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INTISARI

Penelitian ini dilaksanakan untuk menguji kapasitas dan stabilitas beberapa adsorben alami dalam mengikat
aflatoksin B; (AFB,) dengan metode in vitro yang melibatkan kondisi di dalam rumen. Percobaan in vitro dilakukan
dengan menggunakan 3 macam adsorben alam (bentonit, zeolit dan karbon aktif) dan satu adsorben produk komersial
(CAA). Pengujian dilakukan pada 3 macam medium in vitro (aquades steril, cairan rumen dan cairan rumen steril) dan
2 rasio AFB;:adsorben (1:1000 dan 1:10.000 yang setara dengan 1000 mg AFB;-contaminated feed:1 mg adsorben dan
100 mg AFB;-contaminated feed:1 mg adsorben). Inkubasi dilakukan selama 2 jam dengan penggojokan 70 rpm pada
suhu 38,5°C menggunakan shaking incubator. Medium kemudian disentrifugasi selama 15 menit pada 3500 g.
Supernatan diambil untuk dianalisis kadar AFB,; yang tidak terikat oleh adsorben, sehingga persentase AFB; terikat
dapat dihitung sebagai peubah kapasitas pengikatan. Presipitat selanjutnya diresuspensi dan diinkubasi kembali.
Supernatan yang diperoleh setelah sentrifugasi 3500 g selama 15 menit dianalisis kandungan AFB;-nya untuk
mendapatkan persentase AFB; yang terlepas dari ikatan dengan adsorben untuk mendapatkan data stabilitas pengikatan.
Data dianalisis variansi dengan prosedur general linear model rancangan acak lengkap pola faktorial menggunakan
SPSS versi 17.0. Hasil memperlihatkan bahwa bentonit memiliki kapasitas pengikatan AFB; tertinggi (77,54%) dengan
medium aquades. Stabilitas pengikatan tertinggi ditunjukkan oleh CAA (99,78%) yang tidak berbeda dengan stabilitas
bentonit (99,38%). Pengikatan AFB,; secara nyata (P<0,05) dipengaruhi oleh pH medium dengan kapasitas tertinggi
diperoleh pada pH medium kurang dari 5,0. Berdasarkan peubah kapasitas dan stabilitas pengikatan serta pH optimum
pengikatan dapat disimpulkan bahwa bentonit merupakan adsorben alami yang paling potensial untuk dipergunakan
pada ternak ruminansia.

(Kata kunci: Adsorben aflatoksin, Metode in vitro rumen)
ABSTRACT

The experiment was conducted to study the binding capacity and stability of natural and commercial aflatoxin
adsorbents (CAA) in a rumen in vitro model. In vitro assays were performed using 4 adsorbents (bentonite, zeolite,
activated carbon and CAA) in 3 different in vitro mediums (sterilized aquadest, rumen fluid, and sterilized rumen fluid)
and 2 ratios of AFB,:adsorbents (1:1000 and 1:10.000 that were equivalent with 1000 mg AFB;-contaminated feed: 1
mg adsorbents and 100 mg AFB;-contaminated feed:1 mg adsorbents). Flasks containing 75 ml medium, AFB-
contaminated feed, and adsorbents were incubated for 2 hours in a shaking incubator at 70 rpm for 2 hours in 38°C.
Binding capacity was calculated by the difference to one hundred of the percentage of total AFB; recovered in
supernatant after centrifugation for 15" at 3500 g and the AFB; in the in vitro medium prior adsorbent addition.
Precipitates were resuspended in mediums and reincubated in shaking incubator. Binding stability was measured by the
difference to one hundred of released AFB; in supernatant to the amount of bound AFB, Data was analyzed of
variance using general linear model procedure of SPSS version 17.0. Results showed that bentonite demonstrates
the highest binding capacity (77.54%) in aquadest medium. Bentonite also showed high binding stability (99.38%) that
was not different with CAA (99.78%). The binding of AFB; was influenced (P<0.05) by pH of medium whereas the
highest capacity was obtained in medium with pH lower than 5.0. Based on pH optimum, binding capability and
stability it was concluded that bentonite is the most potential aflatoxin adsorbent for ruminant.

(Keywords: Aflatoxin adsorbents, Rumen in vitro method)
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Pendahuluan

Aflatoksin B; (AFB;) diketahui sebagai
senyawa alami yang memiliki efek toksik dan
karsinogenik paling tinggi diantara jenis mikotoksin
lainnya sehingga dikelompokkan sebagai kar-
sinogen kelompok 1 oleh IARC (Richard, 2007).
Sejumlah penelitian membuktikan bahwa ternak
perah laktasi yang mengkonsumsi pakan tercemar
AFB,; akan mengekskresikan metabolit turunannya,
yaitu Aflatoksin M (AFM), dalam susu dan urin
(Coulombe, 1993). AFM; memberikan pengaruh
toksik dan karsinogenik yang sama seperti halnya
AFB; (Van Egmond, 1989). Data epidemiologis
saat ini menguatkan hipotesis bahwa konsumsi
aflatoksin merupakan ko-faktor terjadinya resiko
human  hepatocellular carcinoma, terutama di
Afrika sub sahara, Asia Tenggara dan Cina (Liu dan
Wu, 2010; Volkel et al., 2011).

Survei terdahulu oleh Ali et al. (1998); Goto
et al. (1999); Pitt dan Hocking (2004) memper-
lihatkan tingginya kasus cemaran dan tingkat
cemaran AFB; pada bahan pakan di Indonesia. Hal
ini diduga berakibat pada tingginya resiko kejadian
cemaran AFM, di susu segar sebagaimana diper-
lihatkan dalam survei yang dilakukan oleh Nuryono
et al. (2009) yaitu ditemukannya cemaran AFM,
pada semua sampel susu (100%) yang dianalisis
dalam penelitian tersebut. Susu yang terkontaminasi
AFM, diduga menjadi sumber utama masuknya
aflatoksin dari pakan ke dalam rantai pangan,
khususnya untuk bayi dan anak-anak (Galvano et
al., 1998; Mohammadi, 2011).

Beberapa metode telah dipelajari untuk men-
dekontaminasi AFB; seperti metode fisik, kimiawi
maupun biologis namun belum ditemukan langkah
yang efektif dan aplikatif untuk mencegah
terjadinya transfer residu aflatoksin dari pakan yang
telah terkontaminasi senyawa toksik tersebut.
Berdasarkan hal itu, fokus penelitian ini lebih
terarah pada pencegahan absorpsi aflatoksin pakan
di dalam sistem pencernaan ternak (Diaz et al.,
2004; Kabak et al., 2006; Moschini et al., 2008;
Kolossova et al., 2009).

Beberapa adsorben alami memiliki afinitas
tinggi terhadap mikotoksin, seperti karbon aktif,
zeolit, alluminosilikat dan bentonit, sehingga diduga
dapat mencegah absorpsi aflatoksin pakan di dalam
saluran pencernaan ternak yang akan mencegah
terjadinya aflatoksikosis pada ternak dan transfer
residu aflatoksin ke produk ternak (Kabak et al.,
2006; Kolossova et al., 2009). Beberapa penelitian
terdahulu telah dilakukan untuk menguji kapasitas
dan stabilitas adsorben aflatoksin, baik secara in
vitro maupun in vivo, meskipun demikian sebagian
besar studi in vitro belum dilakukan mengikuti
model pencernaan ternak untuk pengujian in vivo
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(Kolossova et al., 2009). Hal ini menyebabkan
bervariasinya hasil pengujian in vivo pada ternak
ruminansia jika dibandingkan dengan hasil
pengujian secara in vitro (Moschini et al., 2008).
Penelitian ini bertujuan menguji kapasitas dan
stabilitas adsorben dalam mengikat AFB;, pada
pengujian in vitro yang melibatkan kondisi di dalam
rumen (mikrobia rumen, cairan rumen, agitasi, dan
pH rumen) sehingga akan diperoleh adsorben yang
potensial untuk dipergunakan sebagai aditif pakan
dalam mencegah aflatoksikosis dan transfer residu
aflatoksin dari pakan ke produk ternak pada
ruminansia.

Materi dan Metode Penelitian

Tempat penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium
Biokimia Nutrisi Fakultas Peternakan UGM dan
Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu
(LPPT) UGM Yogyakarta.

Bahan

Dipergunakan 4 adsorben aflatoksin, yaitu 3
adsorben alam (bentonit, zeolit, karbon aktif) dan 1
produk adsorben aflatoksin komersial yang diberi
kode CAA (Comercial Aflatoxin Adsorbent) dalam
penelitian ini. Tiga macam medium in vitro yang
dipergunakan dalam penelitian ini adalah aquades
steril, cairan rumen non steril, dan cairan rumen
steril. Cairan rumen diperoleh dari sapi perah
Peranakan Friesian Holstein (PFH) berfistula rumen
yang diambil sebelum pemberian pakan pagi hari
dan disaring dengan 4 lapis kain linen. Sterilisasi
medium dilakukan dengan pemanasan meng-
gunakan autoklaf pada suhu 121°C tekanan 1 atm
selama 15 menit.

Sumber AFB,; adalah dari naturally AFB;-
contaminated feed, yaitu dari inokulasi isolat
Aspergillus flavus dari medium starter YES (yeast
ekstrak dan sukrosa) pada pakan konsentrat broiler
(BR I, Japfa Comfeed Indonesia). Inkubasi di-
lakukan selama 10 hari dalam suasana aerob pada
temperatur ruang merujuk pada prosedur yang
dilakukan Agus ef al. (2010). BR I sumber AFB,
selanjutnya dianalisis untuk mengetahui kandungan
AFB;-nya dan dilakukan pencampuran dengan BR I
non sumber AFB; sehingga diperoleh kandungan
bahan sumber AFB; adalah 1000 pg AFB/kg
bahan. Analisis AFB; dilakukan dengan metode
ELISA menggunakan ELISA kit Ridascreen”
Aflatoxin B, 30/15 (R-Biopharm GmbH, Germany).

Metode
Uji in vitro dilakukan pada dua rasio
AFB:adsorben, yaitu 1:1000 dan 1:10.000,

sehingga didapatkan satuan percobaan adalah 4
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adsorben X 3 medium in vitro X 2 rasio
AFBj:adsorben X 3 ulangan. Erlenmeyer diisi
dengan 75 ml medium, sumber AFB, dan adsorben.
Untuk rasio AFB;:adsorben=1:1.000 dipergunakan
1000 mg AFB;-contaminated feed dan 1 mg
adsorben, sedangkan untuk rasio 1:10.000 diper-
gunakan 100 mg AFB;-contaminated feed dan 1 mg
adsorben. Erlenmeyer diinkubasi selama 2 jam pada
suhu 38,5°C dan digojok dengan kecepatan 70 rpm
menggunakan shaking incubator. Peubah yang di-
amati pada penelitian ini adalah kapasitas dan
stabilitas pengikatan AFB; pada adsorben, rasio
AFB,:adsorben, jenis medium in vitro serta pH
medium in vitro yang berbeda. Perhitungan
kapasitas pengikatan dan stabilitas adsorben di-
lakukan dengan mengukur residu AFB; di
supernatan (unbound AFB;) dan AFB, yang terlepas
setelah resuspensi presipitat (released AFB))
merujuk pada prosedur Moschini et al. (2008)
sebagai berikut: setelah inkubasi selama 2 jam,
medium in vitro disentrifugasi selama 15 menit
pada 3500 g. Supernatan dianalisis kandungan
AFB, yang tidak terikat (unbound) untuk per-
hitungan variabel kapasitas pengikatan. Presipitat
kemudian diresuspensi dan diinkubasi kembali.
Setelah sentrifugasi selama 15 menit pada 3500 g,
supernatan diambil untuk dianalisis kandungan
AFB; yang terlepas dari adsorben (released)
sebagai dasar perhitungan variabel stabilitas peng-
ikatan. Pada pengamatan pengaruh pH, medium in
vitro diatur pada kisaran 3 kelompok pH, yaitu:
<5,0; antara 5,0-7,5; dan >7,5. Pengaturan pH
dilakukan dengan penambahan asam asetat 0,1 M
atau NaOH 0,1 M. Data yang diperoleh dianalisis
variansi rancangan acak lengkap pola faktorial
dengan faktor utama jenis adsorben dan medium
sesuai prosedur General Linear Model (GLM)
menggunakan program SPSS versi 17.0.

Hasil dan Pembahasan

Kapasitas pengikatan AFB,

Tabel 1 menunjukkan bahwa Kkapasitas
pengikatan AFB,; tertinggi diperoleh pada peng-
gunaan bentonit sebagai adsorben dengan aquades
sebagai medium (77,54%). Hasil penelitian ini
mendukung hasil beberapa penelitian sebelumnya
yang menunjukkan kapasitas tinggi bentonit dalam
mengikat AFB,; yaitu antara 94% hingga 100%
(Massimo et al., 1978). Veldman (1992) me-
nemukan bahwa penggunaan bentonit lebih efektif
dalam menurunkan carry over rate AFB; pada sapi
perah dibandingkan zeolit.

Analisis variansi memperlihatkan tidak
terdapat interaksi antara jenis adsorben dan jenis
medium terhadap kapasitas pengikatan AFB,. Rasio
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maupun jenis medium in vitro tidak berpengaruh
nyata terhadap kapasitas pengikatan semua jenis
adsorben yang diuji. Hasil dari penelitian ini
cenderung menunjukkan bahwa kapasitas tertinggi
diperoleh pada penggunaan aquades sebagai
medium. Penelitian yang dilakukan oleh Jayness et
al. (2007) memperlihatkan bahwa pada penggunaan
adsorben dari kelompok clay dan karbon aktif,
adsorbsi AFB; yang dilarutkan dalam aquades
mencapai 100 kali lebih besar dibandingkan AFB,
yang teradsorbsi dari larutan tepung jagung. Hal ini
menjelaskan adsorben kelompok clay dan karbon
aktif pada aplikasi sebagai aditif pakan tidak efektif
menurunkan aflatoksikosis pada ternak, karena
pengujian kapasitas adsorben secara in vitro pada
umumnya menggunakan AFB; murni dan aquades
atau metanol sebagai larutan ekstraksi dan medium

pengujian.

Stabilitas pengikatan AFB,

Stabilitas adsorben dihitung berdasarkan
persentase AFB,; terikat yang tidak terlepas setelah
dilakukan reinkubasi dan sentrifugasi. Perhitungan
stabilitas tersebut disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2 memperlihatkan bahwa CAA me-
miliki stabilitas pengikatan yang tertinggi yaitu
sebesar 99,78% dengan medium cairan rumen.
Tidak terdapat perbedaan yang nyata (P>0,05) pada
penelitian ini antara stabilitas CAA dengan bentonit
yaitu secara berturut-turut memiliki stabilitas
sebesar 99,78% dan 99,38%.

Adsorben aflatoksin komersial yang diper-
gunakan (CAA) berdasarkan informasi yang diper-
oleh dari IRMM-CRL Feed additives European
Commision (IRMM-JRC-EU, 2010) memiliki ba-
han aktif dioktahedral montmorillonit sehingga
tergolong pada kelompok adsorben bentonit yang
telah mengalami proses purifikasi dan peningkatan
afinitasnya. Bentonit yang sudah mengalami
purifikasi dan peningkatan afinitas memiliki
kapasitas pengikatan AFB; minimum 100 mg/g
(IRMM-JRC-EU, 2010). Penelitian Diaz et al.
(2002) mempergunakan methanol 1% sebagai
medium dan menunjukkan persentase pengikatan
AFB,; oleh bentonit, karbon aktif dan esterified
glucomannan berkisar antara 95-99%.

Penelitian yang dilakukan oleh Moschini et
al. (2008) membandingkan pengaruh cairan rumen
sebagai medium pengujian in vitro beberapa
adsorben produk komersial. Penelitian tersebut
memperlihatkan bahwa faktor intrinsik cairan
rumen mempengaruhi kapasitas dan stabilitas
pengikatan adsorben, terutama pada adsorben
kelompok B-glukan karena ikatan antara adsorben
dan AFB; adalah ikatan non kovalen yang bersifat
lemah.
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Tabel 1. Rerata kapasitas pengikatan AFB; pada medium in vitro, jenis adsorben serta rasio AFB; dan adsorben
yang berbeda (%) (aflatoxin B, binding capacity of different adsorbents by different in vitro mediums and ratios
between AFBI1 and adsorbents (%))

Medium in vitro (in vitro medium)
Cairan rumen steril Cairan rumen

Adsorben (adsorbents) Rasio (ratio)

Aquades (aquadest) (sterilized rumen fluid) ~ (rumen fluid)™

Bentonit (bentonite) 1:1.000 70,19+3,59° 69,83+11,55™ 61,43+£12,25
1:10.000 77,5440,43° 75,32+2,80° 70,98+8,69
Zeolit (zeolit) 1:1.000 72,18+1,69" 59,47+11,89™ 66,33+6,38
1:10.000 76,56+2,91° 67,71+16,15® 71,8443,70
Karbon aktif (activated 1:1.000 55,32+5,45® 55,58+9,64% 59,77+9,58

carbon) 1:10.000 51,07+27,10° 65,65+5,42% 59,89+15,25
CAA (comercial aflatoxin 1:1.000 37,99+19,88* 47,89+12,27° 63,41+6,28
adsorbent) 1:10.000 56,64+18,01° 54,34+23 .42 61,03+7,43

% Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan (P<0,05) (different superscripts at
the same column indicate significant differences (P<0.05)).
™ tidak menunjukkan perbedaan (non significant).

Tabel 2. Rerata stabilitas pengikatan AFB,; pada medium in vitro, jenis adsorben serta rasio AFB; dan adsorben
yang berbeda (%) (aflatoxin B, binding stability of different adsorbents by different in vitro mediums and ratios
between AFB; and adsorbents (%))

Medium in vitro (in vitro medium)
Cairan rumen steril

Adsorben (adsorbents) Rasio (ratio) Cairan rumen

Aquades (aquadest) (sterilized rumen fluid)  (rumen fluid)

Bentonit (bentonite) 1:1.000™ 99,73+0,15° 99,37+0,42° 99,38+0,18°
1:10.000™ 91,14+0,68" 88,1346,25 91,08+1,59°

Zeolit (zeolit) 1:1.000 99,33+0,18% 99,04+0,26™ 99,77+0,01"
1:10.000 93,94+1,05% 99,34+0,32" 98,90+0,98"

Karbon aktif (activated  1:1.000 99,51+0,06°" 99,74+0,03"™ 99,38+0,16™
carbon) 1:10.000™ 99,40+0,47° 99,49+0,12° 99,28+0,21°
CAA (comercial aflatoxin 1:1.000™ 98,15+1,49°¢ 99,32+0,03° 99,78+0,15°
adsorbent) 1:10.000™ 99,33+0,25° 99,17+0,91° 99,48+0,13"

“>¢Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan (P<0,05) (different superscripts at
the same column indicate significant differences (P<0.05)).

k,I,m

Superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan (P<0,05) (different superscripts at

the same row indicate significant differences (P<0.05)).

ns

tidak menunjukkan perbedaan (non significant).

Hasil dalam penelitian ini memperlihatkan
stabilitas ikatan yang tinggi antara bentonit dan
AFB, dalam cairan rumen. Hal ini mendukung hasil
pengujian pada peubah kapasitas pengikatan yang
juga memperlihatkan tingginya kapasitas peng-
ikatan AFB; oleh bentonit pada medium cairan
rumen.

Pengaruh pH medium

Berdasarkan kapasitas dan stabilitas peng-
ikatan aflatoksin yang terbaik pada pengujian
sebelumnya maka pengamatan pengaruh pH di-
lakukan dengan menggunakan bentonit. Pengujian
pengaruh pH medium terhadap kapasitas dan
stabilitas adsorben dilakukan pada tiga kisaran pH
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berdasarkan asumsi kisaran pH di dalam saluran
pencernaan ruminansia, yaitu pH rumen (antara 5,0-
7,5), pH abomasum (kurang dari 5,0) dan pH usus
halus (lebih dari 7,5).

Kapasitas pengikatan adsorben secara nyata
(P<0,05) dipengaruhi oleh pH medium in vitro
dengan kapasitas tertinggi diperoleh pada pH
medium kurang dari 5,0. Perbedaan pH medium
tidak berpengaruh nyata terhadap stabilitas peng-
ikatan AFB, (P>0,05). Stabilitas terendah diperoleh
pada pH kurang dari 5,0 (96,10%) dan meningkat
dengan naiknya pH medium, yaitu tertinggi pada
pH medium lebih dari 7,5 (99,59%). Ikatan ion
yang terjadi pada adsorben kelompok clay, seperti
bentonit, akan sangat dipengaruhi oleh kondisi pH
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Tabel 3. Pengaruh pH terhadap kapasitas dan stabilitas bentonit dalam mengikat AFB, (the effect of pH of medium
on the binding capacity and stability of bentonit)

Kisaran pH medium (pH

Peubah yang diamati (observed variable)

range of medium)

Kapasitas pengikatan (%) (binding

Stabilitas pengikatan (%) (binding

capacity (%)) stability (%))™
<5,0 74,36+3,35" 96,10+4,48
5,0-7,5 63,66+14,96™ 97,5843,79
>175 57,51+9,70° 99,59+0,21

% Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata (P<0,05) (different
superscripts at the same column indicate significant differences (P<0.05)).

ns

tidak berbeda nyata (non significant).

medium. Afinitas adsorben pada umumnya
melemah dengan kenaikan pH medium meskipun
beberapa penelitian lain memperlihatkan tidak
adanya pengaruh temperatur dan pH terhadap
kapasitas pengikatan (Moschini et al., 2008).
IRMM-JRC-EU (2010) menyarankan penggunaan
bentonit pada medium dengan pH berkisar antara
5,0 hingga 7,0.

Pada saluran digesti ruminansia, pH normal
bervariasi sesuai dengan organ digesti yang
dilewati, yaitu pada kisaran 6,0-7,0 di rumen,
kurang dari 2,0 di abomasum dan lebih dari 7,0 di
usus halus (Moran, 2005). Hasil ini memperlihatkan
bahwa bentonit, yang memiliki kapasitas pengikatan
tertinggi dibanding adsorben yang diuji lainnya,
diharapkan dapat efektif dipergunakan sebagai
aditif pakan untuk mencegah aflatoksikosis karena
kapasitas pengikatan maksimum berada pada
kisaran pH rumen-abomasum.

Kesimpulan

Kesimpulan penelitian ini yaitu jenis medium
in vitro tidak mempengaruhi kapasitas pengikatan
adsorben. Adsorben dengan kapasitas pengikatan
tertinggi diperlihatkan pada adsorben bentonit
dengan medium aquades dan cenderung menurun
pada penggunaan medium cairan rumen steril dan
non steril. Kapasitas pengikatan AFB, dipengaruhi
oleh pH medium in vitro dan kapasitas tertinggi
diperoleh pada pH kurang dari 5,0. Hasil penelitian
ini memperlihatkan bentonit memiliki potensi yang
paling baik sebagai adsorben aflatoksin untuk
ternak ruminansia.
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