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ABSTRAK

Penelitian bertujuan untuk mengetahui efektivitas nira aren sebagai pengencer alternatif dalam
proses pembekuan (kriopreservasi) semen kambing boer.Kriopreservasi semen kambing boer
menggunakan pengencer tris-gliserol-kuning telur (P1 73-7-20%), nira aren-gliseol-kuning telur(masing-
masing P2 74-6-20%, P3 73-7-20%, dan P4 72-8-20%) dan andromed (P5 tanpa mengandung kuning telur
dan gliserol). Parameter evaluasi meliputi motilitas, viabilitas, dan membrane plasma utuh setelah
pengenceran, ekuilibrasi dan thawing. Evaluasi motilitas pasca thawing menunjukkan P5 52% berbeda
nyata (P<0.05) dengan P1 42%, selanjutnya P5 dan P1 berbeda sangat nyata (P<0.05) dengan P2 8%, P3
6% dan P4 12%. Viabilitas pasca thawing menunjukkan P5 65,4% tidak berbeda nyata (P>0,05) dengan
P1 61,8%, akan tetapi P5 dan P1 berbeda sangat nyata (P<0.05) dengan P2 26,2%, P3 29,8%, dan P4 34%.
Membran plasma utuh (MPU) pasca thawing menunjukkan P5 66,2% tidak berbeda nyata (P>0,05)
dengan P1 65,4%, akan tetapi keduanya berbeda sangat nyata (P<0.05) dengan P2 39%, P3 38%, dan P4
36,2%. Disimpulkan kriopreservasi semen kambing boer dengan pengencer nira aren dan gliserol pada
konsentrasi berbeda belum dapat dipergunakan sebagai sumber bibit berdasarkan standar nasional
Indonesia.

Kata Kunci : Kambing boer, nira aren, semen

ABSTRACT

The experiment was conducted to determine the effect of sugar palm juice as alternative extender
for cryopreservation process of boer semen.Tris-glycerol-egg yolk (P1 73-7-20%), Sugar palm juice-
glyserol-egg yolk (P2 74-6-20%, P373-7-20%, dan P4 72-8-20%), and andromed (P5) used as a extender
in the cryopreservation process of boer semen. Sperm motility (%), live sperm (%) and sperm membrane
integrity (%) were recorded after diluted, equilibration and freeze-thawing. Result of post thawing
motility showed that PS5 52% was significantly different (P <0.05) with P1 42%, then P5 and P1 were
significantly different (P <0.05) with P2 8%, P3 6% and P4 12%. Viability after thawing showed P5
65.4% was not significantly different (P> 0.05) with P1 61.8%, but P5 and P1 significantly different (P
<0.05) with P2 26.2%, P3 29.8 %, and P4 34%. Spermmembrane integrity post-thawing showed P5 66.2%
was not significantly different (P> 0.05) with P1 65.4%, but both were very significantly different (P
<0.05) with P2 39%, P3 38% and P4 36.2%. Conclusions, sugar palm juice-glycerol-egg yolk with
differentconcentrationsineffectively as an alternative extenderin cryopreservation of boer semen.

Keywords: boer goat, semen, sugar palm juice
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PENDAHULUAN

Pengencer alami yang berasal dari buah-
buahan dan sayuran telah banyak diteliti sebagai
pengencer alternatif baik untuk proses preservasi
semen cair maupun kriopreservasi. Pada proses
preservasi semen cair telah digunakan air kelapa
muda pada semen kambing peranakan ettawa
(Rizal et al., 2014; Riyadhi ef al., 2017) dan sapi
persilangan (Rizal et al., 2017), nira aren pada
kerbau rawa (Rizal & Riyadhi, 2016), dan sari
wortel pada sapi bali (Parera et al., 2009). Proses
kriopreservasi semen sapi telah digunakan air
kelapa (El-Sheshtawy et al., 20017), sari kurma
(Malik et al., 2014), dan sari-sari buah pada
semen kambing (Daramola ef al., 2016).

Nira aren mengadung air 9,16%, sukrosa
84,31%, gula pereduksi 0.53%, lemak 0,11%,
protein 2,28%, total mineral 3,66%, kalsium
1,35%, dan fosfor (P»Os) 1,37%. Kandungan
kimia terbesar nira aren adalah sukrosa yaitu
sebesar 84,31%, lebih besar dibandingkan
kandungan sukrosa dari nira tebu (71,89%) dan
nira siwalan (76,85%) (BPTP Banten, 2005). Nira
aren juga mengandung vitamin A dan C serta
memiliki pH 6-7, yang sesuai dengan pH semen.
Fakta kandungan senyawa kimia tersebut yang
menjadi landasan mengapa nira aren dapat
dimanfaatkan sebagai salah bahan pengencer
semen alternatif.

Pemanfaatan nira aren pada preservasi
semen kambing boer telah berhasil dilakukan
pada (Rizal et al., 2018). Nira aren tidak dapat
digunakan secara tunggal sebagai pengencer
semen, akan tetapi harus dikombinasikan dengan
bahan lain agar dapat memenuhi persyaratan yang
ditentukan. Untuk dapat berfungsi melindungi
spermatozoa pada temperatur rendah, maka nira
aren harus dikombinasikan dengan kuning telur.
Penambahan kuning telur pada proses preservasi
sangat diperlukan karena kuning telur dapat
berfungsi sebagai anti cold shock (Pillet et al.,
2011). Selanjutnya untuk proses kriopreservasi,
nira aren memerlukan krioprotektan intraseluler
seperti gliserol. Gliserol berfungsi melindungi
spermatozoa dari kerusakan selama proses
kriopreservasi. Kulaksiz et al. (2013) melaporkan
bahwa penambahan gliserol sebanyak 7%
menghasilkan kualitas semen beku kambing
saanen yang lebih baik daripada penambahan
gliserol sebanyak 3, 5, dan 9%.

Pemanfaatan nira aren pada proses
kriopreservasi semen kambing boer belum
banyak dilaporkan, padahal potensi nira aren
untuk proses preservasi semen telah terbukti
dengan baik. Hasil penelitian bertujuan untuk
mengujinira aren sebagai pengencer alternatif
dalam proses kriopreservasi semen kambing boer.
Selain itu juga diharapkan dapat menjadi
informasi tambahan mengenai pemanfaatan
bahan-bahan alami sebagai pengencer alternatif
yang murah dan mudah diperoleh.

MATERI DAN METODE

Tempat dan Waktu

Penelitian dilaksanakan di Peternakan
Kambing Desa Cindai Alus, Kabupaten Banjar
untuk koleksi semen, pengamatan kualitas semen
segar, dan pengenceran semen. Pembuatan
pengencer semen, preservasi dan evaluasi semen

selama preservasi dan kriopreservasi
dilaksanakan di Laboratorium Produksi Ternak,
Jurusan Peternakan, Fakultas Pertanian

Universitas Lambung Mangkurat, Banjarbaru.

Metode Penelitian

Semen  dikoleksi dari tiga  ekor
kambingboer jantan dewasa menggunakan vagina
buatanSelanjutnya dilakukan evaluasi terhadap
kualitas semen segar yang meliputi: volume,
gerakan massa, konsentrasi, derajat keasaman
(pH), persentase motilitas, persentase
abnormalitas (morfologi), persentase hidup, dan
persentase membran plasma utuh (MPU).

Evaluasi motilitas dilakukan berdasarkan
pengamatan langsung pada delapan lapang
pandang berbeda dengan mikroskop cahaya
pembesaran 400x, dengan kisaran penilaian O-
100% (Hamdan et al., 2014).

Konsentrasi spermatozoa dinilai dengan
dihitung secara langsung menggunakan counting
chamber, dengan cara menghitung spermatozoa
pada lima kotak Neubauer menggunakan
mikroskop cahaya pembesaran 400x, hasil
penghitungan konsentrasi akan dikalikan dengan
10 juta sperma per ml (Arifiantini, 2012).

Pengukuran persentase hidup dilakukan

dengan menggunakan pewarnaan eosin 2%.
Spermatozoa hidup ditandai dengan tidak
menyerap warna merah, sehingga kepala akan
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terlihat berwarna putih, sebaliknya yang mati
akan terlihat berwarna merah. Persentase
abnormalitas diamati dengan melihat keadaan
morfologi spermatozoa dan cara pembuatan
preparat sama dengan pemeriksaan spermatozoa
hidup yaitu menggunakan pewarnaaan eosin 2 %.
Cara penghitungan keduanya sama, dengan
menghitung minimum 200 sel melalui mikroskop
cahaya pembesaran 400x (Arifiantini, 2012).
Kualitas semen segar yang memenuhi
syarat terdiri dari persentase motilitas >70%,
konsentrasi >2.700 x 10° sel/ml, abnormalitas
<10% (Kostaman & Sutama, 2006), serta
persentase MPU > 77% (Pamungkas et al., 2014).
Semen yang memenuhi persyaratan dibagi ke
dalam lima buah tabung reaksi dengan volume
yang sama, kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 3.000 RPM selama 20 menit dan
plasma semennya dibuang. Pellet berupa
spermatozoa (sedimen) diencerkan menggunakan
empat jenis pengencer, yakni:
P1:  73% pengencer tris + 20% kuning telur +
7% gliserol sebagai kontrol,
P2:  74% nira aren + 20% kuning telur + 6%
gliserol,
P3:  73% nira aren + 20% kuning telur + 7%
gliserol,
P4:  72% nira aren + 20% kuning telur + 8%
gliserol, dan
P5:  pengencer
mengandung
andromed.

komersial yang tidak
kuning  telur  berupa

Semen yang telah diencerkan dievaluasi
kembali kualitasnya, kemudian dikemas di dalam
straw mini (0,25 ml), selanjutnya diekuilibrasi
pada suhu 5°C selama empat jam. Setelah
ekuilibrasi, setiap sampel semen dievaluasi
kembali kualitasnya, semen dengan kualitas baik
akan dilanjutkan untuk proses pembekuan.
Pembekuan semen dilakukan dengan cara
meletakkan straw 10 cm di atas permukaan
nitrogen cair di dalam styrofoam yang ditutup
rapat (suhu sekitar —130°C) selama 15 menit,
selanjutnya straw dimasukkan ke dalam nitrogen
cair (suhu sekitar —196°C) dan disimpan di dalam
kontainer nitrogen cair. Setelah disimpan selama

tujuh hari, setiap sampel straw masing-masing
dievaluasi kualitasnya. Semen beku dicairkan
kembali dengan cara memasukkan straw ke
dalam air bersuhu 37°C (di dalam penangas air)
selama 30 detik.

Peubah kualitas spermatozoa yang diamati
adalah: persentase spermatozoa motil, persentase
spermatozoa hidup, dan persentase spermatozoa
yang memiliki membran plasma utuh (MPU)
masing-masing setelah tahap pengenceran,
ekuilibrasi, dan thawing.

Metode Penelitian

Data dianalisis menggunakan rancangan
acak lengkap dengan lima perlakuan dan enam
kali ulangan, dan perbedaan antarperlakuan diuji
dengan uji beda nyata terkecil (Steel dan Torrie,
1993).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Semen Segar

Karakteristik semen segar kambing boer
hasil penelitian terdiri dari volume rata-rata 0.68
ml, gerakan massa rata-rata +++, konsentrasi
spermatozoa rata-rata 2.662 juta sel/ml, motilitas
spermatozoa rata-rata 75%, spermatozoa hidup
rata-rata 89%, spermatozoa abnormal 5%, dan
MPU rata-rata 86% (Tabel 1).

Tabel 1. Karakteristik semen segar kambing boer

Karakteristik Rataan
Volume (ml) semen 0,68 +0,19
Warna Krem
Derajat keasaman (pH) 6,92 +0,11
Konsistensi Kental
Gerakan massa ++
Konsentrasi (jt/ml) 2.662 + 256,36
Motilitas (%) 75+0,0
Sperma hidup (%) 89,0+ 0,71
Sperma abnormal (%) 5,0£1,14
MPU (%) 86+ 1,14

Volume semen kambing boer telah
dilaporkan bervariasi dari rata-rata 0,53 ml
(Mahmilia et al., 2006), sampai berkisar antara
0,77-1,13 ml (Suharyati & Hartono, 2013).
Konsistensi semen, pH semen, dan gerakan massa
dari  penelitian  sebelumnya  menunjukkan
konsistensi kental, pH berkisar 6,4-7,25, dan
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gerakan massa +++ (Alawiyah & Hartono, 2006;
Rhochim et al., 2017).

Nilai motilitas berbeda telah dilaporkan
sebesar 90%, konsentrasi spermatozoa sebesar
5.154,75 juta sel/ml, persentase spermatozoa
hidup sebesar 90,77%, dan abnormal sebesar
4,33%  (Alawiyah & Hartono, 2006) serta
persentase MPU rata-rata 77,25% (Pamungkas et
al., 2014). Dari keseluruhan nilai karakteristik
semen segar yang ditemukan pada penelitian ini,
disimpulkan bahwa semen yang diperoleh
memenuhi syarat untuk proses preservasi dan
kriopreservasi.

Kualitas  Spermatozoa  Setelah  Proses

Preservasi dan Kriopreservasi

Evaluasi persentase spermatozoa motil,
persentase spermatozoa hidup, dan persentase
spermatozoa yang memiliki membran plasma
utuh (MPU) setelah tahap pengenceran,
ekuilibrasi, dan thawing dapat dilihat pada Tabel
2, 3 dan 4. Tidak terdapat perbedaan nyata
persentase spermatozoa motil semen kambing
boer setelah dilakukan pengenceran dan
ckuilibrasi pada setiap perlakuan, hal ini
menunjukkan spermatozoa tidak rentan terhadap

penurunan suhu selama proses ini.

Tabel 2. Persentase spermatozoa motil semen kambing boer setelah pengenceran, ekuilibrasi dan thawing.

Perlakuan Proses Pengolahan Semen
Setelah pengenceran Setelah ekuilibrasi Setelah thawing
P1 73,0£2,74 70,0 £ 0,00 42,0 £2,74¢
P2 72,0 +£2,74 68,8 +2,17 8,0 £2,74%®
P3 70,0 £ 0,00 69,8 +£0,45 6,0 +2,24°
P4 75,0 £ 0,00 69,0 £2,24 12,0 +2,74°
P5 74,0 £224 72,0+ 1,41 52,0 + 5,704

@beSuperskrip dalam kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05)

Tabel 3. Persentase spermatozoa hidup semen kambing boer setelah pengenceran, ekuilibrasi dan thawing.

Perlakuan Proses Pengolahan Semen
Setelah pengenceran Setelah ekuilibrasi Setelah thawing
P1 84,6 +2,88 79,6 £ 1,14 61,8 +3,11°¢
P2 84,8+ 1,30 75,6 3,782 26,2 +228?
P3 83,2+1,92 80,2 +3,11% 29,8 + 3,56%
P4 82,6+ 1,67 77,2+ 1,64* 34,0 +£2,74°
PS5 87,4+ 1,14 82,6 +£1,95° 65,4+321°¢

@bcSuperskrip dalam kolom yang menunjukkan berbeda nyata (P<0,05)

Tabel 4. Persentase MPU spermatozoa semen kambing boer setelah pengenceran, ekuilibrasi dan thawing.

Perlakuan Proses Pengolahan Semen
Setelah pengenceran Setelah ekuilibrasi Setelah thawing

P1 87,2+1,10 84,6 £2,88 65,4+ 2,88

P2 86,6+ 1,14 82,4+ 1,95 39,0+ 4,18

P3 86,4+ 1,14 81,6 £2,07 38,0 £2,35°

P4 854+1,14 81,4+1,95 36,2 +4,82°

P5 85,8 +£1,48 82,6 £2,07 66,2 +1,92°

@becSuperskrip dalam kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05).

Seluruh  perlakuan  pengencer  yang Persentase  motilitas  setelah  thawing
digunakan, dapat mempertahankan kualitas menunjukkan P5 52% berbeda nyata (P<0,05)

spermatozoa setelah pengenceran dan ekuilibrasi.
Dengan kata lain pengencer (Tris-kuning telur-
gliserol, nira aren-kuning telur-gliserol, dan
andromed) dapat berfungsi sebagai penyedia
nutrisi untuk sumber energi spermatozoa. Energi
mempunyai peranan penting bagi spermatozoa
untuk memelihara metabolisme sel dan pergerakan
flagella (Gadea, 2003).

dengan P1 42%, selanjutnya P5 dan P1 berbeda
sangat nyata (P<0,05) dengan P2 8%, P3 6%, dan
P4 12%, Hasil evaluasi menunjukkan terjadi
penurunan motilitas setelah thawing pada semua
jenis pengencer dibandingkan setelah pengenceran

dan ekuilibrasi. Penurunan motilitas setelah
thawing pada semua perlakuan, dipengaruhi oleh
adanya perubahan tekanan osmotik selama
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kriopreservasi dan thawing (Manivannan et al.,
2017). Lebih jauh dinyatakan, bahwa proses
kriopreservasi menyebabkan kerusakan biokimia
dan fungsional spermatozoa, sehingga mengurangi
motilitas dan kelangsungan hidup spermatozoa
tersebut (El-Sheshtawy et al., 2017).

Persentase  spermatozoa  hidup  hasil
perlakuanP5 65,4% tidak berbeda nyata (P>0,05)
dengan P1 61,8%, akan tetapi P5 dan P1 berbeda
nyata (P<0,05) dengan P2 26,2%, P3 29,8% dan P4
34% (Tabel 3). Untuk persentase MPU setelah
thawing pada perlakuan P5 66,2% tidak berbeda
nyata (P>0,05) dengan Pl 65,4%, akan tetapi
sangat nyata (P<0,05) jika dibandingkan P2 39%,
P3 38%, dan P4 36,2% (Tabel 4). Proses
kriopreservasi semen sering terkait dengan
kelebihan produksi ROS (reactive oxygen spesies)
dan penurunan kapasitas antioksidan yang
dimanifestasikan oleh penurunan kandungan
glutation intraseluler yang menyebabkan kerusakan
pada membran spermatozoa (Ball et al., 2001;
Gadea et al., 2004) sehingga banyak spermatozoa
akan mengalami kematian.

Persentase membran plasma utuh dan
spermatozoa hidup berkorelasi positif dengan nilai
persentase motilitas. Nilai Persentase spermatozoa
hidup dan membran plasma utuh akan selalu lebih
tinggi dari persentase motilitas, hal ini dikarenakan
spermatozoa motil sudah pasti memiliki membran
plasma yang utuh dan hidup. Sebaliknya
spermatozoa hidup dengan membran plasma yang
utuh belum tentu mampu bergerak motil.

Dari semua parameter penelitian yang
diukur, evaluasi terhadap motilitas merupakan
bagian yang sangat penting dalam keberhasilan
pelaksanaan inseminasi buatan. Pendapat berbeda
terhadap nilai motilitas dinyatakan oleh beberapa
peneliti, diantaranya Concannon dan Battista
(1989) menyatakan nilai motilitas spermatozoa
sebesar 40-50%, sementara Linde-Forsberg dan
Forsberg (1989) menyatakan motilitas 20-30%
sudah mampu menghasilkan kebuntingan.

Dari hasil penelitian terlihat, bahwa
pengencer yang mampu  mempertahankan
motilitas, daya hidup, dan keutuhan membran
plasma spermatozoa setelah thawing adalah PS5
52% (Andromed) dan P1 42% (Tris-kuning telur-
gliserol). Kemampuan pengencer andromed dalam

mempertahankan motilitas spermatozoa pasca
thawing dari pengencer lain, diduga karena
kandungan lesitin sebagai anti coldshock yang
lebih sesuai untuk semen kambing boer. Pendapat
ini mendukung pernyataan peneliti terdahulu
bahwa lesitin kacang kedelai didalam andromed
mempunyai kandungan high density lipoprotein
(HDL) rendah yang dapat menghambat respirasi
dan motilitas spermatozoa (Moussa et al., 2002).

Pengenceran  tris-kuning  telur-gliserol,
mempunyai keunggulan pada kemampuan tris
dalam mencegah terjadinya penurunan pH,
mengandung nutrisi serta konsentrasi yang cukup
dalam melindungi sel dari cold shock dan selama
proses kriopresevasi (Yohana ef al., 2014). Proses
preservasi dan kriopreservasi merupakan titik kritis
bagi sel spermatozoa. Pada proses tersebut sel
akan mengalami pendinginan bertahap, mulai dari
temperatur ruang 37°C lalu temperatur refrigerator
3°C ke -130°C, hingga dalam penyimpanannya -
190°C. Selanjutnya ketika semen akan digunakan,
kembali harus melalui titik kritis mulai dari
thawing -190°C kembali 37°C. Kedua proses
tersebut merupakan proses yang dapat merusak dan
mematikan spermatozoa, sehingga perlu didukung
oleh kemampuan pengencer yang dapat melindungi
pada saat pendinginan dan pembekuan.

Pengencer andromed dan tris merupakan
pengencer  sintetik  yang sudah  teruji
kemampuannya, baik pada saat pembuatan semen
cair dan semen beku, sementara nira aren
merupakan pengencer alami yang struktur dan
kandungan kimianya tidak stabil, meskipun telah
ditambahkan kuning telur dan gliserol sebagai agen
krioprotektif. Dari hasil penelitian yang dilakukan
terlihat kemampuan nira aren masih belum
memenuhi nilai standar nasional Indonesia untuk
semen beku untuk kambing dan domba sebesar >
40% (Standar Nasional Indonesia, 2014).

KESIMPULAN

Disimpulkan semen kambing boer yang
digunakan dalam penelitian ini memenuhi syarat
untuk proses kriopreservasi. Pengencer yang dapat
dan layak dipergunakan untuk pelaksanaan
inseminasi buatan berdasarkan standar nasional
Indonesia adalah P1 dan P5.
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