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ABSTRAK
Tanin merupakan senyawa turunan polifenol yang memiliki berat molekul 500-3000 yang memiliki gugus hidroksi
fenolik. Tanin yang terkandung dalam kulit buah manggis (Garcinia mangostana L.) dapat dimanfaatkan sebagai
bahan aditif pada bahan industri cat, tekstil dan penyamak kulit. Penggunaan enzim selulase dalam proses ekstraksi
tanin menggunakan alkohol 50% diharapkan mampu meningkatkan ekstrak kadar tanin. Kulit buah manggis
diekstraksi dengan dan tanpa enzim selulase Trichoderma asperellum LBKURCC1 menggunakan pelarut bufer Na-
asetat 0,05 M pH 55 dan bufer-etanol dengan konsentrasi etanol 50%. Kandungan total tanin dianalisis
menggunakan metoda Folin-Denis. Hasil penelitian menunjukkan kandungan tanin per gram kulit buah manggis
meningkat secara signifikan (p<0,05) dengan penambahan etanol 50% dibandingkan tanpa etanol. Sedangkan
kandungan tanin per gram kulit buah manggis dengan perlakuan tanpa dan menggunakan enzim selulase tidak

memberikan perbedaan hasil yang nyata (p>0,05).

Kata kunci: kulit buah manggis, tanin, selulase

1. PENDAHULUAN

Indonesia termasuk negara tropis yang
mendominasi pasaran manggis di dunia bersama
Thailand dan Malaysia. Manggis (Garcinia
mangostana Linn.) adalah tanaman tropis dalam
family Guttiferae. Kulit buah manggis telah
digunakan sebagai agen pewarna, obat
tradisional, antidiare, dan antidisentri. Manggis
mengandung beberapa kelompok senyawa
fenolik seperti tanin, flavonoid, dan xanton (Ho
et al., 2002; Moongkarndi et al., 2004; Jung et
al., 2006; Weecharangsan et al., 2006; Pothitirat
et al., 2010).

Studi aktivitas biologis telah menunjukkan
bahwa manggis dapat berfungsi sebagai
antiinflamasi, antikanker, antimikroba, dan sifat
antioksidan (Chomnawang et al., 2005). Ekstrak
buah manggis dikonsumsi sebagai suplemen
makanan karena memiliki aktivitas antioksidan,
sementara ekstrak dari buah kulit manggis
memiliki ~ sifat  antibakteri, yang telah
direkomendasikan untuk pengobatan acne
vulgaris (Kumar et al., 2008). Aktivitas biologis
dari kulit buah manggis didasarkan pada
kandungan senyawa yang ada didalamnya yaitu
a-mangostin, tanin, dan senyawa fenolik lainnya
(Pothitirat et al., 2010).

Kulit buah manggis mengandung selulosa
yang dapat dihidrolisis menggunakan enzim
selulase. Teknik ektraksi senyawa tanin dari
limbah tanaman dapat dilakukan menggunakan
enzim untuk membantu degradasi dinding sel
tanaman, sehingga senyawa yang ingin
diekstraksi lebih mudah dijangkau cairan
pengekstrak. Selulosa dapat dihidrolisis oleh
selulase  menjadi  monomer-monomernya.
Hidrolisis  selulosa ~ menjadi =~ monomer-
monomernya diharapkan dapat meningkatkan
ekstraksi senyawa tanin.

Penelitian ini dilakukan untuk menguji
kemampuan enzim selulase meningkatkan
ekstraksi senyawa tanin yang terkandung dalam
kulit buah manggis menggunakan etanol 50%.
Enzim selulase yang digunakan adalah selulase
yang diproduksi  Trichoderma asperellum
LBKURCC1.

2. METODOLOGI PENELITIAN

Bahan hidup: Isolat jamur Trichoderma
asperellum LBKURCC1 vyang merupakan
koleksi  laboratorium  Biokimia, FMIPA,
Universitas Riau, yang telah diisolasi dari tanah
hutan gambut biosfer Giam Siak Kecil Bukit
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Batu, Riau dan dipelihara pada media Potato
Dextroxe Agar dari penelitian terdahulu.

a. Peremajaan isolat jamur Trichoderma
asperellum LBKURCCL1 pada media PDA
Isolat jamur Trichoderma asperellum

LBKURCC1 diambil dengan menggunakan ose

secara aseptis dan diinokulasikan ke media

PDA. Media PDA yang telah diinokulasikan

isolat  jamur  Trichoderma  asperellum

LBKURCC1 diinkubasi pada suhu ruang selama

5 hari atau hingga spora hijau tumbuh subur.

b. Inokulasi jamur Trichoderma asperellum

LBKURCC1 pada media cair

Spora jamur  Trichoderma asperellum
LBKURCC1 vyang diremajakan pada media
PDA dibilas dengan larutan salin steril (NaCl
0,8%) dan dilepaskan dari media dengan
menggunakan o0se secara aseptis. Larutan
disaring menggunakan glasswoll sehingga
diperoleh suspensi spora. Sebagian suspensi
spora diukur ODnya menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 660
nm (OD660nm = 0,34 ~ 7 x 10%). Suspensi
spora diinokulasikan pada media cair produksi
selulase dan diinkubasi pada suhu ruang dengan
pengadukan menggunakan rotary shaker pada
kecepatan putaran 150 rpm selama 72 jam.

c. Produksi enzim selulase

Produksi ~ selulase  dilakukan  dengan
menginokulasi 1,5 x 10 spora dari isolat pada
300 mL media produksi cair selulase. Kultur cair
ini kemudian diinkubasi pada suhu ruang dengan
kecepatan pengocokan 150 rpm selama 72 jam.
Selulase yang telah diproduksi dalam media
produksi  dipisahkan dari miselia  jamur
menggunakan sentrifugasi dalam keadaan dingin
pada suhu 5-10°C dan kecepatan putaran 9500
rpom selama 10 menit. Filtrat disaring
menggunakan kertas Whatman GF/C sehingga
diperoleh ekstrak kasar enzim. Ekstrak kasar
enzim ditambahkan NaN3 hingga konsentrasi
0,02% dan disimpan dalam lemari pendingin.

d. Pemekatan enzim selulase

Enzim diendapkan dari ekstrak kasar dengan
penambahan padatan (NH4)2SO, anhidrat secara
perlahan dalam keadaan dingin (5°C-10°C)
sambil distirer hingga mencapai tingkat
kejenuhan 80%. Larutan dibiarkan selama 30
menit sambil distirer dalam keadaan dingin.
Endapan disentrifugasi dingin selama 10 menit.

Endapan yang diperoleh dimasukkan ke
dalam tabung mikro dan disentrifugasi
menggunakan mikrosentrifuga dengan kecepatan
13.000 rpm selama 5 menit. Filtrat dibuang.
Endapan ditambahkan dengan larutan buffer Na-
asetat 0,05 M pH 5,5 hingga terjadi pemekatan
yang diperkirakan mencapai 140x volume
semula. Jadi misalnya volume awal adalah 140
mL, penambahan buffer pada endapan adalah 1
mL. Enzim pekat yang diperoleh, dihilangkan
garamnya dengan mikrofiltrasi menggunakan
membran ultrafiltrasi corning Spin-X® UF6 10
kDa MWCO (Cat.No.CLS431483-25EA).

e. Penentuan aktivitas enzim selulase

Analisis aktivitas enzim selulase dilakukan
menggunakan substrat Carboxymethyl cellulose
(CMC). Aktivitas enzim diuji sebelum dan
setelah proses pemekatan. Sebanyak 500 pL
substrat CMC 2% dalam bufer Na-asetat 0,05M
pH 5,5 diinkubasi selama 5 menit dalam
waterbath suhu 40°C. Kedalam larutan substrat
ditambahkan 500 pL larutan enzim dalam bufer
0,05M Na-asetat dan pH 5,5, dan diinkubasi
selama 30 menit dalam waterbath suhu 40°C.
Aktivitas enzim dihentikan dengan penambahan
1 mL reagen Nelson-Somogyi. Tabung berisi
larutan ini dipanaskan dalam penangas air
selama 20 menit. Setelah larutan didinginkan
hingga suhu kamar, ke dalam larutan
ditambahkan 1 mL reagen arsenomolibdat,
dihomogenkan, dan didiamkan selama 5 menit.
Kedalam larutan ditambahkan 7 mL akuades,
dihomogenkan, dan didiamkan selama 30 menit.
Absorbansi diukur pada A=540 nm.

Sebagai kontrol, tabung diisi dengan 0,5 mL
larutan selulase dalam bufer Na-asetat 0,05 M
pH 5,5 dan diinkubasi selama 30 menit. Setelah
30 menit sebanyak 1 mL larutan reagen Nelson-
Somogyi ditambahkan ke dalam tabung kontrol,
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vortex dan ditambahkan 0,5 mL larutan substrat
2% CMC dalam bufer Na-asetat 0,05 M pH 5,5.
Tabung kontrol kemudian dipanaskan dalam
penangas air selama 20 menit dan didinginkan
hingga suhu kamar. 1 mL reagen arsenomolibdat
ditambahkan pada tabung blanko, diamkan
selama 5 menit. Setelah 5 menit, tambahkan 7
mL akuades, vortex hingga tercampur sempurna
lalu didiamkan selama 30 menit. Pengukuran
absorbansi dilakukan menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 540
nm dan dilakukan dua kali pengulangan untuk
analisis. Satu unit aktivitas enzim selulase
didefinisikan sebagai banyaknya enzim yang
melepaskan 1 pmol gula pereduksi per-menit.
Kadar protein ditentukan dengan metode Lowry
(Boyer, 1993).

f. Persiapan kulit buah manggis bubuk

Kulit dipisahkan dari daging buahnya dan
dipotong kecil-kecil. Kulit manggis dikeringkan
menggunakan oven suhu 50°C selama 72 jam.
Kulit manggis yang sudah kering kemudian
dihaluskan menggunakan blender dan diayak
menggunakan ayakan berukuran 200 mesh.
Bubuk kulit manggis disimpan dalam plastik
yang kedap udara.

g. Persiapan ekstrak sampel

Ekstrak dipersiapkan untuk penentuan kadar
tanin. Sebanyak 2,5 gram bubuk kulit buah
manggis dimasukkan ke dalam 25 mL etanol
50% (dalam bufer Na-asetat 0,05 M pH 5,5)
tanpa dan dengan enzim selulase. Enzim selulase
yang ditambahkan adalah sedemikian rupa
sehingga konsentrasi akhir selulase dalam
larutan pengekstrak menjadi 0,13 U/mL. Sebagai
kontrol dilakukan perlakuan yang sama tetapi
hanya menggunakan bufer Na-asetat 0,05 M pH
5,5 tanpa etanol. Larutan tersebut kemudian
diinkubasi selama 8 hari dalam shaking
incubator pada suhu 40°C dengan kecepatan 100
rpm. Ekstrak sampel disaring menggunakan
kertas saring biasa. Filtrat dimasukkan kedalam
labu uap untuk di vacum rotary evaporator 50°C
hingga didapat ekstrak  kulit manggis.
Pengeringan dilanjutkan menggunakan oven
pada suhu 50°C dan ditimbang setiap 30 menit

hingga konstan. Ekstrak yang didapat
selanjutnya dianalisis kadar taninnya. Semua
perlakuan diulang sebanyak tiga kali.

h. Penentuan tanin

Total tanin diukur dengan metode Saxena et
al., (2013). Sebanyak 0,1 mL ekstrak kulit buah
manggis dimasukkan ke dalam labu ukur yang
mengandung 7,5 mL air, lalu ditambahkan 0,5
mL Folin-Denis dan 1 mL Na;COs 0,5%.
Larutan diaduk dan dibiarkan selama 30 menit
dan absorbansinya diukur pada panjang
gelombang 760 nm. Standar yang digunakan
yaitu standar asam tanin.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstrak kulit manggis diekstraksi dengan 4
perlakuan menggunakan pelarut bufer Na-asetat
0,05 M pH 5,5 dan pelarut etanol 50% dalam
bufer Na-asetat 0,05 M pH 5,5 dengan atau
tanpa menggunakan proses enzimatis. Pelarut
etanol dipilih karena merupakan pelarut organik
yang memiliki kepolaran yang sama dengan
senyawa tanin. Proses enzimatis pada ekstraksi
senyawa tanin dari kulit buah manggis bertujuan
untuk menghidrolisis selulosa dan hemiselulosa
yang terdapat pada dinding sel kulit buah
manggis. Sehingga diharapkan, senyawa tanin
dapat terekstraksi lebih banyak karena selulosa
dan hemiselulosa yang melingkupi dinding sel
tumbuhan telah  terdegradasi = membentuk
molekul yang lebih sederhana. Berdasarkan
beberapa penelitian yang telah dilakukan
menunjukkan bahwa kandungan senyawa
polifenol meningkat ketika diberi perlakuan
enzimatik selama ekstraksi (Gomez-Garcia et
al., 2012). Hal ini dapat membuktikan bahwa
ekstraksi menggunakan enzim merupakan teknik
yang sangat efektif untuk meningkatkan hasil
ekstraksi fenol dari limbah industri pertanian.
Ekstraksi menggunakan enzim merupakan
alternatif menarik untuk ekstraksi senyawa
bioaktif dari kulit buah manggis. Tabel 1.
menunjukkan hasil berat kering ekstrak dari
kulit buah manggis dengan empat perlakuan
ekstraksi.
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Tabel 1. Berat sampel kulit buah manggis

Perlakuan Rerata berat ekstrak kering (g)

P1 0,0364+0,001¢
P2 0,0871+0,0004°
P3 0,4796+0,011°
P4 0,6193+ 0,096

P1=Ekstrak dalam bufer Na-asetat 0,05 M pH 5,5

P2=Ekstrak dalam bufer Na-asetat 0,05 M pH 5,5 dan selulase
P3=Ekstrak dalam etanol 50%-bufer Na-asetat 0,05 M pH 5,5
P4=Ekstrak dalam etanol 50%-bufer Na-asetat 0,05 M pH 5,5 dan
selulase

Harga rata-rata dengan pangkat huruf yang
berbeda adalah berbeda secara nyata pada
tingkat 5% (P<0,05) berdasarkan uji Duncan
jarak berganda.

Hasil analisis kadar tanin pada ekstrak kulit
buah manggis dengan empat perlakuan
dinyatakan sebagai Asam Tanin Ekuivalen
(ATE) dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil analisis kandungan total tanin ekstrak kulit buah manggis

Perlakuan RerataTotal Tanin per gram Rerata Total Tanin terekstraksi per
ekstrak (mg TAE) gram kulit manggis (mg TAE)
P1 (67,10 + 2,35)? 0,98 + 0,03"
P2 (62,93 £ 11,95)? 1,48 +0,57°
P3 (19,13 £ 2,47)° 3,64 + 0,49
P4 (17,26 + 4,69)° 3,86 + 0,39°

P1 = Ekstrak dalam bufer Na-asetat 0,05 M pH 5,5

P2 = Ekstrak dalam bufer Na-asetat 0,05 M pH 5,5 dan selulase
P3 = Ekstrak dalam etanol 50%-bufer Na- asetat 0,05 M pH 5,5

P4 = Ekstrak dalam etanol 50%-bufer Na-asetat 0,05 M pH 5,5 dan selulase

ATE = Asam tanin ekuivalen

Harga rata-rata dengan notasi huruf yang sama, tidak berbeda secara nyata pada tingkat 5% (p>0,05). Sedangkan harga rata-rata dengan
notasi huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan secara nyata pada tingkat 5% (p<0,05) berdasarkan uji Duncan jarak berganda.

Tabel 2. menunjukkan bahwa secara
signifikan (p<0,05) terdapat peningkatan total
tanin terekstraksi per gram kulit buah manggis
pada penambahan etanol 50% dibandingkan
tanpa etanol (Bandingkan P3 terhadap P1 dan P4
terhadap P2). Hal ini berhubungan dengan
pelarut etanol yang digunakan untuk ekstraksi
yang dapat mempengaruhi kandungan total tanin
terekstraksi.

Kandungan total tanin dengan perlakuan
tanpa dan  menggunakan enzim tidak
memberikan perbedaan hasil yang nyata pada
(»>0,05). Penambahan enzim selulase pada
proses ekstraksi dengan etanol ternyata tidak
mengubah total tanin yang terekstraksi dari kulit
buah manggis. Temuan ini berbeda dengan
temuan Gomez-Garcia et al., (2012), yang
menemukan  bahwa  penambahan  enzim
pektinase, selulase atau B-glukosidase mampu
meningkatkan  ekstraksi  senyawa  fenolik
antioksidan dari limbah anggur.

4. KESIMPULAN

Dari hasil ekstraksi kulit buah manggis
dapat disimpulkan: Kandungan total senyawa
tanin ekstrak kulit buah manggis dengan pelarut
etanol 50% dalam bufer Na-asetat 0,05 M pH
5,5 dengan bantuan enzim selulase per gram
kulit manggis adalah 3,86+0,39 mg ATE. Nilai
ini tidak berbeda nyata dari ekstraksi dalam

ekatrak etanol 50% tanpa penambahan selulase
(»=0,05).
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