motilitas >40%) selama tiga hari.
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