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Abstrak. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh holding time (HT) dalam
pengencer Beltsville Thawing Solution (BTS®) dalam mempertahankan motilitas dan viabilitas
spermatozoa babi. Sumber semen berasal dari tiga ekor babi jantan bangsa Landrace
berumur 2-3 tahun, dikoleksi dua kali seminggu dengan menggunakan glove hand method.
Semen dievaluasi secara makroskopis dan mikroskopis, kemudian semen dibagi menjadi tiga
bagian kemudian diencerkan menggunakan pengencer BTS® dan dilakukan HT selama 0, 1
dan 3 jam. Semen yang telah mengalami HT 0, 1 dan 3 jam dibagi masing-masing ke dalam
dua tabung disimpan pada suhu 18°C (kotak styrofoam) dan 5°C (lemari es). Pengamatan
terhadap persentase motilitas dan viabilitas spermatozoa dilakukan setiap tiga jam (18°C) dan
setiap satu jam (5°C). Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap dengan tiga
perlakuan. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan Analisis of Variance (ANOVA)
dengan menggunakan program SPSS. Hasil penelitian menunjukkan motilitas dan viabilitas
spermatozoa dengan HT 0 jam lebih baik (P<0.05) dibandingkan dengan HT selama 1 dan 3
jam. Kesimpulan dari penelitian ini adalah holding time tidak diperlukan untuk semen cair
dalam mempertahankan motilitas dan viabilitas spermatozoa babi.

Kata kunci: Semen Babi, Holding Time, Motilitas dan Viabilitas Spermatozoa

PENDAHULUAN

Pengembangan ternak babi di beberapa daerah sudah menerapkan pemeliharaan babi
unggul. Penggunaan semen cair untuk periode waktu yang relatif lebih lama memelukan
preservasi yang bertujuan untuk mempertahankan motilitas dan viabilitas spermatozoa.
Motilitas spermatozoa merupakan salah satu faktor penentu keberhasilan dalam proses
fertilisasi. Disamping itu pula, penggunaan bahan pengencer dan penyimpanan semen cair
pada temperatur tertentu dalam waktu yang lama akan mempengaruhi persentasi motilitas
dan viabilitas spermatozoa.

Semen babi berbeda dengan ternak lain, karena semen babi sangat sensitif terhadap cold
shock yang dapat mengurangi daya tahan dan daya simpan spermatozoa. Pada saat suhu
rendah terjadi perubahan struktur phospholipid membran plasma dari fase cair menjadi fase
gel, yang dapat menyebabkan kerusakan membran plasma secara permanen. Hal ini
menyebabkan membran plasma spermatozoa babi tidak stabil pada suhu rendah, sehingga
semen babi hanya dapat disimpan pada suhu 15-20°C (Paulenz et al. 2000). Semen babi
tidak dapat langsung di encerkan dan di simpan karena dapat menyebabkan terjadinya cold
shock sehingga diperlukan waktu beberapa saat sebelum disimpan pada suhu preservasi
yang dikenal dengan holding time (Rienprayoon et al. 2012 dan Eriksson 2000). Dengan
dilakukanya holding time diduga akan mengurangi efek cold shock, selain itu juga diharapkan
semen cair babi dapat disimpan pada suhu 5°C dengan kualitas yang sama dengan suhu
18°C. Penelitian mengenai holding time dilaporkan bahwa sebelum diproses spermatozoa
mampu mempertahankan sperma hidup selama 6 jam (Casas and Althouse 2013).

Usaha untuk mencapai semen babi dengan dengan kualitas yang baik dalam
mempertahankan motilitas dan viabilitas spermatozoa maka semen perlu dicampurkan
dengan bahan pengencer yang dapat menjamin kebutuhan fisik dan kimianya. Penggunaan
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BTS® sebagai bahan pengencer sangat bermanfaat dalam preservasi spermatozoa babi.
BTS® merupakan bahan pengencer tipe short-term/berdaya simpan pendek (3-4 hari),
mengandung Bovine Serum Albumin (BSA) dan Glisin yang berperan untuk menjaga
kelangsungan pertumbuhan dan perkembangan dari suatu sel (Bassol 2005). Berkaitan
dengan hal tersebut, penelitian ini bertujuan selain untuk mengetahui seberapa besar
pengaruh holding time dan juga untuk mengkaji penggunaan bahan pengencer BTS® pada
suhu penyimpanan berbeda 18°C dan 5°C terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa babi.

METODE PENELITIAN

Penampungan semen babi dilakukan dengan metode manual (glove hand method)
menggunakan dummy show pada pagi hari dengan periode dua kali dalam seminggu
penampungan. Semen hasil kolesi ditampung dalam tabung penampung yang dilengkapi
dengan kain kasa untuk menyaring fraksi gelatin. Bahan pengencer semen yang digunakan
adalah BTS® (Beltsville Thawing Solution) dengan kandungan bahan kimia seperti dijabarkan
pada tabel 1.

Tabel 1. Komposisi Bahan Pengencer Semen Babi

Komposisi (g/L) BTS®
Glukosa 3.7
EDTA 0.125
Natrium Sitrat 0.6
Natrium Bikarbonat 0.125
Kalium Klorida 0.075
Pennisilin (1U) : Streptomisin 100.000 :100
Aquabidest (ml) 100

(Johnson et al. , 2000).

Semen vyang diperoleh dievaluasi secara makroskopis dan mikroskopis. Semen yang
memiliki motilitas di atas 70% dengan konsentrasi di atas 200X10° sel/ml dengan abnormalitas
di bawah 20% diproses untuk semen cair.

Semen segar diencerkan dengan pengencer BTS®. Semen yang diencerkan dibagi dalam
tiga tabung dan dibiarkan pada suhu ruang 27-28°C (holding time) selama 0, 1 dan 3 jam
diamati motilitas dan viabilitas spermatozoa. Setelah holding time 0, 1 dan 3 jam semen
disimpan pada suhu 18°C (kotak styrofoam) dan 5°C (lemari es). Kualitas semen yang diuji
adalah motilitas (progresif) dan viabilitas spermatozoa dilakukan setiap tiga jam untuk suhu
18°C dan setiap satu jam untuk suhu 5°C, hingga motilitas spermatozoa sampai 40%.

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Data penelitian dianalisis
menggunakan Analisis of Variance (ANOVA), jika ditemukan adanya perbedaan yang nyata
antar perlakuan maka dilanjutkan dengan uji Duncan sesuai petunjuk Steel dan Torrie (1995).
Data diolah mengunakan program SPSS versi 15.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemeriksaan semen segar babi secara makroskopis menunjukkan volume semen
242.86£34.50 ml, berwarna putih-krem, dengan konsistensi encer dan pH 6.7410.11
sedangkan secara mikroskopis motilitas spermatozoa 73.57+3.78%, konsentrasi
spermatozoa 278.57+81.33x10° sel/mL dengan viabilitas spermatozoa 86.91+1.89% dan
abnormalitas spermatozoa sebesar 7.18+0.91%. Secara umum, karakteristik semen segar
babi yang normal menurut Robert (2006) dan AX et al. (2000) menyatakan volume babi tanpa
gelatin berkisar 200-250 ml, warna putih krem dengan konsentrasi spermatozoa berkisar 200-
300x10%sel/mL (Garner dan Hafez, 2000) dan konsistensi encer, persentase abnormalitas
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kurang dari 20% sedangkan untuk pH rata-rata 6,7+0.1 hasil ini lebih rendah dibandingkan
Gadea (2000) yang menyatakan pH rata-rata 7,40 + 0,2.

Hasil pemerikasaan mikroskopis menunjukkan motilitas spermatozoa yaitu 73.57+3.78%,
hasil tersebut tidak jauh berbeda dari hasil penelitian Yusuf et.al (2017) melaporkankan
motilitas spermatozoa berkisar antara 76.3114.80%. Hasil pemeriksaan didapatkan
konsentrasi spermatozoa adalah 278.57+81.33x108 sel/ml, hasil tersebut tidak jauh berbeda
dibandingkan dengan hasil Garner dan Hafez (2000); Robert (2006) yakni berkisar antara
200-300x10° sel/ml. Beberapa faktor yang mempengaruhi konsentrasi spermatozoa antara
lain jumlah ejakulat, interval penampungan, kondisi pejantan dan lingkungan (Johnson et al.
2000). Hasil pemeriksaan viabilitas spermatozoa yang hidup di identifikasikan dengan tidak
menyerap warna (transparan) pada bagian kepala spermatozoa, sedangkan spermatozoa
yang yang mati di tandai dengan menyerap warna pada bagian kepala spermatozoa karena
permeabilitas spermatozoa yang meningkat (Gambar 1). Rataan viabilitas spermatozoa dari
penelitian ini adalah 86.91+1.89%, hasil penelitian ini lebih tinggi dari hasil penelitian Johnson
et al. (2000) yang memperoleh viabilitas spermatozoa 80%. Persentase spermatozoa hidup
lebih tinggi dari pada spermatozoa motil karena dari jumlah spermatozoa yang hidup belum
tentu semuanya motil progresif (Kostaman dan Sutama 2006).

Pemeriksaan morfologi spermatozoa abnormal penting dilakukan sebab abnormalitas yang
tinggi akan mengganggu fertilitas jantan secara umum (Garner dan Hafez, 2000). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa persentase abnormalitas mencapai 7.18+£0.91. Hasil ini sesuai
dengan pernyataan Johnson et al. (2000) yakni persentase abnormalitas babi per ejakulat
tidak boleh lebih dari 20%. Secara umum, abnormalitas pada spermatozoa dapat disebabkan
oleh berbagai faktor antara lain genetik, stress, suhu lingkungan, penyakit dan bahkan
perlakuan kriopreservasi pada pembekuan semen (Arifiantini dan ferdian 2006).

Gambar 1. Spermatozoa hidup dan mati dengan pewarnaan eosin-nigrosin (a)
spermatozoa hidup dan (b) spermatozoa mati

Waktu antara koleksi semen sampai suhu diturunkan menjadi suhu preservasi (15-20°C)
disebut Holding Time. Tujuan dilakukanya HT agar spermatozoa tidak mengalami cold shock
ketika berada di bawah suhu preservasi 15-20°C. Hasil penelitian menunjukkan adanya
perbedaan penurunan motilitas spermatozoa antara HT 0, 1 dan 3 jam pada suhu 18°C
maupun 5°C (Tabel 2).

Pada tabel 2 menunjukkan bahwa daya tahan spermatozoa HT 0 jam pada suhu 18°C
mampu mempertahankan persentase motilitas spermatozoa 45.00+3.54% selama 12 jam
pengamatan lebih tinggi dibandingkan dengan HT 1 jam menunjukkan motilitas spermatozoa
42.0014.47% selama 9 jam pengamatan. Sedangkan pada HT 3 jam menunjukkan motilitas
spermatozoa 49.00+5.48% selama 3 jam pengamatan. Hasil penelitian ini berbeda jauh dari
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hasil penelitian terdahulu Casas and Althouse (2013) yang melaporkan bahwa kualitas
spermatozoa babi setelah dilakukannya HT 6 jam masih dapat mempertahankan motilitas
spermatozoa sampai 24 jam (42.25%).

Pada suhu 5°C menunjukkan hasil yang berbeda dimana pada HT 1 jam dengan motilitas
spermatozoa 40.00+0.00% selama 2 jam pengamatan, sedangkan untuk HT 1 jam dan HT 3
jam menunjukkan motilitas spermatozoa 66.00+4.18% dan 57.00+7.58% selama 0 jam
pengamatan. Hasil penelitian berbeda jauh dari hasil penelitian sebelumnya yang melaporkan
bahwa penyimpanan semen cair babi pada suhu 5°C menunjukkan motilitas spermatozoa
32.5% selama tiga hari (Dziekonska dan Strzezek 2011).

Adanya perbedaan penurunan motilitas spermatozoa antara perlakuan HT 0 jam dengan
1 dan 3 jam disebabkan karena semen tidak langsung disimpan pada suhu preservasi 18°C
maupun 5°C akan tetapi masih disimpan pada suhu ruang 27-28 °C. Pada suhu ruang,
spermatozoa mempunyai daya tahan hidup yang sangat pendek. Hal ini disebabkan, pada
suhu ruang 27-28°C spermatozoa melakukan aktivitas seluler yang hampir optimal sehingga
substrat energi di dalam plasma semen babi, terutama glukosa cepat habis dan terdapat
akumulasi asam laktat sebagai sisa metabolisme dengan konsentrasi lebih tinggi yang bersifat
toksik bagi spermatozoa. Menurut Vishwanath dan Shannon (2000) menyatakan bahwa
sumber utama peroksidasi yang terjadi pada suhu ruang adalah oksidatif deaminase dari
asam amino aromatik oleh enzim aromatic amino acid aminase (AAAQ). Semakin tinggi suhu
penyimpanan dan semakin lama HT menyebabkan jumlah enzim ini akan meningkat. Enzim
AAAO ini tidak aktif pada spermatozoa yang masih hidup. Selain itu, penurunan motilitas
spermatozoa juga dapat terjadi sebagai akibat penurunan suhu yang rendah yang
menyebabkan terjadinya perubahan phospholipid sehingga menyebabkan terjadinya
kerusakan membran plasma secara permanen akibat cold shok.

Tabel 2. Pengaruh Holding Time terhadap Motilitas Spermatozoa Semen Cair

Waktu Pengamatan (jam) Holding Time (jam)

0 1 3
Suhu 18°C
0 72.00+2.742 66.00+4.18° 57.00+7.58°
3 66.00+2.24° 59.00+2.24° 49.00+5.48¢
6 61.00+2.242 51.0042.24° 39.00+5.48¢
9 55.00+£3.542 42.00+4.47° 31.00+7.42¢
12 45.00+3.542 33.00+4.47° 22.00+8.37¢
15 38.00+2.742 23.00+4.47° 13.0046.71¢
Suhu 5°C
0 72.00+2.742 66.00+4.18° 57.00+7.58°
1 56.00+4.182 37.00+4.47° 23.0049.08°
2 40.00+0.002 20.0049.35° 13.00+5.70°
3 32.00+2.742 19.0046.52° 7.60+3.36°

Keterangan: Huruf superscrip a, b pada baris yang sama menunjukkan angka

pada baris tersebut berbeda nyata dengan tingkat signifikan 5%

Viabilitas spermatozoa dengan perlakuan HT 0, 1 dan 3 jam pada suhu penyimpanan 18°C
maupun 5°C masih menunjukkan persentase viabilitas spermatozoa yang tinggi dibandingkan
dengan motilitas spermatozoa. HT pada suhu 18°C selama 15 jam pengamatan HT 0, 1 dan
3 jam menunjukkan viabilitas spermatozoa masing-masing sebesar 72.66+1.67%,
69.76+4.22% dan 56.0413.36%. Sedangkan pada suhu 5°C selama tiga jam pengamatan
menunjukkan viabilitas spermatozoa masing-masing perlakuan adalah 72.73+1.65%,
65.82+3.38% dan 58.97+1.64%.
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Penyimpanan semen cair pada suhu 5°C akan merangsang perubahan membran plasma
darifase cair ke fase gel. Pada suhu ruang (27-28°C) metabolise terjadi hampir optimal. Setiap
penurunan suhu 10°C, metabolisme akan menurun sampai 50% sehingga pada 5°C
metabolisme hanya terjadi 10% saja (McKinnon 1999). Prinsip penekanan metabolisme
dalam preservasi ini masih memungkinkan spermatozoa tetap melakukan aktivitas seluler.
Oleh karena itu spermatozoa memerlukan energi untuk proses metabolisme.

Tabel 3. Pengaruh Holding Time terhadap Viabilitas Spermatozoa Semen Cair

Waktu Pengamatan Holding Time (jam)

(jam) 0 1 3
Suhu 18°C
0 85.28+1.81° 83.03+0.85° 72.6642.37°
3 82.63+1.96° 79.59+2.432 70.95+3.24°
6 80.73+2.26° 77.27+2.91° 64.32+4.16°
9 77.94+0.88° 76.01+2.002 61.48+4.51°
12 76.28+0.89°2 72.19+3.732 58.63+3.87°
15 72.66+1.67° 69.76+4.222 56.04+3.36°
Suhu 5°C
0 85.28+1.81° 83.03+0.852 72.66+2.37°
1 79.78+1.32° 75.66+3.21° 70.23+1.96°
2 77.02+1.322 70.61+2.99° 64.67+3.60°
3 72.73+1.65°2 65.82+3.38° 58.97+1.64°

Keterangan Huruf superscrip a, b pada baris yang sama menunjukkan angka pada baris tersebut
berbeda nyata dengan tingkat signifikan 5%

KESIMPULAN

Hasil penelitian ini menyimpulkan bahwa holding time tidak diperlukan untuk semen cair
dalam mempertahankan motilitas dan viabilitas spermatozoa babi selama penyimpanan
semen cair .
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