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ABSTRAK

Penelitian ini dilakukan untuk menghasilkan formula pengencer semen babi yang baik dalam kualitas,
murah dan mudah dibuat dengan menggunakan kuning telur dari berbagai unggas seperti ayam, bebek
dan burung puyuh dengan penambahan astaxanthin sebagai antioksidan berkekuatan tinggi. Rancangan
penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah rancangan acak lengkap pola faktorial dengan
tiga macam pengencer sperma dan empat tingkat konsentrasi astaxanthin sebagai faktor. Pengencer
sperma yang digunakan adalah kuning telur bebek fosfat, kuning telur puyuh fosfat dan kuning telur
ayam fosfat sedangkan konsentrasi astaxanthin yang ditambahkan pada pengencer spermatozoa masing
masing 0%, 0,002%, 0,004% dan 0,008%. Spermatozoa yang telah ditambahkan pada masing masing
pengencer dengan penambahan astaxanthin disimpan pada suhu 5°C selama 48 jam. Setelah penyimpanan
dilakukan evaluasi terhadap kualitas sperma yang meliputi motilitas progresif, abnormalitas
spermatozoa, daya hidup, dan membran plasma utuh. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pengencer
spermatozoa menggunakan fosfat kuning telur bebek dengan penambahan 0,002% astaxanthin
memberikan motilitas progresif, daya hidup dan membran plasma utuh yang paling tinggi sedangkan
abnormaalitas spermatozoa yang paling rendah. Dapat disimpulkan bahwa pengencer spermatozoa fosfat
kuning telur bebek dengan penambahan 0,002% astaxanthin mempu mempertahankan kualitas semen
babi yang disimpan pada suhu 5°C selama 48 jam.

Kata-kata kunci: pengencer sperm; kuning telur berbagai unggas; astaxanthin; kualitas semen babi.

ABSTRACT

A study was conducted to formulate semen diluent of pigswith a better quality, cheap and easy to
prepare using egg yolk of various poultries such as chickens, ducks and quails in combination
withastaxanthin, a potent antioxidant. The research design used was a completely randomized factorial
design with three different types of sperm diluents and four levels of astaxanthin concentration. Sperm
diluents used were phosphate duck egg yolk, phosphate quail egg yolk and yolks phosphate supplemented
respectivelywith 0,002%, 0,004% and 0,008%astaxanthine. The treated sperm were strored at 5°C for 48
hours. The sperm qualities were examined for progressive motility, spermatozoa abnormalities, viability
and plasma membrane integrity. The result showed that sperm diluents of using duck egg yolk phosphate
in combination with 0.002% astaxanthinresulted in the highest progressive motility, viability and plasma
membrane intact while abnormalities spermatozoa is lowest. It can be concluded that phosphate duck egg
yolk sperm diluents with the addition of 0,002% astaxanthinappeared to be able to maintain the quality
of pig sperm stored at 5°C for 48 hours.

Keywords: sperm diluents; egg yolk of various poultry; astaxanthin; pig semen quality
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PENDAHULUAN

Dalam penerapan teknologi kawin suntik/
inseminasi buatan salah satu hal yang penting
adalah bagaimana mempertahankan kualitas
semen harus tetap baik dalam kurun waktu
tertentu sehingga penggunaan semen menjadi
efisien dan menghasilkan angka kebuntingan
yang tinggi dengan jumlah anak sekelahiran
(litter size) yang banyak.

Saat ini inseminator di pedesaan dalam
upaya pelayanan kawin suntik pada babi masih
menggunakan semen segar yaitu semen
ditampung dari pejantan unggul kemudian di
kemas dalam botol langsung dibawa kelapangan
untuk pelayanan inseminasi buatan.
Penggunaan semen segar tanpa melalui proses
pengenceran mempunyal banyak kelemahan.
Semen segar cepat sekali mengalami penurunan
kualitas seperti: penurunan motilitas dan daya
hidup disebabkan karena plasma semen segar
babi mengandung protein yang berpengaruh
buruk terhadap membran plasma sel
spermatozoa karena bereaksi dengan lipid
penyusun membran plasma sel, dan kecepatan
daya rusaknya sangat tergantung dari
konsentrasi protein plasma tersebut (The rien
et al., 1998; The'rien et al., 1999). Paparan
terus menerus protein plasma semen dengan
spermatozoa dapat merusak membran plasma
spermatozoa (Manjunath dan Therien, 2002),
menghambat motilitas (Iwamoto dan Gagnon,
1988), berpengaruh negatif terhadap
kelangsungan hidup sperma (Way et al., 2000).

Selama proses penampungan semen,
pengen-ceran, penyimpanan dingin, pembekuan,
dan pencairan kembali semen beku akan
menghasilkan reactive oxygen species/ROS
(Bilodeau et al., 2001). Senyawa ROS
mengakibatkan peroksidasi lipid yang dapat
memicu hilangnya integritas membran,
menyebabkan peningkatan permeabilitas sel,
inaktivasi enzim, kerusakan struktur DNA, dan
kematian sel (Hsieh et al., 2006; Bebas et al.,
2016).

Untuk mengatasi permasalahan tersebut
maka terhadap semen segar perlu dilakukan
upaya pengenceran dengan menggunakan
bahan pengencer. Salah satu bahan dasar
pengencer yang mempunyai potensi untuk
digunakan adalah kuning telur, karena
kandungan fraksi low-density lipoprotein/LDL
(Moussa et al., 2002). Senyawa LDL dapat
berinteraksi secara spesifik dengan protein
plasma semen dan kapasitas pengikatannya
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sangat tinggi (Manjunath dan The’rien, 2002).
Kuning telur dapat mencegah kerusakan
membran plasma spermatozoa akibat protein
plasma semen dan sangat menguntungkan
selama penyimpanan spermatozoa pada suhu
dingin (Bergeron et al., 2004). Kuning telur
dapat membantu spermatozoa untuk menahan
kejutan dingin/coldshock (Amirat et al., 2004),
menstabilkan membran akrosom, sebagai
buffer, menjaga tekanan osmosis, mencegah
kerusakan sel secara mekanik, mengandung
faktor pertumbuhan, mengandung vitamin yang
larut dan tak larut air (Yang et al., 2012).

Sumber kuning telur yang berlimpah bisa
dari berbagai jenis unggas seperti burung
puyuh, ayam ras petelur, ayam kampung, bebek
dan entok yang sangat menarik untuk diteliti
sebagail bahan dasar pengencer semen babi.
Kuning telur dari berbagai jenis unggas tersebut
mengandung komponen dasar yang hampir
sama, tetapi kandungan asam lemak dan
fosfolipidnya yang berbeda, Kuning telur bebek
mengandung lebih banyak monounsaturated
fatty acids (MUPA) dibandingkan kuning telur
ayam, dan burung puyuh. Kuning telur bebek
mengandung lebih banyak phosphotidylinositol
(PI) dibandingkan ayam dan puyuh (Bathgate
et al., 2006),

Selama proses penyimpanan pada suhu
dingin di samping mengalami kejutan dingin,
spermatozoa juga mengalami stres oksidatif
atau terjadi serangan ROS, untuk itu dalam
pengencer perlu ditambahkan antioksidan.
Astaxanthin merupakan antioksidan paling
kuat saat ini (Capelli dan Cysewski, 2007).
Menurut Bagchi (2001) astaxanthin mempunyai
kekuatan menangkal radikal bebas 65 kali lebih
kuat dari Vitamin C, 14 kali lebih kuat dari
Vitamin E, dan 54 kali lebih kuat dari 3-karoten.
Tujuan penelitian ini dilakukan adalah untuk
menghasilkan formula pengencer semen babi
yang baik dalam kualitas, murah dan mudah
dibuat dengan menggunakan kuning telur dari
berbagai unggas seperti ayam, bebek dan burung
puyuh dengan penambahan astaxanthin sebagai
antioksidan berkekuatan tinggi.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan satu ekor babi
Landrace jantan, umur 2 tahun. Penampungan
semen dilakukan dengan metoda pemijatan
dengan tangan bersarung, lalu semen
ditampung menggunakan botol yang dilapisi
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dengan kain kasa steril untuk menyaring gel
dari semen (Hu et al., 2006). Semen yang
ditampung hanya praksi kedua yaitu praksi
yvang kaya akan sperma, sedangkan praksi
pertama dan praksi ketiga yang berwarna
bening tidak ditampung. Semen hasil
penampungan ditaruh pada water bath suhu
37°C untuk dilakukan evaluasi baik secara
makroskopis (volume, pH, konsistensi/
kekentalan, bau, dan warna), dan mikroskopis
(gerakan massa, gerakan individu, konsentrasi
spermatozoa, dan abnormalitas). Pengencer
yang digunakan pada penelitian ini adalah
pengencer fosfat kuning telur ayam kampung,
kuning telur bebek, dan kuning telur puyuh.
Kuning telur yang ditambahkan pada buffer
fosfat sebanyak 20%"/v (Chanapiwat et al., 2012).
Ditambahkan antibiotik penisilin dan
streptomisin masing masing masing 1000 TU
dan 1000 ug dalam setiap 1 ml pengencer. Pada
setiap pengencer ditambahkan astaxanthin
dengan konsentrasi yang berbeda beda: 0%,
0,002%, 0,004%, 0,008%. Dilakukan pengen-
ceran semen dengan masing masing pengencer
dengan konsentrasi spermatozoa 5x10°sel/80mL
(satu dosis inseminasi). Semen yang telah
diencerkan disimpan pada suhu 15°C selama 48
jam. Selama penyimpanan setiap 12 jam
dilakukan penghomogenan semen dengan
menggoyangan secara berlahan bertujuan agar
komponen pengencer dan spermatozoa tidak
mengendap. Setelah waktu penyimpanan
dilakukan pemeriksaan terhadap MP, DH, AS,
dan MPU.

Pemeriksaan Motilitas Progresif (MP)

Teteskan semen 0,05 ml di atas obyek gelas
hangat (37°C) lalu ditutup dengan cover gelas,
amati di bawah mikroskop dengan pembesaran
400x. Dilakukan penghitungan spermatozoa
yang mempunyai pergerakan yang progresif
dihitung dalam satuan persen, pengamatan
dilakukan terhadap lima lapang pandang
(Breininger et al., 2004).

Penghitungan Daya Hidup (DH)
Pemeriksaan daya hidup spermatozoa
dilakukan dengan pengecatan eosin-negrosin
menurut Kvist dan Bjo'rndahl (2002). Eosin-
negrosin dibuat dengan mencampurkan 6,7 g/L
Eosin Y dan 9 g/L Nigrosin dalam 9 g/Li sodium
chloride. Campurkan 50 pL. semen dengan 50
uL eosin-nigrosin lalu homogenkan. Setelah 30
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detik dibuat preparat ulas lalu keringkan
dengan cara dianginkan, diamati di bawah
mikroskop dengan pembesaran 450x sebanyak
200 sel spermatozoa. Sel spermatozoa yang mati
akan terlihat berwarna merah, sedangkan yang
masih hidup tidak terwarnai/transparan.
Hitung spermatozoa yang hidup dalam satuan
persen.

Pemeriksaan Abnormalitas Spermatozoa
(AS)

Pemeriksaan abnormalitas spermatozoa
dilakukan dengan teknik yang sama dengan
pemeriksaan daya hidup spermatozoa dengan
pengecatan eosin-negrosin menurut Kvist dan
Bjo'rndahl (2002) diamati di bawah mikroskop
dengan pembesaran 450x sebanyak 200 sel
spermatozoa. Sel spermatozoa yang mengalami
bentuk abnormal baik di daerah kepala, badan
dan ekor dihitung dalam satuan prosen.

Pemeriksaan Membran Plasma Utuh
MPU)

Persentase MPU spermatozoa dievaluasi
dengan metode Hypoosmotic swelling (HOS) test
(Zamfirescu, 2001). Komposisi larutan hipoos-
motik terdiri atas: 0,9g fruktosa + 0,49g natrium
sitrat yang dilarutkan dengan akuabidestilata
hingga mencapai volume 100 ml ( 100 mOsm/
Kg). Sebanyak 20 ml larutan hipoosmotik
ditambahkan dengan 0,2ml semen dan dicampur
hingga homogen kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 45 menit. Preparat ulas tipis dibuat
pada gelas objek kemudian evaluasi dengan
mikroskop cahaya pembesaran 400x terhadap
200 spermatozoa. Spermatozoa yang memiliki
membran plasma utuh ditandai oleh ekor
melingkar atau menggelembung, sedangkan
yang rusak ditandai oleh ekor lurus.

Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis dengan
analisis ragam apabila terdapat perbedaan yang
nyata dilanjutkan dengan uji Ducan

HASIL DAN PEMBAHASAN

Semen segar babi Landrace yang telah
ditampung dengan metode pemijatan dilakukan
evaluasi secara makroskopis dan mikroskopis.
Hasil evaluasi disajikan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Kualitas semen segar babi Landrace

Kualitas semen segar babi Landrace

Pemeriksaan makroskopis

Kekentalan semen Encer
Warna semen Putih krem
Volume (mL) 170 mL
Keasaman /Ph 7,0
Bau Khas semen
babi
Pemeriksaan mikroskopis
Greakan massa ++
Konsentrasi (10%/mL) 800
Spermatozoa bergerak progresif (%) 89 P
Spermatozoa hidup (%) 92

Spermatozoa Abnormalitas (%) 7,0

Gerakan gelombang massa
baik.

Gerakan individu spermatozoa
maju dan cepat.

Keterangan : ++

P

Hasil pemeriksaan makroskopis dan
mikroskopis menunjukkan semen babi tersebut
mempunyai kualitas yang baik dan layak untuk
digunakan. Pemeriksaan kekentalan, warna,
pH, bau, abnormalitas spermatozoa hasilnya
tidak berbeda jauh dengan hasil penelitian yang
dilaporkan oleh Tamoes et al. (2014) dan
Parasara et al. (2015). Namun, volume,
konsentrasi, dan spermatozoa yang bergerak
progresif memberikan hasil yang berbeda.
Volume semen yang ditampung sebanyak 170
ml,, lebih rendah dari hasil penelitian Tamoes
et al., 2014 dan Parasara et al., 2015, masing
masing: 218,4%£68,7 ml; dan 212,00+£10,95 ml.
Konsentrasi dan spermatozoa yang bergerak
progresif pada penelitian ini masing masing:
800x10°sel/mL dan 89%, Tamoes et al., 2014
melaporkan 238,00%4,49 x 10°sel/mL dan
78,00+2,74%, sedangkan Parasara et al., 2015,
melaporkan 261,01£56,80 x 106 sel/mL dan
64,8+2,16%. Hal ini disebabkan karena pada
penelitian ini semen yang ditampung hanya
fraksi kedua (fraksi kaya spermatozoa) dengan
tanpa menampung fraksi pertama dan ketiga
sehingga volume semen yang didapat lebih
sedikit tetapi mempunyai konsentrasi dan
motilitas progresif yang jauh lebih tinggi.
Plasma semen babi berdampak kurang baik
terhadap kualitas semen karena mengandung
protein yang mampu merusak lipid penyusun
membran plasma sel, dan daya rusaknya sangat
tergantung pada konsentrasi protein plasma
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tersebut (The rien et al., 1998; The rien et al.,
1999). Semen dengan kualitas tersebut mampu
melayani babi sebanyak 24 ekor dengan
menggunakan konsentrasi 5x10° sel/80 mL
pengencer per dosis inseminasi.

Hasil pengamatan motilitas progresif/MP,
abnormal spermatozoa/AS, daya hidup/DH, dan
membran plasma utuh/MPU pada semen babi
yang diencerkan dengan pengencer fosfat
kuning telur bebek, puyuh, dan ayam kampung
dengan penambahan berbagai konsentrasi
astaxanthin (0,000%, 0,002%, 0,004%, dan
0,008% yang disimpan pada suhu 15°C selama
48 jam, disajikan pada Tabel 2.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pengencer fosfat kuning telur bebek memberikan
hasil yang nyata lebih baik (P<0,05) terhadap
motilitas progresif/MP, abnormal spermatozoa/
AS, daya hidup/DH, dan membran plasma utuh/
MPU jika dibandingkan dengan pengencer
fosfat kuning telur puyuh dan ayam kampung.
Pengencer fosfat kuning telur puyuh
memberikan hasil yang nyata lebih baik
(P<0,05) jika dibandingkan dengan pengencer
fosfat kuning telur ayam kampung.
Penambahan antioksidan astaxanthin dengan
konsentrasi 0,002% memberikan hasil yang
paling baik terhadap MP, AS, DH dan MPU jika
dibandingkan dengan konsentrasi 0,000%,
0,004% dan 0,008%.

Menurut Santoso (2011), kalau
dibandingkan nilai gizi per 100 gram antara
telur bebek, burung puyuh, dan ayam ternyata
telur bebek mempunyai nilai gizi yang lebih
baik. sedangkan telur burung puyuh lebih baik
jika dibandingkan dengan telur ayam. Telur
bebek mempunyai kandungan lemak dan
kolesterol yang lebih tingggi jika dibandingkan
dengan telur burung puyuh dan telur ayam,
dan telur burung puyuh kandungan kolesterol
dan lemaknya lebih tinggi dari telur ayam.
Telur bebek sangat kaya akan kalsium, besi,
magnesium, fosfor, sodium, seng, copper,
selenium, kaya akan folat. Kadar kolesterol
telur bebek dan burung puyuh kira-kira
hamper dua kali lipat jika dibadingkan dengan
telur ayam.

Kuning telur adalah salah satu bahan dasar
pengencer yang mempunyai kandungan fraksi
LDL yang tinggi (Moussa et al., 2002). Senyawa
LDL dapat berinteraksi secara spesifik dengan
protein plasma semen babi yang bersifat
merusak dan kapasitas pengikatannya sangat
tinggi (Manjunath, 2002). Kuning telur dapat
mencegah kerusakan membran plasma
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Tabel 2. Kualitas semen babi yang diencerkan dengan pengencer fosfat kuning telur bebek, burung
puyuh dan ayam kampung dengan penambahan berbagai konsentrasi astaxanthin yang

disimpan pada suhu 15°C selama 48 jam

Pengencer Asta Motilitas Abnormal Daya hidup Membran Nilai

xanthin progresif spermatozoa plasma utuh P
Telur 0,000% 72,251,708 5,25+0,957 82,25+2,062 79,502,887 A
Bebek 0,002% 79,252,500 4,25+0,500 89,75+1,708 89,005,657 B
0,004% 71,752,062 5,50£0,577 81,50+3,000 77,25+2, 630 A
0,008% 62,25+1,708 6,50%0,577 76,25+2, 630 72,50+1,291 C

A A A A
Telur 0,000% 62,00+1,826 7,75%£0,957 76,503,109 74,003,367 A
Puyuh 0,002% 66,75+2217 5,25+0,957 82,00+1,826 79,250,957 B
0,004% 63,75+0,957 6,50+0,5677  77,25%2,217  75,25+1,258 A
0,008% 61,000,816 8,50%0,577 74,50+1,291 71,25+1,500 C

B B B B
Telur 0,000% 5,875+2,217 9,25+0,957 73,251,258 71,002,449 A
Ayam 0,002% 62,75+2217 7,00+0,816 76,75+1,893 74,500,577 B
Kampung 0,004% 60,25+1,893 7,25%0,957 73,500,577 71,00+1,155 A
0,008% 57,001,826 10,501,291  71,25%0,957 66,50+1,291 C

C C C C

Keterangan : Data yang ditampilkan merupakan rataan + standar deviasi. Huruf yang sama pada baris
yang sama atau kolom yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata P<0,05.

spermatozoa akibat pengerusakan oleh protein
plasma semen dan sangat menguntungkan
selama penyimpanan spermatozoa pada suhu
dingin (Bergeron et al., 2004). Kuning telur
dapat membantu sperma untuk menahan
coldshock (Amirat et al., 2004).

Kandungan kolesterol pada kuning telur
adalah agen yang paling efektif untuk
melindungi spermatozoa terhadap cold shock,
dapat melindungi spermatozoa saat terjadi
perubahan suhu dari suhu tubuh ke suhu
ruang (28°C) dan kemudian penyimpanan pada
suhu dingin (15°C) (Aboagla dan Terada, 2004).
Khasiat utama kuning telur adalah kandungan
lesitin (phosphatidil cholin) yang dapat bersifat
membran couting untuk tetap memper-
tahankan konfigurasi normal phospholipid
bilayer yang merupakan susunan utama
membran sel spermatozoa (Moussa et al., 2002).

Hasil penelitian menunjukkan kualitas
semen babi (MP, AS, DH, dan MPU) yang
diencerkan dengan fosfat kuning telur bebek,
burung puyuh, dan ayam kampung yang
disimpan pada suhu 15°C selama 48 jam hasilnya
sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh
Clulow et al. (2004) yang melakukan
penyimpanan semen kuda dengan kuning telur
bebek menghasilkan motilitas progresif lebih

baik dibandingkan kuning telur ayam. Andrabi
et al. (2008) menggunakan telur bebek sebagai
bahan dasar pengencer dapat meningkatkan
kualitas semen beku kerbau. Trimeche et al.
(1997) menyatakan kuning telur puyuh
memberikan perlindungan lebih baik dari
kuning telur ayam untuk mengencerkan semen
poitou jackass.

Astaxanthin adalah antioksidan yang
digolongkan kedalam kelas karotenoid yakni
xantopil (Liu dan Osawa, 2007). Astaxanthin
mempunyai struktur molekul yang sangat
istimewa dengan kehadiran oksigen sebagai
gugus hidroksil (OH), dan gugus karbonil (C=0)
atau kombinasi keduanya. Kehadiran gugus
fungsional hidroksil dan karbonil dalam
ketokarotenoid (rantai poliena), membuat
astaxanthin sebagal antioksidan yang
berkekuatan tinggi (Liu dan Osawa, 2007;
Hussein et al., 2006a). Keberadaan gugus
hidroksil dan keton pada setiap cincin ionnya
menyebabkan kemampuan esterifikasi dan
aktivitas antioksidannya lebih tinggi dan lebih
bersifat polar dibandingkan antioksidan lainnya.
Astaxanthin dalam menanggulangi radikal
bebas dengan cara scavenge O, (bereaksi
langsung dengan radikal peroksil) (Hussein et
al., 2006). Astaxanthin dapat melindungi secara
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esensial fungsi biologis termasuk melindungi dan
melawan peroksidasi membran-lipid seperti
PUFA, protein, kerusakan DNA, pengaruh
sinar ultra violet, dan berperan penting dalam
respons immun (Yuan atal., 2011) dan mampu
melindungi kerusakan membran mitokondria
sel dari serangan radikal bebas (Wolf et al.,
2009).

Penambahan astaxanthin konsentrasi
0,002% pada pengencer fosfat kuning telur bebek,
burung puyuh dan ayam kampung mengha-
silkan MP, DH, dan MPU paling baik dengan
AS yang paling rendah. Peningkatan konsen-
trasi astaxanthin menjadi 0,004%, dan 0,008%
memberikan hasil kualitas spermatozoa yang
semakin menurun. Hal ini disebabkan karena
pemakaian antioksidan yang berlebih malah
justru akan menjadi pro-oksidan. Beberapa
peneliti pernah melaporkan penambahan
astaxanthin pada pengencer sebagai antioksidan
untuk mempertakankan kualitas semen ayam
kampung (Indrawati et al. 2013 ; Octa et al.,
2014), pada semen ayam hutan hijau (Bebas et
al., 2016).

SIMPULAN

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan
bahwa pengencer fosfat kuning telur bebek
dengan penambahan astaxanthin 0,002%
mampu mempertahankan kualitas semen babi
paling baik selama penyimpanan pada suhu 5°C
selama 48 jam.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk
mengetahui daya fertilitas dan litter size yang
dihasilkan, terhadap babi yang diinseminasi
menggunakan semen yang diencerkan dengan
fosfat kuninng telur bebek dengan penambahan
astaxanthin 0,002%.
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