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ABSTRAK

Daun kelor mengandung berbagai zat nutrien yang dapat melindungi spermatozoa selama
kriopreservasi semen. Tujuan penelitian ini adalah untuk menguji pengaruh ekstrak daun kelor di dalam
pengencer tris kuning telur terhadap kualitas semen beku kambing peranakan Boer. Semen segar dibagi
ke dalam empat buah tabung reaksi dengan volume yang sama, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan
3.000 RPM selama 20 menit. Plasma semen dibuang, dan sedimen (spermatozoa) diencerkan dengan
empat pengencer berbeda sebagai perlakuan. Penelitian menggunakan rancangan acak lengkap dengan
empat perlakuan, yakni: 73% pengencer dasar tris + 20% kuning telur + 7% gliserol tanpa ekstrak daun
kelor (kontrol), 71% pengencer dasar tris + 20% kuning telur + 7% gliserol + 2% ekstrak daun kelor (EDK-
2), 69% pengencer dasar tris + 20% kuning telur + 7% gliserol + 4% ekstrak daun kelor (EDK-4), dan 67%
pengencer dasar tris + 20% kuning telur + 7% gliserol + 6% ekstrak daun kelor (EDK-6). Semen dikemas
di dalam straw mini, diekuilibrasi di dalam lemari es pada suhu 5°C selama empat jam dan dibekukan
dengan cara meletakkan straw 10 cm di atas permukaan nitrogen cair selama 15 menit. Peubah yang
diamati adalah persentase motilitas, persentase hidup, dan persentase membran plasma utuh (MPU)
spermatozoa dievaluasi setelah pengenceran dan thawing. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
penambahan ekstrak daun kelor ke dalam pengencer tris kuning telur dapat mempertahankan kualitas
spermatozoa semen beku kambing peranakan boer. Penambahan sebanyak 4% ekstrak daun kelor
merupakan konsentrasi terbaik dalam menghasilkan semen beku kambing peranakan boer. Persentase
motilitas spermatozoa setelah thawing pada perlakuan kontrol, EDK-2, EDK-4, dan EDK-6 masing-masing
adalah 41,25%, 45%, 50%, dan 47,5%. Dapat disimpulkan bahwa penambahan 4% ekstrak daun kelor ke
dalam pengencer tris kuning telur merupakan konsentrasi terbaik dalam menghasilkan semen beku
kambing peranakan boer.

Kata-kata kunci: Ekstrak daun kelor, kriopreservasi semen, kambing peranakan boer.

ABSTRACT

Moringa leaves contain various nutrients that can protect spermatozoa during semen cryopreservation.
The purpose of this study was to examine the effectivity of Moringa leaf extract into egg yolk tris extender
on the quality of Boer crossbreed goat frozen semen. Fresh semen was divided into four tubes in equal
volume, and centrifuged with 3,000 RPM for 20 minutes. Seminal plasma was removed, and pellet
(spermatozoa) was diluted with four different extenders as a treatment. The study used a completely
randomized design with four treatments, namely: 73% tris-based extender + 20% egg yolk + 7% glycerol
(control), 71% tris-based extender + 20% egg yolk + 7% glycerol + 2% Moringa leaf extract daun kelor (MLE-
2), 69% tris-based extender + 20% egg yolk + 7% glycerol + 4% Moringa leaf extract (MLE-4), and 67% tris-
based extender + 20% egg yolk + 7% glycerol + 6% Moringa leaf extract (MLE-6), respectively. Diluted-
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semen were loaded into mini straw (0.25 ml), equilibrated in the refrigerator at 5°C for four hours and
frozen by placing the straw 10 cm above the liquid nitrogen surface for 15 minutes. Variables including
percentage of spermatozoa motility, live, and intact plasma membrane (IPM) were evaluated after dilution
and thawing. Results of this study showed that the addition of Moringa leaf extract into egg yolk tris
extender was able to maintain the quality of Boer crossbreed goat frozen semen. The addition of 4%
Moringa leaf extract was the best concentration in producing frozen semen of Boer crossbreed goat. The
percentage of spermatozoa motility after thawing in the control, MLE-2, MLE-4, and MLE-6 were 41.25%,
45%, 50%, and 47.5%, respectively. In conclusion, the addition of 4% Moringa leaf extract into egg yolk tris
extender is the best concentration in producing frozen semen of Boer crossbreed goat.

Key words: Moringa leaf extract, semen cryopreservation; Boer crossbreed goat.

PENDAHULUAN

Kambing boer merupakan kambing tipe
pedaging dengan konformasi tubuh yang baik,
mudah beradaptasi terhadap perubahan suhu
lingkungan dan lebih resistan terhadap penyakit
(Malan, 2000). Kambing boer berasal dari Afrika
Selatan, dan diimpor dengan tujuan untuk
memperbaiki performa kambing lokal Indonesia.
Menurut Inounu et al. (2002) salah satu cara
untuk meningkatkan produktivitas ternak
adalah dengan memasukkan pejantan unggul
dari luar, kemudian dilakukan kawin silang.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa
persilangan antara kambing kacang dan
pejantan kambing boer mampu meningkatkan
produktivitas (bobot lahir, bobot sapih, litter size
anak, dan kenaikan bobot badan) sebesar 30—
45% dibandingkan dengan kambing kacang
(Elieser et al., 2003).

Salah satu cara yang dapat dilakukan
untuk mempercepat peningkatan populasi dan
perbaikan mutu genetik kambing lokal adalah
dengan penerapan teknologi inseminasi buatan
(IB), menggunakan semen kambing boer.
Melalui teknologi IB, potensi reproduksi jantan
unggul dapat dioptimalkan. Salah satu
teknologi yang terintegrasi dengan IB adalah
teknologi pengolahan semen. Tujuan utama
pengolahan semen adalah meningkatkan
kapasitas semen untuk melayani lebih banyak
ternak betina. Untuk mencapai tujuan ini,
semen diencerkan dengan bahan-bahan
pengencer tertentu, yang memenuhi syarat
seperti: memiliki sumber energi, penyangga,
tidak toksik, mencegah kerusakan pada
spermatozoa, murah, dan mudah diperoleh
(Toelihere, 1993). Menurut Rizal et al. (2003)
satu kali ejakulasi pejantan domba memiliki
kemampuan melayani sekitar 35 ekor betina jika
menggunakan program IB, dengan
menggunakan semen beku yang dikemas di
dalam straw mini; dibandingkan dengan jika

kawin alam satu ejakulasi hanya untuk
melayani satu ekor betina.

Kualitas semen hasil olahan merupakan
salah satu faktor penting yang menentukan
keberhasilan aplikasi teknologi IB (Tamoes et
al., 2014). Kualitas semen hasil olahan dapat
dipertahankan dengan menambahkan berbagai
senyawa aditif ke dalam pengencer semen, di
antaranya adalah ekstrak daun kelor. Ekstrak
daun kelor memungkinkan digunakan sebagai
salah satu komponen bahan pengencer semen.
Daun kelor mengandung antioksidan yang tinggi
(Kasolo et al., 2010) dan antibakteri (Das et al.,
2012). Senyawa yang bersifat antioksidan dapat
menghambat kerja radikal bebas dalam
merusak membran plasma sel spermatozoa
selama preservasi semen (Sitepu et al., 2018),
sehingga mampu mempertahankan kualitas
spermatozoa. Menurut Kumala et al. (2016)
daun kelor mengandung senyawa flavonoid yang
mampu mengikat radikal bebas. Perbaikan
kualitas semen yang dipreservasi dengan
pengencer yang disuplementasi ekstrak daun
kelor dilaporkan pada spermatozoa sapi (Sokunbi
et al., 2015) dan pada spermatozoa babi landrace
(Fafo et al., 2016).

Penelitian ini bertujuan untuk menguji
pengaruh berbagai konsentrasi ekstrak daun
kelor di dalam pengencer tris kuning telur
terhadap kualitas semen beku kambing
peranakan boer. Diharapkan senyawa yang
terkandung di dalam ekstrak daun kelor mampu
melindungi kerusakan sel spermatozoa dari
kerusakan selama proses kriopreservasi,
sehingga kualitasnya dapat dipertahankan dan
memenuhi syarat digunakan dalam program IB.

METODE PENELITIAN

Koleksi dan Kriopreservasi Semen
Semen dikoleksi dari dua ekor kambing
peranakan boer jantan dewasa menggunakan
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vagina buatan. Semen segar segera dievaluasi
kuantitas dan kualitasnya, meliputi: volume,
kekentalan (konsistensi), derajat keasaman
(pH), gerakan massa spermatozoa, konsentrasi
spermatozoa, persentase motilitas spermatozoa,
persentase hidup spermatozoa, persentase
abnormalitas spermatozoa, dan persentase
membran plasma utuh (MPU). Semen segar
yvang memenuhi syarat, yakni memiliki
persentase motilitas spermatozoa >75%
(Salmani et al., 2014), konsentrasi spermatozoa
e” 2.000 x 10% sel/mL dan persentase
abnormalitas spermatozoa <15%) (Bearden dan
Fuquay, 1997), dan persentase MPU >60%
(Revell dan Mrode, 1994) diproses untuk
disimpan sebagai semen beku.

Semen segar dibagi ke dalam delapan buah
tabung reaksi dengan volume yang sama,
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 3.000
rpm selama 20 menit dan plasma semen dibuang.
Pelet berupa spermatozoa (sedimen) masing-
masing diencerkan menggunakan pengencer
dengan komposisi yang berbeda sebagai
perlakuan, yakni: 73% pengencer dasar tris +
20% kuning telur + 7% gliserol tanpa ekstrak
daun kelor (kontrol), 71% pengencer dasar tris
+20% kuning telur + 7% gliserol + 2% ekstrak
daun kelor (EDK-2), 69% pengencer dasar tris +
20% kuning telur + 7% gliserol + 4% ekstrak
daun kelor (EDK-4), dan 67% pengencer dasar
tris + 20% kuning telur + 7% gliserol + 6% eks-
trak daun kelor (EDK-6). Semen diencerkan
hingga mencapai konsentrasi 200 juta sperma-
tozoa motil per mililiter. Penelitian ini menggu-
nakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan
empat perlakuan dan enam kali ulangan.

Komposisi pengencer dasar tris terdiri atas:
3,32 g tris + 1,86 g asam sitrat + 1,24 g fruktosa
dilarutkan dengan akuabidestilata hingga
mencapai volume 100 mL. Pengencer
ditambahkan antibiotik berupa 1.000 IU
penisilin dan 1.000 pg streptomisin setiap
milliliter pengencer. Daun kelor diekstrak
dengan metode rotary vacuum evaporator
(Sokunbi et al., 2015; Kumala et al., 2016).
Ekstrak daun kelor disimpan di dalam freezer
sebelum digunakan.

Semen yang telah diencerkan dikemas di
dalam straw mini (0,25 mL). Semen yang telah
dikemas tersebut diekuilibrasi di dalam
refrigerator lemari es pada suhu 5°C selama
empat jam. 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
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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 perlakuan
dicairkan kembali (thawing) untuk dievaluasi
kualitasnya. Semen beku dicairkan kembali
dengan cara memasukkan straw ke dalam air
bersuhu 37°C selama 30 detik.

Peubah yang Diamati

Peubah kualitas spermatozoa yang diamati
adalah: persentase motilitas spermatozoa,
persentase hidup spermatozoa, dan persentase
MPU masing-masing setelah tahap pengenceran
dan thawing.

Persentase Motilitas Spermatozoa.
Persentase spermatozoa yang bergerak progresif
(bergerak ke depan). Dievaluasi secara subjektif
pada delapan lapang pandang yang berbeda
dengan mikroskop pembesaran 400 kali (Rasul
et al.,2001).

Persentase hidup spermatozoa: persentase
spermatozoa yang hidup dievaluasi dengan
pewarnaan eosin-nigrosin (Felipe-Perez et al.,
2008). Spermatozoa yang hidup ditandai oleh
kepala berwarna putih, sedangkan yang mati
ditandai oleh kepala berwarna merah. Sebanyak
minimum 200 spermatozoa dievaluasi dengan
mikroskop pembesaran 400 kali.

Persentase MPU. Persentase sperma-
tozoa yang memiliki membran plasma utuh.
Dievaluasi dengan metode hypoosmotic swelling
(HOS) test (Revell dan Mrode, 1994). Komposisi
larutan hipoosmotik terdiri atas: 0,9 g fruktosa
+0,49 g natrium sitrat yang dilarutkan dengan
akuabidestilata hingga mencapai volume 100
mL. Sebanyak 100 mL larutan hipoosmotik
ditambahkan dengan 10 mL semen dan
dicampur hingga homogen kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 45 menit. Preparat ulas
tipis dibuat pada gelas objek kemudian
dievaluasi dengan mikroskop pembesaran 400
kali terhadap minimum 200 spermatozoa.
Spermatozoa yang memiliki membran plasma
utuh ditandai oleh ekor melingkar atau
menggelembung, sedangkan yang rusak
ditandai oleh ekor lurus.

Analisis Data

Data dianalisis dengan analisis ragam.
Perbedaan antar perlakuan diuji dengan uji beda
nyata terkecil (BNT) (Steel dan Torrie, 1993).
Data diolah menggunakan program SAS
statistical software (SAS 9.1, 2001).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Semen Segar Kambing*Boer
Volume semen yang didapatkan pada
penelitian ini rata-rata 0,61 ml dengan kisaran
0,4—1 ml (Tabel 1). Hasil penelitian sebelumnya
dilaporkan bahwa volume semen kambing Boer
rata-rata sebanyak 0,96 ml (Putra et al., 2012),
1,05 ml (Rosmaidar et al., 2013), dan 1 ml
(Lestariet al., 2014). Menurut Hafez dan Hafez
(2000), volume semen kambing setiap ejakulat
berkisar antara 0,8-1,2 ml. Jumlah volume
semen ternak bergantung pada bangsa, umur,
ukuran badan, tingkatan makanan, dan
frekuensi penampungan (Feradis, 2010).
Konsentrasi spermatozoa yang diperoleh
pada penelitian ini adalah rata-rata 4.260 juta/
ml. Hasil yang diperoleh lebih tinggi
dibandingkan dengan yang dilaporkan peneliti
sebelumnya. Konsentrasi spermatozoa kambing
Boer rata-rata 2.170 juta/ml (Rosmaidar et al.,
2013) dan 4.190 juta/ml (Lestari et al., 2014).
Menurut Rosmaidar et al. (2013) perbedaan
konsentrasi spermatozoa disebabkan oleh
pola pemeliharaan, umur, dan variasi individu.
Persentase motilitas spermatozoa pada
penelitian ini sebesar 78%. Hasil tersebut lebih
rendah dibandingkan dengan hasil penelitian
Pamungkas dan Anwar (2013) yaitu 87,66%,
namun lebih tinggi daripada hasil penelitian
Munazaroh et al. (2013) yaitu 73,33%. Menurut
Sundararaman dan Edwin (2008), semen yang
memiliki kualitas baik dengan motilitas
progresif minimum 70% yang akan dipilih
untuk dibekukan. Persentase motilitas yang
diperoleh dalam penelitian ini berada pada
kisaran normal, sehingga memenuhi syarat
untuk diencerkan. Menurut Azzahra et al.
(2016), perbedaan umur ternak memberikan
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pengaruh terhadap motilitas spermatozoa.

Persentase hidup spermatozoa yang
didapatkan pada penelitian ini adalah 89,78%.
Mugiyati et al. (2017) melaporkan bahwa
persentase spermatozoa hidup semen kambing
Boer adalah sebanyak 79,81%. Persentase
abnormalitas spermatozoa yang diperoleh rata-
rata 5,8%. Hasil yang diperoleh lebih rendah
dibandingkan dengan yang dilaporkan oleh
Husin et al. (2007) bahwa abnormalitas
spermatozoa kambing Boer rata-rata 13,26%.
Persentase abnormalitas spermatozoa yang
diperoleh pada penelitian ini masih dalam
kisaran yang normal, dan memenuhi syarat
untuk digunakan dalam program IB. Menurut
Pamungkas dan Anwar (2013), persentase
abnormalitas spermatozoa tidak boleh lebih dari
15%.

Kualitas Spermatozoa setelah Kriopre-
servasi

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
penambahan ekstrak daun kelor di dalam
pengencer tris kuning telur dapat meningkatkan
kualitas spermatozoa semen beku kambing
peranakan Boer. Pada tahap setelah thawing,
persentase motilitas, persentase hidup, dan
persentase MPU perlakuan EDK-4 (50,00; 63,75;
dan 64,25%) nyata lebih tinggi (P<0,05)
dibandingkan dengan kontrol (41,25; 50,50; dan
47,00%) (Tabel 2, 3, dan 4). Penambahan
ekstrak daun kelor sebanyak 2 dan 6% tidak
secara nyata meningkatkan kualitas semen
beku kambing peranakan Boer. Hal ini
menunjukkan bahwa penambahan ekstrak
daun kelor sebanyak 4% di dalam pengencer tris
kuning telur merupakan konsentrasi terbaik
dalam meningkatkan kualitas semen beku
kambing peranakan Boer. Hasil pengamatan

Tabel 1. Karakteristik semen segar kambing peranakan Boer

Variabel

Rata-rata+ SD

Volume semen (ml)

Warna semen

Derajat keasaman (pH) semen
Konsistensi (kekentalan) semen

Gerakan massa spermatozoa
Konsentrasi spermatozoa (juta/ml)
Persentase motilitas spermatozoa (%)
Persentase hidup spermatozoa (%)
Persentase abnormalitas spermatozoa (%)
Persentase MPU spermatozoa (%)

0,61+0,22
Putih susu
6,85+0,15
Kental
++
4.260 + 629,54
78,00+ 2,74
89,78 +£2,17
5,80+ 1,48
87,83+1,17
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Tabel 2. Persentase motilitas spermatozoa kambing peranakan Boer setelah kriopreservasi

Perlakuan
Tahap evaluasi
Kontrol EDK-2 EDK-4 EDK-6
Pengenceran (%) 78,00+ 2,74 78,00+2,74 78,00+ 2,74 78,00 £ 2,74
Thawing (%) 41,25+ 2 502 45,00 + 0,002 50,00+ 0,00P 47,50+ 2,89

Keterangan: **Superskrip dalam baris yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05)

EDK = ekstrak daun kelor.

Tabel 3. Persentase hidup spermatozoa kambing peranakan Boer setelah kriopreservasi

Perlakuan
Tahap evaluasi
Kontrol EDK-2 EDK-4 EDK-6
Pengenceran (%) 88,25+1,15 89,73+ 1,25 88,99+ 1,45 88,97+1,37
Thawing (%) 50,50 + 2,367 55,00+ 1,412 63,75+ 1,26° 58,00+ 1,71"

Keterangan: ®*Superskrip dalam baris yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05)

EDK = ekstrak daun kelor.

Tabel 4. Persentase MPU spermatozoa kambing peranakan Boer setelah kriopreservasi

Perlakuan
Tahap evaluasi
Kontrol EDK-2 EDK-4 EDK-6
Pengenceran (%) 86,73+1,14 87,77+1,20 87,26+1,21 86,98 +1,46
Thawing (%) 47,00 +1,41° 54,75+ 1,71 63,00+ 1,82¢ 54,50+ 1,29

Keterangan: ®*Superskrip dalam baris yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05)

EDK = ekstrak daun kelor.

juga diperoleh bahwa kualitas pergerakan
individu spermatozoa pada perlakuan EDK-4
lebih baik dibandingkan dengan perlakuan
lainnya.

Penambahan ekstrak daun kelor dalam
pengencer tris kuning telur mampu
meningkatkan kualitas semen beku kambing
peranakan Boer diduga karena daun kelor
mengandung beberapa zat aktif yang melindungi
spermatozoa dari kerusakan selama proses
kriopreservasi, terutama saat pengenceran,
pembekuan dan thawing. Daun kelor
mengandung antioksidan yang tinggi dan
antibakteri (Kasolo et al., 2010; Das et al., 2012).
Menurut Sitepu et al. (2018), senyawa
antioksidan dapat menghambat kerja radikal
bebas yang dapat merusak spermatozoa,

sehingga keutuhan membran plasma sel
spermatozoa dapat tetap dipertahankan selama
proses kriopresrevasi. Membran plasma sel yang
utuh akan berpengaruh positif terhadap
persentase motilitas dan kelangsungan hidup
spermatozoa. Daun kelor mengandung senyawa
yang berfungsi sebagai antioksidan berupa
flavonoid, vitamin C dan vitamin E
(Gopalakrishnan et al., 2016). Vitamin C dapat
menangkal radikal bebas dan membuat
membran plasma sel spermatozoa terlindungi
(Cahyadi et al., 2016). Kumala et al. (2016)
menyatakan daun kelor mengandung senyawa
flavonoid yang mampu mengikat radikal bebas.

Pengencer semen yang ditambahkan 4-16%
ekstrak daun kelor mampu mempertahankan
motilitas, morfologi, dan integritas membran

313



Riza etal.

plasma sel spermatozoa sapi (Sokunbi et al.,
2015). (Fafo et al. (2016) melaporkan bahwa
pengencer sitrat kuning telur yang ditambahkan
5% ekstrak daun kelor efektif mempertahankan
motilitas dan viabilitas spermatozoa babi
Landrace.

Kualitas semen beku yang lebih rendah
pada penambahan 2% ekstrak daun kelor
dibandingkan dengan 4% menunjukkan bahwa
kandungan zat aktif yang terkandung di dalam
daun kelor tersebut masih kurang jumlahnya
untuk melindungi secara optimal spermatozoa
dari kerusakan selama proses kriopreservasi.
Hasil yang lebih rendah juga terjadi pada
penambahan sebanyak 6% ekstrak daun kelor,
yang diduga akibat terlalu banyaknya
kandungan zat aktif daun kelor seperti tannin
yang justru merugikan spermatozoa. Oka et al.
(2016) melaporkan bahwa ekstrak daun kelor
mengandung tannin sebanyak 831,92 mg/100
ml. Menurut Putranti et al. (2010), semakin
besar konsentrasi tannin maka dapat
menurunkan pH larutan karena tannin
mengandung senyawa fenol yang memiliki sifat
cenderung asam. Media yang bersifat asam
dapat membunuh spermatozoa. Hafez dan Hafez
(2000) menyatakan bahwa pH semen yang
normal adalah 7 (netral). Zat terlarut yang
terlalu banyak juga akan meningkatkan
tekanan osmotik pengencer media, sehingga
berdampak buruk terhadap daya hidup
spermatozoa (Kulaksiz et al., 2013).

Jika mengacu pada persyaratan kelayakan
semen beku kambing menurut standar nasional
Indonesia (SNI 4869.3:2014), maka semen beku
pada semua perlakuan dalam penelitian ini
memenuhi syarat digunakan dalam program IB.
Hal ini karena semen beku pada semua
perlakuan memiliki persentase motilitas
spermatozoa setelah thawing lebih dari 40%.

SIMPULAN

Penambahan ekstrak daun kelor di dalam
pengencer tris kuning telur dapat memper-
tahankan kualitas semen beku kambing
peranakan Boer. Penambahan sebanyak 4%
ekstrak daun kelor merupakan konsentrasi
terbaik dalam menghasilkan semen beku
peranakan Boer.

SARAN

Berdasarkan hasil penelitian, disarankan
bahwa untuk mempertahankan kualitas semen
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beku kambing peranakan Boer yang dikrio-
preservasi menggunakan pengencer tris kuning
telur agar ditambahkan dengan ekstrak daun
kelor sebanyak 4%.
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