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Abstract 

       Beltsville Thawing Solution (BTS) is a common diluent used in the preservation of pig 
sperm.  However, its capacity to preserve sperm motility and longevity, is severely limited.  
One of the reasons is the diluent lacks antioxidants in sufficient amounts to counteract the 
harmful effects of free radicals.  The objective of the study was aimed to evaluate the 
efficaciousness of BTS, Mulberry III (MIII) and Sperm Life diluents in conjunction with 
Moringa leaf ethanol extract (MLe2) for the preservation of landrace pigs’ sperm.  Semen 
was collected from one landrace boar aged 2.9 years.  Semen evaluation was performed both 
macroscopically and microscopically, and good quality semen was split into three tubes and 
diluted with BTS, MIII and Sperm Life diluent, to which 4% MLe2 had been added.  Semen 
preservation was done in a cool box at a temperature of 18-20oC and every eight hours, 
sperm motility, viability, intact- plasma membrane and acrosomal were assessed.  Data were 
analyzed using analysis of variance and continued with the Duncan Test.  The study's 
findings demonstrated that, in comparison to Sperm Life, BTS and MIII diluents added with 
MLe2 produced sperm of higher quality.  It was concluded that BTS and MIII diluents 
enriched with E2dk were more effective than Sperm Life in maintaining the sperm quality of 
landrace pigs. 
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Abstrak 

Beltsville Thawing Solution (BTS) merupakan salah satu pengencer yang sudah 
umum digunakan untuk preservasi sperma babi.  Namun demikian, pengencer ini memiliki 
kemampuan yang sangat terbatas dalam mempertahankan motilitas dan daya tahan hidup 
sperma.  Salah satu penyebabnya adalah pengencer ini tidak mengandung antioksidan yang 
cukup sehingga tidak dapat menangkal pengaruh negatif dari radikal bebas.  Penelitian ini 
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bertujuan membandingkan efektivitas pengencer BTS, mulberry III (MIII), dan Sperm Life 
yang disuplementasi dengan ekstrak etanol daun kelor (E2dk) untuk preservasi sperma babi 
landrace.  Semen ditampung dari satu ekor babi jantan landrace umur 2,9 tahun.  Evaluasi 
semen dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis, semen yang berkualitas baik dibagi 
ke dalam tiga tabung untuk diencerkan dengan pengencer BTS, MIII, dan Sperm Life yang  
telah ditambahkan  E2dk 4%.  Preservasi semen dilakukan dalam cool box suhu 18-20oC, 
setiap delapan jam dilakukan evaluasi terhadap motilitas, viabilitas, membran plasma utuh 
(MPU), dan tudung akrosom utuh (TAU) sperma. Data dianalis dengan uji sidik ragam dan 
dilanjutkan dengan Uji Duncan.  Hasil penelitian menunjukkan bahwa pengencer BTS dan 
MIII yang telah ditambahkan dengan E2dk menghasilkan kualitas sperma yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan pengencer Sperm Life.  Disimpulkan bahwa pengencer BTS dan MIII 
yang diperkaya dengan E2dk lebih efektif dibandingkan dengan Sperm Life dalam 
mempertahankan kualitas sperma babi landrace. 
 
Kata-kata kunci:  BTS; MIII; Sperm Life; sperma babi; ekstrak etanol daun kelor 

 
 PENDAHULUAN 

 
Pengenceran semen merupakan sa-

lah satu metode dalam tahapan teknologi 
inseminasi buatan (IB) yang bertujuan un-
tuk memperbanyak volume semen serta 
memperpanjang daya hidup sperma untuk 
dapat digunakan dalam suatu periode waktu 
yang lebih panjang. Volume semen yang 
lebih banyak memungkinkan lebih banyak 
ternak betina yang dapat diinseminasi dalam 
satu ejakulat. Daya hidup dan motilitas 
sperma sangat bergantung pada komposisi 
bahan pengencer yang digunakan.  Pengen-
cer yang baik harus dapat melindungi 
sperma terhadap kejutan dingin, me-
ngandung energi untuk motilitas sperma, 
me-ngandung antioksidan untuk menangkal 
radikal bebas yang dapat merusak sperma, 
sebagai buffer dan dapat mencegah per-
tumbuhan kuman.  

Beltsville Thawing Solution (BTS) 
merupakan salah satu pengencer yang sudah 
umum digunakan untuk preservasi sperma 
babi, namun dalam penggunaannya di la-
pangan pengencer ini hanya dapat mem-
pertahankan motilitas sperma yang layak 
untuk IB hanya sekitar 48 jam (Nalley 
2018).  Pengencer ini tidak mengandung 
antioksidan yang berfungsi untuk me-
nangkal pengaruh negatif dari radikal bebas 
yang diproduksi secara berlebihan selama 
preservasi sperma.  

Beberapa studi menunjukkan bah-
wa daun kelor mengandung beberapa se-
nyawa antioksidan seperti alkaloid, flavo-
noid, tanin, vitamin C, vitamin E, dan 
steroid (Gopalakrishnan et al., 2016).  
Senada dengan temuan tersebut, Kasolo et 
al. (2010) menyatakan bahwa ekstrak daun 
kelor merupakan salah satu bahan alami 
yang dapat digunakan untuk me-ningkatkan 
kualitas sperma. Daun kelor mengandung 
antioksidan yang tinggi (Kasolo et al., 
2010) dan kandungan senyawa daun kelor 
juga bersifat anti-bakteri (Das et al., 2012). 
Menurut Kumala et al. (2016) daun kelor 
me-ngandung flavonoid yang bersifat se-
bagai antioksidan, sehingga mampu meng-
ikat radikal bebas.  

Penelitian ini bertujuan untuk mem-
bandingkan pengencer BTS dengan dua 
pengencer yaitu mulberry III (MIII) dan 
Sperm Life. Ketiga pengencer tersebut 
ditambahkan dengan ekstrak etanol daun 
kelor.  Senyawa yang terkandung di dalam 
ekstrak daun kelor dapat memperkecil ke-
rusakan sperma selama preservasi, se-
hingga kualitasnya diharapkan dapat di-
pertahankan dan dapat digunakan untuk IB 
lebih lama. 

 
 METODE PENELITIAN 

 
Materi penelitian 

Materi penelitian ini adalah semen 
segar yang ditampung dari satu ekor babi 
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jantan landrace yang berumur 2,9 tahun dan 
sudah terlatih. Babi dipelihara dalam 
kandang individu dan diberi pakan berupa 
konsentrat 3,5 kg/ekor/hari dengan kan-
dungan protein kasar 15-16% dan air 
minum diberikan secara ad libitum. 

 
Metode Penelitian 

Penelitian ini dirancang dengan 
Rancangan Acak Lengkap yang terdiri atas 
tiga perlakuan pengenceran sperma yakni  
Beltsville Thawing Solution, (BTS), Mul-
berry III (MIII) dan Sperm Life, dan ketiga 
pengencer tersebut ditambahkan dengan 
ekstrak etanol daun kelor (E2dk) 4%, 
masing-masing perlakuan diulang lima kali 
sehingga terbentuk 15 unit percobaan.  

 
Ekstraksi Etanol Daun Kelor  

Daun kelor yang telah dipisahkan dari 
tangkai dicuci, kemudian ditiriskan untuk 
menghilangkan air dari proses pencu-
cian.Terhadap daun kelor dilakukan blan-
cing pada suhu 70oC selama 5 menit.  
Proses dilanjutkan dengan pengeringan de-
ngan dehidrator pada suhu 60oC hingga 
daun kering, kemudian dilakukan peng-
gilingan atau pengecilan ukuran daun kelor 
kering. Tepung daun kelor setelah peng-
gilingan diayak untuk mendapatkan tepung 
yang lebih halus. Tepung hasil ayakan 
selanjutnya dilakukan maserasi meng-
gunakan etanol 70%. Filtrat hasil saringan 
diuapkan menggunakan rotary evaporator 
dengan suhu maksimal 50oC selama 24 jam 
untuk menghasilkan fraksi kasar berupa 
ekstrak cair yang pekat.  Ekstrak tersebut 
kemudian disimpan da-lam lemari es pada 
suhu 4oC hingga saatnya digunakan (Dahril, 
2021). 
 
Persiapan Pengencer 

Bahan pengencer yang digunakan 
dalam penelitian ini adalah BTS® dan MIII® 
(Minitube GmbH, Tiefenbach, Jerman) dan 
Sperm Life® (Intec Inc, Toyama, Jepang ).  
Sebanyak 50 g BTS®, 60 g MIII®, dan 50 g 
Sperm Life®, masing-masing diencerkan 
dengan aqua-dest hingga 1000 mL. Larutan 
pengencer tersebut setelah dicampur hingga 

homo-gen, disimpan pada suhu 37oC (Foeh 
et al., 2017). 

 
Penampungan dan Evaluasi Semen 

Penampungan semen dilakukan dua 
kali seminggu menggunakan metode pijat 
tangan bersarung (hand glove massage).  
Penis akan keluar pada saat babi jantan 
tersebut menaiki betina tiruan (dummy sow). 
Segera penis yang menyembul ke-luar dari 
kulup/prepusium digenggam sambil mela-
kukan pemijatan dan diarahkan ke per-
mukaan tabung penampung yang telah 
dilengkapi dengan kain kasa untuk menya-
ring fraksi gelatinnya. Pija-tan/massage 
dilanjutkan hingga terjadi ejakulasi dan babi 
jantan turun dari dummy sow. 

Semen yang diperoleh, dievaluasi 
secara makroskopis terhadap volume, 
warna, konsistensi dan pH semen.  Vo-lume 
semen segar diukur menggunakan skala 
pada tabung penmpung semen. Warna di-
evaluasi secara visual dan pH diukur 
menggunakan kertas indikator pH (Merck 
scale 6,4-8,0®, Merck, New Jersey, Aerika 
erikat). Evaluasi secara mikroskopis dila-
kukan terhadap variabel motilitas, viabilitas, 
konsentrasi dan morfologi sperma, mem-
brane plasma dan tudung akrosom utuh.  
Evaluasi mikroskopis terhadap motilitas, 
viabilitas dan morfologi sperma meng-
gunakan mikroskop (Olympus C31®, 
Olympus, Tokyo, Jepang) dengan per-
besaran 10x40.Motilitas spermatozoa dinilai 
secara subjektif dengan mem-bandingkan 
pergerakan sperma yang progresif dengan 
yang tidak progresif (bergerak ditempat 
(vibrator), mundur, melingkar dan tidak 
bergerak), nilai dinyatakan dalam persen.  

Viabilitas sperma dihitung dengan 
cara mewarnai sperma dengan pewarna 
eosin-nigrosin.  Sperma hidup pada bagian 
kepala yang tidak terwarnai eosin-nigrosin 
(transparan), sedangkan sperma yang mati 
akan menyerap warna.Proporsi sperma yang 
hidup dan mati dihitung minimal 200 sel 
dari 10 lapang pandang pengamatan di 
bawah mikroskop dengan pem-besaran 
10x40. Sperma yang hidup adalah jumlah 
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sperma hidup dibagi dengan sperma hidup 
dan mati (total sperma) dikali 100%. 

Morfologi sperma dievaluasi meng-
gunakan pewarnaan carbofucshin, (Ari-
fiantini, 2012). Morfologi sperma terbagi 
atas sperma normal dan sperma abnormal.  
Sperma abnormal diklasifikasikan berda-
sarkan abnormalitas primer dan sekunder. 
Konsentrasi sperma divaluasi dengan meng-
hitung menggunakan Ruang Neu-bauer 
yang diencerkan 100 kali (10 µL semen 
dalam 2 mL NaCl 3%) (Arifiantini, 2012).  

Membran plasma utuh (MPU) dipe-
riksa menggunakan larutan hypo-osmotic 
swelling test (HOS). Larutan HOS dise-
diakan dengan mencampuran 0,9 g fruktosa 
dan 0,49 g sodium sitrat, dila-rutkan dengan 
akuades hingga volume 100 mL.  Semen 
sebanyak  10-20 µL dicampur dengan 1000 
HOS µL larutan HOS, dihomogenkan 
kemudian diikunbasi se-la-ma 30-45 menit 
pada suhu 37°C, hitung minimal 200 
sperma secara acak dari 10 lapang pandang. 
Sperma yang memiliki membran plasma 
utuh ditandai dengan ekor yang melingkar 
atau menggelembung, sedangkan sperma 
dengan membran plasma rusak ditandai 
dengan ekor yang lurus (Arifiantini, 2012). 

Tudung akrosom utuh (TAU) di-
evaluasi dengan menggunakan larutan 
formalin yang terbuat dari NaCl fisiologis 
ditambah 1% formalin yang berfungsi 
mematikan dan memfiksasi sperma.  Setetes 
semen   dicampurkan dengan la-rutan TAU 
perbandingan 1:100, diamkan selama 1 jam.  
Pengamatan dilakukan pada 10 lapang 
pandang yang berbeda, minimal terhitung 
200 sperma. Sperma-tozoa dengan tudung 
akrosom yang utuh ditandai dengan 1/2 
sampai 2/3 bagian anterior kepala berwarna 
lebih gelap bila dibandingkan dengan  

bagian posterior.  Semen yang memenuhi 
syarat untuk digunakan adalah memiliki 
motilitas sperma di atas 70% dan kon-
sentrasi di atas 200x106 sel/mL dengan 
abnormalitas di bawah 20%.  

 
Pengenceran dan Preservasi Semen 

Larutan pengencer (BTS®, MIII®dan 
Sperm Life®) dicampur dengan E2dk 
dengan level 0, 2, 4, dan 6% hingga ho-
mogen.  Semen segar diencerkan ke da-lam 
pengencer dengan perbandingan satu bagian 
semen dan tiga bagian pengencer.  Semen 
cair dimasukkan ke dalam tabung mikro, 
dan diberi label sesuai perlakuan.  Pre-
servasi dalam cool box yang bersuhu 18-
20oC yang dikontrol dengan termo-meter. 
Pengamatan kualitas semen dilakukan se-
tiap 8 jam hingga persentase motilitas pro-
gresif sperma mencapai 40% sesuai (BSN, 
2014) 

 
Analisis Data 

Data penelitian yang dipeeeoleh 
dianalis dengan  uji sidk ragam dan dilan-
jutkan dengan Uji Duncan dengan bantuan 
software SPSS 25.0 for windows. 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Kualitas semen segar babi landrace 
yang diperoleh dari lima kali penampungan 
ditampilkan pada Tabel 1.  Data pada Tabel 
1, menunjukkan kualitas semen yang  baik 
dan layak digunakan untuk preservasi. 
Kelayakan tersebut berdasarkan hasil 
evaluasi secara makros-kopis (volume, 
warna, konsistensi dan pH semen) maupun 
secara mikros-kopis (konsentrasi, motilitas, 
viabilitas, MPU dan TAU). 
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Tabel 1.  Data semen segar babi landrace 

Variabel Penampungan Rerata ± SD 1 2 3 4 5 

Volume (mL)  155 180 140 165 178 163,60  ± 
16,65 

Warna Putih 
Susu 

Puih 
Susu 

Putih 
Susu 

Putih 
susu 

Putih 
Susu 

- 

Konsistensi Sedang Sedang Sedang Encer  Encer - 
Ph 6,7 6,7 6,7 6,4 6,7 6,64 ± 0,13 
Konsentrasi (10 6) 289 248  266 271 239 262,60 ± 19,68 
Motilitas (%) 80 75 75 75 75 76,00 ± 2,24 
Viabilitas (%) 92,11 87,33 89,39 90,21 91,42 90,09 ± 1,87 
Abnormalitas (%) 3,44 3,80 3,15 4,23 4,19 3,76 ± 0,47 
MPU (%) 92,87 89,65 90,78 92,41 91,11 91,36 ± 1,29 
TAU (%) 91,92 89,27 91,06 91,79 90,95 91,00 ± 1,06 

 
Volume semen babi landrace yang 

digunakan pada penelitian ini berkisar 
antara 140 hingga 180 mL. Volume tersebut 
masuk ke dalam kategorikan sedang dan 
masih berada dalam rentangan volume 
semen yang layak digunakan untuk IB.  
Volume semen yang ditampung menggam-
barkan kemampuan produksi dari testis dan 
kelenjar kelamin pe-lengkap/aksesoris yakni 
kelenjar vesikulares, kelenjar ampula dan 
kelenjar prostat. Volume semen yang 
berada di bawah 200 mL mengindikasikan 
bahwa babi yang digunakan sebagai sumber 
semen sering digunakan untuk penam-
pungan semen. Ternak jantan semakin 
sering dilakukan penampungan maka vo-
lume semen yang dihasilkan juga akan 
semakin sedikit. Volume semen yang dipe-
roleh juga berkaitan erat dengan tingkat 
rangsangan yang diterima oleh seekor 
pejantan. Rangsangan yang diperoleh se-
ekor pejantan semakin intens maka kon-
traksi otot di sekitar kelenjar kelamin 
pelengkap dan epididymis juga akan se-
makin kuat. Rangsangan tersebut selan-
jutnya mendorong plasma semen dan sper-
ma yang ada di dalamnya ke arah penis.  
Volume semen pada penelitian ini lebih 
tinggi daripada hasil penelitian yang 
dilaporkan Marlize et al. (2021) pada babi 
landrace yakni 119 mL. 

Warna semen tergolong normal pada 
ternak babi dan berkaitan erat dengan 
konsistensi serta konsentrasi sperma.  
Warna semen pada ternak babi umumnya 

putih susu, dengan konsistensi encer hing-
ga sedang, dan konsentrasi sperma berada di 
bawah 500 juta per mililiter. Rendahnya 
konsentrasi sperma pada babi disebabkan 
jumlah cairan yang dihasilkan oleh kelenjar 
kelamin pelengkap yang banyak jika diban-
dingkan dengan ternak ruminansia. Tingkat 
keasaman (pH) semen juga termasuk nor-
mal karena berada sedikit di bawah pH 
netral, yang sangat dipengaruhi oleh kese-
imbangan unsur-unsur yang terlarut di 
dalam plasma semen terutama ion hydrogen 
dan karbonat. 

Motilitas, viabilitas, MPU, TAU sper-
matozoa tergolong tinggi yakni berada di 
atas 75% yang mengindikasikan bahwa 
semen yang ditampung sebanyak lima kali 
penampungan memiliki kualitas yang sa-
ngat layak untuk diproses selanjutnya. Hasil 
penelitian ini berbeda dengan laporan Mega 
et al. (2022) yakni motilitas 70%, viabilitas 
85,82% dan MPU sperma 86,65%. 

 
Motilitas dan Viabilitas Sperma Babi 
Landrace 

 Motilitas dan viabilitas sperma babi 
landrace pada setiap pengencer per-lakuan 
ditampilkan pada Tabel 1 dan 2.  Hasil pe-
nelitian menunjukkan bahwa terjadi penu-
runan persentase motilitas dan via-bilitas 
sperma selama penyimpanan dan kecepatan 
penurunan tersebut sangat bervariasi antar 
perlakuan (Harrison et al., 1996). Faktor-
faktor seperti pH, konsen-trasi dan jenis ion, 
tekanan osmotik dari medium pengencer 
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sangat memengaruhi kehidupan dan moti-
litas sperma selama penyimpanan (Watson, 
1990). 

Terjadinya penurunan tersebut dise-
babkan oleh sejumlah faktor seperti lama 
simpan sperma. Lama simpan sperma me-
nyebabkan penuaan sel (aging), nutrisi 
berkurang dan ROS sperma tidak dapat 
bergerak dan mati. Semen babi pada 
penelitian ini disimpan pada suhu 18 hingga 
20oC sehingga proses metabolisme tetap 
berlangsung walaupun dalam tingkat yang 
lebih rendah.Suhu penyimpanan semen babi 
berbeda dengan semen ternak rumi-nansia.  
Hal tersebut karena membran plasma 
sperma babi memiliki kandung asam lemak 
tidak jenuh yang lebih tinggi sehingga lebih 
rentan terhadap suhu dingin (Paulenz et al., 
2001; Schulze et al., 2013).  

Penurunan motilitas dan viabilitas 
sperma juga dapat terjadi akibat semakin 
menipisnya kandungan nutrisi atau subs-trat 
energi di dalam pengencer, semakin lama 
penyimpanan maka semakin banyak nutrisi 
yang digunakan oleh sperma untuk meta-
bolismenya sehingga semakin sedikit subs-
trat energi yang tersisa. Energi utama yang 
digunakan oleh sperma  adalah adenosin 
triphosphate (ATP) yang berasal dari hasil 
metabolisme glukosa dan fruktosa (Rigau et 
al., 2001; Williams et al., 2013).  

Hasil pengamatan pada jam ke-0 
hingga ke-16 penyimpanan menunjukkan 
bahan pengencer yang digunakan belum 
memengaruhi motilitas dan viabilitas sper-
ma (p>0,05). Perbedaan yang nyata baru 
terlihat pada jam ke-24 hingga jam ke-48.  
Pengencer BTS dan MIII menunjukkan 
motilitas dan viabilitas sperma yang lebih 
tinggi daripada pengencer sperm life 
(p<0,05).  Hal ini mengindikasikan bahwa 
kedua pengencer yang disebutkan pertama 
memiliki kandungan nutrisi dan bahan 
pelindung yang lebih tinggi yang dapat 
dimanfaatkan oleh sperma untuk bergerak 
dan mempertahankan kehidupannya selama 
berada dalam lingkungan in vitro.  

Kandungan nutrisi di dalam ketiga 
pengencer tersebut tidak tertulis secara 
lengkap, namun dari sejumlah artikel di-

nyatakan bahwa BTS mengandung glu-
kosa, EDTA, sodium citrate, sodium 
bicarbonate, dan potassium chloride (Du-be 
et al., 2004; Thompson, 2005), sedangkan 
MIII mengandung bovine serum albumin 
(BSA) dan glisin.  

Glukosa berperan sebagai substrat 
energi untuk pergerakan dan kehidupan 
sperma melalui proses metabolisme yang 
menghasilkan adenosin triphosphate (ATP).  
Fungsi potassium adalah melindungi pompa 
sodium potassium dan mencegah terjadinya 
pergeseran pompa potassium intraseluler 
yang dapat menyebabkan gangguan fungsi 
transportasi ion serta metabolism sel sper-
matozoa.  Senyawa EDTA telah digu-nakan 
pada beberapa penelitian untuk mening-
katkan fungsi sperma. Aktivitas spermisida 
dan efek tersebut bergantung waktu dan 
dosis EDTA yang diberikan. Senyawa 
EDTA juga berfungsi sebagai pengikat kal-
sium, karena peningkatan kalsium intra-
seluler dapat menyebabkan kerusakan 
membran sel sperma. Penggunaan EDTA 
sebesar 10 dan 100 µl/mL dapat 
meningkatkan motilitas progresif sperma 
(Chi et al., 2008). Kandungan EDTA dalam 
peng-encer juga dapat berperan dalam me-
ngurangi reaksi akrosom melalui peng-
urangan kadar kalsium pada medium 
pengencer sperma (Anel et al., 2010).  

Senyawa BSA dan glisin yang 
terkandung di dalam pengencer MIII ber-
fungsi mencegah  perubahan  pH dan teka-
nan osmotik serta melindungi sper-matozoa 
selama  proses  preservasi, sedangkan glisin 
berperan sebagai sumber protein penting 
bagi permatozoa (Johnson et al., 2000). 
Senyawa BSA yang ditambahkan ke dalam 
pengencer Modena dapat menurunkan stress 
oksidatif dan meningkatkan kualitas sperma 
babi selama penyimpanan in vitro pada 
suhu 17oC (Zhang et al., 2015).  

Penelitian ini menunjukkan bahwa 
jenis pengencer semen yang digunakan 
berpengaruh terhadap karakteristik moti-
litas (Tabel 2) sperma babi landrace selama 
penyimpanan.  Hal ini sejalan de-ngan 
laporan penelitian  Mapeka et al. (2012) 
yang membandingkan tiga bahan pengencer 
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yang berbeda yakni BTS, Kobidil + dan 
sitrat-kuning telur, dengan persentase moti-
litas sperma tertinggi dihasilkan oleh dua 
pengencer pertama dan terendah pada 
pengencer sitrat-kuning telur. Hasil pene-
litian ini juga sejalan dengan temuan yang 
dilaporkan oleh Vyt et al. (2004), bahwa 

BTS sebagai bahan pengencer yang dapat 
diterima untuk pre-servasi semen babi 
dalam jangka pendek. Pengencer BTS ini 
juga dapat mem-pertahankan motilitas sper-
ma babi yang lebih baik dibandingkan 
dengan pengencer Androhep (Vyt et al., 
2004). 

 
Tabel 2.  Motilitas sperma babi landrace dalam pengencer Beltsville Thawing Solution, 

Mulberry IIIdan Sperm Life yang disuplementasi ekstrak etanol daun kelor 
Perlakuan Jam pengamatan 

0 8 16 24 32 40 48 
BTS 76,00±2,2a 71,80±2,1a 66,80±2,2a 61,40±2,2a 56,20±2,2a 50,60±2,6a 44,40±5,5a 
MIII 76,00±2,2a 71,40±2,2a 65,20±3,0a 61,00±2,7a 54,80±3,6a 49,00±4,7a 39,60±5,6a 
Sperm Life 76,00±2,2a 71,40±2,2a 62,40±5,6a 55,20±3,6b 46,00±4,2b 36,60±4,5b 27,00±5,7b 
P-value  1,00 0,94 0,23 0,00 0,00 0,00 0,00 
Superskrip yang berbeda mengikuti angka pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P< 
0,05).  

 
Hasil penelitian berbeda dengan 

temuan Rienprayoon et al. (2012) yang 
melaporkan bahwa semen babi yang 
diencerkan dengan BTS memiliki tingkat 
motilitas sperma yang lebih rendah diban-
dingkan dengan pengencer ModenaTM. Hal 
ini mungkin disebabkan oleh karena peng-
encer Modena™ mengandung anti-oksidan 
yang membantu mengurangi terjadinya 
pengaruh negatif dari reactive oxygen 
species (ROS) selama periode penyim-
panan. Senyawa ROS dapat merusak 
membran plasma sperma dan karenanya 
mengurangi tingkat motilitas sperma (Boon-
sorn et al., 2010; Guthrie dan Welch, 2005; 
Chanapiwat et al., 2009). 

Menurut Orok et al. (2010) untuk 
preservasi sperma in vitro, harus tersedia 
lingkungan yang menghambat pembentukan 
ROS atau lipid peroksida yang berbahaya, 
dan juga mengandung bahan yang berfungsi 
untuk mengurangi efek kejut dingin (cold 
shock). Reactive oxygen species merusak 
membran dan DNA sperma yang pada 
akhirnya mengurangi tingkat motilitas 
sperma (Boonsorn et al., 2010).  

Ketiga pengencer tersebut dalam 
penelitian ini ditambahkan ekstrak etanol 
daun kelor/E2dk sebagai antioksidan alami.  
Hasil penelitian sebelumnya telah mem-
buktikan efek positif E2dk terhadap sperma, 
yang ditambahkan dalam bahan pengencer 

untuk preservasi dan krio-preservasi sperma 
maupun secara oral bersama dengan air 
minum.  Hal ini ber-kaitan erat dengan 
fungsinya sebagai antioksidan yang dapat 
mereduksi pengaruh negatif radikal bebas 
terhadap sperma. Moichela et al. (2020) 
mela-porkan bahwa ekstrak daun kelor 
dapat menurunkan produksi ROS intra-
seluler, fragmentasi DNA dan reaksi akro-
som pada sperma manusia in vitro.  Sperma 
diinkubasi dengan ekstrak daun kelor 
(0,625; 6,25; 62,5 dan 625 µg/mL) selama 1 
jam, dan dalam studi tersebut HTF-BSA 
berperan sebagai kontrol. Motilitas sperma, 
viabilitas, potensi membran mitokondria 
dan kapasitasi tetap tidak berubah (p>0,05). 
Penurunan produksi ROS sperma dipenga-
ruhi oleh dosis ekstrak daun kelor (p 
<0,0001), frag-mentasi DNA (p<0,0001) 
dan reaksi akrosom (p <0,001). Peningkatan 
persentase sperma non-kapasitas (p<0,01) 
tercatat pada 625 µg/mL. Sifat antioksidan 
ekstrak daun kelor secara aktif menjaga 
fungsi dasar sperma, menghambat kelebihan 
produksi free superoxide sperma dan melin-
dungi integritas DNA dan menurunkan 
kejadian reaksi akrosom.   

Penelitian Shokry et al. (2020) 
mengevaluasi efektivitas ekstrak daun kelor 
dalam meningkatkan karakter semen segar 
dan kriopreservasi semen domba barki 
dibandingkan dengan kombinasi vitamin E 
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dan Selenium. Hasil penelitiannya menun-
jukkan bahwa ekstrak daun kelor yang 
diberikan secara oral dapat meningkatkan 
volume semen, kon-sentrasi sperma, 
aktivitas katalase plasma seminalis, gluta-
thione peroksidase (GPx), glutathione re-
duktase (GR), superoksida dismutase 
(SOD), alkaline fosfatase (ALP), asam 
fosfatase (ACP), kadar asam askorbat dan 
kapasitas antioksidan total. Selain itu, 
secara signifikan meningkatkan motilitas 
sperma pasca thawing, indeks viabilitas, 
integritas membran, dan aktivitas enzim 
antioksidan sperma pasca thawing. Selain 
itu, menurunkan konsentrasi malondia-
ldehyde (MDA) plasma semen dan kelainan 
akro-somal serta fragmentasi DNA sperma 
dalam semen pasca kriopreservasi.  

 
Tudung Akrosom Utuh dan Membran 
Plasma Utuh Sperma Babi Landrace 
 

Membran plasma sangat penting 
dalam kehidupan sperma karena meru-
pakan bagian yang membungkus sperma 
dan melindungi sperma terhadap berbagai 
pengaruh dari luar sel. Membran plasma 
juga berperan dalam transport aktif maupun 
pasif dari berbagai ion dan senyawa yang 
penting untuk sperma seperti air, ion 
natrium, kalium, klor, glukosa, fruktosa, 

asam amino dan ber-bagai bahan lainnya 
yang bermanfaat untuk sperma. Kerusakan 
membran plas-ma dapat menyebabkan sifat 
semi-permeabel dari membran plasma ter 
ganggu sehingga tidak selektif dalam 
menyeleksi ion atau senyawa yang masuk 
ke dalam sel. Hal ini dapat  berdampak pada 
kerusakan dan kematian sel sperma.  

Kerusakan tudung akrosom dapat 
menyebabkan kandungan akrosom beserta 
enzim-enzim yang terdapat di dalamnya 
terekspose ke luar sel.  Sejumlah enzim 
yang terdapat di dalam akrosom berperan 
dalam membantu proses fertilisasi sperma 
pada sel telur melalui kerjanya dalam 
melarutkan dinding zona pelusida sebagai 
pembungkus paling luar dari sel telur.  Hal 
ini berarti sperma yang memiliki tudung 
akrosom yang tidak utuh/intak tidak akan 
mampu membuahi sel telur.  

Tingkat keutuhan tudung akrosom 
dan membran plasma sperma ditampilkan 
pada Tabel 4 dan 5. Pada awal penyim-
panan (0-16 jam), TAU dan MPU sperma 
babi landrace menunjukkan perbedaan yang 
tidak nyata (p>0,05), namun setelah jam ke-
24 hingga jam ke-48 terdapat perbedaan 
yang nyata antar perlakuan, dengan 
perlakuan terbaik adalah peng-encer BTS 
dan MIII (p<0,05) (Tabel 4 dan 5)

.  
 
Tabel 4.  Tudung akrosom utuh (TAU) sperma babi landrace dalam pengencer Beltsville 

Thawing Solution, Mulberry III dan Sperm Life yang disuplementasi ekstrak 
etanol daun kelor 

Pengencer Jam pengamatan 
0 8 16 24 32 40 48 

BTS 90,85±0,8a 84,18±1,1a 76,28±4,6a 72,42±2,0 a 66,16±3,1 a 61,99±3,7a 55,90±2,0 a 
MIII 90,65±0,9a 82,27±1,5b 75,62±3,7a 70,80±3,5 a 63,10±4,2a 58,00±5,6a 50,24±7,4a 
Sperm Life 91,06±0,8 a 80,89±1,4 b 72,63±8,3a 63,74±2,8b 53,82±7,1b 45,25±6,0 b 35,07±6,4b 
P-value  0,75 0,00 0,59 0,00 0,00 0,00 0,00 
Superskrip yang berbeda  mengikuti angka pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P< 
0,05). 
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Tabel 5.   Membran Plasma Utuh sperma babi landrace dalam pengencer Beltsville Thawing 
Solution, Mulberry III dan Sperm Life yang disuplementasi ekstrak etanol daun 
kelor 

Pengencer Jam pengamatan 
0 8 16 24 32 40 48 

BTS 91,27±1,5a 84,53±1,9a 77,28±4,8 a 73,16±2,5 a 67,09±2,9 a 62,46±3,6 a 57,85±1,6 a 
MIII 91,36±1,5a 82,85±1,6a 76,24±3,7 a 72,35±3,3 a 63,83±3,9 a 59,04±4,9 a 51,81±6,6 a 
Sperm Life 91,16±1,4a 82,66±2,0a 72,73±7,8 a 64,75±2,7 b 55,22±6,8 b 46,96±5,0 b 37,58±5,5b 
P-value  0,98 0,24 0,44 0,00 0,00 0,00 0,00 
Superskrip yang berbeda  mengikuti angka pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P< 
0,05). 
 

Hasil penelitian menunjukkan pe-
ngencer BTS dan MIII memiliki ke-
mampuan untuk melindungi membran plas-
ma dan tudung akrosom, walaupun tidak 
diketahui dengan pasti kandungan nutrisi 
dan senyawa lainnya yang terdapat di dalam 
pengencer MIII dan BTS.  Tingginya TAU 
dan MPU sperma pada pengencer BTS dan 
MIII mungkin ber-kaitan dengan kandungan 
nutrisi dan senyawa pelindung yang terkan-
dung di dalam kedua pengencer tersebut. 
Salah satu senyawa yang ter-kandung di 
dalam penegncer BTS adalah EDTA yang 
berfungsi melindungi membran sperma ter-
hadap kerusakan akibat peningkatan 
kalsium intraseluler yang berlebihan (Chi et 
al., 2008). Pengencer MIII di sisi lain, 
mengandung BSA dan glisin yang ber-
fungsi untuk mempertahankan tekanan os-
motic yang sesuai dengan kebutuhan sper-
ma serta melindungi membran sperma 
terhadap kejutan dingin yang terjadi selama 
preservasi (Zhang et al., 2015). 

 

Hasil penelitian ini menunjukkan 
bahwa tingkat keutuhan membran plasma 
dan tudung akromom berkorelasi positif 
dengan motilitas dan viabilitas sperma 
(Tabel 3). Hasil penelitian ini berbeda de-
ngan temuan penelitian Ezzati et al. (2020) 
yang menyatakan bahwa terdapat  hubungan 
antara tingkat keutuhan membran dengan 
motilitas sperma. Sperma banyak yang tidak 
motil walaupun me-miliki mambran yang 
utuh, sehingga tingkat keutuhan membran 
tidak men-jamin motilitas sperma. Sperma-
sperma yang tidak motil namun memiliki 
mem-bran plasma yang utuh ketika dipa-
parkan larutan dithiothreitol 3 mM dapat 
menun-jukkan pergerakan yang sangat aktif.  
Hal ini menunjukkan bahwa sperma- 
sperma yang tidak bergerak tidak selalu 
memilki membran plasma yang rusak, dan 
sperma-sperma yang demikian dapat meng-
ekspresikan motilitas pada kondisi ling-
kungan yang tepat. 

 

Tabel 3.  Viabilitas sperma babi landrace dalam pengencer  Beltsville Thawing Solution, 
Mulberry IIIdan Sperm Life yang disuplementasi ekstrak etanol daun kelor 

 
Perlakuan Jam pengamatan 

0 8 16 24 32 40 48 
BTS 90,25±1,8a 84,70±2,0a 76,87±4,3a 73,32±1,9a 68,17±2,8a 63,38±2,7a 58,18±0,7a 
MIII 90,32±1,9a 83,17±2,2a 76,30±3,4a 72,44±3,4a 65,08±4,0a 60,06±3,9a 52,01±6,1a 
Sperm Life 90,31±1,9a 81,97±2,2a 71,23±6,8a 65,01±3,1b 56,66±6,0b 47,41±5,0b 38,78±5,6b 
P-value  1,00 0,17 0,19 0,00 0,00 0,00 0,00 
Superskrip yang berbeda  mengikuti angka pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P< 
0,05). 
 

Sperma babi sangat rentan terhadap 
kejutan dingin ketika didinginkan di bawah 
suhu 15oC (Watson, 2000). Suhu ketika 
menurun, maka terjadi penurunan proporsi 
sperma yang mem-pertahankan integritas  

 
membran normal, ultrastruktur dan kom-
ponen biokimia (Johnson et al., 2000).  
Membran plasma sperma adalah bagian 
utama terjadinya kerusakan yang di-
sebabkan oleh kejutan dingin (Bailey et al., 
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2008), dan kemungkinan besar stres 
membran ini terkait dengan fase perubahan 
pada lipid dan perubahan status fungsional 
membran (Watson, 2000).  Perubahan fase 
paling besar diketahui terjadi pada suhu 5 
hingga 15oC (Drobnis et al., 1993), yang 
mana mungkin merupakan kisaran suhu 
sensitif terhadap kerusakan membran. Pro-
ses kriopreservasi dapat menginduksi pem-
bentukan ROS pada sel hewan (Kim et al., 
2010), dan cryoinjury mungkin diinduksi 
oleh aktivitas ROS yang dihasilkan selama 
pemrosesan sperma (Bailey et al., 2008).  
Khususnya, sperma babi sensitif terhadap 
kerusakan peroksidatif karena kandungan 
asam lemak tak jenuh ganda yang tinggi 
(Cerolini et al., 2000).   

 
SIMPULAN 

 
Penambahan ekstrak etanol daun 

kelor pada level 4% dalam pengencer BTS 
dan MIII menghasilkan kualitas sperma 
babi landrace yang lebih baik daripada 
pengencer Sperm Life. 

 
SARAN 

 
 Untuk preservasi sperma babi 
sebaiknya menggunakan pengencer BTS 
dan MIII yang ditambahkan dengan ekstrak 
etanol daun kelor 4%.   
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