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Abstrak

Enzim tanase merupakan enzim yang berperan sebagai katalis pada reaksi hidrolisis tanin. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan enzim tanase sebagai penurun kadar tanin pada teh.
Enzim tanase dihasilkan oleh Aspergillus niger yang diisolasi dari kulit buah kakao melalui
fermentasi fase padat dengan menguji tepung gandum, tepung beras, tepung terigu dan tepung
tapioka sebagai bahan media padat. Konsentrasi asam tanat divariasi 0%; 3%; 5% dan 7%. Jenis teh
yang digunakan adalah teh hijau, teh oolong dan teh herbal dengan konsentrasi enzim tanase sebesar
0%; 0,5%; 1%; 1,5%; dan 2%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa enzim tanase yang dihasilkan
pada media padat tepung gandum dengan konsentrasi induser 5% menunjukkan aktivitas yang paling
tinggi dibandingkan semua perlakuan. Enzim tanase mampu menurunkan kandungan tanin hingga
100% pada teh oolong sedangkan teh hijau menunjukkan penurunan kadar tanin terendah yaitu
sebesar 67%.
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Abstract

Tannase is a hydrolytic enzyme that acts on tannins. This research to know the potential of tannase to
reduce tannins of tea. Tannase production was carried out using solid state fermentation. The solid
medium tested were wheat flour, rice flour, tapioca flour and potato flour with a concentration of
tannic acid as inducer at 0; 3; 5 and 7% (wt/vol). Tannase was applied to oolong tea, green tea and
herbal tea with a concentration of tannase at 0%; 0.5%; 1%; 1.5% and 2% (vol/vol). The best
production solid medium was wheat flour with tannic acid concentration of 5% (wt/vol). Tannase was
able to reduce tannin until 100% in oolong tea and 67% on green tea.
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PENDAHULUAN

Tanin adalah senyawa polifenol dengan bobot molekul tinggi antara 500 sampai 20.000 Dalton
dan memiliki kemampuan membentuk kompleks dengan protein dan polisakarida (Hagerman,
2002). Keberadaan tanin dalam tanaman berfungsi untuk pertahanan diri dan mencegah
degradasi nutrien yang berlebihan di dalam tanah (Leinmuller dkk, 1991).

Kandungan tanin pada buah ataupun bagian tumbuhan lainnya menimbulkan masalah pada saat
pengolahan. Pada buah, kandungan tanin dapat menimbulkan rasa sepat sehingga hasil olahan
buah dengan kandungan tanin yang tinggi, kurang diminati oleh para konsumen (Saragih &
Haryadi, 2003). Tanin dapat menurunkan aktivitas enzim pepsin dan kimotripsin sehingga
mengganggu pencernaan hewan ternak yang berakibat pada menurunnya berat badan ternak (Oh
& Hoff, 1986). Pada teh, kandungan tanin menyebabkan cream teh tidak dapat larut dalam air
dingin (Sanderson & Coggon, 1977).

Tanase merupakan enzim yang digunakan secara luas untuk mengurangi kandungan tanin.
Enzim ini telah digunakan pada industri makanan dan obat-obatan. Dalam industri obat-obatan,
tanase berperan dalam produksi asam galat. Industri makanan menggunakan enzim tanase pada
produk teh instan, menjernihkan beer dan jus buah serta mengurangi efek antinutrisi pada pakan
ternak (Banerjee et al., 2001).

Tanase merupakan enzim ekstraselular yang dihasilkan oleh beberapa mikroorganisme seperti
bakteri, yeast dan jamur. Namun, jamur dari genus Aspergillus dan Penicillium diketahui sebagai
penghasil tanase terbaik (Battestin & Macedo, 2007). Hasil penelitian sebelumnya telah dapat
menghasilkan tanase dari Aspergilllus niger pada fermentasi fase padat dengan aktivitas sebesar
1,401 U/mL (Anwar dkk, 2007). Namun, aplikasi enzim tanase yang dihasilkan tersebut pada
suatu bahan belum dilakukan hingga saat ini.

Penelitian ini bertujuan untuk menghasilkan enzim tanase dan mengetahui kemampuan enzim

tanase sebagai penurun kadar tanin pada teh.



METODE PENELITIAN

Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang diperlukan meliputi kapang Aspergillus niger yang diisolasi dari kulit buah
kakao, Tween 80 (Merck), NaNOs, KCI, MgSO4-3H20, FeSO4-7H.0, KoHPO4-3H-0, asam tanat
(Sigma), tepung gandum,tepung terigu, tepung tapioka, tepung beras, teh hijau, teh oolong, teh
herbal,indigokarmin, KMnOg, gelatin, (NH4)2SO4, aquades. Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah pipet volumetrik, mikropipet, inkubator, Shaker bath, magnetik stirer,
Sentrifuge dingin (Beckman J2-21), Water bath, spektrofotometer, autoklaf, pH meter, neraca
analitik, vortex, corong Buncher, vakum, laminar, Erlenmeyer, jarum ose, kertas Whatman no.1
(Advantec) dan peralatan gelas yang biasa digunakan dalam laboratorium.

Produksi Enzim Tanase

Spora Aspergillus niger yang ditumbuhkan pada agar miring PDA dibuat suspensi spora dalam
larutan aquades steril yang mengandung 0,1% Tween 80 sampai mencapai konsentrasi spora
3.107 spora/mL.

Tanase diproduksi dengan fermentasi fase padat dengan mengacu pada metode Sanchez (2003)
dan Anwar dan Burhanuddin (2012). Untuk mendapatkan enzim tanase dengan aktivitas optimal
digunakan variasi media padat yaitu menggunakan tepung gandum, tepung beras,tepung tapioca,
dan tepung terigu masing-masing sebanyak 5 gram. Media tersebut dibasahi dengan 10 mL
larutan garam. Komposisi larutan garam meliputi NHsNO3 0,5%; NaCl 0,1%; MgSQO4.7H20
0,1% dan asam tanat dengan variasi konsentrasi 0%; 3%; 5% dan 7% pada pH 5,5. Campuran
selanjutnya disterilisasi dengan menggunakan autoklaf selama 20 menit. Setelah dingin, substrat
padat tersebut diinokulasikan dengan 1 mL spora Aspergillus niger dan diinkubasi pada suhu

28°C selama 72 jam.



Ekstraksi Enzim Kasar

Isolasi enzim kasar dilakukan dengan cara mengekstrak media fermenatsi 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.

Aktivitas enzim tanase ditentukan melalui metode Rajakumar dan Nandy (1983). Aktivitas
enzim ditunjukkan dalam international unit (IU). Satu unit didefinisikan sebagai jumlah enzim
yang dibutuhkan untuk membentuk 1 pmol asam galat per menit pada kondisi reaksi standar.
Sedangkan kadar protein total ditentukan dengan metode Bradford (1976).

Rancangan Penelitian

Dalam penelitian ini digunakan rancangan acak lengkap 2 faktor dimana faktor A adalah jenis-
jenis teh dan faktor B adalah kadar enzim tanase. Jenis-jenis teh yang digunakan adalah teh
hijau, teh hitam dan teh herbal. Konsentrasi tanase yang digunakan 0%; 0,5%; 1%; 1,5%; dan
2% (v/v). Masing-masing sampel dikondisikan pada suhu 50°C dan diukur penurunan kadar

taninnya dengan metode Lowenthal-Procter. Setiap perlakuan diulang sebanyak 3 kali.



Penentuan Kadar Senyawa Tanin (Harborne, 2006)

Sebanyak 10 mL larutan teh ditambah 25 mL larutan indigokarmin dan 750 mL aquades,
kemudian dititrasi dengan larutan KMnOs 0,1 N sampai warna kuning emas, misalkan
diperlukan A mL.

Sebanyak 100 mL larutan teh ditambah berturut-turut 50 mL gelatin. Sebanyak 100 mL larutan
(NH4)2SO4 dan 100 gram bubuk kaolin, lalu dikocok kuat-kuat beberapa menit dan disaring.
Sebanyak 25 mL filtrat ini dicampur dengan larutan indigokarmin sebanyak 25 mL dan 750 mL

aquades. Selanjutnya dititrasi dengan larutan KMnO4 0,1 N misal dibutuhkan B mL.

Perhitungan kadar tanin adalah

(50A-50B) x N/0,1 x 0,00416

5 x 100%

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil uji penggunaan media padat terbaik menunjukkan bahwa penggunaan tepung gandum
memberikan hasil yang paling baik dibandingkan dengan tepung beras, tepung tapioka dan
tepung kentang. Ini dapat dilihat dari aktivitas enzim tanase yang lebih tinggi pada penggunaan
tepung gandum sebagai bahan pembuat media padat yaitu sebesar 2,01 U/mL (Gambar 1). Uji
beda sidik ragam menunjukkan bahwa penggunaan jenis tepung secara nyata mempengaruhi

aktivitas enzim tanase yang dihasilkan.
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Gambar 1. Aktivitas tanase pada beberapa bahan padat dengan
konsentrasi asam tanat sebesar 5% (b/v)
Kandungan protein yang terdapat pada substrat padat tepung gandum menunjukkan hasil yang
lebih tinggi dibandingkan jenis tepung yang lain (Gambar 2). Kadar protein tertinggi yang
dihasilkan yaitu sebesar 0,678 mg/ml sedangkan kadar protein terendah adalah pada substrat

padat tepung beras yaitu sebesar 0,583 mg/ml.
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Gambar 2. Kadar protein total pada beberapa bahan padat dengan

konsentrasi asam tanat sebesar 5% (b/v)



Konsentrasi asam tanat sebagai induser berpengaruh secara nyata terhadap aktivitas enzim tanase
yang dihasilkan. Aktivitas enzim tanase tertinggi diperoleh pada konsentrasi asam tanat sebesar

5% (b/v) untuk semua jenis tepung.
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Gambar 3. Aktivitas tanase pada substrat padat tepung gandum
dengan beberapa konsentrasi

Penggunaan beberapa jenis tepung berpengaruh nyata terhadap aktivitas enzim tanase yang
dihasilkan oleh A. niger. Hal ini sangat terkait dengan kandungan nutrisi yang terdapat pada
keempat jenis tepung. Tepung gandum diketahui memiliki kandungan nutrisi yang lebih baik
dibandingkan tepung kentang, tepung beras dan tepung tapioka. Selain itu, kandungan logam Ca
yang lebih tinggi pada tepung tapioka dan tepung kentang kemungkinan dapat mempengaruhi
aktivitas tanase yang dihasilkan. Menurut Poedjiadi (1994) kandungan logam Ca pada tepung
kentang dan tepung tapioka adalah masing-masing sebesar 20 mg dan 84 mg per 100 gram
bahan. Penelitian Rajakumar dan Nandy (1983) menunjukkan adanya efek penghambatan kerja
enzim tanase sebesar 33% pada penambahan logam Ca. Penelitian Anwar dan Burhanuddin
(2012) melaporkan bahwa logam Ca dapat menurunkan aktivitas tanase.

Penggunaan asam tanat sebesar 5% memberikan hasil yang lebih baik untuk semua jenis tepung.
Hal ini sesuai dengan penelitian Anwar dkk (2007) yang menemukan konsentrasi asam tanat

sebesar 5% pada media cair dan media padat memberikan aktivitas tanase tertinggi. Namun,



aktivitas tanase mengalami penurunan untuk semua jenis tepung pada penambahan induser
sebesar 7%. Jumlah asam tanat yang berlebih dalam media diduga dapat bertindak sebagai
repressor yang menghambat disintesisnya mRNA sehingga pembentukan enzim juga terhambat.
Seperti yang diungkapkan olen Gumbira-Said (1987), jumlah substrat yang berlebih dapat
bertindak sebagai represor yang akan terikat pada gen operator sehingga mencegah disintesisnya
MRNA oleh gen-gen struktural. Selain itu, apabila jumlah substrat ditingkatkan di atas nilai
optimal untuk produksi tanase, akan meningkatkan jumlah panas yang dihasilkan dan
mengurangi proses aerasi sehingga menurunkan produksi enzim (Banerjee dkk, 2005).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penggunaan tanase sebesar 1,5% (v/v) mampu menurunkan
kadar tanin pada teh oolong sebesar 100% sedangkan teh hijau dan teh herbal dengan kadar
tanase yang sama hanya mengalami penurunan sebesar 50% dan 70% (Tabel 1). Untuk teh hijau

dan teh oolong penurunan kadar tanase optimal terlihat pada penggunaan enzim tanase sebesar

2%.
Tabel 1. Penurunan kandungan tannin pada beberapa jenis teh setelah penambahan
enzim tanase
. Penurunan kadar tanin (%)
Jenis Ten 0% 0,5% 1% 1,5% 2%

Teh hijau 0,01 10 22 50 67

Teh oolong 0,05 43 71 100 100

Teh herbal 0,02 35 58 67 85

Analisis sidik ragam menunjukkan bahwa penambahan enzim tanase mampu menurunkan kadar
tanin pada teh secara nyata (P < 0,01). Uji beda Duncan menunjukkan penurunan kadar tannin
pada ketiga jenis teh yang tidak diberikan enzim tanase tidak berbeda nyata. Sedangkan pada
penggunaan tanase sebesar 0,5%-2% menunjukkan penurunan tannin yang nyata pada ketiga
jenis teh.

Pada perlakuan dengan enzim tanase sebesar 0%, penurunan kadar tanin tetap terjadi pada ketiga

jenis teh walaupun dengan persentase yang rendah. Hal ini disebabkan suhu perlakuan yang



digunakan sebesar 50°C sesuai dengan suhu optimum aktivitas tanase (Anwar dkk, 2009).
Kemungkinan pada suhu tersebut beberapa tanin dapat terurai terutama tanin terhidrolisis.
Hagerman (2002) mengungkapkan pada suhu tersebut beberapa tanin terhidrolisis lebih mudah
terurai dibandingkan tanin terkondensasi.

Penurunan kadar tanin pada ketiga jenis teh menunjukkan hasil yang berbeda pada penggunaan
tanase sebesar 0,5%-2%. Ini disebabkan kandungan tanin pada ketiga jenis teh berbeda-beda.
Diketahui bahwa teh hijau memiliki kandungan epigallokatekin yang lebih tinggi dibandingkan
dengan teh oolong dan teh herbal yaitu sebesar 30-40% (Rohdiana, 2001).

Tanase memiliki dua aktivitas tanase terpisah yaitu aktivitas esterase dan depsidase. Aktivitas
esterase adalah kemampuan menghidrolisis galoil ester pada glukosa atau alkil sedangkan
aktivitas depsidase adalah kemampuan menghidrolisis ikatan antara dua residu galoil (Haslam &
Stangroom, 1966).

Aktivitas tanase dipengaruhi oleh media pertumbuhan kapang A. niger. Menurut Haslam dan
Stangroom (1966) jika A. niger ditempatkan pada media yang mengandung tannin dengan
kandungan ester yang lebih tinggi dibandingkan ikatan depside, aktivitas esterase akan lebih
dominan dibandingkan aktivitas depsidase.

Pada penelitian ini digunakan asam tanat sebagai induser dimana asam tanat mengandung ikatan
depside. Enzim tanase yang dihasilkan pada penelitian ini memiliki aktivitas depsidase yang
lebih tinggi dibandingkan aktivitas esterase. Ini dapat terlihat dari penurunan kadar tanin pada
teh hijau yang lebih rendah dibandingkan teh herbal dan teh oolong. Epigallokatekin yang lebih
banyak terkandung pada teh hijau lebih banyak mengandung ikatan ester dibandingkan ikatan
depside sehingga penurunan kadar tanin pada teh ini lebih rendah dibandingkan teh herbal dan

teh oolong.



KESIMPULAN

Dari hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa produksi enzim tanase dengan
menggunakan tepung gandum sebagai substrat padat dan konsentrasi asam tanat sebesar 5%
memberikan nilai aktivitas tanase tertinggi. Enzim tanase yang dihasilkan mampu menurunkan
kadar tanin pada teh hijau, teh herbal dan teh oolong dimana penurunan kadar tanin terendah
terdapat pada teh hijau. Sedangkan teh oolong mengalami penurunan kadar tanin tertinggi oleh

enzim tanase.
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