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ABSTRACT

The Effect of Inoculation of Aflatoxin B1 on Embryonic Egg and the Occurrence of Aflatoxins Residue on the Hatched Eggs

A study on the effect of inoculation of aflatoxin B1 on embryonic egg and the occurrence of aflatoxins residue on the
hatched eggs had been conducted. Seven goups of embryonic eggs of broiler chicken aged 5 days were inoculated by 1000; 500;
250, 125; 62,5; 32,5 and 15,6 ng AFB1 through air sac and yolk routes. Both routes of AFB1 inoculation caused high mortality
and decreased the hatchability. LD50 was 102,2 ng for inoculation through air sac and 106,2 ng through yolk egg, respectively.
The residues detected from hatched eggs which inoculated through air sac and yolk eggs were dominated by AFB1.

Key words: Aflatoxin B1, embryonic eggs, residue
PENDAHULUAN

Produk hewani berupa daging dan telur gam ras
saat ini diupayakan peningkatan produksinya
semaksimal mungkin dalam usaha meningkatkan gizi
dan kesgjahteraan masyarakat Indonesia. Namun
kendala dalam peningkatan produk hewani tersebut
sangat bergantung kepada kemampuan berproduksi dan
reproduksinyatermasuk dayatetasnya.

Dayatetas yang rendah disebabkan tidak hanya oleh
penyakit, namun dapat juga disebabkan adanya
kontaminan seperti aflatoksin B; (AFB1) (TIWARI et al.,
1989; KHAN et al., 1989). AFB1 dapat secara cepat
ditransfer ke telur dan menimbulkan residu pada telur
melalui pemberian pakan (KOSUTzKA et al., 1989).
Residu tersebut akan ditransfer secara transovarial ke
hewan yang menetas (ZDENEK et al., 1986).

Mengingat kondisi iklim di Indonesia sangat
mendukung terbentuknya aflatoksin yang diakibatkan
tumbuhnya Aspergillus flavus baik pada bahan pakan
maupun pakan, ada kemungkinan bahwa aflatoksin
yang terbentuk di telur juga akan menyebabkan
toksisitas terhadap embrio. Sejauh ini embriotoksisitas
yang diakibatkan oleh adanya kontaminasi AFB1 pada
telur berupa penurunan daya tetas serta penghitungan
kadar residu yang terbentuk belum dipelgjari di
Indonesia, maka tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui pengaruh dari inokulasi AFB1 pada embrio
terhadap daya tetas dan kadar residu yang terbentuk.

MATERI DAN METODE

Inokulas AFB1 pada telur berembrio ayam
pedaging melalui rute kantung udara dan kuning
telur

Inokulasi dilakukan dengan cara menyuntikkan
larutan AFB1 (sebanyak 10 pl dalam 5% etanol-PBS)
dengan konsentrasi 1000, 500, 250, 125; 62,5; 31,2 dan
15,6 ng pada telur berembrio ayam pedaging (Shaver
Starbro) (pada masa inkubasi hari ke-5) melalui rute
kuning telur dan kantung udara. Sedangkan kelompok
kontrol hanya diinokulasi dengan 10 pl etanol 5%-PBS.
Telur yang telah dilubangi dan mendapat inokulasi
kemudian ditutup kembali dengan parafin cair dan
diinkubasikan hingga hari ke-21 atau hingga saat
menetas.

Pengamatan perkembangan embrio dengan cara
candling dan pemutaran posisi telur dilakukan setiap
hari hingga hari ke-17. Pada saat menetas, dihitung
jumlah ayam yang menetas hidup dan yang gagal/mati
dari tiap kelompok untuk dihitung daya tetas dan LD 5o-
nya berdasarkan rumusan REED dan MUNCH yang
disitir oleh BROWN (1964). Sedangkan ayamayam
yang menetas hidup kemudian dibunuh untuk dilakukan
analisisterhadap residu AFB1 dan metabolitnya.
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Residu AFB1 dan metabalitnya pada jaringan tubuh
dan organ hati ayam yang menetas

Ditimbang sebanyak 10 g sampel jaringan tubuh
(daging) atau 5 g sampel hati dari tiap ayam yang telah
dicincang halus. Tambahkan dengan 12,5 ml asam sitrat
20% dan dikocok selama 5 menit kemudian ditambah
dengan 25 mL diklorometan dan anhidrida natrium
sulfat dan dikocok kembali selama 30 menit
menggunakan shaker. Filtrat disaring dan diukur
volumenya, lalu diuapkan hingga 1-2 mL. Ekstrak
dimasukkan ke dalam kolom kromatogafi yang terdiri
dari lapisan silika gel 60 dan anhidrida natrium sulfat
dan telah dibasahi dengan heksana-kloroform (1:1).
Kolom didlus dengan 12,5 mL toluen-asam asetat
(9:1), diikuti dengan 12,5 mL heksana dan dilanjutkan
dengan 125 mL asetonitril-eter-heksana (1:3:6).
Aflatoksin B1 dan metabolitnya akhirnya dielusikan
dengan 20 mL pelarut kloroformraseton (4:1),
kemudian dikeringkan dan siap dianalisis dengan alat
kromatogafi cair kinerja tinggi (KCKT) (MILLER et al.,
1982). Selanjutnya residu AFB1 dan aflatoksikol (Ro)
dideteksi menggunakan KCKT dengan kolom p-
Bondapak C18, fasa gerak akubides-isopropanol-
asetonitril (80:12:8) pada kecepatan alir 1,5 mL/menit
dan menggunakan detektor fluoresen pada panjang
gelombang eksitasi 365 nm dan emisi 425 nm. Ekstrak
terakhir diderivatisasi dengan 50 pl asam trifluoroasetat
ditambah dengan 200 ul heksana kemudian disuntikkan
ke KCKT (MADDEN dan STAHR, 1995).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh inokulas AFB1 pada telur berembrio

terhadap dayatetas dan L Dsg-nya

Pengaruh inokulasi AFB1 padalokasi kantung udara
dan kuning telur terhadap daya tetas dan LD50 dari
telur berembrio dapat dilihat pada Tabel 1.

Kegagalan menetas sebesar 100% dari telur bermbrio
tersebut terjadi pada inokulasi 250 hingga 1000 ng
AFB1 melaui rute kantung telur dan hanya pada
inokulasi 1000 ng pada inokulasi kuning telur. Pada
dosis AFB1 yang lebih rendah, mortalitas pada rute
kantung udara berkisar antara 5,7 hingga 57,9% (dosis
15,6 hingga 125 ng AFB1), sedangkan pada rute kuning
telur berkisar antara 11,8 hingga 96% (dosis 15,6
hingga 500 ng AFB1). CiLIEvICI et al. (1980)
melaporkan adanya peningkatan mortalitas hingga 35%
pada telur berembrio umur 4 hari yang diinokulasi
dengan 1/100 ppm AFB1. Demikian pula KHAN et al.
(1989) mendapatkan bahwa inokulasi 216 ng AFB1 ke
telur mengakibatkan mortalitas sebesar 93%, sedangkan
EDRINGTON et al. (1995) mendapatkan bahwa inokulasi
0,05 ug AFB1 mengakibatkan mortalitas sebesar 52%.
CELIK et al. (2000) juga mendapatkan bahwa dengan
meningkatnya dosis AFB1 yang diinokulasikan pada
telur berembrio meningkatkan mortalitas dan kematian
dini. Pada pendlitian terlihat bahwa inokulasi AFB1
melalui rute kantung udara lebih mudah mengakibatkan
kegagalan menetas dibandingkan dengan rute kuning
telur.

LDsg yang dihitung berdasarkan rumusan REED dan
MUNCH dan disitir oleh BROWN (1964) pada inokulasi
melalui rute kantung udara adalah 102,2 ng sedangkan
melalui kuning telur adalah 106,2 ng. Kedua hasil
pengamatan tersebut juga memperlihatkan bahwa rute
inokulasi  melalui  kantung udara  memberikan
sensitivitas yang lebih tinggi dibandingkan melalui
kuning telur. Namun, nila LDsgy tersebut berbeda
dengan yang diperoleh VERRET et al., (1964) yang
mendapatkan LDsp untuk inokulass melalui kantung
udara 25 ng dan 48 ng pada inokulasi melalui kuning
telur pada telur berembrio umur 3  hari.
Kemungkinannya disebabkan oleh adanya variasi
sensitivitas dari  jenis embrio yang digunakan
sebagaimana yang dinyatakan oleh PRELUSKY et al.,
(1987) disamping kemungkinan perbedaan sensitivitas

Tabel 1 Daya tetas dan LD50 telur berembrio ayam pedaging yang mendapat inokulasi AFB1 pada rute kantung udara dan

kuning telur

Rute kantung udara

Rute kuning telur

Dosisinokulasi AFB1 Mati Hidup % kumulatif Mati Hidup % kumulatif
mati/total mati/total
1000 ng 9 0 100 9 0 100
500 ng 9 0 100 8 1 96
250 ng 9 0 100 2 7 66,6
125ng 3 8 57,9 6 3 56
62,5 ng 2 9 32 3 6 32
31,2ng 4 7 20 1 8 16,6
15,6 ng 2 9 57 4 5 11,8
LD50 102,2 ng 106,2 ng
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Tabel 2 Kandungan residu AFB1 dan metabolitnya pada jaringan tubuh dan hati ayam pedaging yang menetas dari tdur
berembrio yang mendapat inokulasi AFB1 melalui kantung udara dan kuning telur

Dosis Inokulasi AFB1 rute kantung udara Inokulasi AFB1 rute kuning telur
inokulasi Residu AFB1 Residu Ro Residu AFB1 Residu Ro
AFB1 Jar. tubuh Hati Jar. tubuh Hati Jar. tubuh Hati Jar. tubuh Hati
1000 ng TA TA TA TA TA TA TA TA
500 ng TA TA TA TA 62,5 192,3 50,0 TT
250 ng TA TA TA TA 325 63,6 TT TT
125ng 15,4 5,0 TT TT 15,0 19,2 TT TT
62,5 ng 9,2 6,2 TT TT 12,0 15,4 TT TT
31,2n 7,7 TT TT TT TT TT TT 50,0
15,6 ng 6,2 6,2 TT TT TT TT TT TT

TA: tidak dianalisis, TT: tidak terdeteksi
AFB1: aflatoksin B1, Ro: aflatoksikol

yang disebabkan oleh perbedaan usia embrio yang
digunakan dimana VERRET et al. (1964) menggunakan
telur berembrio usia 3 hari, sedangkan pada penelitian
ini digunakan umur 5 untuk alasan setelah terlihat
adanya kepastian fertilitas dari embrio yang digunakan.
Abnormalitas berupa kelainan fisik ataupun perubahan
warna hati tidak nampak pada ayam hasil tetasan yang
diinokulasi AFB1 maupun kelompok kontrol.

Residu AFB1 dan metabolit yang terdeteks pada
ayam yang menetas

Hasil analisis penetapan residu AFB1 dan
metabolitnya (aflatoksikol, Ro) yang terdeteksi pada
ayam yang menetas ditunjukkan pada Tabel 2 untuk
tetasan hasil inokulasi AFB1 pada kantung udara dan
kuning telur.

Pada inokulasi AFB1 melalui kantung udara, residu
AFB1 yang terdeteks berkisar antara 6,2 hingga 15,4
ppb pada jaringan tubuh dan 5,0 hingga 6,2 ppb pada
hati. Sedangkan Ro tidak terdeteksi pada jaringan tubuh
maupun hati. Pada inokulass AFB1 melalui kuning
telur, residu AFB1 yang terdeteksi berkisar antara 12,0
hingga 62,5 ppb pada jaringan tubuh dan 15,4 hingga
192,3 ppb pada hati. Sedangkan residu aflatoksikol (Ro)
hanya terdeteksi padajaringan tubuh dari ayam menetas
yang mendapat inokulasi 500 ng AFB1 sebesar 50,0
ppb dan pada hati terdeteksi pada ayam menetas yang
mendapat inokulasi 31,2 ng AFB1 yaitu sebesar 50,0
ppb.

Tingginya residu AFB1 yang terbentuk baik pada
jaringan tubuh maupun hati meningkat sesuai dengan
besarnya dsis AFB1 yang diinokulasikan pada telur
berembrio tersebut. Sedangkan residu Ro tidak selalu
terdeteksi pada ayam yang menetes. Dari hasil
penelitian tersebut dapat dikatakan bahwa konsentrasi
residu yang terbentuk pada ayam tetasan hasil inokulasi
AFB1 pada rute kuning telur lebih besar dibandingkan
dengan rute kantung udara. Sedangkan jenis aflatoksin

yang terdeteksi didominasi oleh AFB1 baik untuk
tetasan hasil inokulasi melalui kantung udara maupun
rute kuning telur.

KESMPULAN

Kegagalan menetas sebesar 100% terjadi pada
inokulasi AFB1 mulai 250 ng pada rute kantung udara
dan 1000 ng pada rute kuning telur. Pada dosis AFB1
yang lebih rendah, mortalitas pada rute kantung udara
berkisar antara 5,7 hingga 57,9% (dosis 15,6 hingga
125 ng AFB1), sedangkan pada rute kuning telur
berkisar antara 11,8 hingga 96% (dosis 15,6 hingga 500
ng AFB1). Sedangkan LDsy yang diperoleh pada
inokulasi melalui rute kantung udara adalah 102,2 ng
dan pada rute kuning telur adalah 106,2 ng. Residu yang
terdeteksi pada ayam tetasan yang diinokulasi AFB1
melalui  kantung udara maupun rute kuning telur
didominasi oleh AFB1.
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DISKUS|

Pertanyaan:

1. Bagaimana recovery residu yang diperoleh?

2. Bagaimana daya tetas? Residu pada kulit telur?

Jawaban:

1. Recovery berkisar antara 10-15 %

2. Rute kantung udara lebih besar dari 250 mg inokulasi terjadi 100% kematian. Kumulatif mati/total inokulasi
15,6-125 mg adalah 5,7-58%. Rute kuning telur, 100 mg inokulasi terjadi 100% kematian. % kumulatif
mati/total inokulasi 15,6-500 mg adalah 11,8-96%. Residu pada kulit telur, tidak dilakukan pengujian.

Puslitbang Peternakan, Bogor 29 — 30 September 2003

465



