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Abstract	

The	purpose	of	this	study	was	to	evaluate	the	effect	of	the	combination	of	roasted	soy	milk	(RSM)	diluent	and	
and	modified	citrate	(C)	diluent	on	the	quality	of	landrace	boar	spermatozoa.	The	material	used	in	this	study	
was	fresh	semen	of	2-year-old	male	landrace	pigs.	This	study	used	a	complete	randomized	design	method	
consisting	of	5	treatments	and	5	repeats.	The	treatment	was,	T0:	roasted	soybean	milk	(RSM)	100%	+	citrate	
(C)	0%,	T1:	RSM	75%	+	C	25%,	T2:	RSM	50%	+	C	50%,	T3:	RSM	25%	+	C	75%	and	T4:	RSM	0%	+	C	100%.	
Diluted	 semen	was	 stored	 at	 18-20°C	 and	 evaluated	 every	8	 hours.	 The	parameters	 studied	 are	motility,	
viability,	 abnormalities	 and	 survival	 of	 spermatozoa.	 The	 data	 obtained	were	 analyzed	 using	 analysis	 of	
variance	and	followed	by	Duncan’s	test.	The	results	showed	that	T3	significantly	differed	(P<0,05)	on	motility,	
viability	and	liveability,	but	not	significantly	different	(P>0,05)	on	spermatozoa	abnormalities.	The	quality	of	
spermatozoa	in	T3	treatment	was	45.80±1.30%	motility,	54.27±4.71%	viability,	6.26±0.47%	abnormality	and	
40.00±0.00	hours	survival.	It	can	be	concluded	that	the	combination	of	roasted	soy	milk	diluent	(RSM)	25%	
+	citrate	(C)	75%	was	an	effective	treatment	in	maintaining	the	quality	of	landrace	boars	spermatozoa	for	40	
hours	of	storage.	

Keywords:	Egg	yolk,	citric,	soybean	milk,	boar	spermatozoa.	
	

Abstrak	
Tujuan	dari	penelitian	ini	adalah	untuk	menguji	pengaruh	kombinasi	pengencer	susu	kacang	kedelai	sangrai	
(SKKS)	 dan	 pengencer	 sitrat	 (S)	 modifikasi	 terhadap	 kualitas	 spermatozoa	 babi	 landrace.	 Materi	 yang	
digunakan	 dalam	 penelitian	 ini	 adalah	 semen	 segar	 babi	 landrace	 jantan	 berumur	 2	 tahun.	 Penelitian	 ini	
menggunakan	rancangan	acak	lengkap	yang	terdiri	dari	5	perlakuan	dan	5	ulangan.	Perlakuan	tersebut	yaitu	
P0:	susu	kacang	kedelai	sangrai	(SKKS)	100%	+	sitrat	(S)	0%,	P1:	SKKS	75%	+	S	25%,	P2:	SKKS	50%	+	S	50%,	
P3:	SKKS	25%	+	S	75%	dan	P4:	SKKS	0%	+	S	100	%.	Semen	yang	telah	diencerkan	disimpan	pada	suhu	18-
20℃	 pasca	 pengenceran	 dan	 dievaluasi	 setiap	 8	 jam.	 Parameter	 yang	 diamati	 adalah	motilitas,	 viabilitas,	
abnormalitas	dan	daya	 tahan	hidup	spermatozoa.	Data	yang	diperoleh	dianalisis	menggunakan	analysis	of	
variance	 dan	 dilanjutkan	 dengan	 uji	 Duncan.	Hasil	 penelitian	menunjukkan	 bahwa	 perlakuan	 P3	 berbeda	
nyata	 (P<0,05)	 terhadap	motilitas,	 viabilitas	 dan	 daya	 tahan	 hidup,	 namun	 tidak	 berbeda	 nyata	 (P>0,05)	
terhadap	 abnormalitas	 spermatozoa.	 Nilai	 kualitas	 spermatozoa	 pada	 perlakuan	 P3	 yaitu	 motilitas	
45,80±1,30%,	viabilitas	54,27±4,71%,	abnormalitas	6,26±0,47%	dan	daya	tahan	hidup	40,00±0,00	jam.	Dapat	
disimpulkan	 bahwa	 kombinasi	 pengencer	 susu	 kacang	 kedelai	 sangrai	 (SKKS)	 25%	 +	 sitrat	 (S)	 75%	
merupakan	 perlakuan	 efektif	 dalam	mempertahankan	 kualitas	 spermatozoa	 babi	 landrace	 selama	 40	 jam	
penyimpanan.	

Kata	kunci:	Kuning	telur,	sitrat,	susu	kacang	kedelai,	spermatozoa	babi	landrace
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PENDAHULUAN	

Penggunaan	 babi	 pejantan	 terseleksi	 yang	
digunakan	untuk	meningkatkan	mutu	genetik	
ternak	mempunyai	 jumlah	dan	kualitas	yang	
terbatas	yang	disebabkan	oleh	faktor	genetik,	
lingkungan	dan	pakan	yang	diberikan.	Usaha	
untuk	mempertahankan	 kualitas	 semen	 dan	
memperbanyak	 hasil	 ejakulasi	 dari	 pejantan	
unggul	 adalah	 dengan	 melakukan	
pengenceran	 semen	menggunakan	 beberapa	
bahan	 pengencer.	 Pengenceran	 semen	 yaitu	
salah	 satu	 tahapan	dengan	program	 IB	 yang	
bertujuan	 menghasilkan	 spermatozoa	 yang	
berkualitas	dan	memungkinkan	peningkatan	
jumlah	betina	yang	diinseminasi.		
Pengenceran	semen	dibutuhkan	bahan-bahan	
pengencer	 yang	 berfungsi	 meningkatkan	
volume	 untuk	 perhitungan	 dosis	 inseminasi	
buatan	(IB),	sehingga	semen	dapat	diawetkan	
dan	disimpan	dalam	waktu	lama.	Susu	kacang	
kedelai	merupakan	salah	satu	sumber	lesitin	
dan	 telah	 terbukti	mampu	mempertahankan	
kualitas	spermatozoa.	Rahayu	dan	Marhendra	
(2014)	 menyatakan	 bahwa	 kedelai	
merupakan	 bahan	 pengencer	 mengandung	
lesitin	 untuk	 melindungi	 spermatozoa	 dari	
cekaman	dingin	(cold	shock).	Lesitin	bekerja	
dalam	 spermatozoa	 dengan	 cara	 pengencer	
berikatan	 dengan	 membran	 plasma	 untuk	
menyelimuti	 membran	 plasma	 sehingga	
kestabilan	 membran	 spermatozoa	 dapat	
terjaga	 sehingga	 dengan	 demikian	 kualitas	
spermatozoa	 dapat	 dipertahankan	
(Purwoistri	 et	 al.,	 2013).	 Selain	 itu,	 susu	
kedelai	 juga	 mengandung	 karbohidrat,	
protein,	lipoprotein	dan	lesitin	yang	berfungsi	
dalam	 mempertahankan	 dan	 melindungi	
integritas	 membran	 plasma	 spermatozoa	
(Aboagla	 dan	 Terada,	 2004;	 Bergeron	 dan	
Manjunath,	2006).	
Salah	satu	pengencer	yang	umum	digunakan	
dalam	 preservasi	 spermatozoa	 yaitu	 sitrat.	
Natrium	 sitrat	 merupakan	 penyangga	 yang	
mampu	 mempertahankan	 kestabilan	 pH	
pengencer,	 sedangkan	 kuning	 telur	
merupakan	 komponen	 penting	 dalam	
pengencer	semen,	yang	mengandung	glukosa	
sebagai	 sumber	 energi	 dan	 terutama	

mengandung	lipoprotein	dan	lesitin	sehingga	
dapat	 melindungi	 integrasi	 selubung	
lipoprotein	 dari	 sel	 spermatozoa	 (Feradis,	
2010;	Nalley	et	al.,	2011).	Selama	preservasi	
spermatozoa	mengalami	proses	metabolisme,	
menghasilkan	 zat	 peroksida	 lipid,	 apabila	
bereaksi	 dengan	 radikal	 bebas,	 dapat	
menyebabkan	 integritas	 dan	 kehidupan	 sel	
terganggu	sehingga	mengakibatkan	kematian	
spermatozoa.	 Untuk	 meminimalkan	
kerusakan	 yang	 ditimbulkan	 oleh	 radikal	
bebas,	 di	 dalam	 pengencer	 semen	 perlu	
ditambahkan	 senyawa	 antioksidan	 yaitu	
penambahan	ekstrak	daun	kelor	etanol.	Daun	
kelor	 (Moringa	 oleifera	 Lam)	 merupakan	
antioksidan	 bahan	 alam	 yang	 banyak	
mengandung	 protein,	 karoten,	 vitamin	 A,	
vitamin	 C,	 vitamin	 E,	 mineral,	 asam	 amino,	
serta	 senyawa	 flavonoid	 dan	 phenol	 dengan	
total	kandungan	1014,51	mg/L	(Anwar	et	al.,	
2007).	 Vitamin	 C	 dan	 E	 bermanfaat	 untuk	
mencegah	 kerusakan	 membran	 plasma	
spermatozoa	 akibat	 meningkatnya	 produksi	
radikal	bebas	selama	proses	pengenceran	dan	
penyimpanan	 semen	 (Kurniasih,	 2013).	
Menurut	Fafo	et	al.	(2016)	menyatakan	bahwa	
penambahan	 ekstrak	 daun	 kelor	 ke	 dalam	
pengencer	 sitrat	 kuning	 telur	 mampu	
mempertahankan	kualitas	spermatozoa	babi,	
dengan	 level	 terbaik	 yaitu	 5%.	 Berkaitan	
dengan	hal	 tersebut,	penelitian	 ini	bertujuan	
untuk	 mengetahui	 pengaruh	 kombinasi	
pengencer	 susu	 kacang	 kedelai	 sangrai	 dan	
pengencer	sitrat	modifikasi	terhadap	kualitas	
spermatozoa	babi	landrace.	

	
METODE	PENELITIAN		
Tempat	dan	Waktu	Penelitian	

Penelitian	 ini	 dilaksanakan	 di	
Laboratorium	Yayasan	Wiliams	dan	Laura,	di	
Tilong,	 desa	 Oelnasi,	 Kecamatan	 Kupang	
Tengah,	 Kabupaten	 Kupang,	 Provinsi	 Nusa	
Tenggara	 Timur.	 Penelitian	 ini	 berlangsung	
selama	5	minggu	

Materi	Penelitian	
	 Semen	segar	yang	digunakan	berasal	dari	
babi	 landrace	 jantan	 dengan	 umur	 2	 tahun,	
memiliki	 kondisi	 tubuh	 proporsional	 dan	
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sehat,	 organ	 reproduksi	 normal	 (testisnya	
simetris)	 serta	 sudah	 terlatih	 untuk	
penampungan	 semen.	 Babi	 tersebut	
dipelihara	 pada	 kandang	 individu	 yang	
dilengkapi	dengan	tempat	pakan	dan	minum.	

Alat	dan	Bahan	
	 Alat-alat	 yang	 digunakan	 dalam	
penelitian	 yaitu:	 (1)	 satu	 paket	 alat	
penampungan	 semen,	 (2)	 peralatan	 evaluasi	
semen	 terdiri	 dari:	 mikroskop,	 object	 glass	
dan	 cover	 glass,	 heating	 table,	 kertas	 pH,	
hemocytometer	 dan	 counting	 chamber	
lengkap	 dengan	 pipet	 eritrosit,	 tabung	
berskala,	 pipet,	 sentrifus,	 (3)	 peralatan	
pengencer	 semen	 terdiri	 dari:	 gelas	 piala,	
gelas	 ukur,	 pinset,	 kapas,	 spoit,	 timbangan,	
baskom	 stainless,	 gunting,	 stirrer	 dan	 spin	
bar,	mortar	 dan	 alu,	 spatula,	 aluminium	 foil,	
tabung	 erlenmeyer,	 tabung	 perlakuan,	 rak	
tabung,	 box	 styrofoam	 sebagai	 alat	
penyimpan	semen	dengan	suhu	18-20℃	yang	
dikontrol	dengan	termometer.	

Bahan	yang	digunakan	dalam	penelitian	yaitu:	
semen	 segar	 babi	 landrace,	 susu	 kacang	
kedelai	 sangrai,	 sitrat,	 kuning	 telur,	 ekstrak	
daun	 kelor	 1%,	 alkohol	 70%,	 antibiotik	
(penicilin	 dan	 streptomycin),	 larutan	 NaCl	
fisiologi	 dan	 pewarna	 eosin-negrosin,	 air	
hangat,	aquabidest,	kertas	saring,	kertas	label,	
tisu.	

Metode	
	 Penelitian	 ini	 menggunakan	 metode	
rancangan	 	 acak	 lengkap,	 yang	 terdiri	 dari	
lima	 5	 perlakuan	 dan	 5	 ulangan	 sehingga	
terbentuk	25	unit	percobaan.		
Perlakuan	yang	diujicobakan	yaitu:	
P0:	Susu	kacang	kedelai	sangrai-kuning	telur	
(SKKS-KT)	100%	+	Sitrat-kuning	telur	(S-KT)	
0%;	
P1:	SKKS-KT	75%	+	S-KT	25%;	
P2:	SKKS-KT	50%	+	S-KT	50%;		
P3:	SKKS-KT	25%	+	S-KT	75%;	
P4:	SKKS-KT	0%	+	S-KT	100%.	
Semua	bahan	yang	diuji	ditambah	1%	ekstrak	
etanol	 daun	 kelor	 (EEDK)	 sebagai	 sumber	
antioksidan	alami.	
Tahap	Pembuatan	Pengencer	

Pembuatan	 kuning	 telur	 (KT)	 yaitu:	 telur	
dibersihkan	 dengan	 kapas	 yang	 dibasahi	
dengan	 alkohol	 70%.	 Pecahkan	 kerabang	
pada	 bagian	 yang	 lancip,	 keluarkan	 semua	
putih	telur		secara	berhati-hati,	dan	pisahkan	
dari	 kuning	 telur.	 Setelah	 itu,	 kuning	 telur	
yang	masih	terbungkus	oleh	membran	vitelin,	
tempatkan	 pada	 kertas	 saring	 agar	 semua	
putih	 telur	 yang	 masih	 sisa	 terserap	 habis.	
Pecahkan	 selaput	 vitelinnya,	 kemudian	
masukkan	 kuning	 telur	 kedalam	 gelas	 ukur	
dan	siap	digunakan	sesuai	yang	dibutuhkan.	
Penyiapan	ekstrak	etanol	daun	kelor	(EEDK)	
yaitu:	 timbang	 260	 gram	 serbuk	 daun	 kelor	
lalu	dimaserasi	dengan	satu	liter	etanol	70%	
selama	 12	 jam.	 Setelah	 12	 jam	 maserasi,	
disaring	dan	ditampung	filtratnya.	Lalu	filtrat	
yang	 diperoleh	 evaporasi	 menggunakan	
evaporator	 dengan	 suhu	 40℃	 sampai	
diperoleh	ekstrak	semi	solid.	Kemudian	EEDK	
dikemas	 dan	 siap	 digunakan	 sesuai	 dengan	
yang	dibutuhkan.	
Pembuatan	 pengencer	 susu	 kacang	 kedelai	
sangrai	 (SKKS)	 yaitu:	 pilih	 kacang	 kedelai	
yang	 berkualitas	 baik,	 kemudian	 kacang	
kedelai	 yang	 sudah	 tersedia	 disangrai	
menggunakan	 api	 sedang	 sehingga	 kacang	
kedelai	 berubah	 warna	 menjadi	 kecoklatan.	
Setelah	 disangrai,	 dinginkan	 kacang	 kedelai	
tersebut	 dan	 kemudian	 diblender	 hingga	
halus	seperti	bubuk	susu	kacang	kedelai.	Susu	
kacang	 kedelai	 sangrai	 (SKKS)	 yang	 sudah	
tersedia	 ditimbang	 sebanyak	 7	 gram,	
masukkan	kedalam	mortal	dan	haluskan	lagi	
menjadi	 benar-benar	 bubuk,	 lalu	 larutkan	
dengan	 100	mL	 aquades,	 setelah	 itu	 larutan	
tersebut	 disentrifus.	 Larutan	 disertifus	
dengan	 kecepatan	 3,000	 rpm	 selama	 10	
menit.	Supernatan	yang	terpisah	diambil	lalu	
diisi	dalam	gelas	ukur.	Selanjutnya,	ambilkan	
pengencer	SKKS	80	mL	dan	tambahkan	20	mL	
kuning	telur	(KT),	homogenkan	menggunakan	
stirrer	 yang	 dilengkapi	 spin	 bar	 hingga	
tercampur	merata.	Lalu,	tambahkan	antibiotik		
penicillin	 1.000	 IU/mL	 serta	 streptomycin	
1.000	 mg/mL	 dan	 dihomogenkan	 kembali	
menggunakan	 stirrer.	Kemudian,	 tambahkan	
1%	ekstrak	etanol	daun	kelor	(EEDK).	
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Pembuatan	 pengencer	 sitrat	 (S)	 yaitu:	
timbang	bubuk	sitrat	sebanyak	2,9	gram	dan	
dilarutkan	dalam	100	mL	aquades.	Ambilkan	
pengencer	sitrat	80	mL,	masukkan	ke	dalam	
gelas	 ukur	 lalu	 tambahkan	 20	 mL	 KT,	
homogenkan	 menggunakan	 stirrer	 dan	 spin	
bar	 hingga	 tercampur	 merata.	 Lalu,	
tambahkan	antibiotik		penicillin	1.000	IU/mL	
serta	 streptomycin	 1.000	 mg/mL	 dan	
dihomogenkan	 kembali	 	 menggunakan	
stirrer.	 Kemudian,	 tambahkan	 EEDK	 1%.	
Setelah	 pembuatan	 pengencer	 selesai,	 maka	
pengencer	siap	digunakan.	
	
Penampungan	Semen	
	 Ternak	 yang	 digunakan	 sebagai	 sumber	
semen	dalam	penelitian	ini	adalah	1	ekor	babi	
jantan	 landrace	yang	berumur	2	 tahun,	yang	
berada	 dalam	 kondisi	 sehat,	 tubuh	 yang	
proporsional,	 mempunyai	 organ	 reproduksi	
normal	 dan	 telah	 terlatih	 untuk	 ditampung	
semennya.	Tabung	yang	telah	disiapkan	untuk	
penampungan,	 pada	 bagian	 permukaannya	
sudah	 dilapisi	 dengan	 kain	 kasa	 lalu	 diikat	
dengan	 tujuan	 agar	 semen	 tidak	 tercampur	
dengan	 gelatin.	 Penampungan	 semen	 ini	
dilakukan	 secara	manual.	 Ketika	 babi	 jantan	
telah	menaiki	betina	buatan	(dummy),	segera	
menggenggam	 ujung	 penis	 dengan	 tangan,	
tarik	 perlahan-lahan	 dan	 lakukan	 pemijatan	
atau	 rangsangan	 pada	 ujung	 penis	 sehingga	
pejantan	dengan	cepat	mengeluarkan	semen.	
Semen	 yang	 diperoleh	 langsung	 dibawa	 ke	
laboratorium	 dengan	 keadaan	 tidak	 terkena	
langsung	 sinar	 matahari,	 untuk	 dilakukan	
pemeriksaan	atau	dilakukan	evaluasi.		
Evaluasi	Semen	
Semen	 segar	 yang	 diperoleh	 dilakukan	
pemeriksaan	 secara	 makroskopis	 meliputi:	
volume,	 warna,	 konsistensi/kekentalan	 dan	
pH.	 Sedangkan	 pemeriksaan	 secara	
mikroskopis	 meliputi	 konsentrasi,	 motilitas,	
viabilitas,	dan	abnormalitas.	
1. Evaluasi	Secara	Makroskopis	

a. Volume	 semen	 segar	 dicatat	 dengan	
melihat	 jumlah	 ejakulat	 sesuai	 skala	
yang	 didapat	 pada	 tabung	
penampung.	

b. Warna	 semen	 segar	 langsung	 dilihat	
pada	 tabung.	 Warna	 normal	 semen	
segar	putih	susu.	

c. Kekentalan	 atau	 konsistensi	 diamati	
dengan	 cara	 memiringkan	 tabung	
semen	 segar	 lalu	 tegakkan	 kembali.	
Apabila	 semen	 yang	 mengalir	 pada	
dinding	 tabung	 lambat	 maka	
konsistensinya	 tinggi/kental	 namun	
jika	 sebaliknya	 maka	 konsistensinya	
rendah/encer	

d. Derajat	 keasaman/pH	 semen	 segar	
diukur	 dengan	 menggunakan	 kertas	
indikator	pH	dengan	cara	dicelupkan	
kedalam	 tabung	 berisi	 semen	 segar.	
Selanjutnya,	 amati	 perubahan	 warna	
pada	kertas	indikator	dan	bandingkan	
dengan	 standar	 warna	 kertas	
indikator	pH	

2. Evaluasi	Secara	Mikroskopis	
a. Konsentrasi:	 pemeriksaan	

konsentrasi	 spermatozoa	 dihitung	
menggunakan	 kamar	 hitung	
neubauer.	Pipet	eritrosit	diisi	dengan	
semen	 segar	 sampai	 batas	 0,5,	
kemudian	 dilarutkan	 eosin	 hingga	
mencapai	 angka	 101,	 kemudian	
digerakan	dengan	membentuk	 angka	
delapan.	 Semen	 segar	 yang	 telah	
diencerkan	 tadi	 diteteskan	 diatas	
hitung	 neubauer,	 kemudian	 diamati	
dibawah	 mikroskop	 dengan	
perbesaran	 10x40	 dengan	
perhitungan	 dilakukan	 pada	 lima	
kotak	 hemocytometer	 yaitu	 pada	
keempat	 kotak	 yang	 ada	 di	 tepi	 dan	
satu	 kotak	 di	 bagian	 tengah.	
Konsentrasi	 spermatozoa	 dihitung	
dengan	rumus	:	Spermatozoa	=	Jumlah	
spermatozoa	x	10	x	106	sel/mL.	

b. Motilitas	 spermatozoa	 :	 spermatozoa	
ditentukan	 melalui	 pengamatan	
spermatozoa	 di	 bawah	 mikroskop	
cahaya	 dengan	 perbesaran	 lensa	
objektif	 40x10.	 Penilaian	 diberikan	
mulai	 0%	 (tidak	 ada	 spermatozoa	
yang	 bergerak	 ke	 depan)	 sampai	
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100%	 (semua	 spermatozoa	 bergerak	
ke	depan).	

c. Viabilitas	 spermatozoa	 :	 dihitung	
dengan	 melihat	 jumlah	 spermatozoa	
yang	 hidup	 dan	 mati	 menggunakan	
media	 eosin-negrosin.	 Spermatozoa	
hidup	 ditandai	 dengan	 spermatozoa	
tidak	menyerap	warna	merah	(bening	
atau	 putih),	 sedangkan	 spermatozoa	
mati	akan	terlihat	penyerapan	warna	
merah	 ungu	 dari	 eosin-negrosin.	
Perhitungan	nilai	viabilitas	diperoleh	
sesuai	rumus:	
𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑎𝑠 = 	

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ	𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎	𝑦𝑎𝑛𝑔	ℎ𝑖𝑑𝑢𝑝
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙	𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎	𝑦𝑎𝑛𝑔	𝑡𝑒𝑟ℎ𝑖𝑡𝑢𝑛𝑔 𝑥	100%	

d. Abnormalitas	 spermatozoa	 :	 dapat	
diketahui	 dengan	 cara	 semen	 segar	
diwarnai	 dengan	 melihat	 bentuk	
morfologi	 spermatozoa	 yang	 tidak	
normal	 baik	 abnormalitas	 primer	
maupun	 sekunder.	 Perhitungan	 nilai	
abnormalitas	diperoleh	sesuai	rumus:	

𝐴𝑏𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎𝑠 =
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ	𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎	𝑎𝑏𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙	𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑎	𝑦𝑎𝑛𝑔	𝑡𝑒𝑟ℎ𝑖𝑡𝑢𝑛𝑔 𝑥100%	
	
Pengenceran	dan	Penyimpanan	Semen		
Semen	 segar	 yang	 telah	 dievaluasi,	
diencerkan	 dengan	 bahan	 pengencer	
SKKS-KT-EDK	 dan	 S-KT-EDK	 dan	 dibagi	
kedalam	5	 tabung	perlakuan	yang	 sudah	
disiapkan.	 Lalu	 lakukan	 evaluasi	 pasca	
pengenceran	terhadap	motilitas,	viabilitas	
dan	abnormalitas	dan	selanjutnya	semen	
diisi	 kedalam	 eppendorf.	 Kemudian,	
masukkan	 dalam	 plastik	 dan	 simpan	
dalam	 box	 styrofoam	 dengan	 suhu	 18-
20℃	 yang	 dikontrol	 dengan	 termometer	
dan	dilakukan	evaluasi	setiap	delapan	jam	
hingga	motilitas	40%	sesuai	(SNI,	2014).	
	
Variabel	Penelitian	
a. Motilitas	 spermatozoa	 adalah	

kemampuan	 spermatozoa	 melakukan	
gerak	 maju	 atau	 progresif.	 Tujuan	
dilakukannya	perhitungan	motilitas	pada	
spermatozoa	 adalah	 untuk	 mengamati	
spermatozoa	 yang	 hidup	 dan	 mati.	
Spermatozoa	 yang	 tidak	 bergerak	
dikategorikan	sebagai	spermatozoa	mati,	

sedangkan	 yang	 bergerak	 progresif	
menunjukkan	 spermatozoa	 yang	 	 hidup.	
Motilitas	spermatozoa	ditentukan	melalui	
pengamatan	 spermatozoa	 di	 bawah	
mikroskop	 cahaya	 dengan	 pembesaran	
40×10.	

b. Viabilitas	 Spermatozoa	 :	 pemeriksaan	
viabilitas	untuk	mengetahui	spermatozoa	
hidup	 dan	 spermatozoa	 mati	 dengan	
menggunakan	 larutan	 eosin-negrosin.	
Teteskan	 semen	 di	 atas	 object	 glass	 dan	
campurkan	 dengan	 satu	 tetes	 eosin-
negrosin.	 Homogenkan	 campuran	
kemudian	 dibuat	 preparat	 ulas	 dan	
keringkan	 dengan	 heating	 table.	
Pengamatan	 dilakukan	 menggunakan	
mikroskop	 dengan	 perbesaran	 10x40.	
Spermatozoa	yang	hidup	ditandai	dengan	
kepala	 spermatozoa	 tidak	 berwarna,	
karena	 spermatozoa	 yang	 hidup	 tidak	
menyerap	 warna.	 Sedangkan,	
spermatozoa	mati	ditandai	dengan	kepala	
spermatozoa	 berwarna	 merah,	 karena	
spermatozoa	mati	menyerap	warna.	

c. Abnormalitas	 Spermatozoa:	 persentase	
abnormalitas	 dilakukan	 dengan	
menggunakan	 pewarna	 yang	 sama	
dengan	 viabilitas.	 Perhitungan	dilakukan	
dengan	cara	menempatkan	preparat	hasil	
pewarnaan	 diferensial	 di	 bawah	
mikroskop	 dan	 amati	 menggunakan	
perbesaran	 lensa	 40x10.	 Abnormalitas	
dapat	terjadi	pada	bagian	kepala	ataupun	
ekor	spermatozoa.	

d. Daya	 tahan	 hidup	 spermatozoa	 ditandai	
dengan	 lamanya	 spermatozoa	 dapat	
bertahan	hidup	setelah	pengenceran	dan	
penyimpanan	 hingga	 motilitas	
spermatozoa	di	bawah	40%.	

Analisis	Data	
Data	 yang	 terkumpul	 dihitung	 rata-rata	
dan	 standar	 deviasi	 dan	 selanjutnya	
dianalisis	 dengan	 analysis	 of	 variance	
(Anova)	 dan	 dilanjutkan	 dengan	 uji	
Duncan.	 Analisis	 menggunakan	 software	
SPSS	25.0	of	windows.	
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HASIL	DAN	PEMBAHASAN	
Pengaruh	 Perlakuan	 Terhadap	 Motilitas	
Spermatozoa	
Nilai	motilitas	dapat	dilihat	pada	Tabel	1	
	

	

Dari	 Tabel	 di	 atas	 terlihat	 bahwa	 terjadi	
penurunan	nilai	motilitas	spermatozoa	secara	
bertahap	 setiap	 perlakuan	 dengan	
bertambahnya	 waktu	 penyimpanan.	
Persentase	 motilitas	 spermatozoa	 pada	 jam	
ke-0	 untuk	 semua	 perlakuan	 adalah	 sama	
yaitu	 78,00±2,74%.	 Hal	 ini	 menunjukkan	
bahwa	 belum	 ada	 perubahan	 kualitas	
spermatozoa	 selama	 penyimpanan	 awal.	
Secara	 umum,	 penurunan	 motilitas	 setelah	
penyimpanan	 yang	 lama	 lebih	 diakibatkan	
oleh	 penurunan	 zat-zat	 makanan	
spermatozoa	 dan	 pengaruh	 zat	 toksik	 hasil	
sampingan	 dari	 proses	 metabolisme	
spermatozoa.			

Hasil	 analisis	 statistik	 terhadap	 motilitas	
pasca	 pengenceran	 atau	 pada	 jam	 ke-0,	
persentase	 motilitas	 spermatozoa	 berbeda	
yang	 tidak	 nyata	 (P>0,05)	 antara	 perlakuan,	
namun	 setelah	 penyimpanan	 jam	 ke	 8-40		
menunjukkan	 berbeda	 yang	 nyata	 (P<0,05)	
pada	 perlakuan	 P0,	 P1,	 P2,	 P3	 dan	 P4.	 Pada	
penyimpanan	 jam	 ke-40	 motilitas	
spermatozoa	tertinggi	terdapat	pada	P3	yaitu	
45,80±1,30%	dan	terendah	terdapat	pada	P2	
yaitu	 38,40±3,78.	 Persentase	 motilitas	
spermatozoa	 sebesar	 45,80±1,30%	
memenuhi	(SNI,	2014)	minimal	semen	untuk	
IB	40%	spermatozoa	motil	progresif.		

Angka	 pada	 Tabel	 1	memperlihatkan	 terjadi	
penurun	 motilitas	 dari	 masing-masing	
perlakuan	 seiring	 dengan	 bertambahnya	
umur	penyimpanan.	Hal	 ini	 disebabkan	oleh	
semakin	 berkurangnya	 energi	 yang	 terdapat	

dalam	 medium	 pengencer.	 Secara	 umum,	
penurunan	 motilitas	 spermatozoa	 setelah	
penyimpanan	 yang	 lama	 diakibatkan	 oleh	
penurunan	zat-zat	makanan	spermatozoa	dan	
pengaruh	 zat	 toksik	 hasil	 sampingan	 dari	
proses	 metabolisme	 spermatozoa.	 Motilitas	
spermatozoa	 sangat	 bergantung	 pada	 suplai	
energi	berupa	adenosine	triphosphate	(ATP)	
hasil	dari	proses	metabolisme	sel.	Penurunan	
motilitas	 juga	dapat	disebabkan	oleh	adanya	
kejutan	dingin	dan	peningkatan	asam	laktat.	

Tamoes	 et	 al.	 (2014)	 menyatakan	 bahwa	
pengaruh	utama	dari	kejutan	dingin	terhadap	
sel	 spermatozoa	adalah	penurunan	motilitas	
dan	daya	hidup,	perubahan	permeabilitas	dan	
perubahan	 komponen	 lipid	 pada	 membran.	
Suasana	asam	laktat	menyebabkan	kerusakan	
organel-organelnya	 sehingga	 metabolisme	
sebagai	 upaya	 untuk	 memperoleh	 energi	
terganggu.		

Perlakuan	P3	bertahan	sampai	pada	 jam	ke-
40,	diduga	karena	adanya	kandungan	nutrisi	
di	dalam	pengencer	yang	terdapat	pada	susu	
kacang	kedelai	sangrai	(SKKS)	25%	dan	sitrat	
75%.	 Motilitas	 yaitu	 salah	 satu	 parameter	
yang	 perlu	 diperhatikan	 terhadap	 kualitas	
spermatozoa	 yang	 akan	 diproses	 untuk	
keperluan	IB.	Dengan	kombinasi	(SKKS)	25%	
dan	sitrat	75%	memberikan	perbedaan	yang	
signifikan	 dalam	 mempertahankan	 motilitas	
selama	40	jam	penyimpanan	berbeda	dengan	
kombinasi	SKKS	50%,	75%	dan	100%.	Hal	ini	
menunjukkan	 adanya	 pengaruh	 yang	 baik	
setelah	 kombinasi	 SKKS	 25%	 +	 sitrat	 75%	
terhadap	 motilitas	 	 spermatozoa	 selama	 40	
jam	penyimpanan.		

Adiandri	et	al.	(2014)	menyatakan	bahwa	saat	
konsentrasi	 susu	 kacang	 kedelai	 dinaikkan	
maka	 akan	 memiliki	 efek	 negatif	 terhadap	
kualitas	 spermatozoa.	Motilitas	 spermatozoa	
akan	menurun	ketika	konsentrasi	lesitin	pada	
pengencer	 lebih	 tinggi	 dan	 tingginya	
konsentrasi	 susu	 kacang	 kedelai	
mengakibatkan	 banyaknya	 gumpalan	 susu	
kacang	 kedelai	 pada	 medium	 sehingga	
berpengaruh	 pada	 pergerakan	 spermatozoa.	
Sitrat	 berperan	 sebagai	 buffer	 untuk	
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mempertahankan	 pH	 selama	 proses	
penyimpanan	 pada	 suhu	 dingin	 untuk	
preservasi	 daya	 tahan	 hidup	 dan	 fertilitas	
spermatozoa,	(Garner	dan	Hafez,	2000).	

Standar	motilitas	yang	layak	digunakan	pada	
inseminasi	 buatan	 yaitu	 40%	 yang	 terdapat	
pada	setiap	perlakuan	yang	diamati	pada	jam	
yang	 berbeda.	 Berdasarkan	 Tabel	 1,	 jika	
dikaitkan	dengan	IB	maka	pada	perlakuan	P0	
digunakan	 untuk	 IB	 pada	 penyimpanan	 jam	
ke	2,	perlakuan	P2	pada	jam	ke	32,	perlakuan	
P1,	P4	dan	P3	pada	jam	ke	40.	

	

Pengaruh	 Perlakuan	 Terhadap	 Viabilitas	
Spermatozoa	

Nilai	 viabilitas	 spermatozoa	 dari	 hasil	
penelitian	dapat	dilihat	pada	Tabel	2.	

Dari	 Tabel	 2,	 terlihat	 bahwa	 persentase	
viabilitas	 tertinggi	 terdapat	 pada	 P3	 setelah	
penyimpanan	 40	 jam	 yaitu	 54,27±4,71%,	
diikuti	 P4,	 P1,	 P2	 lebih	 baik	 dibandingkan	
dengan	 perlakuan	 P1,	 P2,	 P4	 dan	 P0.	
Persentase	 viabilitas	 spermatozoa	 pada	
perlakuan	 P3	 mampu	 bertahan	 sampai	 jam	
ke-40	dengan	nilai	54,27±4,71%	 lebih	 tinggi	
dibandingkan	 perlakuan	 lainnya,	 diukur	
berdasarkan	nilai	motilitas	pada	Tabel	1.	Hal	
ini	 disebabkan	 oleh	 kombinasi	 kedua	
pengencer	 yang	 mampu	 melindungi	
spermatozoa	 dari	 kerusakan	 akibat	 radikal	
bebas	sehingga	dapat	mempertahankan	daya	
tahan	 hidup	 spermatozoa	 yang	 didukung	
dengan	 adanya	 kandungan	 lipoprotein	 dan	
fosfolipid	 dalam	 susu	 kacang	 kedelai	 yang	
dapat	 melindungi	 membran	 plasma	
spermatozoa.	 Disisi	 lain,	 mungkin	
spermatozoa	 telah	 dapat	 menyesuaikan	
dengan	 bahan	 pengencer	 dan	 suhu	
penyimpanan	 untuk	 melakukan	 aktivitas	
metabolisme	 dengan	 baik,	 namun	 dengan	
bertambahnya	 umur	 spermatozoa	 selama	
penyimpanan	 maka	 ketersediaan	 sumber	
nutrisi	mulai	berkurang.	Penurunan	viabilitas	
tertinggi	 terdapat	pada	P2,	 ini	membuktikan	
bahwa	semakin	tinggi	konsentrasi	SKKS	yang	
ditambahkan	maka	semakin	kecil	persentase	

hidup	 spermatozoa	 babi	 landrace	 karena	
konsentrasi	 SKKS	 yang	 tinggi	 dapat	
mempengaruhi	ruang	gerak	spermatozoa.		

Hasil	 analisis	 statistik	 terhadap	 viabilitas	
spermatozoa	 setelah	 pengenceran	
menunjukkan	 perbedaan	 yang	 tidak	 nyata	
(P>0,05)	 antara	 perlakuan,	 namun	 setelah	
penyimpanan	selama	8-40	jam	menunjukkan	
perbedaan	 yang	 nyata	 (P<0,05).	 Semakin	
lama	 spermatozoa	 disimpan,	 maka	 dapat	
menurunkan	jumlah	spermatozoa	pada	setiap	
perlakuan,	 akibat	 spermatozoa	 mati	 secara	
alami.	Penurunan	viabilitas	spermatozoa	jaga	
dapat	 disebabkan	 oleh	 stres	 oksidatif	 yang	
dialami	 oleh	 spermatozoa	 selama	
penyimpanan	 pada	 suhu	 dingin.	 Hal	 ini	
sependapat	dengan	(Susilawati,	2011),	bahwa	
proses	pendinginan	mengakibatkan	stres	fisik	
dan	 kimia	 pada	 membran	 sel	 yang	 dapat	
menurunkan	viabilitas	spermatozoa.		

Nilai	 viabilitas	 berhubungan	 dengan	
kemampuan	 fertilitas	 spermatozoa,	 jika	nilai	
viabilitas	 tinggi	 maka	 nilai	 kemampuan	
fertilitas	 akan	 tinggi	 (Blegur	 et	 al.,	 2020).	
Viabilitas	 spermatozoa	 sangat	 dipengaruhi	
oleh	 nutrisi	 yang	 dibutuhkan	 oleh	
spermatozoa	 selama	 penyimpanan.	 Nutrisi	
akan	 digunakan	 oleh	 spermatozoa	 untuk	
dijadikan	energi	sehingga	apabila	kebutuhan	
nutrisi	 berkurang	 dapat	 mengakibatkan	
viabilitas	 spermatozoa	 menurun	
(Hidayaturrahmah,	 2018).	 Hal	 ini	 sesuai	
dengan	 laporan	 (Mittal	 et	 al.,	 2010)	 yang	
menyatakan	 bahwa	 kematian	 sel	
spermatozoa	atau	apoptosis	yang	akan	terjadi	
jika	tidak	terdapatnya	pelindung	antioksidan.		

Spermatozoa	 tidak	 hidup	 menyerap	 warna	
sedangkan	spermatozoa	yang	menyerap	yang	
mati	 akan	 menyerap	 zat	 warna	 (warna	
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merah).	Hal	 ini	disebabkan	karena	membran	
secara	fisik	dan	fungsional	masih	utuh.	Eosin	
yang	 berikatan	 dengan	 natrium	 sitrat	 akan	
masuk	ke	dalam	sel,	 tetapi	karena	membran	
plasma	 sel	 masih	 berfungsi,	 maka	 senyawa	
natrium	 sitrat	 dan	 eosin	 akan	 segera	
dikeluarkan	 kembali	 dari	 dalam	 sel	 melalui	
mekanisme	 kerja	 pompa	 sodium.	 Pada	
spermatozoa	 yang	 mati,	 membran	 plasma	
spermatozoa	termasuk	pompa	sodium	sudah	
rusak,	 sehingga	 senyawa	 natrium	 dan	 oesin	
yang	masuk	 kedalam	 sel	 tidak	 lagi	 dipompa	
keluar	 dan	 tetap	 bertahan	 dalam	 sel,	 hal	 ini	
yang	 mengakibatkan	 	 kepala	 spermatozoa	
berwarna	merah.		

	

Pengaruh	 Perlakuan	 Terhadap	
Abnormalitas	Spermatozoa	

Nilai	 abnormalitas	 spermatozoa	 dari	 hasil	
penelitian	ini	dilihat	pada	Tabel	3.	

Hasil	 penelitian	 terhadap	 variabel	
abnormalitas	 menunjukkan	 perbedaan	 yang	
tidak	 nyata	 (P>0,05)	 sejak	 jam	 ke-0	 sampai	
jam	 ke-40	 penyimpanan.	 Hal	 ini	 dapat	
disebabkan	 oleh	 adanya	 penambahan	 susu	
kacang	 kedelai	 yang	 memiliki	 kandungan	
lesitin	 sebagai	 anti	 cold	 shock	 yang	mampu	
mempertahankan	 bentuk	 normal	
spermatozoa.	Pamungkas	dan	Anwar	 (2013)	
menyatakan	 bahwa	 anti	 cold	 shock	 perlu	
ditambahkan	 agar	 dapat	 melindungi	
spermatozoa	pada	saat	perubahan	suhu.	Anti	
cold	 shock	 ini	 terdapat	 pada	 kuning	 telur	
(lesitin	 hewani)	 dan	 kacang	 kedelai	 (lesitin	
nabati).		

Hasil	 analisis	 statistik	 menunjukkan	 bahwa	
kombinasi	susu	kacang	kedelai	dan	pengencer	
sitrat	 tidak	 memberikan	 dampak	 negatif	
terhadap	 abnormalitas	 spermatozoa	 babi	

landrace.	 Hasil	 ini	 masih	 sangat	 baik	 jika	
dibandingkan	 dengan	 beberapa	 penelitian	
(Johnson	 et	 al.,	 2000b)	 menyatakan	 bahwa	
persentase	 abnormalitas	 babi	 tidak	 boleh	
melebihi	20%.		

Menurut	 Solihati	 et	 al.	 (2008)	 menyatakan	
bahwa	 abnormalitas	 dapat	 terjadi	 karena	
kejutan	suhu	dingin	dan	ketidak	seimbangan	
tekanan	osmotik	akibat	dari	proses	metabolik	
yang	terus	berlangsung	selama	penyimpanan	
pada	 suhu	 rendah.	 Selanjutnya,	 menurut	
Suyadi	 dan	 Iswanto,	 (2012)	 bahwa	
peningkatan	 angka	 abnormalitas	
spermatozoa	 dapat	 terjadi	 saat	 pembuatan	
preparat.	 Semakin	 lama	 umur	 penyimpanan	
maka	 semakin	 tinggi	 nilai	 abnormalitas	
spermatozoa,	 hal	 ini	 disebabkan	 oleh	
spermatozoa	 yang	 dingin	 dan	 juga	 tidak	
seimbangan	 tekanan	 osmotik	 dalam	 proses	
metabolisme	 berlangsung.	 Kerusakan	
membran	 terjadi	 pada	 bagian	
tengah/midpiece	 spermatozoa,	 pada	 bagian	
tengah	ini	terdapat	mitokondria	yang	terlibat	
dalam	 pembentukan	 energi,	 oksidasi	 asam	
lemak	dan	siklus	krebs.	Stres	oksidatif	selama	
penyimpanan	 dapat	 menyebabkan	
pembentukan	 peroksidasi	 lipid	 yang	
selanjutnya	 mengakibatkan	 kerusakan	
membran	sel.	

Pengaruh	 Perlakuan	 Terhadap	 Daya	
Tahan	Hidup	Spermatozoa	

Daya	tahan	hidup	spermatozoa	babi	landrace	
pada	hasil	penelitian	terlihat	ini	pada	Tabel	5.	

Tabel	 5	 menunjukkan	 spermatozoa	 yang	
dipreservasi	 dalam	 pengencer	 kombinasi	
SKKS-KT+S-KT	pada	perlakuan	P1,	P3	dan	P4	
memiliki	 daya	 tahan	 hidup	 yang	 lebih	 lama	
dengan	 persentase	 yang	 sama	 yaitu	
40,00±0,00	%	 selama	 40	 jam	 penyimpanan.	
Dengan	 ini,	 memperlihatkan	 bahwa	 begitu	
pentingnya	 pengencer	 yang	 mengandung	
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suplemen	 nutrisi	 dalam	 memperpanjang	
kehidupan	spermatozoa	in	vitro.	Penambahan	
susu	kacang	kedelai	sangrai	dalam	pengencer	
sitrat	terbukti	dapat	melindungi	spermatozoa	
dari	kejutan	dingin.		

Hasil	 analisis	 statistik	 menunjukkan	 bahwa	
pada	 perlakuan	 berbeda	 nyata	 (P<0,05)	
terhadap	 daya	 tahan	 hidup	 spermatozoa.	
Perlakuan	P1,	P3	dan	P4	menunjukkan	daya	
tahan	 hidup	 secara	 nyata	 yang	 lebih	 lama	
dalam	 mempertahankan	 daya	 tahan	 hidup	
spermatozoa	dibandingkan	dengan	perlakuan	
P2	yang	kedua	pengencer	memiliki	dosis	yang	
sama	 yaitu	 50	%	 yang	memiliki	 daya	 tahan	
hidup	lebih	rendah.	Daya	hidup	berhubungan	
erat	dengan	nilai	motilitas.	Jika	nilai	motilitas	
tinggi	maka	daya	 tahan	hidupnya	 juga	 tinggi	
demikian	 juga	 sebaliknya	 nilai	 motilitas	
rendah	maka	daya	tahan	hidupnya	rendah.	

Rendahnya	daya	tahan	hidup	pada	perlakuan	
P2	juga	diduga	karena	mengalami	kerusakan	
oksidatif	akibat	pemberian	pengencer	dengan	
level	 yang	 sama.	 Menurut	 (Sugiarto	 et	 al.,	
2014)	 bahwa	 daya	 hidup	 spermatozoa	
tergantung	 pada	 keutuhan	 membran	
spermatozoa,	 kerusakan	 membran	
spermatozoa	 akan	 menyebabkan	
terganggunya	 proses	 metabolisme	
intraseluler	 sehingga	 spermatozoa	 akan	
melemah	 dan	 bahkan	 dapat	 mengalami	
kematian.	

	

SIMPULAN	
Kesimpulan	dari	hasil	penelitian	ini	yaitu	

kombinasi	 pengencer	 SKKS-KT	 25%	 dan	
pengencer	 S-KT	 75%	 merupakan	 perlakuan	
terbaik	 dalam	 mempertahankan	 kualitas	
semen	 babi	 landrace	 selama	 40	 jam	
penyimpanan.		
	
SARAN	

Berdasarkan	 hasil	 penelitian	 ini,	
disarankan	 perlu	 dilakukan	 penelitian	 lebih	
lanjut	 untuk	 menguji	 keberhasilan	 IB	
menggunakan	 semen	 segar	 yang	 diencerkan	
yaitu	kombinasi	25%	SKKS-KT	dan	75%	S-KT.	
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