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Abstract

The purpose of this study was to examine the influence of combined treatments of the
extrusion process and the addition of a natural source of tannins (tea and or gambier wastes) of
the total gas and methane production in soybean flour.

The materials used in this study were soybean meal, tea waste, gambier, cow rumen fluid,
alcohol, CO,, McDougall solution, 15% H,SO,4, 0,5 N NaOH, 0,5 N HCI, 1% PP indicator and
distilled water. The instruments used were analytical scales, test tubes, oven, extruder machine,
waterbath, centrifuge, vacuum flaks, CO, gas cylinder, 100ml syringes glass equipped with
silicone hoses and clips to be closed and opened, vaccuntainer, erlenmeyergas chromatography,
special flute tube and distillation flask, glass beaker, Erlenmeyer, incubator, pipettes, measuring
instruments, magnetic stirrer, peristaltic pump to drain the rumen fluid and heater. This study
used completely randomized design in 2x3 factorials and 3 replicates by a-factor (a; = no
extruided and a;= extruded) and b-factor(bo= no tannins, b;= tea waste tannins, b,= gambier
tannin). The parameters observed including total gas and methane production, the data were
taseted by usisng analysis of varience and followed by the Duncan test.

The results indicate that there is no interaction between the extrusion and the addition of
tannins to total gas production, while the production of methane gas does not indicate any
influence (p < 0.05). It is concluded that the extrusion and protection with natural tannins of

soybean flour have impacted on decreased in the production of total gas and methane production.
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Pendahuluan

Metanogenesis pada sistem pencernaan rumen hewan ruminansia merupakan salah satu
alur reaksi fermentasi makromolekul yang menghasilkan gas CH, melalui reduksi CO, dengan
gas hidrogen yang dikatalisis oleh enzim yang dihasilkan bakteri metanogenik. Pembentukan gas
metan di dalam rumen berpengaruh terhadap pembentukan produk akhir fermentasi di dalam
rumen, terutama jumlah mol ATP, yang pada gilirannya mempengaruhi efisiensi produksi
mikrobia rumen. Penurunan produksi gas metan (CH,) dari ternak ruminansia merupakan sarana
untuk meningkatkan efisiensi pakan. Oleh karena itu perlu suatu upaya manipulasi guna
mengoptimalkan keuntungan dan mengurangi efek negatif yang ditimbulkan.

Kedelai merupakan salah satu sumber protein yang baik untuk ternak, karena kedelai
mengandung asam amino yang lengkap, selain itu kedelai juga mempunyai potensi untuk
digunakan sebagai suplemen protein pakan karena kandungan protein yang terdapat dalam
kedelai dapat mencapai 41,7%. Pemanfaatannya sebagai pakan ruminansia perlu mendapatkan
perhatian supaya tidak banyak mengalami perombakan di dalam rumen sehingga mampu
mensuplai kebutuhan protein kepada ternak ruminansia secara langsung tanpa banyak campur
tangan dari peran mikrobia. Oleh karena itu, perlu dicari alternatif untuk melindungi bahan
sumber protein tersebut dengan bahan pakan yang mempunyai sifat melindungi protein kedelai
dari degradasi di dalam rumen secara berlebihan.

Dewasa ini telah banyak dilakukan manipulasi di dalam rumen yang bertujuan untuk
meningkatkan efisiensi fermentasi dan memproteksi nutrisi tertentu dari pengaruh mikrobia
rumen. Proteksi protein dapat dilakukan melalui cara pencampuran dengan tanin, pelapisan
protein dengan lemak atau minyak, dengan saponin maupun dengan pemanasan suhu tinggi
(ekstrusi) dalam waktu singkat (High Temperature Short Time). Fungsi ekstrusi meliputi
gelatinisasi atau pemasakan, pemotongan molekuler, pencampuran, sterilisasi, dan pengeringan.
Proses ekstrusi mampu meminimalkan kerusakan pada zat-zat nutrisi termasuk menjaga kualitas
protein bahan, walaupun bahan dipanaskan dengan suhu tinggi namun apabila proses ektrusi
tersebut dilakukan dalam waktu singkat sehingga protein bahan tidak akan rusak. Tujuan dari
proteksi protein pakan adalah supaya protein pakan tidak dirombak di dalam rumen tetapi protein

pakan dan asam aminonya akan diserap di saluran pencernaan pasca rumen.
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Keberadaan tanin dapat mengurangi produksi gas total dalam sistem fermentasi in vitro
karena interaksi tanin dengan pakan yang berkontribusi terhadap produksi gas total, khususnya
protein dan serat, dengan terhambatnya degradasi protein dan serat mengakibatkan terhambatnya
produksi gas yang merupakan hasil samping dari proses fermentasi nutrien pada pakan.
Kelebihan tanin selain harganya murah, ketersediaannya mudah dan aman bagi ternak. Tanin
dapat dijumpai pada ampas teh dan gambir.

Pemberian tanin pada bahan pakan dapat memberikan efek defaunasi. Adanya kompleks
protein-tanin dapat mengakibatkan tekanan terhadap populasi protozoa rumen sehingga
menyebabkan efek tidak langsung terhadap penurunan protozoa. Oleh karena itu, berdasarkan
sifat dari protozoa, maka mengurangi atau menekan populasi protozoa berarti memberi
kesempatan bakteri untuk dapat berkembang lebih baik, menurunkan degradabilitas protein dan

menurunkan kehilangan energi dalam bentuk metan.

Materi dan Metode

Materi

Materi yang digunakan dalam penelitian adalah tepung kedelai, ampas teh, gambir, cairan
rumen sapi, alkohol, gas CO,, larutan McDougall, H,SO, 15%, NaOH 0,5 N, HCI 0,5 N,
indikator PP 1% dan akuades. Alat yang digunakan adalah timbangan analitis, tabung reaksi,
oven, mesin ekstruder, waterbath, centrifuge, termos, tabung gas CO, gelas syringes 100 ml
yang dilengkapi selang silikon dan klip untuk dapat ditutup dan dibuka, vaccuntainer,
Erlenmeyer, Gas Chromatography, tabung suling khusus beserta labu destilasi, gelas beker,
erlenmeyer, inkubator, pipet ukur, magnetic stirrer, pompa peristaltik untuk mengalirkan cairan
rumen dan pemanas
Metode

Ekstraksi tanin

Metode ekstraksi dilakukan dengan menggunakan alkohol dalam beaker glass dengan
perbandingan 1:3. Konsentrasi alkohol yang digunakan 95% selama 12 jam. Ekstrak yang
diperoleh disaring dengan menggunakan kain bersih, selanjutnya dievaporasi hingga larutan
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ekstrak lebih pekat kemudian dikeringkan dalam oven pada suhu 40°C untuk memperoleh kristal
tanin.

Kadar ekstrak tanin ditentukan berdasarkan bobot kering oven vyaitu dengan
menggunakan persamaan (Siregar, 2009) sebagai berikut:

bobot ekstrak (kristal tanin)
sampel x BK

Kadar Ekstrak tanin = x100%

Penentuan kadar tanin terkondensasi ditentukan dengan menggunakan ekstrak kering
oven. Adapun prosedur pengujian yang akan dilakukan adalah memasukkan 5 g ekstrak tanin ke
dalam gelas piala yang telah berisi 175 gram air, kemudian mengaduknya hingga homogen.
Ditambahkan 28,5 ml HCI (0,2801 N) dan 1 ml larutan formaldehid (37%) ke dalam larutan
tersebut, lalu mengaduknya selama 5 menit. Didiamkan larutan tersebut selama 5 jam, hingga
terbentuk endapan. Disaring endapan dengan menggunakan kertas saring dan corong, kemudian
membilasnya dengan air. Dikeringkan endapan dalam oven dan menimbang bobotnya. Dihitung
kadar tanin terkondensasi dengan persamaan berikut:

bobot endapan
bobot ekstrak

Kadar Tanin Terkondensasi (%) = x100%

Proteksi protein tepung kedelai

Kadar tanin yang diperoleh dari hasil ekstraksi digunakan untuk proteksi tepung kedelai.
Proteksi tepung kedelai dilakukan dengan cara tanin dari ampas teh atau tanin gambir dengan
kadar masing-masing 0,4% (setara dengan 2,2 mg tanin/0,55 g tepung kedelai) dicampurkan
pada tepung kedelai yang sudah mengalami proses ekstrusi. Untuk mempermudah pencampuran
tanin dengan tepung kedelai maka tanin dilarutkan terlebih dahulu dengan air secukupnya
kemudian disemprotkan ke tepung kedelai sampai merata. Penyemprotan dilakukan dengan

menggunakan sprayer.
Tahap uji in vitro pengukuran produksi gas total menurut (Menke dan Steingass,1988)
Parameter yang diamati secara in vitro yaitu pengukuran produksi gas total dan gas

metan.Sebanyak 0,1 ml larutan mikro dicampur dengan 200 ml larutan buffer rumen dan 200 ml
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larutan makro, kemudian ditambahkan 0,1 ml larutan resazurin 0,1% dan 40 ml larutan
pereduksi. Larutan tersebut dicampur menjelang digunakan dan dijaga pada temperatur 39°C.

Cairan rumen yang dipergunakan diambil dari 2 ekor sapi berfistula yang digunakan
sebagai ternak donor. Cairan rumen diambil dari ternak yang sudah diberi pakan tetap selama
beberapa waktu. Ransum terdiri dari 50 - 60% hijauan dan 40 — 50% konsentrat yang dibagi
dalam 2 kali pemberian pakan dengan interval waktu 8 jam serta air minum diberikan secara ad
libitum. Jumlah pakan yang diberikan sesuai dengan kebutuhan pokok hidup. Cairan rumen
diambil sebelum pemberian pakan pagi hari.

Sebelum diambil cairan rumen pada ternak berfistula, termos yang berisi air panas yang
mencapai suhu 39°C disediakan dan setelah cairan rumen diambil, air panas dikeluarkan dari
termos, kemudian cairan rumen dimasukkan dan diisi gas CO,. Hal ini bertujuan menjaga agar
kondisi tetap anaerob. Tahap fermentasi dimulai dengan mempersiapkan sampel bahan sebanyak
200 mg. Blanko terdiri dari 2 syringe ditaruh di awal dan di akhir, standar 200 mg dibuat 2
syringe. Sampel dimasukkan ke dalam syringe gas test 100 ml. Piston syringe yang akan
dimasukkan ke syringe, sebelumnya diberi vaselin agar tabung fermentasi yang telah berisi
sampel dan larutan media tidak terkontaminasi oleh udara dari luar. Larutan media yang telah
diaduk dan dialiri gas CO; ditempatkan dalam waterbath yang telah dilengkapi pengontrol suhu.
Suhu pada waterbath dipertahankan pada angka 39°C. Cairan rumen sebagai sumber inokulum
disaring dan dicampur dengan larutan media. Sebanyak 40 ml campuran rumen ditambah larutan
media dimasukkan ke dalam masing-masing syringe menggunakan dispenser. Perbandingan
larutan media dan cairan rumen yaitu 2 : 1. Udara yang masih terdapat dalam syringe
dikeluarkan dan klep syringe ditutup. Syringe gas test diinkubasi dalam waterbath selama 48
jam. Untuk pengamatan total produksi gas dilakukan pencatatan posisi piston pada jam ke 1, 2,
4,6, 8, 12, 24 dan 48 jam. Setiap sampel dilakukan 6 perlakuan dan 3 kali ulangan. Produksi gas

dihitung berdasarkan rumus berikut:
Produksi gas total (mI/300 mg)

= 0,3/BK sampel x (v48 - v0) - v0/ rata-rata vO blanko x rata-rata  produksi gas

blanko
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Keterangan: V48 : Volume gas setelah jam ke 48
VO :Volume gas pada jam ke 0
BK : Bahan kering

Pengamatan produksi gas dilakukan pada jam ke 0, 2, 4, 6, 12, 36 dan 48 dengan melihat
perubahan skala yang ada pada syringe. Syringe yang sudah berisi sampel dan diinkubasi pada
suhu 39°C selama 48 jam. Laju produksi gas diukur dengan model eksponensial Orskov dan
McDonald (1979) berikut :

P=a+b(1-¢e®
Keterangan: P = gas yang dihasilkan pada waktu 1

a = produksi gas yang dihasilkan dari fraksi yang mudah larut

b = produksi gas yang dihasilkan dari fraksi yang potensial terdegradasi

¢ = laju produksi gas dari b
untuk mempermudah perhitungan tersebut, maka digunakan program NEWAY Excel (Chen,
1994). Nilai a, b, dan ¢ digunakan untuk menghitung degradasi teori (DT) dengan rumus DT = a
+ ((bc) / (c + 0,05)).

Produksi gas selama inkubasi 48 jam dicatat pada jam ke: 2, 4, 6, 8, 12, 36 dan 48. Pada
akhir fermentasi diambil sampel gas 10 ml dengan spuit dan dimasukkan dalam vaccuntainer

untuk analisis kadar gas metan dengan menggunakan Gas Chromatography (GC).
Analisis Statistik

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan rancangan acak lengkap pola faktorial 2x3
dengan 3 ulangan. Faktor a (proses ekstrusi): ap; = tanpa ekstrusi; a; = dengan proses ekstrusi.

Faktor b (penambahan tanin): by = tanpa penambahan tanin; b; = penambahan tanin ampas teh;

b, = penambahan tanin gambir.
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Kombinasi perlakuan proteksi tepung kedelai menggunakan tanin alami dan proses
ekstrusi:

aobo = Tepung kedelai, tanpa penambahan tanin

aob; = Tanpa ekstrusi, dengan penambahan tanin ampas teh 0,4%

agb, = Tanpa ekstrusi, dengan penambahan tanin gambir 0,4%
aibg = Dengan ekstrusi (suhu 150°C selama 6 detik), tanpa penambahan tanin
aib; = Dengan ekstrusi ( suhu 150°C selama 6 detik), dengan penambahan tanin ampas teh

0,4%

aib, = Dengan ekstrusi (suhu 150°C selama 6 detik), dengan penambahan tanin gambir 0,4%

HASIL DAN PEMBAHASAN
Produksi Gas Total

Tabel 2. Produksi Gas Total Tepung Kedelai yang Diekstrusi
dan Diproteksi dengan Tanin selama 48 jam (mI/200 mg BK).

EKstrusi Tanin Rerata
bo b, b,
(mg/ml)
ag 23,50 22,96 23,45 23,30
a; 19,82 20,15 18,96 19,64
Rerata 21,66 21,55 21,25

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa tidak terjadi interaksi antara kombinasi
perlakuan proses ekstrusi dengan penambahan tanin ampas teh dan gambir terhadap produksi gas
total, namun pada Tabel 2 faktor ekstrusi dan penambahan tanin gambir mampu menurunkan
produksi gas total sebesar 19% (aib,). Rataan produksi gas total dengan perlakuan tanpa proses
ekstrusi (ap) dan dengan proses ekstrusi (a;) secara statistik tidak berbeda nyata. Hal ini

menunjukkan bahwa proteksi yang dilakukan tidak mempengaruhi gas total. Analisis ragam juga
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menunjukkan bahwa tidak terdapat interaksi antara ekstrusi dan penambahan sumber tanin alami.
Produksi gas total hasil penelitian berkisar antara 18,96 ml/200 mg (a;b,) sampai 23,50 mi/200
mg (agho). Produksi gas total tertinggi terdapat pada aghp yaitu sebesar 23,50 ml/200 mg,
sedangkan produksi gas total terendah terdapat pada a;b, yaitu sebesar 18,96 ml/200 mg. Rataan
produksi gas yang tidak mengalami proses ekstrusi (ag) yaitu 23,30 ml/200 mg, sedangkan yang
mengalami proses ekstrusi (a;) 19,64 ml/200 mg. Rataan produksi gas yang tidak mengalami
penambahan tanin (bo) yaitu 21,65 ml/200 mg, sedangkan yang mengalami penambahan tanin
ampas teh (b;) 21,55 ml/200 mg, dan yang mengalami penambahan tanin gambir (b,) 21,25
ml/200 mg. Produksi gas total terbaik adalah produksi yang terendah yaitu terdapat pada tepung
kedelai yang mendapat proteksi gabungan antara ekstrusi dan penambahan tanin gambir,
produksi gasnya yaitu 18,96 ml/200 mg (a;bz). Hal ini menunjukkan bahwa suplementasi bahan
pakan yang mengandung tanin dapat menurunkan gas total dari sistem fermentasi rumen secara
in vitro. Tepung kedelai yang diekstrusi menurunkan produksi gas total. Hal ini disebabkan
karena laju produksi gas in vitro semakin menurun seiring dengan meningkatnya waktu inkubasi,
hal ini disebabkan substrat yang dapat difermentasi juga semakin menurun jumlahnya (Hungate,
1966; Jayanegara dan Sofyan, 2008). Aktivitas biologis tanin dapat ditentukan dengan melihat
perbedaan antara perlakuan yang ditambahkan tanin dan perlakuan yang tidak ditambahkan tanin
(Makkar, 2005; Bueno et al., 2008). Laju produksi gas in vitro pada semua perlakuan semakin
berkurang seiring dengan meningkatnya waktu inkubasi. Hal ini disebabkan substrat yang dapat
difermentasi juga semakin berkurang jumlahnya, berkurangnya jumlah substrat yang
difermentasi selama masa inkubasi kemudian berdampak pada laju produksi VFA yang semakin
berkurang, sebagai indikasi menurunnya ketersediaan energi bagi ternak ruminansia (Hungate,
1996; Jayanegara et al., 2006). Hasil penelitian didukung oleh penelitian Pertiwi (belum
dipublikasikan) yaitu VFA total tepung kedelai masih dalam kisaran normal yaitu 88,333 mMol
(azb,) sampai 128,333 mMol (aghy) (Lampiran 11). Hal ini disebabkan karena bakteri masih

mampu merombak protein tepung kedelai menjadi VFA.
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lustrasi 4. Kurva Produksi Gas Percobaan selama 48 jam

Produksi gas tertinggi selama 48 jam waktu inkubasi dihasilkan oleh tepung kedelai
(aoho) sebanyak 23,50 ml/200 mg, sementara produksi gas terendah dihasilkan oleh tepung
kedelai yang diekstrusi dengan penambahan tanin gambir yakni 18,96 ml/300 mg (Lampiran 6).
Perlakuan ekstrusi pada tepung kedelai dan penambahan tanin gambir menurunkan produksi gas
sebanyak 19% dibandingkan tanpa perlakuan (aghg). Produksi gas tertinggi pada perlakuan aghg
(Lampiran 6). Sementara a;b, menghasilkan gas yang relatif sedikit pada waktu inkubasi 48 jam.
Hal ini menunjukkan bahwa laju produksi gas in vitro semakin menurun seiring dengan
meningkatnya waktu inkubasi, hal ini disebabkan substrat yang dapat difermentasi juga semakin
menurun jumlahnya (Hungate, 1966; Jayanegara dan Sofyan, 2008). Produksi gas maksimum
pada tepung kedelai yang tidak diekstrusi pada waktu 48 jam inkubasi masih belum didapatkan
perlambatan produksi gas sehingga kurva terlihat mendatar, sebagai akibat tingginya laju
produksi gas pada tepung kedelai yang tidak diekstrusi. Berdasarkan hal tersebut pengamatan gas
tidak cukup jika hanya diamati hanya pada waktu 48 jam inkubasi, melainkan perlu waktu
pengamatan yang lebih lama. Beberapa penelitian lain yang mengevaluasi bahan pakan
melakukan pengamatan hingga 72 jam, bahkan hingga 96 jam setelah inkubasi untuk
mendapatkan koefisien kinetika yang lebih akurat (Kamalak et al., 2004; Arigbede et al., 2006)
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Produksi gas ketiga tepung kedelai ekstrusi memperlihatkan pola yang sangat berbeda
antara yang satu dengan yang lainnya (llustrasi 4). Tepung kedelai yang tidak diekstrusi tanpa
penambahan tanin ampas teh dan gambir menghasilkan laju produsi gas yang tertinggi (agbo)
kemudian diikuti oleh tepung kedelai dengan penambahan tanin gambir 0,4% (agh,). Hal ini
disebabkan karena aktivitas biologis tanin dapat ditentukan dengan melihat perbedaan antara
perlakuan tepung kedelai yang ditambahkan tanin dan perlakuan yang tidak ditambahkan tanin
(Makkar, 2005; Bueno et al., 2008).

Produksi Gas Metan

Tabel 6. Produksi Gas Metan Tepung Kedelai yang Diekstrusi dan
Diproteksi dengan Tanin

Tanin

Ekstrusi bs by b, Rerata
(ml/ mg)
ao 4,988 4,208 4,523 4,57°
a 4,72 3,62 3,72 4,02°
Rerata 4.85° 3.91° 4.12°

Perlakuan proses ekstruksi berdasarkan analisis ragam memberikan pengaruh nyata
(p<0,05) terhadap penurunan produksi gas metan (Lampiran 10). Rataan produksi gas metan
dengan perlakuan tanpa proses ekstrusi (ap) dan dengan proses ekstruksi (a;) secara statistik
berbeda nyata (p<0,05) yaitu 4,57 ml/200 mg dan 4,02 ml/200 mg (Tabel 6). Hal ini
menunjukkan bahwa proses ekstrusi yang dilakukan mempengaruhi penurunan gas metan.
Berdasarkan analisis ragam, tidak terdapat interaksi antara ekstrusi dan penambahan sumber
tanin alami. Persentase penurunan produksi gas metan paling tinggi terjadi pada aibo ke aib,
yaitu mencapai 25%. Hal ini menunjukkan bahwa suplementasi bahan pakan tepung kedelai
yang diekstrusi dan ditambah tanin dapat menurunkan emisi metan dari sistem fermentasi rumen
secara in vitro. Menurut Hungate (1996), terbentuknya asetat dan butirat pada proses fermentasi
akan disertai terbentuknya metan yang relatif tinggi, tetapi terbentuknya propionat akan
menurunkan produksi metan. Seperti juga telah dilaporkan oleh Carulla et al. (2005) dan Puchala
et al. (2005) dengan menggunakan jenis tanaman dan perlakuan yang berbeda, mekanisme
penghambatan produksi metan pada ternak ruminansia telah digagas oleh Tavendale et al.

(2005), yakni (1) secara tidak langsung melalui penghambatan pencernaan serat yang
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mengurangi produksi H,, dan (2) secara langsung menghambat pertumbuhan dan aktivitas
metanogen. Lebih lanjut Jayanegara (2008) menambahkan bahwa tanin terkondensasi
menurunkan metana melalui mekanisme pertama dari yang digagas oleh Tavendale et al. (2005).
Mekanisme penurunan gas metan dengan adanya tanin juga disebabkan adanya pengaruh secara
langsung terhadap pertumbuhan bakteri metanogenik. Penurunan produksi gas metan juga
disebabkan adanya penurunan jumlah protozoa. Menurut Jouany (1991) defanuasi akan
menyebabkan penurunan produksi gas metan sebanyak 30 sampai 45%. Lebih lanjut dijelaskan
oleh Finlay et al. (1994) bahwa proses metanogenesis terjadi sebanyak 37% dari hubungan
endosimbiosis antara protozoa dan bakteri metanogenik. Selain itu, tanin juga menghambat
pertumbuhan protozoa yang menjadi salah satu inang utama metanogen. McLeod (1974)
menyatakan bahwa reaksi tanin dengan dinding sel protozoa mengakibatkan rusaknya
permeabilitas dinding sel, sehingga dapat mengakibatkan defaunasi protozoa. Dijelaskan lebih
lanjut oleh Makkar et al. (1995) bahwa tanin mampu menekan jumlah protozoa yang merupakan
predator bagi bakteri terutama bakteri amilolitik dan menyebabkan peningkatan degradasi
rumen. Dengan demikian, penurunan protozoa diharapkan mampu meningkatkan sintesis protein
mikrobia dalam hal ini dari jenis bakteri terutama diharapkan mampu mengoptimalkan proses
yang terjadi di dalam rumen dan mampu memberikan pasokan protein yang cukup bagi ternak.
Berkurangnya jumlah substrat yang dapat difermentasi selama masa inkubasi kemudian
berdampak pada laju produksi VFA yang semakin berkurang sebagai indikasi menurunnya

ketersediaan energi bagi ternak ruminansia.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa penambahan tanin ampas teh dan
gambir 0,4% pada tepung kedelai terekstrusi dapat mengurangi produksi gas pada waktu
inkubasi 48 jam dan laju pembentukan gas. Penurunan produksi gas total tertinggi dicapai pada
kombinasi tepung kedelai yang diekstrusi dari penambahan tanin gambir sebesar 19%.
Pemanfaatan teknologi pemrosesan pada tepung kedelai juga efektif menurunkan produksi gas
metan pada tepung kedelai yang diekstrusi dan penambahan tanin gambir sebesar 25%.
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