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ABSTRACT

Aflatoxin and fumonisin are secondary metabolites of molds that can cause health problems in
animals and humans. The purpose of this study was determined the level of aflatoxin and
fumonisin contamination in broiler feed. Analysis of aflatoxin and fumonisin conducted using
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method. Samples were extracted using methanol
and then analyzed by ELISA method and detected using ELISA reader at a wavelength of 450 nm.
The concentration of aflatoxin and fumonisin in the samples were calculated using the equation of
the line generated by the standard curve (concentration vs % inhibition). Results of aflatoxin B1
levels ranged 0.50 to 39.40 ppb; mean 7.63 ppb, and fumonisin levels ranged 57.57 to 368.48 ppm;
mean 159.90 ppm. The concentration of aflatoxin in broiler feeds were under of SNI regulations
(50 ppb), while 5,7% samples were above of FDA regulation (20 ppb). The concentration of
fumonisin in 63% broiler feeds showed the results above of FDA regulations (100 ppm).
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ABSTRAK

Aflatoksin dan fumonisin merupakan metabolit sekunder dari kapang yang dapat
menyebabkan gangguan kesehatan pada hewan dan manusia. Tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mengetahui tingkat kontaminasi aflatoksin dan fumonisin pada pakan ayam pedaging.
Analisa kadar aflatoksin dan fumonisin dilakukan dengan metode Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA). Sampel diekstraksi terlebih dahulu dengan metanol kemudian dianalisa dengan
menggunakan metode ELISA lalu hasilnya dibaca dengan ELISA reader dengan panjang
gelombang 450 nm. Konsentrasi aflatoksin dan fumonisin dalam sampel dihitung dengan
menggunakan persamaan garis yang dihasilkan oleh kurva standar (konsentrasi vs % inhibisi).
Hasil analisa kadar aflatoksin B1 dari 35 sampel berkisar antara 0,50-39,40 ppb dengan rataan 7,63
ppb, sedangkan kadar fumonisin total berkisar antara 57,57-368,48 ppm dengan rataan 159,90
ppm. Konsentrasi aflatoksin dalam pakan ayam pedaging masih dibawah regulasi yang ditetapkan
SNI (50 ppb), sedangkan 5,7% sampel diatas regulasi yang ditetapkan FDA (20 ppb). Konsentrasi
fumonisin pada 63% sampel pakan menunjukkan hasil diatas regulasi yang ditetapkan FDA (100
ppm).

Kata Kunci: Aflatoksin, Fumonisin, Pakan Ayam Pedaging

PENDAHULUAN

Pakan merupakan sumber nutrisi utama hewan dan merupakan faktor penting dalam
proses kehidupan hewan. Pakan berperan dalam pertumbuhan, pertahanan hidup,
menghasilkan produk hewan, dan untuk memelihara daya tahan tubuh serta kesehatan
hewan. Kuantitas dan kualitas produk pakan yang baik akan berpengaruh terhadap produk
pangan asal hewan yang dihasilkan. Beberapa faktor yang mempengaruhi kualitas pakan
antara lain bentuk fisik, nutrisional dan keamanan. Keamanan pakan dari potensi bahaya
fisik, biologi dan kimiawi sebaiknya perlu mendapat perhatian. Salah satu faktor yang
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dapat mempengaruhi keamanan pakan adalah kontaminasi mikotoksin (Achmadi 2010;
Ahmad 2009; Suparto 2004).

Mikotoksin merupakan metabolit sekunder dari kapang toksigenik genus Aspergillus,
Penicillium dan Fussarium. Jenis mikotoksin antara lain aflatoksin, okratoksin, fumonisin,
trikotesena, deoksinivalenol dan zearalenon (Lattanzio et al. 2007; EFSA 2009; Saeger
2011). Aflatoksin dan fumonisin merupakan jenis mikotoksin yang dapat
mengkontaminasi biji-bijian, bahan pakan dan pakan. Aflatoksin memiliki toksisitas yang
tinggi dan menjadi permasalahan dalam peternakan serta menyebabkan kerugian ekonomi
(Siloto et al. 2013). Aflatoksin (Aflatoksin B1l, B2, G1, G2) dihasilkan dari kapang
Aspergillus flavus dan A. parasiticus. Aflatoksin dapat menyebabkan gangguan kesehatan,
antara lain penurunan nafsu makan, berat badan, pertumbuhan, produksi telur dan
kekebalan tubuh (Ortatatli et al. 2004; Zain 2010). Aflatoksin B1 merupakan senyawa
toksik yang paling berbahaya dan dikategorikan sebagai senyawa karsinogenik group I1A.
Paparan dosis tinggi menyebabkan keracunan akut, yang dapat menyebabkan kematian,
sementara paparan dosis rendah dalam waktu lama akan menimbulkan efek karsinogenik.
Pada keracunan akut, terjadi kegagalan metabolisme karbohidrat dan lemak serta sintesa
protein pada hati, sehingga terjadi penurunan fungsi hati karena adanya perombakan
pembekuan darah, dan penurunan sintesa protein serum. Pada keracunan kronik akan
menyebabkan immunosupresif yang diakibatkan penurunan aktivitas vitamin K dan
penurunan aktivitas fagositas pada makrofak (Bommakanti 2006).

Fumonisin merupakan mikotoksin yang dihasilkan oleh Fusarium spp. seperti F.
subglutinans, F. verticillioides dan F. proliferatum. Keberadaan fumonisin pada produk
pertanian, bahan pakan dan pakan sangat merugikan, karena selain menurunkan kualitas
produk pertanian yang dapat mempengaruhi nilai ekonomi, juga dapat menimbulkan
berbagai penyakit pada manusia atau hewan yang mengkonsumsinya (Maryam 2000).
Terdapat 28 jenis fumonisin yang terbagi menjadi 4 kelompok besar yaitu fumonisin A, B,
C, dan P. Kelompok fumonisin B (B1, B2, B3) paling banyak ditemukan di alam dan
paling toksik (Maryam 2007). Fumonisin B1 memiliki toksisitas tinggi, dapat menghambat
kerja enzim sfinganin (sfingosin) N-asiltransferase yang berpengaruh dalam menginduksi
kematian sel pada ginjal (Ahmad 2009). Organ yang terpapar oleh fumonisin ditandai
dengan adanya akumulasi sfingoid bebas dalam serum dan urin. Fumonisin dapat
menimbulkan penurunan nafsu makan, gangguan pernafasan, serta kelainan pada organ
hati dan ginjal (Merril et al. 2001). Fumonisin juga dapat menyebabkan penurunan kalsium
dan peningkatan klorida pada serum (Broomhead et al. 2002).

Efek toksik dari mikotoksin bervariasi, karena sifat kimia, biologik dan
toksikologiknya berbeda-beda. Selain itu toksisitas mikotoksin ditentukan juga oleh dosis
atau jumlah mikotoksin yang dikonsumsi, rute dan lamanya pemaparan, spesies, umur,
jenis kelamin, status kesehatan dan gizi, serta efek sinergis dari berbagai mikotoksin yang
secara bersamaan terdapat pada pangan, pakan, bahan pangan dan bahan pakan (Eijk 2003;
Kolossova et al. 2009). Menurut Harvey et al. (1995) dan Liu et al. 2002 dalam Pedrosa &
Borutova (2011) keberadaan aflatoksin dan fumonisin secara bersamaan di dalam pakan
atau bahan pakan dapat menimbulkan efek sinergis pada ternak babi. Hal ini perlu
diwaspadai karena efek sinergis dari kedua mikotoksin tersebut dapat meningkatkan
toksisitas sehingga diperlukan kepedulian terhadap keamanan pakan yang dapat
berpengaruh terhadap kesehatan hewan dan manusia (Binder et al. 2007).

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui tingkat kontaminasi aflatoksin dan
fumonisin pada pakan ayam pedaging sehingga dapat diketahui apakah kadarnya masih
dalam batas regulasi yang telah ditetapkan serta aman diberikan pada hewan.
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MATERI DAN METODE
Analisis aflatoksin pada sampel pakan
Ekstraksi

Sebanyak 35 sampel pakan ayam pedaging berasal dari peternakan di wilayah
Kabupaten Bogor. Kemudian masing-masing sampel dianalisa. Sampel pakan digiling,
sebanyak 25 gram sampel diekstrak dengan 100 ml metanol-akuades 60%, dikocok selama
30 menit dengan menggunakan shaker, lalu disentrifus 3000 rpm selama 15 menit. Cairan
jernih (supernatan) diambil untuk dianalisis.

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Analisis aflatoksin dalam sampel pakan dilakukan dengan menggunakan metode
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yang telah dikembangkan di BB Litvet
(Rachmawati et al. 2004). Sebelum dilakukan analisis, pereaksi yang digunakan
dikondisikan pada suhu ruang. Substrat disiapkan dengan menambahkan 30 ul substrat B
ke dalam 970 ul substrat A. Pada pelat pencampur dimasukkan 70 pl standar AFB1 pada
masing-masing lubang secara berurutan mulai dari blanko, konsentrasi rendah sampai
tertinggi (0; 0,1; 0,37; 1,1; 3,3; 10; 30 ppb), metanol (tanpa konjugat) dan sampel. Setelah
itu ditambahkan 140 pl larutan konjugat kedalam tiap lubang dan dihomogenkan dengan
menggunakan pipet multi channel, kemudian dipindahkan 75 pl ke dalam pelat berlapis
antibodi dengan 2 ulangan. Pelat diinkubasi selama 30 menit, larutan dibuang dan dicuci
dengan akuades tiga kali, selanjutnya ditambahkan 100 pl substrat yang telah dicampur
dan diinkubasi kembali selama 15 menit. Selanjutnya ditambahkan 50 pl larutan penghenti
reaksi, dan pelat dibaca pada alat pembaca ELISA (ELISA reader) dengan panjang
gelombang 450 nm. Hasil pembacaan dan konsentrasi aflatoksin dalam sampel dihitung
dengan menggunakan persamaan garis yang dihasilkan oleh kurva standar (konsentrasi vs
persentase inhibisi).

Analisis fumonisin pada sampel pakan
Ekstraksi

Sampel pakan digiling, sebanyak 25 g sampel diekstrak dengan 100 ml metanol-
akuades 60%, dikocok selama 30 menit dengan menggunakan shaker, lalu disentrifus 3000
rpm selama 15 menit. Cairan jernih bagian atas (supernatan) dimasukkan ke dalam tabung
15 ml, lalu dipipet 50 pl dan dimasukkan ke dalam eppendorf, diencerkan dengan aquades
hingga volume 1 ml untuk dianalisis.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Analisis fumonisin dalam sampel pakan dilakukan dengan menggunakan ELISA kit
yang telah dikembangkan Roomer Labs (Romer Labs 2007). Sebelum dilakukan analisa,
pereaksi yang digunakan dikondisikan pada suhu ruang. Pada pelat pencampur
dimasukkan 100 pl standar fumonisin pada masing-masing lubang secara berurutan mulai
dari blanko, konsentrasi rendah sampai tertinggi (0; 0,25; 1; 2,5; 5 ppm), metanol (tanpa
konjugat) dan sampel. Ditambahkan 200 ul larutan konjugat ke dalam tiap lubang dan
dihomogenkan dengan menggunakan pipet multi channel, kemudian dipindahkan 100 pl
ke dalam pelat berlapis antibodi dengan 2 ulangan. Pelat diinkubasi selama 10 menit,
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larutan dibuang dan dicuci dengan akuades lima kali, selanjutnya ditambahkan 100 pl
substrat yang telah dicampur dan diinkubasi kembali selama lima menit. Selanjutnya,
ditambahkan 100 ul larutan penghenti reaksi, dan pelat dibaca pada alat pembaca ELISA
(ELISA reader) dengan panjang gelombang 450 nm. Hasil pembacaan dan konsentrasi
aflatoksin dalam sampel dihitung dengan menggunakan persamaan garis yang dihasilkan
oleh kurva standar (konsentrasi vs persentase inhibisi).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil analisis aflatoksin dan fumonisin (Tabel 1) dengan menggunakan metode
ELISA menunjukkan bahwa konsentrasi aflatoksin B1 pada pakan ayam pedaging berkisar
antara 0,50-39,40 ppb dengan rata-rata 7,63 ppb, sedangkan hasil analisis konsentrasi
fumonisin total berkisar antara 33,22-368,48 ppm dengan rata-rata 159,90 ppm.
Konsentrasi aflatoksin B1 pada 35 sampel masih di bawah regulasi yang telah ditetapkan
Standar Nasional Indonesia (SNI) dengan batas maksimum residu (BMR) 50 ppb, namun 2
dari 35 sampel (5,7%) melebihi regulasi yang ditetapkan Food and Drug Administration
(FDA) dengan batas maksimum residu (BMR) 20 ppb. Konsentrasi fumonisin (B1, B2,
B3) pada 22 dari 35 sampel (63%) melebihi regulasi yang ditetapkan Food and Drug
Administration (FDA) dengan batas maksimum residu (BMR) 100 ppm. Penelitian di
Turki pada jagung untuk pakan ternak menunjukkan kontaminasi aflatoksin total berkisar
antara 0,01-32,30 ppb, dengan rataan 10,94 ppb dan fumonisin total dari 0,80-356,8 ppm,
dengan rataan 88,24 ppm (Oruc et al. 2006). Penelitian pada pakan ternak di Korea selatan,
pakan ayam terkontaminasi fumonisin B1 (78%) dan fumonisin B2 (40%), pakan sapi FB1
(100%), FB2 (80%), pakan babi FB1 (76%) dan pada FB2 (22%) (Seo et al. 2013). Pada
sampel jagung di Camerun terkontaminasi aflatoksin dengan kadar <2-42 ppb, pada
kacang tanah 39-950 ppb, pada pakan ayam pedaging 2-52 ppb dan pada pakan ayam
petelur 2-23 ppb (Kana et al. 2013). Penelitian pada 3.230 sampel yang meliputi sayuran,
bahan pakan dan pakan ternak unggas terdeteksi aflatoksin B1 dengan kisaran 13-78 ppb
(Bhatti et al. 2001). Penelitian lainnya di Indonesia, kontaminasi fumonisin B1 pada pakan
ayam paling tinggi mencapai 30,16 ppm (Maryam 2000). Hal ini menunjukkan bahwa
kontaminasi aflatoksin dan fumonisin banyak terjadi dan perlu mendapat perhatian agar
lebih meningkatkan keamanan pakan yang akan berpengaruh terhadap kesehatan hewan
dan manusia.

Tabel 1. Kadar aflatoksin B1 dan fumonisin B1, B2, B3 pada sampel pakan

Jenis dan jumlah

Jenis mikotoksin Kisaran hasil analisa Rata-rata
sampel
Pakan ayam Aflatoksin B1 0,50-39,40 ppb 7,63 ppb
pedaging (N =35)  Eymonisin B1, B2, B3 33,22-368,48 ppm 159,90 ppm

Kontaminasi kapang yang dapat menghasilkan aflatoksin dan fumonisin dapat terjadi
karena beberapa faktor, antara lain iklim (suhu dan kelembaban), jenis tanaman, kondisi
tanah serta ketersediaan nutrisi dalam tanah (Strosnider et al. 2006; Nyangi 2016).
Cemaran kapang dapat berpengaruh pada bahan pakan karena menyebabkan perubahan
warna, kehilangan bobot, kontaminasi mikotoksin, serta kerusakan total. Bahan baku
pakan seperti jagung dan biji-bijian dapat terkontaminasi oleh kapang sebelum, ketika dan
sesudah masa panen. Faktor lingkungan dan kerusakan oleh serangga, proses pemanenan
serta kondisi penyimpanan akan berpengaruh terhadap tingkat kontaminasi (Ahmad 2009).
Penyimpanan dengan kondisi buruk dapat berpengaruh terhadap kontaminasi aflatoksin
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dan fumonisin. Hasil pengujian aflatoksin pada sampel jagung yang dipasarkan di Caroline
utara mengandung aflatoksin hingga 1300,3 ppb dan fumonisin hingga 148,3 ppm
(Johansson et al. 2006). Penyimpanan sampel yang sudah terlalu lama (pakan ayam
pedaging yang disimpan selama 42 hari) berpengaruh terhadap peningkatan konsentrasi
fumonisin (Maryam 2007). Faktor lainnya yang dapat mempengaruhi kontaminasi
mikotoksin yaitu proses penanaman dan pemanenan biji-bijian sebagai bahan baku pakan,
transportasi, pengolahan atau produksi pakan dan suhu serta kelembaban ditempat
penyimpanan pakan (Goncalves et al. 2015).

Aflatoksin dan fumonisin yang mengkontaminasi pakan secara bersamaan memiliki
efek sinergis sehingga toksisitasnya menjadi lebih tinggi dan dapat mengganggu kesehatan
hewan (Pedrosa & Borutova 2011). Penelitian pada pakan yang diberi aflatoksin dan
fumonisin mengakibatkan efek kesehatan pada unggas diantaranya penurunan berat badan,
konsentrasi albumin, total protein, kolesterol serta pembengkakan pada limpa (Weibking et
al. 1994). Kontaminasi aflatoksin B1 dan fumonisin B1 dapat menyebabkan kerusakan hati
dan ginjal serta dapat menyebabkan kanker pada hewan dan manusia (Del Bianchi et al.
2005; Bruns 2003).

Kontaminasi mikotoksin dapat dicegah dengan penerapan manajemen yang baik
(good management practices) dimulai dari proses penanaman, pemanenan dan
penyimpanan produk pertanian (Grenier & Applegate 2012). Manajemen pencegahan dan
teknologi dekontaminasi untuk mengurangi efek mikotoksin juga perlu dikembangkan,
dengan cara fisik (pencucian, pemanasaan, radiasi ultraviolet), pencegahan kontaminasi
(penanaman, pemanenan, penyimpanan, dan distribusi), detoksifikasi dalam pakan ternak
dengan penambahan feed aditif, penambahan bahan kimia (kalsium hidroksid,
monoethilamin, amonia) dan bahan pengikat mikotoksin sehingga dapat menghasilkan
produk pertanian, pakan dan pangan yang berkualitas serta terhindar dari kontaminasi
mikotoksin (Kolossova et al. 2009).

KESIMPULAN

Konsentrasi aflatoksin pada pakan yang dianalisa masih di bawah batas regulasi, akan
tetapi aflatoksin akan terakumulasi apabila pemberian pakan terus dilanjutkan, sedangkan
konsentrasi fumonisin melebihi batas regulasi yang dapat memungkinkan terjadinya
sinergisme kedua mikotoksin tersebut dapat menyebabkan mikotoksikosis pada ternak. Hal
ini perlu diwaspadai karena dapat menyebabkan multi mikotoksikosis yang sangat
merugikan dan menimbulkan residu mikotoksin pada produk ternak yang dapat
membahayakan kesehatan masyarakat.
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DISKUSI
Pertanyaan

1. Apakah dengan enzime dapat membunuh aflatoksin?

2. Seberapa besar kontaminasi aflatoksin di daerah tropis? Fumonisin itu terdapat pada
subtropik. Apakah Karena kita mengimpor bahan dari luar?

3. Melihat dari analisis mikotoksin, apakah dalam pengambilan sampel secara visual
akan menggumpal? Waktu pengambilan sampel itu musim hujan atau musim kering?
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Jawaban

1. Enzim tidak memiliki kemampuan untuk membunuh aflatoksin.

2. Hampir semua sampel mengandung fumonisin dan aflaktoksin. Padahal pakan berbasis
pakan lokal ternak sapi. Hal ini kemungkinan adanya perubahan iklim.

3. Sampel yang dikandang apabila secara visual menggumpal akan dihomogenkan.
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