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ABSTRAK

Penelitian ini mempelajari tentang produksi asam galat menggunakan enzim tanase dari limbah kulit
buah lokal di Lombok. Limbah kulit buah lokal yang digunakan yaitu kulit buah kepundung (Baccaurea
racemosa Muell.Arg), kulit buah juwet (Syzygium cumini), dan kulit buah manggis (Garcinia mangostana).
Pada penelitian ini dilakukan pengujian asam galat yang dihasilkan, untuk mengetahui aktivitas antioksidan
dan antibakteri. Pengujian sifat antioksidan dilakukan dengan menggunakan metode DPPH, sedangkan
aktivitas antibakteri diuji dengan menggunakan metode difusi agar pada bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus. Hasil penelitian menunjukkan bahwa asam galat dari ketiga kulit buah memiliki
aktivitas antioksidan. Asam galat dari kulit buah kepundung, kulit buah juwet dan kulit buah manggis
memiliki 1Csy masing-masing sebesar 5.95; 5,96; dan 5,92 ppm. Berbeda dengan kemampuan sebagai
antioksidan, asam galat resistan terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus yang
menunjukkan bahwa asam galat tidak memiliki aktivitas sebagai antibakteri.

Kata kunci: antibakteri, antioksidan, asam galat, kulit buah lokal

ABSTRACT

Antibacterial and Antioxidant Activity of Gallic Acid Extracted from Local Fruit Peels
Produced by Tannase. This research studied the gallic acid production using tannase enzym from fruit local
peels in Lombok. The local fruit waste used are kepundung rind (Baccaurea racemosa Muell.Arg), juwet
rind (Syzygium cumini) and mangosteen rind (Garcinia mangostana). The produced Gallic acid was tested to
determine its antioxidant and antibacterial activity. The antioxidant test conducted by DPPH method,
meanwhile, the antibacterial activity was performed by agar diffusion method against bacteria Escherichia
coli and Staphylococcus aureus. The results showed that the produce gallic acid from those three rind provide
antioxidant activity. Gallic acid from kepundung rind, juwet rind, and mangosteen rind have 1Cs, values of
5,95; 5,96; and 5,92, respectively. Gallic acid does not showed inhibitory actions against the growth of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. This result showed that gallic acid from local fruit waste
provided no an antibacterial activity.

Keywords: antibacterial, antioxidant, gallic acid, peel local fruit
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PENDAHULUAN
Buah lokal di Pulau Lombok saat ini kurang popular dan hanya bersifat limbah.

Padahal sejak dahulu masyarakat telah banyak memanfaatkan tanaman lokal sebagai bahan
baku obat di antaranya sebagai obat diare dan peluruh haid. Kemampuan tanaman sebagai
obat dipengaruhi oleh kandungan metabolit sekunder sebagai senyawa aktif yang ada di
dalamnya (Gaffar et al., 2008; Pedraza-Chaverri, 2008).

Asam galat merupakan salah satu senyawa aktif yang banyak dimanfaatkan di
bidang medis. Senyawa ini terdapat sebagai metabolit sekunder pada tanaman (Vazirian et
al., 2011). Keberadaan asam galat dalam tanaman terdapat pada konsentrasi yang kecil.
Asam galat dapat bergabung dengan glukosa membentuk tanin terhidrolisis (Hagerman,
2002). Asam galat memiliki aktivitas sebagai antibakteri, antivirus, analgesik dan
antioksidan (Belur and Pallabhanvi, 2011). Nutan et al. (2013) dan Chia et al. (2010)
melaporkan bahwa asam galat dapat bertindak sebagai anti HIV dan antikarsinogenik.

Produksi asam galat di industri lebih banyak menggunakan hidrolisis asam. Metode
ini memiliki beberapa kekurangan yaitu membutuhkan biaya yang besar, produksi lebih
kecil dan penggunaan pelarut yang bersifat asam (Beniwal et al., 2010). Kekurangan
metode ini menyebabkan penggunaan enzim dan mikroba menjadi alternatif dalam
produksi asam galat (Bajpai and Patil, 2008; Banerjee et al., 2007).

Tanase merupakan enzim yang spesifik memutuskan ikatan ester menghasilkan
asam galat. Enzim ini dapat digunakan untuk menghasilkan asam galat melalui reaksi
enzimatis tanin (Lokeswari and Kumar, 2013). Tanase dapat dihasilkan dari
mikroorganisme seperti bakteri, jamur atau yeast. Aspergillus niger dilaporkan mampu
menghasilkan tanase menggunakan media padat (Anwar et al., 2007; Anwar and
Burhanuddin, 2012).

Kulit buah kepundung, manggis dan juwet dilaporkan memiliki kandungan
senyawa tanin yang tinggi. Dari segi struktur diketahui bahwa tanin terhidrolisis terbentuk
dari gabungan glukosa dan asam galat sehingga diasumsikan bahwa kandungan tanin yang
tinggi sebanding dengan kandungan asam galat. Hasil penelitian sebelumnya menemukan
kulit buah kepundung menghasilkan asam galat yang lebih tinggi dibandingkan buah juwet
dan manggis (Junaidi and Anwar, 2015).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas asam galat sebagai antioksidan
dan antibakteri dari limbah kulit buah lokal yang diproduksi secara enzimatis dengan
tanase. Penelitian ini diharapkan dapat menjadi alternatif produksi asam galat sebagai
bahan baku obat dari kulit buah lokal.

132
Copyright © 2018, ALCHEMY Jurnal Penelitian Kimia, ISSN 1412-4092, e ISSN 2443-4183



Junaidi dan Anwar, ALCHEMY Jurnal Penelitian Kimia, Vol. 14(1) 2018, 131-142

METODE PENELITIAN

Bahan yang digunakan meliputi Aspergillus niger, medium Czapeck, Tween 80,
amonium sulfat (Kanto), larutan Nessler (Merck), asam tanat (Merck), etanol, kulit buah
manggis, kulit buah juwet, kulit buah kepundung, metanol, bufer sitrat, etil asetat, asam
sulfat, rodanin (Sigma), KOH, asam galat (Sigma), DPPH (Sigma), BHA (Sigma), asam
askorbat (Sigma), amoxilin, isolat Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Alat yang
digunakan pada penelitian ini adalah inkubator, magnetic stirrer, shaker bath, sentrifuge
dingin (Beckman J2-21), spektrofotometerUV-Vis (Genesys 20), autoklaf (American), pH
meter, evaporator, cawan petri (pyrex), dan Erlenmeyer (pyrex).

Produksi Enzim Tanase

Prosedur untuk produksi tanase mengacu pada metode Anwar and Burhanuddin
(2012). Sebanyak 5 g tepung gandum dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 125 mL dan
dibasahi dengan 10 mL medium Czapeck yang mengandung 3 g/L NaNOg3; 0,5 g/L KCI,
0,348 g/L MgS0,4.3H,0; 0,01 g/L FeS0O,4.7H,0; 1,301 g/L K;HPO,.3H,0 pada pH 5,5.
Media selanjutnya disterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C selama 15
menit. Setelah itu, ke dalam media padat tersebut diinokulasikan 1 mL spora jamur A.
niger dan diinkubasi pada suhu kamar selama 3 hari.

Isolasi enzim kasar dilakukan dengan cara mengekstrak media fermentasi dengan
menambahkan 50 mL aquades steril yang mengandung 0,01% Tween 80. Campuran
tersebut dilarutkan dengan menggunakan magnetik stirrer. Enzim kasar (crude enzyme)
selanjutnya dipisahkan dari media melalui sentrifugasi. Supernatan disaring dengan kertas
Whatman no. 1 dan dimasukkan ke dalam botol.

Enzim kasar difraksinasi dengan amonium sulfat pada tingkat kejenuhan 70%.
Perlakuan ini dilakukan pada kondisi suhu 4 °C selama 3 jam. Pemisahan dilakukan
dengan sentrifugasi 7700 g selama 20 menit pada suhu yang sama, kemudian endapan yang
diperoleh disuspensikan dalam bufer sitrat 50 mM pH 5,0. Pemekatan enzim dilakukan
dengan cara dialisis pada suhu 4 °C selama semalam dan bufernya dapat diganti beberapa
kali sampai cairan diluar selofan tidak bereaksi dengan larutan Nessler.

Produksi Asam Galat dari Ekstrak Buah Lokal

Limbah buah manggis, juwet dan kepundung disortir dan dikering anginkan.
Sampel selanjutnya diektraksi dengan menggunakan metanol. Pelarut diuapkan dengan
evaporator. Sebanyak 1 gram ekstrak kering dipanaskan dengan 20 mL aquades selama 30

menit. Larutan diencerkan dengan aquades hingga volume larutan menjadi 50 mL dan
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disaring dengan menggunakan kertas Whatman no. 1. Filtrat yang dihasilkan ditambahkan
bufer sitrat 0,15 M untuk memperoleh pH larutan sebesar 6. Selanjutnya ke dalam filtrat
dimasukkan enzim tanase dengan konsentrasi 1% (v/v) selama 60 menit. Reaksi enzimatik
dihentikan dengan menggunakan etanol 95%.

Isolasi Asam Galat (Belur and Pallabhanvi, 2011)

Isolasi asam galat dilakukan dengan cara ekstraksi menggunakan etil asetat.
Larutan sampel yang telah dihentikan reaksi enzimatiknya, dimasukkan ke dalam corong
pisah yang telah diisi larutan etil asetat dengan perbandingan 1 : 1. Campuran selanjutnya
dikocok selama 10 menit hingga terbentuk 2 fase larutan. Fase larutan dipisahkan dan
pelarutnya dihilangkan menggunakan evaporator pada suhu 75 °C dan kecepatan 100 rpm.
Penentuan Konsentrasi Asam Galat (Vazirian et al., 2011)

Sebanyak 200 pL larutan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Ditambahkan
600 pL asam sulfat (0,2 N). Selanjutnya ke dalam campuran dimasukkan 900 pL larutan
rodanin (0,667%) dan didiamkan selama 9 menit. Setelah 9 menit, ke dalam campuran
dimasukkan larutan KOH 0,5 N dan didiamkan selama 6 menit. Setelah 6 menit,
ditambahkan 12,9 mL aquades dan didiamkan selama 25 menit. Absorbansi larutan
selanjutnya diukur pada panjang gelombang 520 nm. Larutan blanko dibuat dengan
mengganti 900 pL larutan rodanin menggunakan 900 pL metanol. Larutan standar dibuat
dengan 5 variasi konsentrasi asam galat yaitu 4-20 uL/5mL.

Penentuan Antioksidan dan Antibakteri

Sebanyak 2 mL larutan sampel dalam etanol dengan variasi konsentrasi 5, 10, 15,
20 dan 25 pg/mL dicampurkan dengan 2 mL larutan DPPH 0,002%, kemudian campuran
didiamkan selama 30 menit. Absorbansinya diukur pada A maks 521 nm dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Kekuatan inhibisinya dihitung menggunakan
rumus:

A —A
%inhibisi:( kontrol Sa”‘pe')xloO% (1)

kontrol

Dengan mengalurkan grafik data % inhibisi versus konsentrasi sampel, dapat ditentukan
nilai 1Cso melalui regresi linier.

Aktivitas antibakteri sampel diuji menggunakan metode difusi agar pada cakram
dish. Biakan E. coli (bakteri gram negatif) dan S. aereus (bakteri gram positif) ditanam
sebanyak satu ose pada media padat. Kertas cakram dengan diameter 6 mm dibasahi
dengan asam galat kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Hal yang sama
dilakukan juga untuk ekstrak metanol kulit buah lokal. Dilakukan pengamatan terhadap
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zona bening dan sebagai pembanding digunakan amoksisilin dengan konsentrasi 25
mg/mL. Perhitungan zona hambat dilakukan dengan pengurangan diameter spot dengan

diameter kertas cakram.

PEMBAHASAN

Aktivitas tanase dari A. niger dihasilkan sebesar 57,827 U/mg. Enzim ini digunakan
untuk mengkatalis reaksi hidrolisis tanin yang terkandung pada limbah kulit buah lokal
selama 60 menit. JumLah asam galat yang dihasilkan dari kulit buah kepundung, juwet dan
manggis masing-masing sebesar 4,174%; 2,217%; 1,405% (w/w).

Hasil penelitian sebelumnya telah menghasilkan asam galat dari beberapa sumber.
Phansawan and Pongsabangpho (2014) menghasilkan asam galat tertinggi pada ekstrak
metanol C. alata dan A. paniculata masing-masing sebesar 351,2 + 5,6 mg/g dan 410 + 7,8
mg/g. Terminalia chebula dengan kandungan gallotanin sebesar 40% dapat pula digunakan
sebagai bahan baku produksi asam galat (Bhagat et al., 2015).

Aktivitas Antioksidan Asam Galat dan Ekstrak Metanol Kulit Buah

Kemampuan antioksidan asam galat diuji menggunakan metode DPPH.Hasil
penelitian menunjukkan bahwa asam galat yang dihasilkan dari ekstrak metanol kulit buah
kepundung, juwet, dan manggis mampu bertindak sebagai antioksidan dengan daya hambat
terbesar pada konsentrasi asam galat sebesar 10 ppm. Ekstrak metanol kulit buah
kepundung dan kulit buah manggis menunjukkan kemampuan yang lebih baik sebagai
antioksidan dibandingkan asam galat yang dihasilkan dari ketiga limbah kulit buah yang
diuji (Gambar 1).

Berdasarkan data daya hambat yang diuraikan pada Gambar 1, dibuat grafik
hubungan antara daya hambat dan konsentrasi sampel untuk menghitung nilai ICsy. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa asam galat yang dihasilkan dari limbah kulit buah
kepundung, juwet dan manggis memiliki aktivitas sebagai antioksidan dengan nilai 1Cs
masing-masing sebesar 5,95; 5,92 dan 5,96 ppm (Tabel 1). Ekstrak metanol kulit buah
manggis memiliki 1Csp yang lebih kecil dibandingkan semua sampel yaitu sebesar
2,63 ppm. Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak metanol kulit buah manggis memiliki
kemampuan yang lebih baik sebagai antioksidan dibandingkan dengan asam galat yang

dihasilkan dari ekstrak ketiga kulit buah lokal menggunakan tanase.
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Gambar 1. Daya Inhibisi Sampel (Ket: KBB = Kulit Buah Kepundung; KBJ = Kulit
Buah Juwet; KBM = Kulit Buah Manggis)

Tabel 1. Nilai 1Cso Sampel

Sampel 1Cs0 (ppm)
Asam galat dari kulit buah kepundung 5,95
Ekstrak metanol kulit buah kepundung 4,38
Asam galat dari kulit buah manggis 5,92
Ekstrak metanol kulit buah manggis 2,63
Asam galat dari kulit buah juwet 5,96
Ekstrak metanol kulit buah juwet 14,46
BHA 5,21
Asam Askorbat 4,98

Aktivitas antioksidan dari ekstrak metanol kulit buah manggis menunjukkan nilai
tertinggi dibandingkan sampel lainnya. Penelitian sebelumnya menunjukkan hasil yang
berbeda dengan penelitian ini. Palakawong et al. (2010) melaporkan nilai ICs, sebesar 5,94
ppm untuk kulit buah manggis. Perbedaan hasil ini disebabkan oleh penggunaan metode
ekstraksi yang berbeda. Palakawong et al. (2010) menggunakan etanol sebagai pelarut dan
menghilangkan kandungan tanin melalui pengendapan gelatin. Tachakittirungrod et al.
(2007) melaporkan bahwa penggunaan metode ekstraksi yang berbeda dapat
mempengaruhi aktivitas antioksidan sampel. Penggunaan jenis pelarut juga dapat
mempengaruhi aktivitas antioksidan (Zarena and Sankar, 2009).

Berdasarkan nilai 1Csg, asam galat yang dihasilkan dari kulit buah pada penelitian
ini memiliki aktivitas sebagai antioksidan. Penelitian sebelumnya menunjukkan hal yang
serupa dimana Ahmeda et al. (2009) melaporkan bahwa asam galat yang diekstrak dari
Phyllanthus niruri menunjukkan persen inhibisi DPPH tertinggi sebesar 80%. Beberapa
buah dengan kandungan asam galat yang tinggi juga dilaporkan memiliki kemampuan
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sebagai antioksidan. Jindal and Mohamad (2012) melaporkan ekstrak metanol buah dan
daun Ardisia crispa memiliki 1Csy masing-masing sebesar 0,9 dan 1,5 mg/mL. Buah dan
kulit buah Baccaurea sapida Muell. Arg memiliki ICsy masing-masing sebesar
2971,7 pg/mL dan 443,31 pg/mL yang menunjukkan kemampuannya sebagai antioksidan
(Wetwitayaklung et al., 2012).

Suatu senyawa memiliki kemampuan sebagai antioksidan dipengaruhi oleh
beberapa faktor yaitu jumLah gugus fenol, posisi gugus —OH dalam senyawa, dan
keberadaan gugus fungsional lain (Borra et al., 2013). Struktur asam galat (Gambar 2)
memiliki gugus fungsional -OH yang mampu bereaksi dengan radikal bebas sehingga
menghindari proses oksidasi lebih lanjut. Menurut Marino et al. (2014), asam galat mampu
bereaksi dengan radikal bebas peroksi dan hidroksiperoksi yang terbentuk dari reaksi
oksidasi. Radikal asam galat yang terbentuk distabilkan melalui interaksi dua ikatan
hidrogen pada posisi ortho (Badhani et al., 2015).

O

HO
OH

HO
OH

Gambar 2. Struktur Asam Galat

Nilai ICsy pada ekstrak metanol kulit buah kepundung dan kulit buah manggis lebih
kecil dibandingkan asam galat menunjukkan kemampuan ekstrak lebih baik sebagai
antioksidan dibandingkan asam galat. Hal ini disebabkan masih terkandungnya senyawa
selain asam galat pada ekstrak metanol yang memungkinkan efek sinergis sehingga
kemampuan sebagai antioksidan lebih kuat. Hajimehdipoor et al. (2014) menemukan
keberadaan beberapa senyawa fenol seperti asam galat dan asam kafeat dapat memberikan
pengaruh sinergis sebagai antioksidan. Selain itu, keberadaan asam fenolat dan flavonoid
dapat meningkatkan aktivitas antioksidan (Brighente et al., 2007).Keberadaan antosianin
dan xanton pada kulit buah manggis diduga meningkatkan kemampuannya sebagai
antioksidan (Siti Azima et al., 2014; Kosem et al., 2007). Proses asilasi antosianin juga
dapat meningkatkan aktivitas antioksidan (Sari et al., 2015).

Berbeda dengan kulit buah kepundung dan kulit buah manggis, kulit buah juwet
menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih rendah dibandingkan asam galat. Hal ini

kemungkinan disebabkan kandungan senyawa yang bersinergi dengan asam galat pada
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kulit buah juwet terdapat dalam konsentrasi yang kecil dibandingkan kulit buah kepundung
dan kulit buah manggis. Kandungan senyawa fenol pada kulit buah juwet diketahui
memiliki kandungan terendah dibandingkan kulit buah kepundung dan kulit buah manggis
(Junaidi and Anwar, 2015; Azima et al., 2014). Meskipun demikian, kandungan antosianin
diperkirakan memiliki peran dalam proses inhibisi radikal bebas (Reginold Jebitta and
Jeyanth Allwin, 2016).

Peningkatan aktivitas asam galat sebagai antioksidan dapat dilakukan melalui
pembentukan senyawa turunannya atau membentuk senyawa kompleks dengan senyawa
lain. Sintesis propil galat sebagai senyawa turunan asam galat diketahui efektif sebagai
antioksidan pada makanan (Kasture et al., 2009). Pembentukan kompleks asam galat-
lesitin dilaporkan mampu bertindak sebagai antioksidan lebih baik dari BHT (Changzhong
etal., 2014).

Aktivitas Antibakteri Asam Galat dan Ekstrak Metanol Kulit Buah

Aktivitas antibakteri asam galat dari kulit buah lokal dilakukan dengan
membandingkan zona hambat yang dibentuk sampel dengan zona hambat yang dibentuk
oleh amoksisilin. Jika zona hambat yang dibentuk oleh sampel lebih besar daripada zona
hambat yang dibentuk oleh amoksisilin, maka sampel efektif sebagai antibakteri. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa asam galat dari kulit buah lokal dan ekstrak metanol kulit
buah lokal resistan terhadap bakteri E. coli dan S. aureus (Tabel 2). Hal ini menunjukkan
bahwa asam galat tidak memiliki aktivitas sebagai antibakteri. Penelitian serupa dilaporkan
oleh Chung et al. (1993) dan Al Zahrani (2012) yang menemukan bahwa asam galat dan
asam ellagat tidak mampu menghambat pertumbuhan bakteri. Penelitian Margaret et al.
(2015) melaporkan bahwa ekstrak etanol buah juwet tidak memiliki aktivitas antibaketri
baik pada bakteri E. coli dan S. aureus.

Tabel 2..Zona Hambat Asam Galat dan Ekstrak Metanol Kulit Buah Lokal

Sampel Konsentrasi Sampel Zona Hambat (mm)
(ng/mL) S. aureus E. coli
Asam galat dari 25 Tidak ada Tidak ada
kulit buah 50 Tidak ada Tidak ada
kepundung 75 Tidak ada Tidak ada
100 2.3+ 0,29 4+0,5
Ekstrak  Metanol 25 4+213 4,5+0,89
kulit buah 50 55+1,83 6+1,16
kepundung 75 9+0,79 7,5+ 0,95
100 105+1,12 10+1,17
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Sampel Konsentrasi Sampel Zona Hambat (mm)
(ng/mL) S. aureus E. coli
Asam galat dari 25 Tidak ada Tidak ada
kulit buah manggis 50 Tidak ada Tidak ada
75 Tidak ada Tidak ada
100 25105 3+0,65
Ekstrak metanol 25 2+0,5 Tidak ada
kulit buah manggis 50 3+0,57 Tidak ada
75 440,23 Tidak ada
100 8+ 0,25 Tidak ada
Asam galat dari 25 Tidak ada Tidak ada
kulit buah juwet 50 Tidak ada Tidak ada
75 Tidak ada Tidak ada
100 2+0,54 3,5+0,56
Ekstrak metanol 25 Tidak ada Tidak ada
kulit buah juwet 50 Tidak ada Tidak ada
75 Tidak ada Tidak ada
100 Tidak ada Tidak ada

Kontrol (Amosisilin 25 mg/mL) 16,5+4,32 10,23+ 3,23
Keterangan: Kriteria aktivitas antibakteri sesuai dengan NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards), yaitu diameter 0-13 mm bersifat resisten; 14-17 mm bersifat
intermediate; > 18 mm bersifat sensitif.

KESIMPULAN

Asam galat yang dihasilkan dari limbah kulit buah lokal memiliki aktivitas sebagai
antioksidan, namun tidak memiliki aktivitas antibakteri. Asam galat dari kulit buah
kepundung, kulit buah juwet dan kulit buah manggis memiliki 1Csy masing-masing sebesar
5.95; 5,96 dan 5,92 ppm. Aktivitas antioksidan tertinggi dengan nilai ICsy sebesar 2,63
ppm. Asam galat dari ketiga kulit buah lokal resistan terhadap bakteri E. coli dan S. aureus

yang menunjukkan bahwa asam galat tidak memiliki aktivitas sebagai antibakteri.
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