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Abstrak: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh komposisi media pada produksi enzim
tanin asil hidrolase (tanase) dari Aspergillus niger Faktor yang diuji meliputi perbandingan substrat
padat dan media cair dan volume inokulum. Substrat padat dan media cair yang digunakan adalah
tepung gandum dan medium Czapeck dengan variasi perbandingan 1:1: 1:2: 1:3; 1:4 dan 1:5 (b/v).
Sedangkan variasi volume inokulum yang digunakan adalah 1, 2 dan 3 mL. Enzim tanase selanjutnya
difraksinasi dan dikarakterisasi. Hasil penelitian menunjukkan aktivitas enzim tanase tertinggi diperoleh
pada perbandingan tepung gandum dan medium Czapeck sebesar 1:2 (b/v) dan volume inokulum
sebesar | mL. Hasil fraksinasi amonium sulfat menunjukkan aktivitas spesifik tertinggi diperoleh pada
tingkat kejenuhan 70%. Karakter enzim tanase yang dihasilkan adalah suhu optimum sebesar 40°C dan
pH optimum sebesar 6. Aktivitas tanase ditingkatkan oleh ion K' dan Na'. lon Zn?'. Cu*, Ca®, Mn?",
Fe®' dan Mg?" diketahui dapat menghambat aktivitas tanase.

Kata kunci: tanase. medium Czapeck, Aspergillus niger.

Abstract: This research aimed to investigate the effect of medium compositions in production of tannin
acyl hydrolase (tannase) from Aspergillus niger. The parameter investigated were ratio of wheat flour
and Czapeck medium, and volume of inoculum. Ratio of wheat flour and Czapeck medium were 1:1;
1:2: 1:3: 1:4 and 1:5 (w/v) and volume of inoculum were 1. 2 and 3 mL. The tannase product was
fractionated and characterized. The result showed that optimal tannase product was obtained at ratio of
wheat flour and Czapeck medium 1:2 (w/v) with inoculum volume of 1 mL. The best specific activity of
tannase was obtained at saturation level of 70%. Characterization results showed that optimum activity
was at 40°C and pH 6. Tannase was increased by the presence of K* and Na'. The presence of metal ions
such as Zn*', Cu’, Ca*, Mn?'. Fe*" and Mg?” was known to inhibit the enzyme activity.
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PENDAHULUAN

ENZIM tanin asil hidrolase (tanase) merupakan
enzim yang mengkatalis reaksi pemutusan ikatan
ester pada tanin terhidrolisis membentuk asam
galat dan glukosa. Enzim ini biasanya digunakan
secara luas pada industri makanan maupun obat-
obatan. Dalam industri makanan. tanase digunakan

* Penulis korespondensi, Hp. 08175717685
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pada produk teh instan, menjernihkan bir dan jus
buah serta mengurangi efek antinutrisi tanin pada
makanan ternak. Untuk industri obat-obatan, tanase
berperan dalam produksi asam galat, yaitu senyawa
yang digunakan untuk mensintesis propil galat dan
trimetoprim secara kimia''’.

Beberapa mikroorganisme diketahui dapat
memproduksi tanase. Namun, genus Aspergillus dan
Penicillium dilaporkan memiliki kemampuan yang
paling baik untuk memproduksi enzim tanase®.
Penelitian Anwar er /. mampu menghasilkan
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enzim tanase dari Aspergillus niger.

Penelitian yang dilakukan oleh Anwar ez al.'™
telah menghasilkan enzim tanase pada media padat.
Namun aktivitas enzim yang dihasilkan masih rendah.
Salah satu faktor yang menyebabkan rendahnya
aktivitas enzim adalah komposisi media yang kurang
tepat. Penelitian Shatta er «/.'"Y menemukan bahwa
komposisi media sangat berpengaruh terhadap
produksi amilase. Selain itu, jumlah komposisi
medium cair pada media padat dapat mempengaruhi
produksi amilase®’,

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh komposisi media terhadap aktivitas tanase
serta mengetahui karakter enzim yang dihasilkan.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Bahan yang digunakan meliputi kapang
Aspergillus niger yang diisolasi dari kulit buah
kakao, Potato Dextrose Agar (Difco), Tween 80
(Merck), NaNO,, KCI1, MgSO,-3H,0, FeSO_7H,O,
K_HPO,3H2O0, asam lanat(glgma) tepung gandum
glukosa NaOH, HCI, Na-sitrat, asam sitrat, etanol
95% (Merck), Coomasie Brilliant Blue G 250
(Merck), H., PO, B85% (Merck), Bovine Serum
Albumin (Merck)., (NH,)),SO, (Kanto), EDTA,
Na,CO,, ZnSO,7H,O, MBSO 3HO CuSO,SH,0,
KCl, CaCl, 2H O Mn%() H O Na S0..

Alat yang dlgunakan dalam penelluan ini
adalah inkubator, shaker barh, magnetic stirrer,
sentrifuga dingin (Beckman J2-21), penangas
air, spektrofotometer, autoklaf, pH meter, neraca
analitik, vorrex, hemasitometer, laminar air flow
cabiner dan peralatan gelas yang biasa digunakan
dalam laboratorium.

METODE. Pemeliharaan jamur. Jamur yang
diambil dari kulit buah kakao ditumbuhkan dalam
agar miring Potato Dextrose Agar (PDA) pada suhu
ruang 28°C selama 6 hari. Spora jamur disegarkan
kembali pada media yang sama setelah tiga minggu.

Persiapan inokulum. Spora jamur pada
agar miring PDA, dibuat suspensi spora dengan
memasukkan 10 mL air suling steril yang
mengandung 0.1% Tween 80. Spora jamur dilepaskan
dengan jarum Ose kemudian dikocok dengan vorrex
dan dihitung dengan menggunakan hemasitometer.
Setiap mL suspensi spora yang digunakan sebagai
inokulum mengandung + 3.107 spora.

Produksi enzim tanase. Prosedur untuk
produksi tanase mengacu pada metode Sanchez®
dan Anwar er ¢l.®. Substrat padat yang digunakan
adalah tepung gandum sedangkan media cairnya
adalah medium Czapeck yang mengandung 3 g/l
NaNO.,: 0,5 g/L. KCl: 0,348 g/IL. MgSO,-3H,O: 0,01
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g/l FeSO_7H,O; 1.301 g/I. K.HPO,3H,O pada
pH 5.5. Perbandingan tepung gandum dan medium
Czapeck divariasi sebesar 1:1; 1:2; 1:3: 1:4 dan
1:5 (b/v). Media selanjutnya disterilisasi dengan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15
menit. Setelah itu, ke dalam media padat tersebut
diinokulasikan spora jamur dengan variasi 1, 2 dan
3 mL. Media diinkubasi pada suhu 28°C selama 72
jam.

Isolasi crude enzyme (enzim kasar). Isolasi
enzim kasar dilakukan dengan cara mengekstrak
media fermentasi dengan menambahkan 50 mL
air suling steril yang mengandung 0.01% Tween
80 dan campuran dilarutkan dengan menggunakan
magnetic stirrer: Enzim kasar selanjutnya dipisahkan
dari media melalui sentrifugasi. Supernatan disaring
dengan kertas Whatman No. 1 dan dimasukkan ke
dalam botol untuk analisis selanjutnya.

Pengujian aktivitas tanase. Aktivitas tanase
diuji dengan spektrofotometer mengikuti metode
Rajakumar dan Nandy”. Sebanyak 0.2 mL asam
tanat 0.35% dalam 50 mM dapar sitrat pH 35
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan diinkubasi
selama 5 menit pada suhu 30°C. Selanjutnya 0.05 mL
enzim ditambahkan ke dalam larutan tersebut dan
diinkubasi selama 15 menit pada suhu yang sama.
Penghentian reaksi dilakukan dengan menambahkan
1 mL etanol 95% dan dikocok selama 1 menit.
Campuran kemudian diukur serapannya pada
panjang gelombang 310 nm.

Perlakuan blanko ' mengikuti prosedur yang
sama dengan uji aktivitas enzim tetapi larutan enzim
diganti dengan dapar sitrat. Sedangkan untuk kontrol
enzim. 0,05 mL enzim diinaktifkan terlebih dahulu
dengan menambahkan 1 mL etanol 95% kemudian
ditambahkan asam tanat 0.35% sebanyak 0.2 mlL.
Perhitungan aktivitas enzim dengan menggunakan
rumus berikut:

AA = (A _—A

310 les bl'.mko) o komml

Ablankn

Aktivitas enzim didefinisikan sebagai jumlah
enzim yang dibutuhkan untuk menurunkan
absorbansi per menit per mL enzim.

Fraksinasi enzim tanase dengan amonium
sulfat dan dialisis. Pemurnian dilakukan dengan
mengacu pada cara Pingoud er al™ yaitu enzim
kasar difraksinasi dengan amonium sulfat pada
tingkat kejenuhan 30-80%. 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
vang diperoleh disuspensikan dalam dapar sitrat 50
mM pH 5.0. Pemekatan enzim dilakukan dengan
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cara dialisis pada suhu 4°C selama semalam dan
daparnya dapat diganti beberapa kali sampai cairan
di luar selofan tidak bereaksi dengan larutan Nessler.
Enzim hasil fraksinasi diukur aktivitas dan kadar
proteinnya. Pengukuran kadar protein mengikuti
metode Bradford®.

Karakterisasi enzim tanase. Karakter enzim
tanase yang diuji meliputi suhu optimum. pH
optimum dan pengaruh ion logam.

Penentuan suhu optimum. Enzim tanase,
substrat (asam tanat) dan dapar sitrat 0,05 M (pH
5) diinkubasi pada berbagai kisaran suhu 30-80°C,
kKemudian dilakukan pengujian aktivitas enzim
schingga diperoleh suhu optimum. Perlakuan ini
diulang sebanyak 3 kali.

Penentuan pH optimum. Enzim tanase, substrat
(asam tanat) dan dapar diinkubasi pada kisaran pH
3-8. Larutan dapar yang digunakan berbeda-beda
dimana untuk pH 3-6 menggunakan 0,05 M dapar
sitrat dan dapar fosfat untuk rentangan pH 7-8.
Setelah itu, aktivitas enzim diuji sehingga diperoleh
pH optimum. Perlakuan ini diulang sebanyak 3 kali.

Pengaruh ion logam. Untuk mengetahui
pengaruh ion logam, maka campuran enzim, substrat
dan daparnya ditambahkan berbagai jenis logam
seperti Mg?", Cu*, Fe?', K', Na*, Ca**, Zn>" dan Mn?*
dengan konsentrasi 0,01 M dan 0,05 M kemudian diuji
zktivitasnya. Perlakuan ini diulang sebanyak 3 kali.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan perbandingan tepung
gandum dan medium Czapeck berpengaruh nyata
terhadap aktivitas tanase dari Aspergillus niger.
Aktivitas tertinggi diperoleh pada perbandingan
tepung gandum dan medium Czapeck sebesar
1:2 (w/v) dengan nilai aktivitas sebesar 2,36 U/
mL (Gambar 1). Hasil uji Duncan (a = 5%)
menunjukkan bahwa aktivitas tanase ini berbeda
nyata dengan aktivitas tanase pada semua variasi
perbandingan tepung gandum dan medium Czapeck
sang digunakan.

Volume inokulum optimum yang diperoleh untuk
produksi tanase adalah sebesar 1 mL seperti yang
ditunjukkan Gambar 2. Hasil ini berbeda dengan
penelitian Kar ez /' yang menemukan bahwa
volume inokulum optimum sebesar 12 mL untuk 5
gram substrat padat.

Penelitian Anto er /) menunjukkan bahwa
Lomposisi media cair dan substrat padat dapat
mempengaruhi  produksi enzim. Hasil yang
sama juga dilaporkan oleh Akcan dan Uyar('"
pada produksi protease dimana pada komposisi
medium cair sebesar 40% dari substrat padat
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Perbandingan tepung gandum dan medium
Czapeck (b/v)
Gambar 1. Pengaruh perbandingan tepung gandum
dan medium Czapeck terhadap aktivitas tanase.
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Gambar 2. Pengaruh volume inokulum (+3.107 spora/
mlL) terhadap aktivitas tanase pada perbandingan
tepung gandum dan medium Czapeck sebesar 1:2.

memberikan nilai aktivitas tanase tertinggi. Pada
fermentasi media padat, jika medium cair terlalu
tinggi maka tepung gandum sebagai substrat padat
akan mengalami perubahan struktur sehingga
menurunkan pemindahan oksigen. Hal ini berakibat
pada rendahnya aktivitas enzim yang diperoleh.
Sebaliknya jika jumlah medium cair terlalu rendah,
kelarutan nutrien pada substrat padat berkurang
sehingga produksi enzim juga berkurang 92,

Fraksinasi dengan amonium sulfat bertujuan
untuk mendapatkan enzim tanase yang lebih murni.
Berbagai tingkat kejenuhan digunakan untuk
mengetahui jumlah amonium sulfat optimum yang
dapat mengendapkan enzim dengan sempurna.
Proses dialisis adalah tahap akhir fraksinasi yang
bertujuan untuk menghilangkan sisa amonium
sulfat.

Hasil fraksinasi amonium sulfat menunjukkan
bahwa aktivitas tanase tertinggi diperoleh pada
tingkat kejenuhan 70% yaitu sebesar 18,23 U/mL
(Gambar 3). Kadar protein pada tingkat kejenuhan
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60% menunjukkan hasil yang lebih tinggi yaitu 0.5324
mg/mL. Hasil uji Duncan (& = 5%) menunjukkan
bahwa aktivitas tanase pada tingkat kejenuhan 50%
dan 60% tidak berbeda nyata sedangkan pada tingkat
kejenuhan yang lain berbeda nyata. Uji Duncan (o
= 5%) pada pengukuran kadar protein menunjukkan
pada tingkat kejenuhan 40% dan 50% tidak berbeda
secara nyata.

20
18
16
14

Aktivitas tanase (U/mL)
e

20 40 60 80 100

Tingkat kejenuhan amonium sulfat (%)
Gambar 3. Aktivitas enzim tanase pada berbagai
tingkat kejenuhan amonium sulfat.

Berdasarkan nilai aktivitas total dan kadar protein
vang dihasilkan, maka dapat diketahui aktivitas
spesifik tanase dimana pada tingkat kejenuhan
amonium sulfat 70% dihasilkan aktivitas spesifik
sebesar 36.287 U/mg. Jika dibandingkan dengan
enzim ekstrak kasar, aktivitas spesifik yang diperoleh
setelah fraksinasi meningkat sebanyak 10 kali. Hasil
uji Duncan (o = 5%) menunjukkan aktivitas spesifik
tanase pada semua tingkat kejenuhan berbeda nyata.

Beberapa penelitian sebelumnya menunjukkan
hasil yang berbeda-beda, dimana penelitian Sabu ez
al."® menemukan aktivitas spesifik tanase tertinggi
diperoleh pada tingkat kejenuhan 40-60%. Rajakumar
dan Nandy” menggunakan tingkat kejenuhan
amonium sulfat hingga 100% pada proses pemurnian
tanase. Perbedaan tingkat kejenuhan amonium
sulfat berhubungan dengan jumlah asam amino
hidrofilik yang terdapat pada protein enzim. Menurut
Scopes', protein enzim yang memiliki lebih banyak
asam amino hidrofilik membutuhkan konsentrasi
garam yang lebih tinggi untuk mengendapkannya.
Penelitian Hatamoto er «/.''® menemukan bahwa
tanase mengandung lebih banyak asam amino
hidrofilik.

Seperti yang telah diungkapkan pada paragraf
sebelumnya, aktivitas tanase tertinggi diperoleh
pada tingkat kejenuhan 70%. Setelah itu, terjadi
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penurunan pada tingkat kejenuhan 80% baik
ditinjau dari aktivitas total maupun kadar protein.
Pada tingkat kejenuhan amonium sulfat di bawah
nilai optimal, ion-ion garam akan melingkupi
molekul-molekul protein dan mencegah bersatunya
molekul-molekul ini sehingga protein melarut.
Peristiwa ini disebut salting in. Pada tingkat
kejenuhan amonium sulfat yang cukup, terjadi
peningkatan muatan listrik di sekitar protein yang
akan menarik mantel air dari protein. Interaksi
hidrofobik di antara sesama molekul protein pada
suasana ionik tinggi akan menurunkan kelarutan
protein sehingga protein akan terendapkan. Jika
konsentrasi amonium sulfat yang ditambahkan
ke dalam larutan melebihi nilai optimal yang
dibutuhkan untuk mengendapkan molekul protein,
maka kelebihan ion garam dapat menarik molekul
protein sehingga molekul protein tersebut terlarut
kembali. Dengan demikian, jumlah protein yang
terendapkan menjadi lebih sedikit‘!'®.

Karakterisasi enzim tanase meliputi suhu, pH
dan pengaruh ion logam. Aktivitas enzim tanase
mencapai nilai optimal pada suhu 40°C yaitu sebesar
34.167 U/mL (Gambar 4). Hasil uji Duncan (o =
5%) menunjukkan bahwa aktivitas tanase berbeda
nyata pada semua variasi suhu yang digunakan.

40

Aktivitas tanase (U/mL)
%)
c

20 30 40 50 60 70 80 90

Suhu (°C)
Gambar 4. Pengaruh suhu terhadap aktivitas tanase.

Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan hasil
yang sama. Penelitian Sabu er «/."Y menyimpulkan
bahwa tanase yang diproduksi dari media padat
memiliki  suhu  optimal 30-40°C, sedangkan
penelitian Mahendrar e7 a/.''® menemukan bahwa
tanase memiliki suhu optimal 30-50°C. Berbeda
halnya dengan penelitian yang dilakukan Ramirez-
Coronel er al./'”, dimana suhu optimal tanase yang
diperoleh lebih tinggi vyaitu sebesar 60-70°C. Hal
ini kemungkinan disebabkan isolat kapang yang
digunakan berbeda.
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Pada penelitian Anwar er @/, isolat kapang
yang digunakan sama namun suhu optimal dihasilkan
yaitu 50°C. Hal ini kemungkinan karena jenis media
yang digunakan berbeda. Menurut Murray ez al.('®
sebagian besar enzim memiliki suhu optimal untuk
menjalankan reaksi berada pada atau di atas suhu
fempat enzim tersebut berada. Karena pada penelitian
i digunakan jumlah larutan Czapeck lebih banyak
dibandingkan pada penelitian sebelumnya serta suhu
s=! mikroba lebih rendah maka suhu optimalnya
menjadi lebih rendah.

Penurunan aktivitas tanase mulai terlihat pada
subu 50°C yaitu sebesar 31,449 U/mL dan terus
mengalami penurunan hingga 17,611 U/mL pada
subu S0°C. Hal ini disebabkan terjadinya denaturasi
protein yang dapat menghilangkan daya katalisis
enmzim. Jika suatu protein terdenaturasi, struktur tiga
“imensi yang bersifat khusus dari rantai polipeptida
terzangegu. Dengan demikian struktur protein tersebut
menjadi terbuka dan acak tanpa ada kerusakan
pada struktur kerangka kovalennya, tetapi aktivitas
Biologisnya menjadi tidak berfungsi.

Akitivitas katalitik suatu enzim dapat dipengaruhi
wlch perubahan pH dengan berbagai cara. Seperti
Balnya protein, enzim memiliki gugus yang dapat
terionisasi dimana perubahan pH dapat menyebabkan
perubahan gugus tersebut. Akibatnya, enzim dapat
mengalami perubahan struktur atau konformasi
schingga kehilangan aktivitasnya?.

10
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g 25
= 20
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CGambar 5. Pengaruh pH terhadap aktivitas tanase.

Pada Gambar 5 terlihat bahwa aktivitas tanase
mencapai nilai maksimum sebesar 38,611 U/mL
pada pH 6. Hasil uji Duncan (o = 5%) menunjukkan
bahwa aktivitas tanase pada pH 6 berbeda nyata
dengan aktivitas tanase pada semua perlakuan
pH yang digunakan. Hasil penelitian sebelumnya
menunjukkan hasil yang sama seperti penelitian
Sharma ef al.?” dan Sabu et a/.'® yang menggunakan

Jurnal Illmu Kefarmasian Indonesia 91

Aspergillus niger pada produksi tanase.
Penambahan ion Na' dan K' pada konsentrasi
0,01 dan 0,05 M dapat meningkatkan aktivitas enzim
tanase. Sedangkan penambahan ion Zn?*", Mg>*, Cu?",
Ca?>* dan Mn?" dapat menurunkan aktivitas tanase
baik pada konsentrasi 0,01 dan 0,05 M (Gambar 6).
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<>
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Jenis logam

Gambar 6. Pengaruh penambahan ion logam (0,01M
dan 0,05M) terhadap aktivitas tanase.

Menurut Suhartono®”, penambahan garam
dapat meningkatkan kekuatan ion dan mempertinggi
konstanta dielektrik pelarut yang ada serta dapat
mempengaruhi kestabilan molekul protein.
Kestabilan molekul protein berkaitan dengan
kestabilan ikatan-ikatan yang ada pada molekul
enzim yakni ikatan hidrogen, ikatan Van der waals,
interaksi hidrofobik maupun gaya tarik menarik
listrik antara muatan yang berbeda pada molekul-
molekul penyusun. Molekul protein enzim yang
stabil tentunya akan mempengaruhi pengikatan
enzim dengan substrat baik pada sisi aktifnya
maupun perubahan konformasi tiga dimensi enzim
tersebut.

Ion logam memiliki fungsi yang beragam dalam
reaksi katalisis. lon logam dapat bertindak sebagai
nukleofil dan mengaktifkan nukleofil dengan
menyumbangkan elektronnya. Seperti halnya proton,
ion logam dapat pula bertindak sebagai elektrofil
dengan cara menerima elektron lewat ikatan o atau
. Selain itu, ion logam dapat pula “menutupi”
nukleofil sehingga mencegah reaksi samping yang
mungkin terjadi'®,

SIMPULAN
Nilai aktivitas tanase tertinggi diperoleh pada
perbandingan substrat padat dan medium cair

sebesar 1:2 (b/v) dengan volume inokulum sebesar
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1 mL. Hasil fraksinasi amonium sulfat menunjukkan
aktivitas spesifik tanase tertinggi diperoleh pada
tingkat kejenuhan 70%. Karakter enzim tanase yang
dihasilkan meliputi suhu optimum sebesar 40°C,
pH optimum sebesar 6 dan diaktifkan oleh logam
K" dan Na'" pada konsentrasi 0,01 M dan 0,05 M.
Penambahan ion Zn?**, Cu’, Ca?*, Mn?*", Fe?" dan
Mg?' pada konsentrasi 0,01 M dan 0,05 M dapat
menghambat aktivitas tanase.
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