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ABSTRAK

Telah dilakukan isolasi lignin dari lindi hitam hasil proses pulping menggunakan metode
formacell dari tandan kosong kelapa sawit. Hasil monomer dari pemecahan lignin diduga memiliki
senyawa yang bersifat anti mikroba. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh konsentrasi
hasil pemecahan monomer lignin dengan perlakuan 0%, 2,5%, 5%, 7,5%, 10%, 12,5%, dan 15%
terhadap daya hambat sebagai antimikroba. Hasil penelitian menunjukkan bahwa proses pemurnian
menggunakan fraksi 3% MeOH:CHCI3 pada konsentrasi 12,5 dan 15% memiliki aktivitas
antimikroba yang sama dan tertinggi terhadap E. coli dengan diameter zona hambat sebesar 6,33 mm,
sedangkan aktivitas antimikroba terendah terhadap E. coli dimiliki fraksi 3% MeOH:CHCI; pada

konsentrasi 2,5% dengan diameter zona hambat sebesar 5,17 mm.
Kata Kunci-antimikroba; isolasi; lignin; lindi hitam

PENDAHULUAN

Indonesia merupakan penghasil kelapa sawit nomor satu dunia dengan produksi sawit
diperkirakan mencapai 34,5 juta ton pada tahun 2018. Potensi TKKS sangat besar yaitu dalam satu
ton tandan buah segar (TBS) yang diolah akan dihasilkan tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS)
sekitar 23% dari tandan buah segar (Darnoko, 1992). TKKS memiliki kadar selulosa 50%,
lignin 16% dan hemiselulosa 19,6% sehingga TKKS berpotensi untuk dijadikan alternatif
pembuatan pulp non kayu pengganti pulp kayu (Hidayati et al., 2017). Salah satu permasalahan pada
industri pulp dan kertas adalah adanya limbah yang dikenal sebagai lindi hitam yang sangat
mencemari lingkungan. Lindi hitam dapat diisolasi baik secara asam, alkohol maupun metode basa
untuk mendapatkan lignin yang murni.

Lindi dapat diisolasi dengan menggunakan metode asam maupun basa. Isolasi lignin dari lindi
hitam TKKS menggunakan NaOH 30% menghasilkan padatan sebanyak 65,11% (Lin et al., 1992;
Hidayati et al.,, 2018).  Karakteristik kimia lignin dapat diperoleh dengan analisis unsur dan
penentuan gugus metoksil. Jumlah gugus metoksil dalam lignin bergantung pada sumber lignin dan
proses isolasi yang digunakan (Ayyachamy et al., 2013). Hasil isolasi lignin dapat dimanfaatkan
secara komersial menjadi karbon fiber, adhesif, poliuretan, poliester, bioplastik, dan bio oil untuk
campuran minyak bumi dari fosil, sebagai anti bakteri dan antioksidan (Bonini et al., 2005; Kleinert
and Barth, 20087; Xu et al., 2006; Ayyachamy et al., 2013). Monomer lignin dari tanaman
softwood mengandung phenol yang seperti carvacrol, thymol dan cinnamaldehyde yang diduga dapat
menghambat pertumbuhan mikroba (Smid et al., 1996; Ultee et al., 2000; Skandamis et al., 2001;
Smith-Palmer et al., 2001; Roller and Seedhar, 2002; Lee et al., 2004; Bozin et al., 2006; Doherty
et al., 2011; Sriroth and Sunthornvarabhas, 2018) sehingga diharapkan dapat berfungsi sebagai
obat yang memiliki kemampuan sebagai anti mikroba yang bisa diharapkan sebagai pengganti obat
sintetik atau penicillin yang sudah dilarang penggunaannya. Senyawa fenolik ini juga tidak bisa
digunakan sebagai sumber karbon untuk pertumbuhan bakteri patogen dan diduga memiliki efek
antimikroba dengan mengurangi laju pertumbuhan bakteri pathogen (Prayuwidayati et al., 2016; Lee
et al., 2004; Bozin et al., 2006). Senyawa fenol dan flavonoid hasil pecahan monomer lignin dari
tanaman softwood bersifat sebagai anti mikroba dan bersifat antibiotik (Baurhoo et al., 2008).

Kelebihan lignin sebagai anti mikroba adalah bersifat renewable, mudah teruraikan oleh
lingkungan dan ketesediaannya berlimpah di alam (Mollahosseini et al., 2012; Bakkali et al., 2008).
Hasil monomer dari lignin dengan proses alcell dapat menghambat pertumbuhan bakteri
(Phillip et al., 2000) Selain itu Alcell lignin mengurangi konsentrasi Escherichia coli dalam kotoran
unggas bila dibandingkan dengan diet bebas antibiotik atau yang mengandung antibiotic (Baurhoo et
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al., 2008). Lignin dari hasil isolasi limbah cair pulp berbahan baku TKKS belum banyak diteliti
terutama pemanfaatannya sebagai antimikroba sehingga diharapkan penelitian ini bermanfaat selain
untuk memanfaatkan limbah pencemar. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui pengaruh
konsentrasi lignin hasil isolasi terhadap daya hambat bakteri.

METODOLOGI PENELITIAN

A. Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian adalah TKKS, asam asetat glasial,
Piridin, CHCL,, HPO,, KMNO,, KI, Na,S,0,, HCI, H,SO, (72%), indikator amilum 0,2%. Alat
yang digunakan adalah reaktor, alat soxhlet apparatus, GC-MS dan alat analisis lain

B. Pelaksanaan Penelitian
1. Pemasakan pulp

Pemasakan pulp dilakukan dengan menggunakan proses formacell. Sebanyak 1000 g TKKS
dimasukkan dalam rotary digester (alat pemasak). Kondisi pemasakan mengacu pada penelitian
(Hidayati et al., 2016) yaitu menggunakan rasio asam asetat 1:14. Suhu maksimum 150°C dengan
waktu 90 menit, waktu pada suhu maksimum 90 menit. Pulp disaring dengan menggunakan
Hidrolic Screener. Filtrat yang berupa liquor atau lindi hitam dilakukan proses pemurnian.

2. Ekstraksi Pemurnian Lignin

Endapan lignin didegradasi menggunakan CuSO, pridin, dan H,O, Sebanyak 2 g endapan
lignin dilarutkan dengan 20 mL larutan NaOH pH 12. Sebanyak 25 mL CuSO, 102 M dan 5 mL
piridin ditambahkan ke dalam larutan lignin. Larutan diaduk dengan pengaduk magnetik selama 30
menit, setelah itu ditambahkan 10 mL H,O, 1 M sebanyak 5 kali dengan jarak waktu 30 menit.
Selanjutnya larutan diaduk di ruang gelap selama 72 jam. Filtrat yang telah difraksinasi selanjutnya
dievaporasi hingga diperoleh residu. Residu kemudian dilarutkan dalam 500 mL H20 dan diekstraksi
dengan EtOAc 500 mL sebanyak 3 kali hingga diperoleh lapisan H,O dan EtOAc. Lapisan EtOAc
dievaporasi hingga diperoleh residu. Residu kemudian dimasukkan ke dalam silika gel kolom
kromatografi dan dielusi dengan 3% MeOH:CHCL;

3. Uji antimikroba

Pengujian anti mikroba dilakukan dengan menggunakan bakteri E. coli. Peubah yang diamati
pada masing-masing senyawa monomer lignin yaitu uji zona hambat dengan metode difusi cakram.
Uji zona hambat dilakukan pada bakteri patogen dengan metode difusi agar. Kultur disegarkan
terlebih dahulu dalam tabung yang berisi medium NB steril dan diinkubasi 24 jam pada 37°C.
Sebagai stok bakteri, dibuat kultur bakteri dalam agar miring dengan medium NA, disimpan di dalam
lemari pendingin setelah terlebih dahulu diinkubasi selama 24-48 jam.

Setiap stok bakteri yang akan digunakan dalam pengujian aktivitas antibakteri, selalu
disegarkan kembali di dalam medium NB steril selama 24 jam 37°C, dihomogenkan dengan alat
vorteks, lalu diinokulasikan sebanyak 20 pl ke dalam labu Erlenmeyer yang berisi 20 mL medium
agar cair (NA, 44-45°C) steril, dikocok merata, kemudian dituang ke dalam cawan petri steril dan
dibiarkan sampai membeku. Selanjutnya letakkan kertas cakram yang sudah disterilisasi terlebih
dahulu di atas media agar. Fraksi monomer lignin yang akan diuji dibuat konsentrasi dengan
menggunakan pelarut aquades sebesar 0%, 2,5%, 5%, 7,5%, 10%, 12,5%, dan 15%.

C. Pengamatan

Zona penghambatan yang diukur adalah radius (r, mm) penghambatan berupa areal beining di
sekeliling kertas cakram, setelah diinkubasi selama 1 hari pada 37°C. Pengukuran jari-jari zona
hambat di sekeliling sumur uji dilakukan dengan cara mengukur jarak dari tepi kertas cakram uji ke
batas lingkaran zona hambat menggunakan jangka sorong (ketelitian 0,01 mm) pada beberapa sisi
kertas cakram, perhitungan dilakukan dengan menghitung rata-rata dari data yang diperoleh.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Aktivitas Antimikroba Fraksi 3% MeOH:CHCl;terhadap bakteri Eschericia coli

Fraksi 3% MeOH:CHCI; diuji aktivitas antimikroba pada berbagai konsentrasi 0%, 2,5%, 5%,
7,5%, 10%, 12,5%, dan 15%. Masing-masing fraksi diteteskan sesuai konsentrasinya ke bagian atas
kertas cakram yang diletakan di atas permukaan Nutrient Agar sebagai media pertumbuhan
Eschericia coli dalam cawan petri. Pengamatan diameter zona hambat dilakukan setelah 24 jam dan
diukur dengan menggunakan jangka sorong. Berdasarkan hasil pengukuran diameter zona hambat
masing-masing konsentrasi fraksi 3% MeOH:CHCI; terhadap Eschericia coli dapat dilihat pada
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Gambar 1. Pengaruh Berbagai Konsentrasi Fraksi 3% MeOH:CHCI;terhadap Diameter Zona Hambat
Bakteri Eschericia coli

Gambar 1 menunjukkan bahwa fraksi 3% MeOH:CHCI; pada konsentrasi 0% tidak memiliki
aktivitas antimikroba terhadap E. coli. Hal ini ditunjukkan dengan tidak terbentuknya zona hambat
disekeliling kertas cakram. Fraksi 3% MeOH:CHCI; pada konsentrasi 12,5 dan 15% memiliki
aktivitas antimikroba yang sama dan tertinggi terhadap E. coli dengan diameter zona hambat sebesar
6,33 mm, sedangkan aktivitas antimikroba terendah terhadap E. coli dimiliki fraksi 3% MeOH:CHClI;
pada konsentrasi 2,5% dengan diameter zona hambat sebsesar 5,17 mm. hasil yang sama ditunjukkan
oleh Alzagameem et al.,, 2019) yang menyatakan bahwa peningkatan konsentrasi lignin dapat
meningkatkan aktifitas gugus fungsi seperti OH alifatik, CO karbonil dan COOH sedangkan
konsentrasi lignin dalam jumlah yang kecil belum mampu bertindak sebagai aantimikroba pada E
Coli. Zona hambat yang terbentuk pada uji aktvitas antimikroba fraksi 3% MeOH:CHCI; terhadap E.
coli dapat dilihat pada Gambar 2.

e f g
Gambar 2. Zona Hambat yang Terbentuk pada Uji Aktivitas Antimikroba Fraksi 3% MeOH:CHCl,
terhadap Eschericia coli. a) 0%, b)2,5%; c) 5%; d) 7,5%; e) 10%; f) 12,5% dan g) 15%
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Adanya senyawa antioksidan dan antibakteri yang terdapat di dalam fraksi hasil isolasi lignin
dapat menghambat pertumbuhan mikroba. Lignin mengandung gugus aktif hidroksi phenolic, epoksi
dan metoksil yang bersifat antimikroba (Yang et al., 2016; Lupoi et al., 2015; Alzagameem et al.,
2018: Kaur et al, 2017). Komponen antibakteri seperti golongan benzene, bersifat sebagai antibakteri
(Bartolomeazzi et al., 2007), seperti 1,2 benzenedicarboxylic acid,bis(2- methylpropyl) ester,
benzenepropanoic acid,3,5-bis (1,1 dimethylethyl)-4-hydoxy-,methyl ester. Komponen fenolik seperti
phenol,2-(1-methylpropyl)-,methylcarbamate, m-anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester, dan phenol,2-
methyl-4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)- adalah komponen yang bersifat antimikrobial (Soldera et al.,
2008; Kristinsson et al., 2007; Gomez-Estaca, 2007; Milly et al., 2005, Muratore and Licciardello,
2005; Sunen et al., 2003, Sunen et al., 2001).

Penghambatan bakteri terjadi karena fenol menyerang sel vegetatif berprenetasi dan
merepresitifikasi protein yang terdapat dalam sel mikroba dan adannya interaksi antara ikatan
hidrogen dengan protein penyusun enzim (Saravanakumar et al., 2009). Beberapa jenis asam, seperti
asam anisic dan asam karbamat, diduga sebagai antibakteri. Lefroi, 2000; Rorvik, 2000) mengatakan
bahwa senyawa aldehid, asam karboksilat dan fenol mempunyai sifat antimikrobial dan antioksidan.
Senyawa fenol dan flavonoid hasil pecahan monomer lignin dari tanaman softwood bersifat sebagai
antimikroba dan antibiotik (Roller and Seedhar, 2002). Philip (2000), menyatakan bahwa hasil
monomer dari lignin dengan proses alcell dapat menghambat pertumbuhan bakteri E. coli, S. aureus,
dan Pseudomonas. Senyawa fenol dari lignin dapat merusak dinding mikroba dan menyebabkan lisis
pada bakteri diikuti pelepasan konten sel (Sabu, 2011).

Pada fraksi terdapat asam lemak jenuh dan tak jenuh yang memiliki atom karbon lebih dari
sepuluh yang dapat mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan bakteri atau kematian pada bakteri
patogen yang diujikan (Hou, 2000). Asam lemak yang memiliki aktvitas antimikroba adalah 9-
hexadecanoic acid (Agoramoorthy et al., 2007). Senyawa 9-hexadecanoic acid memberikan efek
terhadap permeabilias membran dan partisi ion ada lapisan membran sel dari mikroorganisme (Lagner
and Hui, 2000). Senyawa dari golongan benzene juga memiliki aktivitas penghambatan terhadap
pertumbuhan mikroorganisme. Suzuki et al., (1988) menyatakan bahwa senyawa di-2-ethylhexyl
phthalate dapat bereaksi dengan sisi hidrofobik pada membran sel yang menyebabkan terganggunya
permeabilitas dari membran sel. Hasil identifikasi komponen monomer lindi hitam hasil isolasi yang
diduga mengandung senyawa anti mikroba disajikan pada Tabel 1. Berdasarkan Tabel 1. Senyawa
yang diduga bersifat sebagai antimikroba dalam jumlah cukup banyak pada lignin vyaitu
Benzaldehyde,4-hydroxy-3,5-dimethoxysebesar 2,76%, m-Anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester
sebesar 1,1%, golongan phenol lain seperti Phenol,2-methyl-4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl)-sebesar
0,71%, Di-2-ethylhexyl phthalate sebesar 31,25% dan 9-Hexadecenoic acid, methyl ester,(Z)- sebesar
0,41%. Hal ini yang menyebabkan semakin tinggi konsentrasi lignin yang digunakan dapat
meningkatkan daya hambat sebagai antimikroba (Gambar 2) karena meningkatnya konsentrasi
antimikroba didalam larutan lignin tersebut.

Tabel 1. Identifikasi senyawa hasil isolasi dari monomer lignin yang bersifat antimikroba

No  Nama senyawa Berat molekul Jumlah (%)
1 Phenol,2-(1-methylpropyl)-,methylcarbamate 207 0,12
2 Benzoic acid,4-hydroxy-3-methoxy- 214 1,04
3 Benzaldehyde,4-hydroxy-3,5-dimethoxy 222 2,76
4 p-Anisic acid,4-nitrophenyl ester 182 0,32
5 m-Anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester 273 0,9

6 m-Anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester 296 1,1

7 Phenol,2-methyl-4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl)- 220 0,3

8 Phenol,2-methyl-4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl)- 220 0,71
9 1,2-Benzenedicarboxylic acid,bis(2- methylpropyl) ester 278 0,7
10 9-Hexadecenoic acid, methyl ester,(Z)- 268 0,41
11 1-Methylbutyl hexadecanoate 326 41,03
12 Di-2-ethylhexyl phthalate 390 31,25
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KESIMPULAN

Peningkatan konsentrasi ligin dapat meningkatkan daya hambat terhadap mikroba.
Penghambatan tertinggi terjadi konsentrasi lignin sebesar 12,5 dan 15% memiliki aktivitas
antimikroba yang sama terhadap E. coli dengan diameter zona hambat sebesar 6,33 mm. Hasil isolasi
lignin mengandung senyawa antimikroba yaitu Benzaldehyde,4-hydroxy-3,5-dimethoxysebesar, m-
Anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester, Phenol,2-methyl-4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl), Di-2-ethylhexyl
phthalate sebesar 31,25% dan 9-Hexadecenoic acid, methyl ester,(Z)-.
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