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ABSTRAK

Tanase merupakan enzim yang digunakan untuk menghasilkan asam galat. Asam
galat adalah senyawa yang memiliki aktivitas biologi seperti antioksidan, antibakteri, dan
antivirus. Penelitian ini bertujuan untuk menghasilkan asam galat menggunakan limbah
buah lokal di Pulau Lombok secara enzimatis. Terdapat 3 jenis limbah buah lokal yang
digunakan yaitu kulit buah juwet (Syzygium cumini), kulit buah kepundung (Baccaurea
racemosa Muell.Arg) dan kulit buah manggis (Garcinia mangostana). Hasil penelitian
menunjukkan enzim yang digunakan adalah tanase dengan aktivitas sebesar 57,827 U/mg.
Asam galat tertinggi diperoleh pada konsentrasi enzim tanase sebesar 1 % (v/v) dan waktu
reaksi sebesar 60 menit untuk kulit buah kepundung. Adapun kulit buah juwet dan kulit
buah manggis menghasilkan asam galat tertinggi pada konsentrasi enzim tanase sebesar 1,2
% (v/v) dengan waktu reaksi yang sama.

Kata kunci: asam galat, juwet, kepundung, manggis, tanase.

ABSTRACT

Tannase is industrially important enzyme used in the production of gallic acid.
Gallic acid possesses wide range of biological activities such as antioxidant, antibacterial,
and antivirus. This work aims to produce gallic acid from local fruit rind in Lombok
enzimatically. The tested rind local fruit were juwet (Syzygium cumini), kepundung
(Baccaurea racemosa Muell.Arg) and mangosteen (Garcinia mangostana). The result
showed that tannase activity of 57.827 U/mg. Gallic acid concentration has increased with
increase in amount of tannase and reaction time. Optimal gallic acid concentration was
obtained at 1 % (v/v) tannase and 60 minutes of reaction time for kepundung rind.
However, juwet and mangosteen rind produced optimal gallic acid at 1.2 % (v/v) tannase
with the same of reaction time.

Keywords: gallic acid, juwet, kepundung, mangosteen, tannase.
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PENDAHULUAN

Setiap tahunnya kebutuhan bahan baku obat - obatan di Indonesia mengalami
peningkatan. Pasar dalam negeri hingga saat ini belum dapat memenuhi kebutuhan tersebut
sehingga 96 % kebutuhan bahan baku obat - obatan masih sangat bergantung pada impor
(Kementerian Kesehatan, 2013). Harian Kompas Health (2014) mencatat bahan baku
obat - obatan lebih banyak impor dari Cina dan India. Ketergantungan ini tentunya
beresiko besar bagi ketahanan obat nasional.

Asam galat adalah salah satu bahan baku obat - obatan. Senyawa ini diketahui
memiliki aktivitas sebagai antibakteri, antivirus, analgesik dan antioksidan (Belur and
Pallabhanvi, 2011; Bakheet et al., 2014). Barcelo et al. (2014) menemukan asam galat
memiliki aktivitas antibakteri E.coli disebabkan karena senyawa tersebut memiliki sifat
pro-oksidatif dan genotoksik. Penelitian Nutan et al. (2013) menunjukkan asam galat dan
asam ellagat memiliki aktivitas sebagai senyawa anti-HIV. Selain itu, asam galat juga
dapat bersifat anti-karsinogenik dan terbukti dapat membunuh sel - sel kanker (Kawada et
al., 2001; Chia et al., 2010). Selain sebagai bahan baku obat - obatan asam galat digunakan
untuk tinta fotografi dan printing (Beniwal et al., 2010).

Buah - buahan lokal di Pulau Lombok saat ini semakin kurang popular setelah
munculnya buah - buahan impor. Hal ini menyebabkan buah - buahan tersebut hanya
bersifat sebagai limbah yang mungkin dapat menyebabkan masalah lingkungan yang
cukup serius di Pulau Lombok. Oleh karena itu perlu kiranya dipikirkan usaha untuk
mengoptimalkan pemanfaatan buah tersebut.

Asam galat adalah senyawa fenol yang tetap ada pada buah-buahan (Vazirian et al.,
2011). Senyawa ini biasanya bersama dengan glukosa terikat membentuk tanin
terhidrolisis. Selain itu, senyawa ini dapat juga bergabung dengan senyawa yang lain
membentuk polifenol seperti (-)-epi-gallokatekin-3-galat (Tachibana et al., 2004). Asam
galat dapat dihasilkan dengan cara reaksi hidrolisis untuk memutuskan ikatan yang
menghubungkan asam galat dengan senyawa lain . Selama ini, asam galat diproduksi
melalui hidrolisis asam substrat kaya akan tanin sehingga membutuhkan biaya yang tinggi
(Lokeswari and Kumar, 2013). Hanya saja untuk senyawa yang sangat kompleks,
pemutusan tersebut tidak dapat menggunakan reagen kimia yang sederhana.

Salah satu teknologi yang dapat digunakan untuk memutuskan ikatan ester asam
galat adalah secara enzimatis. Salah satu enzim yang spesifik untuk memutuskan ikatan

ester menghasilkan asam galat adalah enzim tanase. Salah satu kendala terbatasnya
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penggunaan enzim ini adalah harganya yang cukup mahal. Penelitian Anwar and
Burhanuddin (2012) telah dapat menghasilkan enzim tanase dari Aspergillus niger. Hanya

saja aplikasi enzim tanase untuk menghasilkan asam galat hingga saat ini belum diteliti.

METODE PENELITIAN

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah inkubator, Shaker bath, magnetik
stirer, centrifuge dingin (Beckman J2-21), Water bath, spektrofotometer UV-Vis (Genesys
20), selofan (Sigma), autoklaf (American), pH meter, neraca analitik, dan vortex..

Bahan yang digunakan adalah limbah buah manggis, juwet dan kepundung yang
diperoleh di Kota Mataram Nusa Tenggara Barat, tepung gandum, Tween 80 (Merck),
NaNO;, KCI, MgS0,4-3H,0, FeSO,4-7H,0, K;HPO,4-3H,0, asam tanat (Sigma), tepung
gandum, gallotanin (Sigma), glukosa, NaOH, HCI, Na-sitrat, asam sitrat, etanol 95 %
(Merck), Coomasie Brilliant Blue G 250 (Merck), HsPO,4 85 % (Merck), bovine serum
albumin (Merck), (NH;).SO, (Kanto), etil asetat (Merck), asam sulfat (Merck), asam galat
standar (Sigma), rodanin (Sigma), metanol (Merck), KOH (Merck).

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 NaNOs; 0,5 g/L KCI;
0,348 g/L M@gS0,.3H,0; 0,01 g/L FeSO,4.7H,0; 1,301 g/L K;HPO,4.3H,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
Aspergillus 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 buffer sitrat 50 mM pH 5,0. pemekatan enzim dilakukan
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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 g ektrak kering dipanaskan dengan 20 mL aquades selama
30 menit. Larutan diencerkan dengan aquades hingga volume larutan menjadi 50 mL dan
disaring dengan menggunakan kertas Whatman no. 1. Ke dalam filtrat dimasukkan 0,15 M
buffer sitrat hingga pH larutan sebesar 6. Ke dalam larutan dimasukkan enzim tanase
sebesar 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 dan 1,2 % (v/v) dengan variasi waktu 15, 30, 45 dan 60 menit.
Reaksi enzimatik dihentikan dengan menggunakan etanol 95 %.

Isolasi Asam Galat (Belur and Pallabhanvi, 2011)

Campuran reaksi selanjutnya diekstraksi menggunakan etil asetat. Ke dalam corong
pisah dimasukkan larutan dan etil asetat dengan perbandingan 1 : 1. Dikocok selama
10 menit hingga terbentuk dua fase larutan. Pelarut dapat dihilangkan menggunakan
evaporator pada suhu 75 °C dan 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). Ke dalam campuran dimasukkan 900 pL larutan rodanin
(0,667 %). Setelah 9 menit, masukkan larutan KOH 0,5 N. Masukkan 12,9 mL aquades
setelah 6 menit. Diamkan selama 25 menit. Setelah itu, absorbansi diukur pada panjang
gelombang 520 nm. Pada pembuatan blanko 900 pL rodanin diganti dengan 900 pL
metanol. Larutan standar dibuat dengan 5 variasi konsentrasi asam galat (Sigma) yaitu 4 -
20 pg/5 mL.

PEMBAHASAN

Produksi enzim tanase menggunakan metode Anwar and Burhanuddin (2012) yang
dilanjutkan dengan fraksinasi menggunakan ammonium sulfat. Hasil akhir fraksinasi
menggunakan ammonium sulfat diperoleh aktivitas tanase sebesar 17,69 U/mL pada suhu
30 °C dan jika diukur menggunakan suhu optimal 50 °C aktivitas tanase sebesar
30,897 U/mL. Kadar protein yang dihasilkan adalah sebesar 0,5343 mg/mL sehingga nilai
aktivitas spesifik dari enzim adalah sebesar 57,827 U/mg. Hasil ini tidak jauh berbeda

dengan penelitian Anwar and Burhanuddin (2012) sebagai penelitian pendahuluan.
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Penambahan enzim tanase pada ekstrak kulit buah kepundung menunjukkan
konsentrasi asam galat yang dihasilkan berbeda - beda untuk masing-masing konsentrasi
enzim tanase yang ditambahkan dan waktu reaksi yang digunakan. Semakin besar
konsentrasi enzim tanase yang ditambahkan semakin besar asam galat yang dihasilkan
(Gambar 1). Begitu pula waktu reaksi penambahan enzim tanase menunjukkan semakin
lama waktu reaksi jumlah asam galat yang dihasilkan semakin besar (Gambar 2). Nilai
tertinggi asam galat yang dihasilkan untuk kulit buah kepundung adalah sebesar 4,227 %
(w/w) pada konsentrasi penambahan enzim tanase sebesar 1 % dan waktu reaksi sebesar
60 menit. Penambahan enzim tanase sebesar 1,2 % dengan waktu reaksi yang sama tidak
menunjukkan penambahan asam galat yang dihasilkan.
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Gambar 1. Pengaruh waktu reaksi terhadap konsentrasi asam galat (% w/w) kulit buah
kepundung pada penambahan tanase sebesar 1 %.
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Gambar 2. Pengaruh penambahan enzim tanase terhadap konsentrasi asam galat (% w/w)
kulit buah kepundung.
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Hasil uji Duncan (a = 5 %) menunjukkan bahwa asam galat yang dihasilkan dari
kulit buah kepundung pada konsentrasi tanase sebesar 0,2 hingga 1 % berbeda secara nyata
namun penambahan tanase 1 % dan 1,2 % tidak berbeda secara nyata. Waktu reaksi secara
keseluruhan mempengaruhi produksi asam galat dari kulit buah kepundung. Hasil uji
Duncan (a = 5 %) menunjukkan produksi asam galat berbeda secara nyata untuk waktu
reaksi 15 hingga 45 menit namun tidak berbeda secara nyata untuk waktu reaksi 45 dan
60 menit.

Penambahan konsentrasi enzim tanase sebesar 1,2 % tidak mempengaruhi produksi
asam galat disebabkan oleh telah jenuhnya konsentrasi substrat tanase penghasil asam
galat. Nelson and Cox (2008) menyatakan aktivitas tanase yang ditandai dengan produksi
asam galat tidak dipengaruhi oleh besarnya konsentrasi enzim dan substrat melainkan
jumlah kompleks enzim-substrat yang dihasilkan. Jika jumlah enzim yang diberikan
semakin besar namun substrat enzim sebagai penghasil asam galat telah habis dikonversi
menjadi asam galat maka penambahan konsentrasi enzim tidak akan mempengaruhi
produk. Begitu pula sebaliknya penambahan substrat tidak akan mempengaruhi
penambahan produk jika enzim telah jenuh terhadap substrat. Hasil penelitian Prasad et al.
(2011) menunjukkan bahwa penambahan substrat tidak mempengaruhi penambahan
jumlah asam galat yang dihasilkan.

Seperti halnya kulit buah kepundung, penambahan enzim tanase pada ekstrak kulit
buah manggis dan juwet menunjukkan konsentrasi asam galat yang dihasilkan
berbeda - beda untuk masing-masing konsentrasi enzim tanase yang ditambahkan dan
waktu reaksi yang digunakan. Nilai tertinggi asam galat yang dihasilkan untuk kulit buah
juwet adalah sebesar 1,54 % (w/w) pada konsentrasi penambahan enzim tanase sebesar
1,2 % dan waktu reaksi sebesar 60 menit (Gambar 3 dan 4). Penambahan waktu reaksi
tidak meningkatkan produksi asam galat karena enzim tanase dalam kondisi jenuh.
Produksi asam galat tertinggi yang dihasilkan dari kulit buah manggis adalah sebesar
2,267 % (w/w) pada konsentrasi penambahan enzim tanase dan waktu reaksi yang sama
dengan kulit buah juwet (Gambar 5 dan 6).

Berbeda dengan kulit buah kepundung, hasil uji Duncan (o = 5 %) menunjukkan
bahwa asam galat yang dihasilkan dari kulit buah juwet dan kulit buah manggis berbeda
secara nyata pada semua konsentrasi penambahan enzim. Produksi asam galat dari kulit
buah juwet dan kulit buah manggis juga berbeda secara nyata untuk semua waktu reaksi

berdasarkan hasil uji Duncan (a2 =5 %).
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Gambar 3. Pengaruh waktu reaksi terhadap konsentrasi asam galat (% w/w) kulit buah
juwet pada penambahan tanase sebesar 1,2 %.
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Gambar 4. Pengaruh penambahan enzim tanase terhadap konsentrasi asam galat (% w/w)
kulit buah juwet pada waktu reaksi 60 menit.
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Gambar 5. Pengaruh waktu reaksi terhadap konsentrasi asam galat (% w/w) kulit buah
manggis pada penambahan tanase sebesar 1,2 %.

270



Junaidi et al., ALCHEMY Jurnal Penelitian Kimia, Vol. 13 (2017), No. 2, Hal. 264-275

25

1.5

Konsentrasi asam galat (%w/w)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

Konsentrasi enzim tanase (%v/v)

Gambar 6. Pengaruh penambahan enzim tanase terhadap konsentrasi asam galat (% w/w)
kulit buah manggis pada waktu reaksi 60 menit.

Tanase merupakan enzim yang dapat mengkatalis reaksi hidrolisis tanin
membentuk asam galat. Penelitian selama ini menggunakan media fermentasi untuk
menghasilkan asam galat. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kulit buah kepundung
memiliki potensi yang lebih besar dalam menghasilkan asam galat dibandingkan dengan
kulit buah manggis dan kulit buah juwet. Beberapa penelitian telah mengkaji produksi
asam galat menggunakan bahan alami dengan fermentasi oleh mikroba untuk
menghasilkan asam galat. Beniwal et al. (2010) menggunakan Enterobacter cloacae
MTCC 9125 dengan substrat sodium nitrat dan KH,PO, sebagai sumber nitrogen dan
sumber fosfat pada submerged fermentation. Asam galat maksimal yang dihasilkan sebesar
3,71 mg/mL. Buah Bahera dapat juga digunakan sebagai substrat oleh Aspergillus
heteromorphus MTCC 5466 untuk menghasilkan asam galat. Jumlah maksimal asam galat
yang dihasilkan sebesar 35 + 2 mg/gds, dimana asam galat tersebut dapat digunakan untuk
sintesis propil galat sehingga memiliki potensi sebagai antioksidan pada industri makanan
(Prasad et al., 2011). Lokeswari and Kumar (2013) telah memproduksi asam galat
menggunakan limbah industri yang kaya akan tanin.

Di antara ketiga limbah kulit buah yang digunakan untuk produksi asam galat, kulit
buah kepundung menunjukkan produksi asam galat yang lebih tinggi dibandingkan kulit
buah manggis dan kulit buah juwet (Gambar 7). Hasil uji Duncan (a = 5 %) menunjukkan
bahwa asam galat yang dihasilkan dari ketiga limbah kulit buah berbeda secara nyata.

Perbedaan asam galat yang dihasilkan dari ketiga limbah kulit buah terkait dengan
kandungan tanin dan senyawa fenol yang terdapat pada kulit buah. Hasil penelitian
pendahuluan menunjukkan bahwa kandungan tanin pada kulit buah kepundung, manggis
dan juwet adalah berturut-turut sebesar 0,233; 0,245 dan 0,172 g/100 g bahan. Total
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senyawa fenol kulit buah kepundung, manggis dan juwet adalah sebesar 3,34; 1,38 dan
1,51 g/100 g bahan (Junaidi and Anwar, 2015). Kandungan tanin yang lebih tinggi pada
kulit buah manggis dan kepundung menunjukkan produksi asam galat yang lebih tinggi.
Produksi asam galat yang paling tinggi pada kulit buah kepundung meskipun kadar tanin
yang lebih tinggi pada kulit buah manggis menunjukkan enzim tanase pada penelitian ini
lebih spesifik menghidrolisis senyawa fenol dibandingkan tanin.

4
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Gambar 7. Pengaruh jenis limbah kulit buah lokal terhadap produksi asam galat.

Tanase merupakan enzim memutuskan ikatan galoil pada tanin terhidrolisis untuk
menghasilkan asam galat dan pliol, tetapi tidak dapat mengkatalis reaksi pemutusan
heksahidroksifenil. Selain itu tanase juga memiliki kemampuan mengkatalis reaksi
hidrolisis tanin terkondensasi untuk menghasilkan senyawa flavonoid (Seigler, 1998).
Hasil penelitian Anwar et al. (2007) mengindikasikan bahwa tanase dari Aspergillus niger
pada penelitian ini memiliki aktivitas yang lebih tinggi terhadap substrat yang mengandung
ikatan depside dibandingkan ikatan ester. lkatan depside lebih banyak terdapat pada
senyawa polifenol. Hal ini kemungkinan dipengaruhi oleh komposisi media yang
digunakan untuk menghasilkan tanase. Jika mikroba ditumbuhkan pada media yang
mengandung substrat dengan ikatan ester, maka tanase yang dihasilkan akan memiliki
aktivitas esterase yang lebih tinggi dibandingkan aktivitas depsidase (Lokeswari and Raju,
2007). Sebaliknya jika substrat yang digunakan dalam media mengandung ikatan depside,
maka tanase yang dihasilkan akan memiliki aktivitas depsidase yang lebih tinggi

dibandingkan aktivitas esterase. Pada penelitian ini, substrat yang terdapat dalam media
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adalah asam tanat sehingga tanase yang diperoleh memiliki aktivitas depsidase yang lebih
tinggi dibandingkan aktivitas esterase.

Beberapa penelitian melaporkan produksi asam galat dari beberapa tumbuhan.
Bhagat et al. (2015) melaporkan produksi asam galat dari tumbuhan Terminalia chebula
yang kandungan tanin lebih banyak berupa gallotanin sebesar 40 %. Gallotanin sendiri
termasuk tanin terhidrolisis sederhana yang terbentuk melalui ikatan ester antara glukosa
dengan asam galat. Bentuk dasar dari senyawa ini disebut pentagalloyl glukosa (B-1,2,3,6-
pentagalloyl-O-D-glukopiranosa), memiliki lima ikatan ester yang terdiri dari gugus
hidroksil alifatik pada inti glukosa (Hagerman, 2002). Asam galat juga telah dihasilkan
dari tumbuhan C. Alata dan A. Paniculata dimana asam galat tertinggi dihasilkan melalui
ekstraksi metanol sebesar 410 = 7,8 mg/g crude ekstrak pada A. paniculata dan

351,2 + 5,6 mg/g crude ekstrak C. alata (Phansawan and Pongsabangpho, 2014).

KESIMPULAN

Penggunaan enzim tanase dari media padat terbukti dapat menghasilkan asam galat
dari limbah kulit buah lokal di Pulau Lombok. Konsentrasi enzim tanase sebesar 1 % (v/v)
menunjukkan hasil asam galat yang lebih tinggi untuk kulit buah kepundung dan
konsentrasi enzim tanase sebesar 1,2 % untuk kulit buah manggis dan juwet. Waktu reaksi
sebesar 60 menit juga memberikan hasil tertinggi di dalam perolehan asam galat pada
ketiga buah. Kulit buah kepundung menunjukkan produksi asam galat yang paling tinggi
dibandingkan kulit buah manggis dan kulit buah juwet.
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