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Abstrak. Semen segar Kambing Kaligesing tidak dapat bertahan lama disimpan dalam suhu
ruang, sehingga perlu disimpan dalam suhu beku agar spermatozoa dapat bertahan dalam
waktu yang lama. Untuk itu, diperlukan pengencer tris kuning telur (TKT) dengan penambahan
antioksidan untuk melindungi spermatozoa dari radikal bebas. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian ekstrak semanggi air (ESA) sebagai antioksidan dalam
pengencer TKT terhadap kualitas semen beku Kambing Kaligesing. Penelitian ini menggunakan
rancangan acak lengkap dengan 4 konsentrasi ekstrak semanggi air (0%,2%.4% dan 6%) dalam
TKT dengan 5 kali pengulangan. Indikator kualitas spermatozoa meliputi motilitas progresif,
viabilitas spermatozoa, dan integritas membran sel spermatozoa Data kualitas spermatozoa diuji
menggunakan Anava. Apabila hasilnya signifikan dilanjutkan dengan uji Duncan. Hasil
penelitian menunjukkan adanya pengaruh yang signifikan setelah pemberian ESA terhadap
kualitas spermatozoa (PP<0,05). Pemberian ESA 2% menghasilkan hasil terbaik dengan motilitas
sebesar 38,50+2,87; viabilitas 47,46+4,74; dan integritas membran sel spermatozoa 45,23+3,43.
Kesimpulan dalam penelitian ini adalah pemberian ESA dengan konsentrasi 2% pada pengencer
TKT adalah konsentrasi paling baik dalam menjaga kualitas semen beku kambing Kaligesing.
Kata kunci: ekstrak semanggi air; pengencer tris kuning telur; kambing kaligesing; kualitas
spermatozoa; pertanian

Abstract. Fresh semen of Kaligesing goats cannot be stored for a long time at room temperature, it needs
to be stored at freezing temperature so spermatozoa can survive for a long time. Egg yolk tris (TKT) diluent
is needed with additional antioxidant to protect spermatozoa from free radicals. This study was aimed to
determine the effect of water clover extract (ESA) addition in TKT on the quality of frozen semen of
Kaligesing goats. This study used a completely randomized design with 4 concentrations of ESA (0%, 2%,
4%, 6% ) in TKT with 5 repetitions. The evaluated quality of spermatozoa included motility, viability, and
spermatozoa cell membrane integrity. Spermatozoa quality data were tested using Anava. If the results
were significant, testing was continued with Duncan's test. The results showed a significant effect of the
administration of ESA on the quality of spermatozoa (P<0.05). ESA at 2% concentration resulted in the
best result with motility of 38.50 £ 2.87, viability 47.46 + 4.74, and cell membrane integrity 45.23 + 3.43.
The conclusion was the addition of 2% ESA in TKT diluent was the best concentration in maintaining the
quality of frozen semen Kaligesing goats.

Keywords: water clover extract; tris-egq yolk extender; kaligesing goat; spermatozoa quality; agriculture

PENDAHULUAN

Salah satu ternak yang memiliki banyak manfaat adalah kambing Peranakan Etawa (PE).
Kambing PE dibagi menjadi dua ras, yakni kambing PE Kaligesing dan kambing PE Senduro. Kambing
PE Kaligesing merupakan hasil persilangan antara kambing Etawa dengan kambing Kacang (Fitriyah
et al.,, 2022). Manfaat yang dapat dihasilkannya antara lain daging dan susu dengan nilai gizi tinggi.
Daging kambing dapat dijadikan sebagai sumber zat gizi makro yang mengandung kadar protein
hewani sebesar 18,34 % dan kadar lemak sebesar 7,61% (Firmiaty dan Anitasari, 2022). Daging kambing
memiliki kalori yang lebih rendah dibandingkan dengan daging sapi maupun ayam secara berturut-
turut sebesar 122 kalori, 179 kalori, dan 162 kalori (Diknaskeswan NTB, 2020). Dengan demikian, daging
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kambing bermanfaat bagi kesehatan terutama jantung dibandingkan dengan daging sapi dan ayam
(Firmiaty dan Antasari, 2022).

Berdasarkan Surat Keputusan Menteri Pertanian RI Nomor: 695/Kpts/PD.410/2/2013,
kambing Peranakan Etawa (PE) sudah diresmikan menjadi kambing breed lokal Indonesia (Almaida et
al., 2020). Kambing PE Kaligesing berpotensi untuk dibudidayakan dan mempunyai produktivitas
daging dan susu yang tinggi (Berliana, 2020). Hal tersebut mendukung untuk mendorong konsumsi
daging pada masyarakat Indonesia, yang saat ini sebesar 0,045 kg/kapita dalam satu hari pada tahun
2020. Direktorat Jendral Peternakan dan Kesehatan Hewan (2021) juga menyebutkan bahwa populasi
domba dan kambing dari tahun ke tahun cenderung meningkat sebagai motor penggerak ekonomi
masyarakat pedesaan. Hal ini dapat menunjang pemenuhan kebutuhan konsumsi daging kambing di
dalam negeri.

Kebutuhan pangan daging kambing di Indonesia semakin meningkat, disusul pula dengan
peningkatan kebutuhan ekspor. Hal ini menjadi tugas bersama untuk meningkatkan populasinya,
baik pemerintah maupun masyarakat (Noor dan Hidayat, 2017). Upaya peningkatan produksi ternak
di Indonesia dapat dilakukan dengan menerapkan bioteknologi tepat guna yang dapat dilakukan
oleh peternak, yaitu menggunakan teknologi Inseminasi Buatan (IB). Menurut Dinas Pertanian dan
Pangan Kapuas Hulu (2020), Inseminasi Buatan (IB) adalah suatu teknik untuk memasukkan semen
beku ternak yang telah dicairkan (thawing) ke dalam saluran kelamin betina yaitu vagina dengan
menggunakan insemination gun. Penggunaan IB memudahkan peternak dalam meningkatkan
produktivitas ternaknya. Menurut Kusumaningrum (2022), keberhasilan IB dipengaruhi oleh beberapa
faktor yaitu sumber daya manusia (SDM) seperti inseminator dan peternak, manajemen pemeliharaan,
waktu pelaksanaan, dan kualitas semen.

Kualitas semen sangat berpengaruh terhadap keberhasilan IB. Semen segar berkualitas
dihasilkan oleh pejantan yang berkualitas. Menurut Syafitri (2019), faktor yang mempengaruhi kualitas
semen dari seekor pejantan unggul yaitu bobot badan, umur pejantan, genetik, suhu dan musim (hujan
dan kemarau), serta frekuensi ejakulasi. Berliana (2020) menyatakan bahwa ternak kambing jantan yang
produktif dan siap dikawinkan umurnya berkisar 10-18 bulan. Menurut SNI (2015), persyaratan
kuantitatif kambing pejantan Kaligesing adalah berat badan minimum 20 kg dan lingkar skrotum 20
cm. Semakin besar lingkar skrotum, diasumsikan semakin banyak pula semen yang dihasilkan.

Pejantan yang berkualitas akan menghasilkan semen segar dengan kualitas yang baik pula.
Kualitas semen dapat diamati dengan berbagai cara, yaitu secara mikroskopis dan makroskopis.
Menurut Putranto et al. (2020), pemeriksaan makroskopis meliputi volume, warna, bau, dan konsistensi
semen. Sementara itu pemeriksaan spermatozoa secara mikroskopis meliputi gerakan massa,
konsentrasi, motilitas dan integritas membran spermatozoa. Semen dengan kualitas baik selanjutnya
akan diproses untuk pembuatan semen beku demi keberhasilan inseminasi buatan. Berdasarkan SNI
(2017), semen beku dalam IB berasal dari semen segar dengan motilitas minimum 70%, motilitas post
thawing minimal 40%, gerakan individu spermatozoa minimum 2 (dua) ++.

Pada umumnya, semen segar hasil ejakulasi memiliki kualitas yang baik, namun setelah
beberapa menit spermatozoa akan mengalami kematian massal. Hal ini disebabkan karena masa
adaptasinya yang singkat (Rangkuti et al., 2021). Menurut Gunawan (2021), semen segar hanya dapat
bertahan selama 30 menit dalam suhu ruang, sehingga diperlukan pengencer untuk menjaga kualitas
spermatozoa. Bahan pengencer berfungsi untuk memenuhi kebutuhan kimiawi dan fisik spermatozoa,
sehingga kualitasnya terjaga. Hal ini didukung oleh pernyataan Amalia (2019) dan Baku et al. (2022),
yang menyebutkan pengencer memiliki berbagai fungsi, di antaranya memperbanyak volume semen,
sumber energi bagi spermatozoa, melindungi spermatozoa dari cold shock, menyediakan buffer yang
berguna dalam mempertahankan pH, tekanan osmotik dan keseimbangan elektrolit, mencegah adanya
pertumbuhan mikroorganisme serta tidak menghambat pergerakan spermatozoa dan tidak bersifat
toksik bagi spermatozoa. Ducha et al. (2023) menjelaskan bahwa fungsi pengencer adalah menyediakan
kondisi kimia yang baik bagi spermatozoa karena mengandung komponen ionik seperti Na, K, Ca, Cl,
Mg. Pengencer juga mengandung sumber energi yaitu fruktosa dan penjaga keseimbangan pH dari tris
dan asam sitrat. Salah satu pengencer yang biasa digunakan dalam IB yaitu pengencer tris kuning telur
(TKT). Tris bertindak sebagai penyangga (buffer) untuk menjaga tekanan osmotik dan keseimbangan
elektrolit sekaligus mencegah perubahan pH yang disebabkan oleh asam laktat selama metabolisme
spermatozoa berlangsung (Nurcholish, 2021). Kuning telur memiliki krioprotektan ekstraseluler
dengan molekul besar, sehingga tidak dapat dilewati membran sel spermatozoa. Kuning telur
mengandung protein dengan berat molekul tinggi (lesitin dan lipoprotein) yang akan melindungi
spermatozoa selama pembekuan untuk mengurangi cold shock (Sugiarto et al., 2014).
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Pengencer berperan sebagai penunjang hidup spermatozoa. Namun demikian, diperlukan juga
penyimpanan pada suhu rendah agar sel spermatozoa dapat disimpan dalam waktu yang lama.
Penyimpanan pada suhu 4-5°C merupakan penyimpanan suhu rendah yang dapat mempertahankan
kualitas spermatozoa selama 2-4 hari (Ducha, 2016). Perubahan suhu ruang (27°C) menuju suhu 4-5°C
menyebabkan perubahan susunan lipid bilayer dalam membran sel spermatozoa akibat
ketidakseimbangan ionik (cold shock) (Grotter et al., 2019). Susunan lipid yang berubah menyebabkan
pelepasan komponen fosfolipid dan kolesterol serta hilangnya proteinase akrosin pada spermatozoa
(Ducha et al., 2013). Kualitas semen yang masih di atas 50% pada suhu 4-5°C dapat dilanjutkan dengan
pembekuan pada suhu -196°C (BIB Ungaran, 2011). Pembekuan semen dengan nitrogen cair suhu -
196°C dapat mempertahankan masa simpan semen selama 30 tahun (Ismaya, 2014). Akan tetapi,
membran sel spermatozoa dapat rusak akibat semen yang dibekukan karena terbentuknya kristal-
kristal es yang runcing. Kristal es yang terbentuk berpotensi untuk menghancurkan membran sel
spermatozoa, termasuk lipoprotein (Tambing et al., 2000). Untuk itu, diperlukan komposisi bahan-
bahan pengencer yang sesuai agar kualitas semen cair dan semen beku dapat terjaga.

Akibat penurunan suhu yang drastis selama pembuatan semen cair dan beku, kualitas semen
seringkali mengalami penurunan akibat stress oksidatif (Zulkarnain et al.,, 2020). Radikal bebas
merupakan senyawa yang sangat reaktif karena memiliki elektron tak berpasangan di orbital terluarnya
(Pratiwi et al., 2022). Radikal bebas mampu mendegradasi deoxyribonucleic acid (DNA) spermatozoa
akibat diaktifkannya beberapa enzim caspase (Widayati et al., 2018). Salah satu upaya untuk melawan
radikal bebas bagi spermatozoa untuk menjaga kualitas spermatozoa diperlukan adanya antioksidan
yang berfungsi untuk melawan radikal bebas tersebut (Zulkarnain et al., 2020). Senyawa antioksidan
dapat menghambat radikal bebas yang merusak membran sel spermatozoa saat penyimpanan semen
(Sitepu et al., 2018). Antioksidan berfungsi akan memberikan satu elektron pada senyawa yang bersifat
oksidan untuk menghentikan aktivitas senyawa oksidan tersebut (Zulaikhah, 2017).

Antioksidan terbagi menjadi dua, yaitu antioksidan sintetis dan antioksidan alami (Chrisanti,
2020). Salah satu bahan sumber antioksidan alami yaitu daun semanggi air. Nurjanah dan Abdullah
(2012) menyatakan bahwa ekstrak semanggi air (Marsilea crenata) dengan pelarut metanol memiliki
komponen bioaktif diantaranya alkanoid, karbohidrat, gula pereduksi, asam amino dan flavonoid.
Wulandari (2019) menambahkan bahwa semanggi air (Marsilea crenata) memiliki antioksidan flavonoid
yang bersifat sebagai akseptor terhadap radikal bebas. Menurut Zuraida et al. (2017), flavonoid
merupakan senyawa fenol yang termasuk metabolit sekunder dan berfungsi sebagai antioksidan. Bria
et al. (2022) menyatakan bahwa antioksidan dapat memperlambat atau mencegah proses oksidasi.
Membran sel spermatozoa akan dilindungi oleh antioksidan sehingga dapat mencegah kerusakan yang
diakibatkan oleh radikal bebas. Hal tersebut didukung oleh Bebas et al. (2016) yang menyatakan
antioksidan dapat menghentikan peroksidasi lipid pada membran sel spermatozoa, sehingga membran
sel spermatozoa tetap utuh. Di sisi lain, Ma’arif et al. (2016) menyatakan bahwa M. crenata mengandung
senyawa fitoestrogen yang tinggi (misalnya, lignan, stilben, coumestans, kumarin, dihidrokalkon,
triterpenoid). Senyawa fitoestrogen dapat berikatan dengan reseptor estrogen sehingga dapat
meningkatkan kadar estrogen dan progreteron. Panjaitan et al. (2020) menambahkan bahwa pemberian
senyawa fitoestrogen perlu diperhatikan karena berpengaruh terhadap penurunan kualitas sperma.

Penelitian yang dilakukan oleh El Bahijat (2019) pada semen cair kambing Boer menggunakan
ekstrak semanggi air (ESA) dengan konsentrasi 0%, 2%, 3%, dan 4% dalam pengencer tris aminomethan
kuning telur menunjukkan bahwa semakin tinggi ekstrak semanggi air yang ditambahkan, maka taraf
kualitas semen kambing Boer pada suhu 3-5°C semakin meningkat. Penambahan optimal dihasilkan
dari konsentrasi 4%, dengan motilitas individu sebesar 49,50 + 5,50%; viabilitas sebesar 67,53 % = 3,01 %;
dan integritas membran sebesar 61,98 + 2,78%. Penelitian lain yang dilakukan oleh Wahjuningsih et al.
(2019) pada semen beku kambing dengan konsentrasi ESA 0%; 1%; 3% dan 5% dalam pengencer skim
kuning telur, menunjukkan bahwa semakin tinggi penambahan ekstrak semanggi air, maka taraf
kualitas semen kambing Boer pada suhu -196°C semakin menurun. Pemberian ekstrak optimal pada
konsentrasi 3%, yang mendapatkan motilitas individu sebesar 58.5 + 4.74%; viabilitas sebesar 77.17
12.11, dan integritas membran sebesar 68.15 £2.08%.

Penelitian eksperimental ini dilakukan untuk mengetahui tingkat konsentrasi suplementasi
ESA yang tepat untuk ditambahkan dalam pengencer TKT sehingga dapat menjaga kualitas semen
beku kambing Kaligesing. Berdasarkan latar belakang di atas, penelitian ini bertujuan untuk mengkaji
pengaruh penambahan konsentrasi ESA (Marsilea crenata) dalam pengencer TKT terhadap kualitas
semen beku Kambing Kaligesing serta mengkaji konsentrasi optimal ekstrak semanggi air dalam
pengencer tris kuning telur terhadap kualitas semen beku Kambing Kaligesing.
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BAHAN DAN METODE

Pembuatan ekstrak semanggi air dilakukan dengan mencuci semanggi air segar sebanyak 5 kg,
kemudian dikeringkan dan diblender hingga mendapatkan 1,4 serbuk semanggi air. Serbuk kemudian
direndam dengan methanol 6000 ml selama 3 hari untuk mendapatkan supernatant. Selanjutnya,
evaporasi supernatan dilakukan dengan suhu 60° hingga tidak terdapat methanol yang mengalir pada
alat evaporasi. Ekstrak yang sudah dibuat, nantinya akan dicampurkan dengan pengencer sebanyak
perlakuan yaitu 0%, 2%, 4%, dan 6% dari seluruh total pengencer yang digunakan (El Bahijat, 2019).

Penampungan semen segar dilakukan dengan menyiapkan artificial vagina (AV) yang sudah
diberi air hangat suhu 40°C-45°C dan lubricant gel sebagai pelumas. Setelah disiapkan, AV diarahkan
ke ujung penis ketika pejantan menaiki teaser. Ujung penis yang sudah menyentuh mulut AV
kemudian mengalami ejakulasi. Hasil semen yang sudah didapat kemudian dicatat volume ejakulasi,
waktu dan dilakukan pengujian semen segar secara makroskopis dan mikroskopis (Naufal, 2019).

Pengujian semen secara makroskopis meliputi volume dengan melihat volume semen segar
pada skala tabung penampung, uji pH degan menggunakan pH meter untuk mengetahui derajat
keasaman semen segar, warna dengan melihat secara langsung warna semen kambing pada tabung
penampung, dan konsistensi dengan menggoyang tabung secara perlahan untuk melihat derajat
kekentalan (Putranto et al., 2020).

Pengujian semen segar secara mikroskopis meliputi gerakan massa, motilitas, dan viabilitas.
Gerakan massa diamati dengan meneteskan satu tetes semen pada object glass untuk melihat gelombang
yang ditimbulkan oleh pergerakan spermatozoa menggunakan mikroskop perbesaran 10x10 (Saputra,
2017). Motilitas individu diamati dengan meneteskan semen di object glass kemudian ditutup
menggunakan cover glass dan diamati dengan perbesaran 40 x 10 (Hijriyanto, 2017), sedangkan viabilitas
diamati dengan meneteskan semen di object glass, kemudian menambahkan larutan eosin-negrosin dan
menghomogenkan keduanya. Homogenat diulas pada object glass dan dilakukan pengamatan viabilitas
menggunakan mikroskop perbesaran 10 x 10 (Masyitoh et al. 2018).

Pengujian integritas membran dilakukan dengan meneteskan semen pada medium
hipostomik, kemudian meneteskan kedua cairan tersebut ke object glass dan ditutup menggunakan cover
glass. Integritas membran diamati di bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 4 x 10. Pengamatan
integritas membran dilihat dari ekor spermatozoa. Ekor spermatozoa yang mengalami pembengkokan
atau pembengkakan dapat diartikan memiliki membran utuh. Jika ekor terlihat lurus maka membran
telah rusak (Rohman, 2018). Semen segar yang sudah sesuai dengan standar SNI (2017) ditandai dengan
memiliki motilitas individu minimum 70% dan gerakan massa minimum 2 (dua) ++ dapat dilanjutkan
untuk proses pembekuan.

Pada pembekuan semen, semen segar yang telah didapatkan kemudian dilakukan
pengenceran yang terdiri dari tiga tahap yaitu pengenceran Al (TKT+ESA+semen segar) dengan
perbandingan pengencer dan semen sebanyak 1:1 pada waterbath suhu 37°C. Selanjutnya dilakukan
pengenceran A2 (TKT+FR+Larutan Al) pada cool top suhu yang sudah turun hingga 5°C dengan
rumus merujuk pada Rahayu dan Ducha (2022) sebagai berikut:

Vol.semen x Konsentrasi spermatozoa x 0.25 (1)
25 x 106

Vol. total =

Vol. A2= Vol.total

— Y, Vol.semen + Vol. Al ()

Selanjutnya pengenceran B (TKT 93%+gliserol 7%) pada cool top suhu 4-5°C dengan rumus
merujuk pada Rahayu dan Ducha (2022) sebagai berikut:

Vol.;otal (3)

Tahap filling and sealing dilakukan selanjutnya menggunakan mesin MPP Quatro untuk
memasukkan semen ke dalam straw pada cool top suhu 4-5°C (Miraz et al., 2022). Selanjutnya dilakukan
tahap pre-freezing dengan meletakkan straw di atas nitrogen cair dengan suhu -140°C selama 9 menit.
Setelah itu, straw dilakukan freezing dengan menggunakan nitrogen cair suhu -196°C. Semen beku
kemudian dilakukan thawing pada suhu 37°C selama 30 detik (Novita et al., 2019).

Vol. B =
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Pengamatan motilitas dilakukan menggunakan mikroskop perbesaran 400 kali dengan melihat
gerak progresif spermatozoa (Sholeh et al., 2020). Perhitungan persentase motilitas menggunakan
rumus berikut:

% Motilitas = Jumlah spermatozoa vang progresif x100% 4)
Jumlah spermatozoa yang diamati

Pengamatan viabilitas dilakukan dengan menambahkan pewarna eosin-negrosin untuk
mengamati spermatozoa hidup yang bagian kepalanya tidak terwarnai, menggunakan mikroskop
perbesaran 400 kali (Armandasari et al., 2021). Perhitungan persentase viabilitas dapat menggunakan
rumus berikut:

% Viabilitas = Jumlah kepala spermatozoa yang tidak terwarnai x 100%  (5)
Jumlah total spermatozoa yang diamati

Pengamatan integritas membran spermatozoa dilakukan dengan menambahkan larutan
Hypoosmotic Swelling Test (HOST) untuk mengidentifikasi spermatozoa hidup yang bagian ekor
melengkung menggunakan mikroskop perbesaran 400 kali (Wijayanto et al., 2019). Perhitungan
persentase integritas membran dapat menggunakan rumus berikut:

% Integritas membran = Jumlah spermatozoa ekor yang melingkar x 100% (6)
Jumlah total spermatozoa yang diamati

Pengamatan motilitas, viabilitas dan integritas membran spermatozoa yang diperoleh
ditransformasikan dalam bentuk Arcsin. Kemudian dilakukan uji normalitas dengan Kolomogrov-
smirnov, selanjutnya dilanjutkan dengan uji Anava. Hasil data Anava yang signifikan, dilanjutkan
dengan uji Duncan untuk melihat perlakuan terbaik. Perhitungan statistik dilakukan dengan
menggunakan SSPS 23.0 for Windows.

HASIL

Hasil dari penelitian ini didapat dari semen segar kambing Kaligesing usia 2 tahun yang
ditampung menggunakan artificial vagina (AV). Kualitas semen segar diuji secara makroskopis dan
mikroskopis. Semen segar pada penelitian ini telah dikategorikan normal sesuai dengan standar SNI
(2017), ditandai dengan semen segar memiliki motilitas minimum 70% dengan gerak massa
spermatozoa minimum 2 ++. Hasil pengamatan dapat disajikan pada Tabel 1. Pemeriksaan semen
segar dilakukan untuk mengetahui kelayakan semen untuk proses lebih lanjut.

Tabel 1. Hasil evaluasi semen segar Kambing Kaligesing yang digunakan pada penelitian

Parameter Hasil Evaluasi
Warna Putih kekuningan
Volume 1ml
Konsistensi Kental
Ph 6,7
Konsentrasi 3545 x 106
Motilitas massa +++ (3+)
Motilitas Individu (%) 70
Viabilitas (%) 87,50
Integritas (%) 83,65

Berdasarkan Tabel 2, pemberian konsentrasi ESA 2% menghasilkan motilitas pre-freezing tertinggi
dibandingkan dengan perlakuan lain. Tren motilitas spermatoa pre-freezing menunjukkan peningkatan
pada penambahan ESA 2% dan mengalami penurunan seiring dengan penambahan konsentrasi ESA.
Motilitas spermatozoa pre-freezing berkisar antara 38,00£1,62% sampai dengan 59,00+1,29%. Motilitas
spermatozoa tertinggi didapatkan pada konsentrasi ESA 2% yaitu sebesar 59,00%%1,29% dan motilitas
spermatozoa terendah ada konsentrasi ESA 6% yaitu sebesar 38,00£1,62%.
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Tabel 2. Motilitas spermatozoa kambing Kaligesing dengan berbagai konsentrasi ekstrak semanggi air dalam
pengencer Tris kuning telur.

Perlakuan Ekstrak Motilitas Penurunan Motilitas (%)
Semanggi Air (%) Pre-freezing Post Thawing

0 52,00£1,56¢ 22,00+2,390 30,00

2 59,00+1,29P 38,50+2,87¢ 20,50

4 47,00£1,57> 24,00+3,83b 23,00

6 38,00£1,62A 15,0045,682 23,00

Keterangan : Notasi yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan bahwa perlakuan memberikan hasil yang
berbeda nyata (P<0,05)

Pemberian konsentrasi ESA 2% menghasilkan motilitas post thawing tertinggi dibandingkan
dengan perlakuan lain. Motilitas spermatoa post thawing menunjukkan tren meningkat pada
penambahan ESA 2% dan mengalami tren menurun seiring dengan penambahan konsentrasi ESA.
Motilitas spermatozoa post thawing berkisar antara 15,00+£5,68% sampai dengan 38,50+2,87%. Motilitas
spermatozoa tertinggi didapatkan pada konsentrasi ESA 2% yaitu sebesar 38,50+2,87% dan motilitas
spermatozoa terendah pada konsentrasi ESA 6% yaitu sebesar 15,00+5,68 %. Hal tersebut menunjukkan
adanya penurunan motilitas ketika semakin besar konsentrasi ESA yang ditambahkan.

Berdasarkan hasil uji Anava, maka dapat dikatakan bahwa terdapat pengaruh pemberian ESA
terhadap motilitas pre-freezing dan post thawing. Penambahan esktrak semanggi air 2% berbeda nyata
dari semua perlakuan, serta memiliki nilai persentase motilitas pre-freezing dan post thawing terbaik
yaitu 59,00+1,29% dan 38,50+5,68 %. Perlakuan penambahan ESA 6% memiliki nilai persentase motilitas
pre-freezing dan post thawing terendah yaitu 38,00+1,62% dan 15,00+2,87%.

Hasil penelitian viabilitas spermatozoa setelah diberi perlakuan ESA dalam pengencer TKT pre-
freezing dan post-thawing dapat dilihat pada Tabel 3. Pemberian konsentrasi ESA 2% menghasilkan
viabilitas pre-freezing tertinggi dibandingkan dengan perlakuan lain Viabilitas spermatoa pre-freezing
menunjukkan tren yang meningkat pada penambahan ESA 2% dan menurun seiring dengan
penambahan konsentrasi ESA. Viabilitas spermatozoa pre-freezing berkisar antara 48,20£2,25% sampai
dengan 69,72+1,21%. Viabilitas spermatozoa tertinggi didapatkan pada konsentrasi ESA 2% yaitu
sebesar 69,72+1,21% dan viabilitas spermatozoa terendah pada konsentrasi ESA 6% yaitu sebesar
48,20+2,25%.

Tabel 3. Viabilitas spermatozoa Kambing Kaligesing dengan penambahan berbagai konsentrasi ekstrak semanggi
air pada pengencer Tris kuning telur

Perlakuan Ekstrak Viabilitas Penurunan Viabilitas (%)
Semanggi Air (%) Pre-freezing Post Thawing

0 60,39+3,30b 28,201,972 32,19

2 69,72+1,21¢ 47,4614,74b 22,26

4 57,27+1,532 33,386,542 23,89

6 49,2042,252 24,854,572 24,35

Keterangan : Notasi yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan bahwa perlakuan memberikan hasil yang
berbeda nyata (P<0,05)

Pemberian konsentrasi ESA 2% menghasilkan viabilitas post thawing tertinggi dibandingkan
dengan perlakuan lain (Tabel 3). Viabilitas spermatoa post thawing menunjukkan tren yang meningkat
pada penambahan ESA 2% dan mengalami tren menurun seiring dengan penambahan konsentrasi
ESA. Viabilitas spermatozoa post thawing berkisar antara 24,85+4,57% sampai dengan 47,46+4,74%.
Viabilitas spermatozoa tertinggi didapatkan pada konsentrasi ESA 2% yaitu sebesar 47,46+4,74% dan
viabilitas spermatozoa terendah pada konsentrasi ESA 6% yaitu sebesar 24,85+4,57%. Berdasarkan
pemberian ESA dalam TKT menunjukkan bahwa penurunan viabilitas terjadi dengan semakin besar
konsentrasi ESA.

Hasil penelitian integritas membran spermatozoa setelah diberi perlakuan ESA dalam pengencer
TKT pre freezing dapat dilihat pada Tabel 4. Pemberian konsentrasi ESA 2% menghasilkan integritas
membran spermatozoa pre freezing tertinggi dibandingkan dengan perlakuan lain. Integritas membran
spermatoa pre-freezing menunjukkan tren yang meningkat pada penambahan ESA 2% dan mengalami
penurunan tren seiring dengan penambahan konsentrasi ESA. Integritas membran spermatozoa pre
freezing berkisar antara 46,40+5,01% sampai dengan 67,43+2,78%. Integritas membran spermatozoa
tertinggi didapatkan pada konsentrasi ekstrak semanggi air 2% yaitu sebesar 67,43+2,78 % dan integritas
membran spermatozoa terendah pada konsentrasi ekstrak semanggi air 6% yaitu sebesar 67,43+2,78%.
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Tabel 4. Integritas membran spermatozoa Kambing Kaligesing dengan penambahan berbagai konsentrasi ekstrak
semanggi air pada pengencer Tris kuning telur

Perlakuan Ekstrak Integritas Membran Penurunan Integritas Membran
Semanggi Air (%) Pre-reezing Post Thawing (%)

0 57,612,430 28,01+2,672 29,60

2 67,43+2,78¢ 45,23+3,43b 22,20

4 56,040,600 33,25+6,672 22,79

6 46,40+5,012 24,4945,23a 22,91

Keterangan : Notasi yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan bahwa perlakuan memberikan hasil yang
berbeda nyata (P<0,05)

Pemberian konsentrasi ESA 2% menghasilkan integritas membran spermatozoa post thawing
tertinggi dibandingkan dengan perlakuan lain (Tabel 4). Integritas membran spermatoa post thawing
menunjukkan tren yang meningkat pada penambahan ESA 2% dan mengalami penurunan tren seiring
dengan penambahan konsentrasi ESA. Integritas membran spermatozoa post thawing berkisar antara
24,49+5,23% sampai dengan 45,23+3,43%. Integritas membran spermatozoa tertinggi didapatkan pada
konsentrasi ESA 2% yaitu sebesar 45,23+3,43% dan integritas membran spermatozoa terendah pada
konsentrasi ESA 6% yaitu sebesar 24,49+5,23%. Penurunan integritas membran semakin tinggi semakin
besar konsentrasi ESA yang ditambahkan.

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penelitian semen segar kambing PE, diketahui bahwa kualitas semen segar
Kambing Kaligesing yang digunakan dalam penelitian ini secara makroskopis memiliki volume 1 ml;
warna putih kekuningan; derajat keasaman (pH) 6,7; dan konsistensi sedang. Secara mikroskopis,
semen segar kambing Kaligesing yang digunakan pada penelitian ini memiliki konsentrasi 3545 x 109;
motilitas massa +++ (3+); motilitas individu 70%; viabilitas sebesar 80,57% dan integritas membran
sebesar 83,65% (Tabel 1). Semen segar ini dapat dikategorikan normal sesuai dengan standar SNI (2017)
yang mensyaratkan motilitas minimum 70% dan gerakan massa spermatozoa minimum 2(dua) ++.

Semen segar pejantan kambing Kaligesing pada Balai Inseminasi Buatan (BIB) Ungaran berkualitas
baik karena induk dari pejantan kambing Kaligesing diperoleh dari breed yang unggul yang merupakan
pemberian dari Direktorat Jenderal Peternakan dan Kesehatan Hewan. Manjemen pemeliharaan sesuai
dengan SNI (2019) yang menjelaskan bahwa persyaratan mutu pakan konsentrat yang baik yaitu
memiliki kadar air maksimal 13%; abu maksimal 8%; protein kasar maksimal 10%; lemak kasar
maksimal 7%; kalsium 1,30-0,80%; fosfor total minimal 0,20%; Neutral Detergent Fiber maksimal 35%;
Total Digestible Nutrient 60% dan aflatoksin total maksimal 200 pg/kg. Selain manajemen, usia kambing
juga mempengaruhi kualitas semen segar Kambing PE. Penelitian ini mengunakan Kambing Kaligesing
usia 2 tahun. Sementara Heriyanta et al. (2014) menyatakan bahwa kambing PE dengan kualitas paling
baik yaitu pada usia 3-4 tahun. Kualitas kambing PE Kaligesing masih dapat ditingkatkan seiring
dengan pertambahan usia. Dari manajemen pemeliharaan dan pemilihan usia yang baik, tentunya akan
menghasilkan kualitas semen segar yang baik pula. Semen segar yang sesuai standar kemudian dapat
dilanjutkan dengan proses pengenceran, pendinginan dan pembekuan.

Motilitas spermatozoa yang disimpan pada suhu ruang 27°C menuju suhu 4-5°C nilainya berkisar
38,00+1,62% sampai dengan 59,00£1,29%. Motilitas spermatozoa yang disimpan dari suhu 27°C menuju
suhu 4-5°C mengalami penurunan. Penurunan motilitas spermatozoa terjadi akibat ROS (reactive oxygen
species). Palhares et al. (2020) menyatakan bahwa kerusakan akibat ROS terjadi karena spermatozoa kaya
asam lemak tak jenuh yang rentan terhadap peroksidasi, sehingga dapat merusak protein membran sel.
Kerusakan membran sel spermatozoa akibat ROS merubah tatanan rantai asam lemak dan protein,
sehingga dapat mengganggu tingkat homeostasis membran sel spermatozoa yang mengakibatkan
keluar masuknya ion yang berperan dalam metabolisme spermatozoa seperti Ca?*, K* Na*.
Metabolisme spermatozoa yang terganggu akan menurunkan produksi adenosina trifosfat (ATP) pada
mitokondria yang berperan penting dalam pergerakan spermatozoa.

Motilitas post thawing setelah pembekuan suhu -196°C berkisar antara 15,00£5,68 % sampai dengan
38,50+2,87%. Perubahan suhu drastis dari 4-5°C menuju -196°C mengalami penurunan motilitas akibat
pembentukan kristal es tajam yang dapat merusak membran plasma dan inti sel spermatozoa.
Prihantoko et al. (2020) menyatakan bahwa kerusakan membran mengganggu kondisi homeostasis
pada membran sel, sehingga nutrisi dan ion Ca?", K* Na* dan enzim aspartat aminotransferase
(AspAT) yang memproduksi ATP dari dalam membran sel spermatozoa akan keluar dan mengurangi
frekuensi pergerakan spermatozoa. Namun kerusakan dapat diminalisir dengan penambahan gliserol
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sebagai krioprtektan untuk melindungi spermatozoa dari kerusakan akibat pembekuan. Hal ini
dipertegas oleh Pubiandara et al. (2016), yang menyatakan bahwa pembentukan kristal es
mengakibatkan keluarnya ATP pada mitokondria sehingga menurunkan presentase motilitas.

Terdapat pengaruh penambahan ESA dalam pengencer tris kuning telur terhadap motilitas
spermatozoa. Hal ini ditunjukkan dengan tren motilitas pre-freezing dan post thawing yang semakin
menurun seiring dengan penambahan konsentrasi ESA. Motilitas terbesar diperoleh dari penambahan
konsentrasi ESA 2% yaitu sebesar 59,00+1,29% pada pre-freezing dan 38,50+2,87% pada post thawing.
Pemberian konsentrasi ESA 2% menghasilkan motilitas tertinggi, meskipun belum memenuhi standar
SNI (2017) yaitu 240%. Pemberian ESA konsentrasi 2% menghasilkan motilitas tertinggi karena
kandungan flavonoid sebagai antioksidan. Kandungan flavonoid pada semanggi air sebesar 937
mg/100 g (Nurjanah dan Abdullah, 2012). Hal ini diperkuat oleh pernyataan Montano et al. (2022) yang
menjelaskan bahwa flavonoid dapat secara cepat memberikan atom hidrogen pada senyawa radikal
bebas (R*, ROO*), menjadikannya lebih stabil, dan juga mengikat ion logam untuk mencegah
pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS).

Namun pemberian ESA dalam pengencer TKT memiliki tren yang semakin menurun seiring
dengan penambahan konsentrasi ESA dengan motilitas terbesar pada konsentrasi 2% dan motilitas
terendah pada konsentrasi 6%. Hal ini terjadi akibat kandungan bioaktif pada semanggi air.
Gopalakrishnan dan Udayakumar (2017) menyatakan bahwa semanggi air mengandung berbagai
senyawa seperti flavonoid, terpenoid, saponin dan alkaloid. Saponin dan alkaloid yang terkandung
dalam ESA dapat menyebabkan berkurangnya integritas membran spermatozoa yang terdiri dari lipid
dan protein. Akbar (2010) menyatakan bahwa saponin yang berlebih dapat melemahkan integritas
membran spermatozoa yang terdiri dari lipid bilayer sehingga elastisitas membran sel spermatozoa
akan berkurang dan menggangu proses transport akitif.

Viabilitas spermatozoa pre-freezing berkisar antara 49,20£2,25% sampai dengan 69,72+1,21%.
Penurunan viabilitas spermatozoa pada pre-freezing dapat terjadi akibat meningkatnya aktivitas
metabolisme spermatozoa. Utomo dan Boquifai (2010) berpendapat bahwa proses metabolisme
spermatozoa berlangsung terus menerus akan mengakibatkan terjadinya penumpukan asam laktat.
Semakin banyak jumlah asam laktat maka akan terjadi peningkatan kerusakan membran sel
spermatozoa akibat penurunan proses metabolisme dan respirasi spermatozoa. Hal ini sesuai dengan
pernyataan Setiadi (2014) yang menyatakan bahwa spermatozoa yang telah mati menjadi toksik bagi
spermatozoa lain yang hidup sehingga akan menurunkan kualitas spermatozoa.

Berdasarkan Tabel 3, viabilitas spermatozoa post thawing pada suhu -196°C berkisar antara
24,85+4,57% sampai dengan 47,46+4,74%. Tren viabilitas spermatozoa post thawing terus mengalami
penurunan seiring dengan penambahan konsentrasi ESA, dengan viabilitas spermatozoa terbesar
didapatkan pada konsentrasi ESA 2% yaitu sebesar 47,46 % dan viabilitas terendah ada konsentrasi ESA
6% yaitu sebesar 24,85%. Perubahan suhu yang drastis, 4-5°C menuju -196°C mengalami penurunan
viabilitas akibat terbentuknya kristal es yang merusak membran spermatozoa sehingga mengakibatkan
keluarnya cadangan makanan akibat ketidakseimbangan cairan elektrolit dan perbedaan konsentrasi.
Perbedaan konsentrasi mengakibatkan pertukaran larutan intraseluler dan ekstraseluler antara
pengencer dan spermatozoa yang mengeluarkan nutrisi dari dalam sel spermatozoa sehingga
mengakibatkan kematian sel akibat dehidrasi (Hoesni, 2017)

Berdasarkan Tabel 3, pemberian ESA dalam pengencer tris kuning telur berpengaruh terhadap
viabilitas spermatozoa. Tren viabilitas spermatozoa pre-freezing dan post thawing terus mengalami
penurunan seiring dengan penambahan konsentrasi ESA. Pemberian ESA dengan konsentrasi 2%
menghasilkan viabilitas tertinggi, namun belum memenuhi standar SNI yaitu viabilitas =50%.
Konsentrasi ESA 2% menghasilkan viabilitas spermatozoa tertinggi akibat kandungan flavonoid
sebagai antioksidan. Flavonoid pada semanggi air akan memberikan atom hidrogen pada radikal bebas
sehingga mencegah pembentukan anion superoksida pada mitokondria yang memicu timbulnya ROS
(Simanjuntak, 2012).

Semanggi air pada konsentrasi 2% hanya mampu mempertahankan daya hidup sel spermatozoa
sebesar 46,47+4,74% dan terus mengalami penurunan seiring dengan penambahan ESA pada
konsentrasi 4% dan 6%. Kandungan bioaktif saponin dan alkaloid pada ESA yang berlebih mampu
menurunkan viabilitas spermatozoa. Alkaloid berlebih akan meningkatkan ion Na* dan K* dan
menghambat enzim ATPase, sehingga keluarnya nutrisi dan pembentukan ATPase dalam spermatozoa
menghambat diproduksinya ATP pada bagian middle piece (Wuwungan et al., 2017). lon K* yang
berlebihan pada sel spermatozoa akan mengaktifkan enzim endonuklease yang dapat merubah
struktur DNA pada inti sel. Hal ini dipertegas oleh Akbar (2010) yang menyatakan bahwa saponin
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yang berlebih pada semanggi air dapat melemahkan ikatan lipid dan protein pada membran sel
spermatozoa, sehingga terjadi perubahan osmolaritas yang dapat mengeluarkan nutrisi pada
sitoplasma. Dengan demikian, viabilitas spermatozoa akan semakin menurun.

Berdasarkan hasil pada Tabel 4, integritas membran spermatozoa pada suhu 4-5°C berkisar antara
46,40£5,01% sampai dengan 67,43+2,78%. Penurunan integritas membran spermatozoa dari suhu 27°C
menuju 4-5°C terjadi akibat terganggunya keseimbangan osmotik sehingga terjadi perpindahan cairan
dari dalam sel ke luar sel. Kusumawati et al. (2019) menyatakan bahwa terganggunya keseimbangan
osmotik dapat merusak membran sel spermatozoa, akibatnya nutrisi dan ion yang dibutuhkan
spermatozoa tidak tersedia sehingga mengakibatkan kematian. Hal ini dipertegas oleh Setiono et al.
(2015) yang menyatakan bahwa penurunan suhu yang drastic menyebabkan tekanan osmotik sehingga
dapat merusak membran sel spermatozoa.

Berdasarkan Tabel 4, integritas membran spermatozoa post thawing pada suhu -196°C berkisar
antara 24,49+5,23% sampai dengan 45,2313,43%. Penurunan suhu 4-5°C menuju -196°C mengalami
penurunan integritas membran akibat terbentuknya kristal es yang tajam. Kristal es dapat merusak
membran sel spermatozoa sehingga nutrisi dari dalam sel ke luar. Moore ef al. (2005) menyatakan
bahwa penurunan suhu drastis memicu pembentukan ROS (Reactive Oxygen Species) akibat dari
osmolaritas yang ekstrim. Jika ROS meningkat maka akan terjadi peroksidasi lipid yang merubah
komposisi membran plasma sehingga dapat merusak membran spermatozoa. Namun kerusakan
membran akibat pembekuan dapat diminimalisir dengan penambahan kuning telur sebagai
krioprotektan yang akan menyelubungi membran sel sehingga melindungi membran sel spermatozoa

Berdasarkan hasil penelitian pada Tabel 4. pemberian ESA dalam pengencer tris kuning telur
berpengaruh terhadap integritas membran sel spermatozoa. Tren integritas membran sel spermatozoa
pre-freezing dan post thawing terus mengalami penurunan seiring dengan penambahan konsentrasi ESA.
Konsentrasi ESA 2% memiliki integritas membran tertinggi karena kandungan flavonoid pada
semanggi air. Parera dan Lenda (2022) menyarankan bahwa flavonoid pada semanggi air akan
memberikan satu atom hidrogen pada radikal bebas untuk meminimalisir pembentukan ROS.

Ekstrak semanggi air pada konsentrasi 2% hanya mampu mempertahankan integritas membran
spermatozoa sebesar 24,4915,23% dan semakin menurun seiring penambahan ESA 4% dan 6%. Hal ini
terjadi akibat kandungan bioaktif saponin pada ESA. Kandungan saponin akan melemahkan ikatan
lipid dan protein pada membran sel spermatozoa (Akbar, 2010). Hal ini dipertegas oleh Puteri (2019)
yang menyatakan bahwa membran sel spermatozoa yang utuh akan menyerap larutan hipoosmotik
dan mengakibatkan pembengkakan pada spermatozoa sehingga ekor spermatozoa akan melingkar.
Sementara spermatozoa dengan membran tidak utuh, tidak dapat menyerap larutan hipoosmotik
sehingga ekor spermatozoa akan lurus.

Hasil penelitian motilitas, viabilitas dan integritas membran sel spermatozoa lebih rendah dari
penelitian Wahjuningsih et al. (2019). Hal ini disebabkan karena konsentrasi ESA yang terlalu tinggi.
Penelitian Wahjuningsih et al. (2019) menggunakan skim kuning telur sebagai pengencer dengan
penambahan ESA. Susu skim sendiri memiliki komponen lesitin dan lipoprotein yang dapat digunakan
untuk mengencerkan semen guna melindungi spermatozoa dari efek cold shock. Spermatozoa
terlindungi dari kerusakan peroksidasi oleh kombinasi susu skim dan kuning telur. Membran sel
spermatozoa dilindungi krioprotektan dari susu skim dan kuning telur sehingga dapat mencegah
peroksidasi lipid dan kerusakan membran sel spermatozoa dapat diminalisir (Bardan et al., 2009).

Konsentrasi ESA terendah pada 2% menghasilkan motilitas, viabilitas dan integritas membran
tertinggi. Namun pemberian konsentrasi 2%, 4%, dan 6% menyebabkan kualitas spermatozoa semakin
menurun. Hal ini dapat terjadi karena peneliti menggunakan interval konsentrasi terlalu besar yaitu
penambahan sebanyak 2%. Maka pada penelitian yang akan datang, penggunaan ESA sebagai
antioksidan perlu dikombinasikan dengan pengencer skim kuning telur. Apabila menggunakan tris
kuning telur, interval konsentrasi ESA yang ditambahkan perlu diturunkan pada 0,5%, 1%, 1,5%, dan
2% untuk mendapatkan hasil yang optimal.

SIMPULAN

Penambahan Ekstrak Semanggi Air (ESA) dengan berbagai konsentrasi pada pengencer Tris
Kuning Telur (TKT) memberikan pengaruh terhadap kualitas spermatozoa Kambing Peranakan Etawa
pada saat sebelum dan setelah pembekuan. Penambahan konsentrasi ekstrak semanggi air 2% pada
pengencer TKT adalah yang paling baik dalam mempertahankan kualitas spermatozoa Kambing
Peranakan Etawa dibandingkan dengan penambahan ekstrak 4% dan 6%. Namun masih perlu
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penelitian lebih lanjut untuk melihat konsentrasi paling optimal dengan menurunkan interval
perbedaan antar konsentrasi ekstrak semanggi air.
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