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mengandung gugus fenol adalah dapat digunakan sebagai anti mikroba. Tujuan khusus 
penelitian ini adalah mengetahui j konsentrasi bahan pengisolasi terhadap rendemen dan 
karakteristik lignin yang dihasilkan dan aplikasinya sebagai senyawa anti mikroba dan 
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pengujian karakteristik gugus fungsional menggunakan Fourier transform infra red (FTIR), 
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kemurnian lignin, uji aktivitas anti mikroba dengan mengunakan dengan uji difusi agar dan 
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Pengisian poin C sampai dengan poin H mengikuti template berikut dan tidak dibatasi jumlah kata atau halaman namun 
disarankan seringkas mungkin. Dilarang menghapus/memodifikasi template ataupun menghapus penjelasan di setiap poin. 

 

 

 

 

 

4.1.  Isolasi Lignin  

 

Lindi hitam yang dihasilkan pulping formacell kemudian diisolasi untuk mendapatkan isolat lignin. 

Lignin merupakan polimer berbentuk tiga dimensi yang mempunyai basis unit fenilpropana dan gugus-

gugus fungsional hidroksi, karbonil dan metoksi.  Unsur-unsur struktur lignin dihubungkan oleh ikatan 

karbon-karbon dan eter untuk membentuk jaringan tiga dimensi dengan polisakarida dalam jaringan sel 
tumbuhan.  Proses ekstraksi lignin dari lindi hitam dilakukan dengan cara penambahan air pada 500 mL 

sampel lindi hitam dalam baker glass 2 L dan dibiarkan sampai terbentuk endapan.  Endapan yang 

diperoleh kemudian dipisahkan dengan penyaringan menggunakan kertas saring dan dikeringanginkan 

selama 3 hari dalam suhu ruang.  Karakteristik lignin dapat dilihat pada Tabel 4.  

 

Tabel 4. Karakteristik lignin 

Parameter Karakteristik 

Warna Hitam 

Bentuk Padatan 

pH (25oC) 4,5 
Rendemen 1,74% 

Kadar Air 0,24% 

 

Isolat lignin yang diperoleh memiliki penampakan warna hitam.  Sifat lignin sendiri tidak bewarna 
namun, warna hitam pada lignin disebabkan oleh proses pemasakan lignin bereaksi dengan senyawa 

kimia lain membentuk kromofor sehingga menghasilkan warna.  Bentuk isolat lignin berupa padatan yang 

berbentuk remah serat.  Kadar air isolat lignin yang diperoleh adalah sebesar 0,24%.  Kadar air yang 
rendah pada lignin dikarenakan sifat lignin yang hidrofobik. Sifat lignin yang hidropobik memnyebabkan 

lignin tidak mudah mengikat air (Suhartati, 2016).   

Rendemen lignin yang diperoleh sebesar 1,74%.  Hal ini diduga karena tidak melakukan penambahan 

asam pada proses pengendapan isolat lignin.  Lignin memiliki sifat tidak larut dalam kondisi asam dan 
larut dalam kondisi basa.  Penambahan asam menyebabkan terjadinnya protonasi gugus eter yang diikuti 

dengan pelepasan molekul alkohol menghasilkan sistem benzilium dan oksonium.  Reaksi kondensasi 

dapat terjadi antara ion-ion benzilium dengan nukleofil menghasilkan isolat lignin.  Proses pengendapan 
isolat lignin ditandai dengan pembentukan partikel dengan ukuran lebih besar dan menggumpal di dalam 

lindi hitam (Anisa, 2009). 

4.2.  Skrining Fraksi Monomer Lignin terhadap Lactobacillus casei 

 

Proses degradasi lignin dilakukan dengan cara melarutkan lignin ke dalam larutan CuSO4, piridin, dan 

NaOH, selanjutnya dilakukan pengadukkan dengan penambahan H2O2.  Fraksi yang diperoleh kemudian 

dimasukkan ke dalam silika kolom kromatografi dan dielusi dengan CHCl3, 3% MeOH:CHCl3, 20% 
MeOH:CHCl3, dan MeOH secara berurutan.  Selanjutnya masing-masing fraksi dievaporasi hingga 

C.  HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan secara ringkas hasil pelaksanaan penelitian yang telah dicapai 
sesuai tahun pelaksanaan penelitian. Penyajian dapat berupa data, hasil analisis, dan capaian luaran (wajib dan atau 
tambahan). Seluruh hasil atau capaian yang dilaporkan harus berkaitan dengan tahapan pelaksanaan penelitian 
sebagaimana direncanakan pada proposal. Penyajian data dapat berupa gambar, tabel, grafik, dan sejenisnya, serta 
analisis didukung dengan sumber pustaka primer yang relevan dan terkini. 



kering.  Fraksi CHCl3, 3% MeOH:CHCl3, 20% MeOH:CHCl3, dan MeOH menghasilkan rendemen secara 
berurutan sebesar 10,68%, 6,34%, 11.38%, dan 44,85%. Hasil masing-masing fraksi diidentifikasi pada 

plat Kromatografi Lapis Tipis (KLT) menggunakan sinar UV untuk melihat secara kuantitatif kandungan 

senyawa kimia.   

 

Adanya senyawa kimia ditunjukkan oleh spot bewarna hitam pada KLT.  Spot pada KLT masing-masing 

fraksi terdiri dari senyawa-senyawa yang berbeda berdasarkan retention time masing-masing senyawa.  

Spot yang dihasilkan pada fraksi CHCl3, 3% MeOH:CHCl3, 20% MeOH:CHCl3, dan MeOH secara 
berurutan menghasilkan 4, 4, 2, dan 1 spot.  Spot yang terbentuk diduga merupakan komponen senyawa 

dominan pada masing-masing fraksi lignin.  Spot hitam pada KLT dapat dilihat pada Gambar 7. 
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Gambar 7.  Profil kromatofrafi lapis tipis masing-masing fraksi (a) CHCl3, (b) 3%MeOH:CHCl3, (c) 20% 

MeOH:CHCl3, dan (d) MeOH 

Masing-masing fraksi lignin dilakukan skrining aktivitas prebiotik terhadap Lactobacillus casei.  Skrining 

fraksi lignin sebagai prebiotik terhadap L. casei dapat dilihat pada Tabel 5. 

Tabel 5.  Skrining fraksi lignin sebagai prebiotik terhadap Lactobacillus casei 

Fraksi 
Jumlah Mikroba  

(102koloni/mL) 

CHCl3 1,48±0,29 

3% MeOH:CHCl3 4,52±0,10 

20% MeOH:CHCl3 2,58±0,23 

MeOH 2,41±0,34 

 

 

Tabel 5 menunjukkan  bahwa fraksi 3% MeOH:CHCl3 memiliki aktivitas prebiotik yang lebih tinggi 

daripada fraksi lainnya. Fraksi 3% MeOH:CHCl3memiliki aktivitas prebiotik terhadap L. casei sebesar 
4,52x 102koloni/mL, sedangkan fraksi CHCl3, 20% MeOH:CHCl3, dan MeOH secara berurutan memiliki 

aktivitas prebiotik terhadap L. casei sebesar 1,48 x 102 koloni/mL, 2,58 x 102 koloni/mL, dan 2,41 x 102 

koloni/mL. 

 

4.3.  Identifikasi Kandungan Senyawa Fraksi 3% MeOH:CHCl3 

Fraksi 3% MeOH:CHCl3 selanjutnya diidentifikasi menggunakan GC-MS.  Proses identifikasi 

menggunakan GC-MS dilakukan dengan cara menginjekkan fraksi 3% MeOH:CHCl3 ke dalam alat. 
Sampel yang diinjeksikan ke dalam GC-MS akan diubah menjadi fase uap dan dialirkan melewati kolom 

kapiler dengan bantuan gas pembawa.  Pemisahan senyawa campuran menjadi senyawa tunggal  terjadi 



berdasarkan perbedaaan sifat kimia yang spesifik untuk masing-masing senyawa.Pendeteksian 
berlangsung di dalam Spektroskopi Massa dengan mekanisme penembakan senyawa oleh elektron 

menjadi molekul terionisasi dan pencatatan pola fragmentasi yang terbentuk dibandingkan dengan pola 

fragmentasi senyawa standard yang diindikasikan dengan prosentase Similarity Index (SI).  Fraksi 3% 

MeOH:CHCl3.Dianalisis menggunakan GC-MS varian CP-3800 dengan detektor MS Saturn 2200 
menggunakan kolum VF-5ms 30 mm x 0,25 mm dengan metode injek manual pada suhu 240 0C dan 

analisis berlangsung selama 40 menit.  Hasil identfikasi GC-MS didapatkan dalam bentuk kromatogram 

.Kromatogram fraksi 3% MeOH:CHCl3 dapat dilihat pada Gambar 8. 

 

Gambar 8.  Kromatogram fraksi 3% MeOH:CHCl3.(a) (a) benzaldehyde,4-hydroxy-3,5-dimethoxy-, (b) 1-

methylbutyl hexadecanoate, (c) oleic acid, dan (d) di-2-ethylhexyl phthalate 

Gambar 8 menunjukkan bahwa fraksi 3% MeOH:CHCl3mengandung senyawa (a) benzaldehyde,4-

hydroxy-3,5-dimethoxy- sebanyak 2,76%, (b) 1-methylbutyl hexadecanoate sebanyak 41,03%, (c) oleic 
acid sebanyak 3,61%, dan (d) di-2-ethylhexyl phthalate sebanyak 31,25%.  Hidrolisis lignin 

menggunakan katalis NaOH menghasilkan produk utama berupa monomeric phenol dan oligomers 

(Roberts et al.2011).  Struktur senyawa dari fraksi 3%MeOH:CHCl3 dapat dilihat pada Gambar 9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

 

 

 

 

 

 

d 

c 

b 

a 



 

 

 

 

 

 (c) (d) 

 

Gambar 9.  Senyawa fraksi 3%MeOH:CHCl3(a) benzaldehyde,4-hydroxy-3,5-dimethoxy-, (b) 1-

methylbutyl hexadecanoate, (c) oleic acid, dan (d) di-2-ethylhexyl phthalate 

 

Peak pada kromatogram dibandingkan dengan senyawa referensi pada library sehingga dapat diketahui 
kandungan senyawa dalam sampel.  Hasil identifikasi GC-MS senyawa fraksi 3% MeOH:CHCl3dapat 

dilihat pada lampiran Tabel 6. 

 

Tabel 6.  Identifikasi kandungan senyawa monomer lignin fraksi 3% MeOH:CHCl3 

 

RT BM Senyawa Jumlah(%) 

8,886 207 Phenol,2-(1-methylpropyl)-,methylcarbamate 0,12 

11,008 212 Propanoic acid,3-chloro-,4-formylphenyl Ester 0,38 
11,942 152 Vanillin 1,96 

13,958 166 Ethanone,1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)- 0,15 

14,709 166 Undecanoic acid,10-methyl-,methyl ester 0,47 
15,839 214 Benzoic acid,4-hydroxy-3-methoxy- 1,04 

16,313 168 Diethyl Phthalate 0,13 

17,952 222 Benzaldehyde,4-hydroxy-3,5-dimethoxy- 2,76 
18,621 182 p-Anisic acid,4-nitrophenyl ester 0,32 

18,838 273 m-Anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester 0,90 

19,022 413 Carbamic acid,N-[1,1- bis(trifluoromethyl)ethyl]-4,(1,1,3,3-tetramethylbutyl)phenyl 

ester 0,95 
19,114 220 4-Methyl-2-tert-octylphenol 0,54 

19,235 296 m-Anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester 1,10 

19,447 270 Hexestrol 0,58 
19,643 220 Phenol,2-methyl-4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl)- 0,33 

19,708 192 1,3-Dimethyl-5-ethyladamantane 0,74 

19,870 413 Carbamic acid,N-[1,1- Bis (trifluoromethyl)ethyl]-4,(1,1,3,3- 

tetramethylbutyl)phenyl ester 1,06 
20,034 220 Phenol,2-methyl-4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl)- 0,71 

20,126 228 Tetradecanoic acid 1,17 

21,690 268 2-Pentadecanone,6,10,14-trimethyl- 0,07 
21,980 194 Caffeine 0,12 

22,135 278 1,2-Benzenedicarboxylic acid,bis(2- methylpropyl) ester 0,70 

22,520 338 Erucic acid 0,09 
22,848 604 Tritetracontane 0,28 

22,968 268 9-Hexadecenoic acid, methyl ester,(Z)- 0,41 

23,116 276 7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8 dione 1,60 

23,395 270 Pentadecanoic acid,14-methyl-,methyl ester 1,37 
23,358 292 Benzenepropanoic acid,3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-4 hydoxy ,methyl ester 0,20 

24,659 326 1-Methylbutyl hexadecanoate 41,03 

26,713 298 1-Eicosanol 0,23 
26,837 294 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-,methyl ester 0,32 

26,971 352 9,12,15-Octadecatrienoic acid,2,3 dihydroxypropylester,(Z,Z,Z)- 0,58 

28,036 282 Oleic acid 0,89 



28,453 282 Oleic acid 3,61 
28,853 282 Oleic acid 0,33 

30,953 604 Tritetracontane 0,21 

31,997 324 4,8,12,16-tetramethylheptadecan-4-olide 0,57 

32,860 298 1-Eicosanol 0,11 
32,963 604 Tritetracontane 0,16 

35,399 242 1-decanol,2-hexyl- 0,25 

36,624 390 Di-2-ethylhexyl phthalate 31,25 
38,491 592 1-Hentetracontanol 0,21 

4.4.  Aktivitas Antimikroba Fraksi 3% MeOH:CHCl3terhadap Eschericia coli 

 

Fraksi 3% MeOH:CHCl3 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 Eschericiacoli 

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:CHCl3 terhadap Eschericia coli dapat dilihat pada Gambar 10.   

 

 

 

Gambar 10.  Pengaruh berbagai konsentrasi fraksi 3% MeOH:CHCl3 terhadap diameter zona hambat 

bakteri Eschericia coli 

Gambar 10 menunjukkan bahwa fraksi 3% MeOH:CHCl3pada konsentrasi 0% tidak memiliki aktivitas 
antimikroba terhadap E. coli.  Hal ini ditunjukkan dengan tidak terbentuknya zona hambat disekeliling 

kertas cakram.   Fraksi 3% MeOH:CHCl3pada konsentrasi 12,5 dan 15% memiliki aktivitas antimikroba 

yang sama dan tertinggi terhadap E. coli dengan diameter zona hambat sebesar 6,33mm, sedangkan 
aktivitas antimikroba terendah terhadap E. coli dimiliki fraksi 3% MeOH:CHCl3pada konsentrasi 2,5% 

dengan diameter zona hambat sebsesar 5,17mm.  Zona hambat yang terbentuk pada uji aktvitas 

antimikroba fraksi 3% MeOH:CHCl3 terhadap E. coli dapat dilihat pada Gambar 11. 
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Gambar 11. Zona hambat yang terbentuk pada uji aktivitas antimikroba fraksi 3% MeOH:CHCl3 

terhadap Eschericia coli. 

Fraksi 3% MeOH:CHCl3menunjukkan aktivitas daya hambat terhadap E. coli tergolong lemah dan tidak 

memiliki respon hambatan.  Davis dan Stout (1971) menyatakan bahwa apabila zona hambatyang 
terbentuk pada uji difusi agar berukuran 5 mm atau kurang, maka aktivitas 

penghambatannyadikategorikan lemah. Apabila zona hambat berukuran 5-10 mm dikategorikan sedang, 

zona hambat 10-19 mmdikategorikan kuat dan zona hambat 20 mm atau lebih dikategorikan sangat kuat.  
Menurut Greenwood (1995), klasifikasi respon hambatan pertumbuhan bakteridengan  diameter zona 

hambat lebih dari 20 mm tergolong kuat, 16-20  mm tergolong sedang, 10-15 mm tergolong lemah, 

kurang dari 10 mm menunjukkan tidak ada respon hambatan pertumbuhan bakteri. 

Adanya senyawa antioksidan dan antibakteri yang terdapat di dalam fraksi hasil isolasi lignin dapat 
menghambat pertumbuhan mikroba.  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, Vitt 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 (Panagan dan Syarif, 2009; Saravanakumar et al., 2009).  Beberapa jenis asam, seperti 
asam anisic dan asam karbamat, diduga sebagai antibakteri (Budianto, 2008). Lefroi and Joffraud 2000; 

Rorvik 2000) mengatakan bahwa senyawa aldehid, asam karboksilat dan fenol mempunyai sifat 

antimikrobial dan antioksidan.   

Senaywa 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 acidmemberikan 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 permeabiitas dari membran sel.   

 

4.5.  Aktivitas Prebiotik Fraksi 3% MeOH:CHCl3 terhadap Lactobacillus casei 

 

Uji aktivitas prebiotik menggunakan konsentrasi antara media pertumbuhan dengan fraksi 3% metanol-
klorofom sebesar 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; dan 15 (%).  Lactobacillus casei yang sudah disegarkan pada 

media MRSB diencerkan sebanyak 0,05 mLke dalam 4,95 mLlarutan fisiologis. Selanjutnya sebanyak 1 

mL dari larutan fisiologis diinokulasikan ke dalam media MRSA, kemudian dituang ke dalam cawan petri 
sebanyak 20; 19,5; 19; 18,5; 18; 17,5; dan 17 mLdan ditambahkan fraksi 3% MeOH:CHCl3 sebanyak 0; 

0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; dan 3 mL.  



Perhitungan jumlah koloni dilakukan setelah 24 jam pertama.  Perhitungan dilakukan secara manual 
untuk menghitung jumlah koloni bakteri. Jumlah koloni  dari pertumbuhan Lactobacillus caseiuntuk 

masing-masing konsentrasi fraksi 3% MeOH:CHCl3 dapat dilihat pada Gambar 12.  

 

Gambar 12.  Pengaruh beberapa konsentrasi fraksi 3% MeOH:CHCl3sebagai prebiotik terhadap jumlah 

mikroba Lactobacillus casei 

Gambar 12 menunjukkan bahwa tanpa penambahan fraksi 3% MeOH:CHCl3 ke dalam media 

pertumbuhan memiliki aktivitas prebiotik terhadap L. casei  sebesar 2,28 x 102 koloni/mL.  Fraksi 3% 

MeOH:CHCl3pada konsentrasi 15% memiliki aktivitas prebiotik tertinggi terhadap L. casei  sebesar 6.10x 
102koloni/mL, sedangkan fraksi 3% MeOH:CHCl3pada konsentrasi 2,5 % memiliki aktivitas prebiotik 

terendah terhadap L. casei sebesar 2,69x 102koloni/mL.  Aktivitas prebiotik fraksi 3% MeOH:CHCl3 pada 

pertumbuhan L. casei dapat dilihat pada Gambar 13. 
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Gambar 13.  Aktivitas prebiotik fraksi 3% MeOH:CHCL3 terhadap pertumbuhan Lactobacillus casei. 

 

Hasil analisis aktivitas prebiotik fraksi 3% MeOH:CHCl3menunjukkan bahwa semakin meningkatnya 
konsentrasi yang ditambahkan pada media pertumbuhan, semakin meningkat pertumbuhan L. casei.   

Baurhooet al., (2007) menyatakan bahwa monomer lignin pada proses alcell mempunyai kemapuan 

sebagai prebiotik. Prayuwidayati et al. (2016) melaporakan bahwa produk pemurnian lignin formacell 
dari serat tandan kosong kelapa sawit dan oligomer yang merupakan senyawa fenolik menunjukkan efek 

prebiotik yang dapat merangsang pertumbuhan bakteri asam laktat. Hal ini menunjukkan bahwa fraksi 

hasil isolasi lignin dan turunannya dapat menggantikan glukosa dalam medium MRS dan dapat digunakan 

sebagai sumber energi untuk pertumbuhan L. casei.  
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Hasil ini menunjukkan bahwa fraksi hasil isolasi lignin dapat digunakan sebagai suplemen pakan dan 
menunjukkan efek prebiotik dengan mendukung pertumbuhan L. casei.  Cota and Whitfield (1998), 

melaporkan bahwa semua bakteri rumen hemiselulolitik mampu memanfaatkan xyloologosaccharides 

sebagai substrat tumbuh.  Peningkatan digestibilllity protein kasar dan serat kasar akan mendukung 

protein dan metabolisme energi ruminansia. Prebiotik golongan non-digestible karbohidrat termasuk 
laktulosa, inulin, resistant starch dan sejumlah oligosakarida yang dapat menjadi sumber karbohidrat bagi 

bakteri yang menguntungkan dalam saluran pencernaan (Crittenden, 1999).  

 

Substrat seperti inulin, frukto-oligosakarida (FOS) dan manan-oligosakarida (MOS) yang berasal dari sel 

ragi, selain dapat dihidrolisis oleh enzim endogenous pencernaan juga bisa diabsorbsi oleh inang. 

Mekanisme yang mungkin terjadi yaitu penurunan pH karena dihasilkannya asam lemak rantai pendek, 
sekresi bakteriosin dan stimulasi imun. MOS sebagai prebiotik mempunyai mekanisme yang berbeda 

dimana secara selektif tidak menyebabkan peningkatan populasi bakteri yang menguntungkan, tetapi 

melalui kemampuannya yang dapat melekat pada lektin spesifik manosa dari patogen G negatif tipe 1 

fimbriae seperti Salmonella dan E. coli yang kemudian akan keluarkan dari saluran pencernaan (Baurhoo 
et al., 2007; Thomas et al., 2004) .  Kesamaan efek MOS dan antibiotik-free diet suplemented 

1,25%alcell lignin (LL) pada lactobacilli dan bifidobacteria, lignin pada level rendah memiliki potensi 

untuk diklasifikasikan sebagai prebiotik (Baurhoo et al., 2007). 

 

5.1.  Simpulan 

 

1. Lignin dari lindi hitam tandan kosong kelapa sawit mengandung senyawa benzaldehyde,4-

hydroxy-3,5-dimethoxy, 1-methtylbutyl hexadecanoate, oleic Acid, dan di-2-ethylhexyl phthalate. 

2. Fraksi lignin 3% MeOH:CHCl3 dengan konsentrasi 15% menunjukkan aktivitas antimikroba 

terhadap Eschericia coli dengan diameter zona hambat sebesar 6,33 mm dan aktivitas prebiotik 
terhadap Lactobacillus casei sebesar 6,1x102 koloni/ml.   
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Abstract 

Pulp processing produces waste in the form of black liquor. The main ingredient of black liquor 

is lignin. Lignin contains phenolpropanoid compound which is considered to have prebiotic and 

anti-microbial activity. It is a component of lignocellulose which is known to have prebiotic and 

antimicrobial activity effects due to its nature which is difficult to digest and consists of 
phenolpropanoid components. This study aims to look and identify the results of purification 

lignin and activity test as a prebiotic. The identification technique of lignin fraction was carried 

out by using Thin Layer Chromatography (TLC) and Gas Chromatography-Mass Spectrometry 
(GC-MS) plates. Prebiotic activity tests were carried out by using the calculation of total 

bacteria on the growth of Lactobacillus casei. The results showed that the purification process 

using CHCl3, 3% MeOH:CHCl3, 20% MeOH:CHCl3, and MeOH yielded yields of 10.68%, 
6.34%, 11.38% and 44.85%. The 3% MeOH:CHCl3 fraction was identified as containing 

benzaldehyde, 4- hydroxy-3,5-dimethoxy, 1-methtylbutyl hexadecanoate, oleic acid, and di-2- 

ethylhexyl phthalate. The 3% MeOH:CHCl3 fractionat a concentration of 15% showed activity 

as a prebiotic for L. casei at 6.1 x 102 colonies / mL. 

 

Keywords: lignin, black liquor, prebiotic, Empty palm oil bunches 

 

INTRODUCTION 

The process of pulp processing produces liquid waste known as black liquor. The content of lignin in 

black liquor has a complex structure that is difficult to decompose so that it has the potential to pollute the 
environment (Lara et al., 2003). Lignin content in black liquor is around 25-35%% of the total (Ibrahim et 

al., 2010; Goujon et al., 2003) so that it can be isolated for further use. Currently, there are prople who 

want to utilize black liquor as a source of raw material for lignin (Min et al., 2013). Ligin can be used as 

biomass (Schorr et al, 2014), adhesives (Elaine et al, 2010; Yasumitsu and Keiichi, 2015), dispersants, 
adhesives, and surfactants, as antioxidants in plastics and rubbers, dyes, synthetic floors, thermosets, 

paints , and fuel for road maintenance (Laurichesse and Averous, 2013; Mankar et al, 2012; Magnus and 

Akan, 2014; Podko´scielna et al, 2017; Conzatti et al, 2013). 

Hidayati et al. (2018) isolates lignin from black liquor of empty palm oil bunches by using NaOH with a 

concentration of 30% resulted in a yield of 5.67%, pH 5.42, total black liquor solid of 65.11%, methylyl 

lignin level of 14.61 %, and equivalent weight 1787.23. Prayuwidayati et al. (2016) showed that lignin 

can be used as a prebiotic which is considered to have an antimicrobial effect by reducing the rate of 
growth of pathogenic bacteria in cattle arumen. According to Baurhoo et al. (2008), the product of 

purified lignin which has been tested has a prebiotic effect. Prebiotic is one component of functional food 

that is developed. Prebiotic is a component of food that is beneficial to humans because it can stimulate 
the growth and activity of a number of probiotic bacteria in the colon so that it can improve the health of 

the human digestive tract (Toma and Pokrotnieks, 2006). The purpose of this study is to identify the 

components contained in lignin purification products by Thin Layer Chromatography (TLC), 
Chromatography Column and Gas Chromatography-Mass Spectrometer (GC-MS) and prebiotic activity 

testing. 

 

III. RESEARCH METHODS 

 

Tools and Materials 

The materials used in this study were the TKKS black liquor from the results of formacell pulping, Acetic 
Acid, Formic Acid, HCl, CuSO4, H2O2, NaOH, pyridine, MeOH, CHCl3, aquades, the media used were 

NA (Nutrient Agar), NB (Nutrient Broth), MRSA and MRSB. Microbial cultures used in this study were 

Lactobacillus casei and Eschericia coli. The tools used were oven, Buchner funnel, silica gel 60 F254thin 
layer chromatography plate, column chromatography, chamber, autoclave, micropipet, incubator, calipers, 

capillary pipette, Gas Cromatography-Mass Spectrometer (Variant / CP- 3800 GC and Saturn 2200 MS), 

and supporting glasses. 

 



3.3. Research Method 

 

The study was conducted with a Completely Randomized Design (CRD). Black liquor was extracted until 

lignin was obtained 2 times. Lignin was fractionated until it obtained a lignin monomer fraction. Each 

lignin monomer fraction was identified by TLC analysis and prebiotic activity was screened for 
Lactobacillus casei. The fraction that had the highest prebiotic activity was carried out by GC-MS 

analysis to determine the chemical composition. Furthermore, the fractions that had the highest prebiotic 

activity were made at several concentrations of 0%, 2.5%, 5%, 7.5%, 10%, 12.5%, and 15% to be tested 
for antimicrobial and prebiotic activity for 3 replications. The data obtained were analyzed descriptively 

and presented in figures and tables. 

 

3.4. Research Implementation 

 

Lignin degradation 

 

Lignin obtained from black liquor which was resulted after cooking the pulp with the raw material of oil 

palm empty bunches that was precipitated and degraded using CuSO4, pridin, and H2O2. A total of 2 g of 

lignin precipitate was dissolved with 20 mL NaOH solution pH 12. A total of 25 mL of 10-2 M CuSO4 and 
5 mL pyridine were added to the lignin solution. The solution was stirred with a magnetic stirrer for 30 

minutes. Furthermore, 10 ml of H2O2 1 M was added 5 times over a period of 30 minutes, stirred and 

stored in a dark space for 72 hours. 

 

Lignin Purification Faction 

 

The fractionated filtrate was then evaporated until a residue was obtained. The residue was then dissolved 
in 500 mL H2O and extracted with EtOAc 500 mL 3 times to obtain H2O and EtOAc layers. The EtOAc 

layer was evaporated until a residue was obtained. The residue was then put into the chromatographic 

column silica gel and eluted with CHCl3(1L) solution. The CHCl3 fraction was then evaporated and the 
residue obtained was then purified by preparative thin layer chromatography (PTLC). The lignin 

monomer isolation process can be seen in Figure 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Lignin monomer fractionation flow diagram 



Lignin Fraction Identification 

 

Identification of lignin monomers obtained was done using TLC and GC-MS plates. Lignin monomer 

isolates were dissolved in hexane and then injected into GC-MS devices. It was analyzed by using GC-

MS CP-3800 variant with MS Saturn 2200 detector using VF-5ms column 30 mm x 0.25 mm by manual 

injection method at 240 0C and the analysis lasted for 40 minutes (Suroso et al, 2018). 

Prebiotic Activity Test for Lignin Fraction 

 

Prebiotic tests were performed microbologically using Lactobacillus casei grown on MRSA media. The 

measured variable was the number of bacteria by counting living bacterial colonies method. The lignin 

monomer fraction was composed with media so that each cup was 0%, 2.5%, 5%, 7.5%, 10%, 12.5%, 
and 15%. Lactobacillus casei that had been refreshed on MRSB media was diluted as much as 0.05 mL 

into 4.95 mL of physiological solution. Then, 1 mL of physiological solution was inoculated into MRSA 

media, then poured into 20 petri cups; 19.5; 19; 18.5; 18; 17.5; and 17 mL and added 3% MeOH:CHCl3 

fraction of 0; 0.5; 1; 1,5; 2; 2.5; and 3 mL. Furthermore, the bacteria were incubated for 24 hours in an 

incubator.  

 

RESULT AND DISCUSSION 

 

Lignin Isolation 

 

The black liquor produced by pulping formacell was then isolated to obtain lignin isolates. The 

extraction process of lignin from black liquor is done by adding water to 500 mL of black liquor sample 

in a 2 L glass baker and allowed to form a precipitate. The precipitate obtained was then separated by 

filtering using filter paper and dried for 3 days at room temperature and seen for its characteristics (Table 

1). 

Table 1. Characteristics of lignin 

Parameter Characteristics 

  

Color Black 

Form Solids 

pH (25oC) 4,5 

Rendemen 1,74% 

Water content 0,24% 

Lignin isolates obtained have a black appearance. The form of lignin isolates is solids in the form of fiber 

crumbs. Moisture content of lignin isolates obtained is 0.24%. The yield of lignin obtained is 1.74%. This 

is presumed because it did not add acid to the precipitation process of lignin isolates. 

 

Lignin Monomer Fraction Screening for Lactobacillus Casei 

The process of lignin degradation was done by dissolving lignin into a solution of CuSO4, pyridine, and 

NaOH, then stirring and adding H2O2. The obtained fraction was then put into the chromatographic 
column silica and eluted with CHCl3, 3% MeOH:CHCl3, 20% MeOH:CHCl3, and MeOH respectively. 

Then each fraction was evaporated to dryness. The fraction of CHCl3, 3% MeOH:CHCl3, 20% 

MeOH:CHCl3, and MeOH resulted yields respectively 10.68%, 6.34%, 11.38%, and 44.85%. The results 
of each fraction were identified on a Thin Layer Chromatography (TLC) plate using UV light to look 

quantitatively at the content of chemical compounds. 



The presence of chemical compounds was shown by black spots on TLC. Spot on TLC of each fraction 
consists of different compounds based on the retention time of each compound. Spots generated at 

fractions of CHCl3, 3% MeOH:CHCl3, 20% MeOH:CHCl3, and MeOH sequentially produced 4, 4, 2, and 

1 spot. The spot formed was considered to be the dominant compound in each lignin fraction. Black spots 

on TLC can be seen in Figure 2 and the results of screening for L. caseii growth (Table 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.  Chromatographic profile of thin layers of each fraction (a) CHCl3, (b) 3%MeOH:CHCl3, (c) 

20% MeOH:CHCl3, and (d) MeOH 

Table 2. Screening the lignin fraction as a prebiotic for Lactobacillus casei 

 Number of Microbes 

Fraction  

 (102colony /mL) 

  

CHCl3 1,48 ± 0,29 

3% MeOH:CHCl3 4,52 ± 0,10 

20% MeOH:CHCl3 2,58 ± 0,23 

MeOH 2,41 ± 0,34 

  

3% MeOH:CHCl3 fraction has higher prebiotic activity than other fractions. The 3% MeOH:CHCl3 
fraction has prebiotic activity against L. casei at 4,52 x 102 colonies / mL, while the CHCl3 fraction, 

20% MeOH:CHCl3, and MeOH sequentially has the prebiotic activity against L. casei at 1,48 x 

102colonies / mL, 2,58 x 102colonies / mL, and 2,41 x 102colonies / mL. 

 

Identification of 3% MeOH:CHCl3 fraction compound content 

 

3% MeOH:CHCl3 fraction was subsequently identified using GC-MS. The identification process using 

GC-MS is done by injecting a 3% MeOH:CHCl3fraction into the instrument . Lignin hydrolysis using 

NaOH catalysts produces the main products in the form of monomeric phenols and oligomers (Roberts 

et al. 2011). The compound structure of the 3% MeOH:CHCl3 fraction can be seen in Figure 4 and the 

identification results is in Table 3. 



Figure 4. Fraction compound of 3%MeOH:CHCl3 (a) benzaldehyde,4-hydroxy-3,5-dimethoxy-, 

(b) 1-methylbutyl hexadecanoate, (c) oleic acid, (d) di-2-ethylhexyl phthalate 

 

Table 3. Identification of lignin fraction monomer compounds of 3% MeOH:CHCl3 

 

Retention Molecule 

Compound 

 

Time Weight (%)  

    

8,886 207 Phenol,2-(1-methylpropyl)-,methylcarbamate 0,12 

11,008 212 Propanoic acid,3-chloro-,4-formylphenyl Ester 0,38 

11,942 152 Vanillin 1,96 

13,958 166 Ethanone,1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)- 0,15 

14,709 166 Undecanoic acid,10-methyl-,methyl ester 0,47 

15,839 214 Benzoic acid,4-hydroxy-3-methoxy- 1,04 

16,313 168 Diethyl Phthalate 0,13 

17,952 222 Benzaldehyde,4-hydroxy-3,5-dimethoxy- 2,76 

18,621 182 p-Anisic acid,4-nitrophenyl ester 0,32 

18,838 273 m-Anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester 0,90 

19,022 413 

Carbamic acid,N-[1,1- bis(trifluoromethyl)ethyl]-

4,(1,1,3,3- 

0,95 

tetramethylbutyl)phenyl ester    

19,114 220 4-Methyl-2-tert-octylphenol 0,54 

19,235 296 m-Anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester 1,10 

19,447 270 Hexestrol 0,58 

19,643 220 Phenol,2-methyl-4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl)- 0,33 

19,708 192 1,3-Dimethyl-5-ethyladamantane 0,74 

19,870 413 

Carbamic acid,N-[1,1- Bis (trifluoromethyl)ethyl]-

4,(1,1,3,3- 

1,06 

tetramethylbutyl)phenyl ester    

20,034 220 Phenol,2-methyl-4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl)- 0,71 

20,126 228 Tetradecanoic acid 1,17 

21,690 268 2-Pentadecanone,6,10,14-trimethyl- 0,07 

21,980 194 Caffeine 0,12 

22,135 278 1,2-Benzenedicarboxylic acid,bis(2- methylpropyl) ester 0,70 

22,520 338 Erucic acid 0,09 

22,848 604 Tritetracontane 0,28 

22,968 268 9-Hexadecenoic acid, methyl ester,(Z)- 0,41 



23,116 276 7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8 dione 1,60 

23,395 270 Pentadecanoic acid,14-methyl-,methyl ester 1,37 

23,358 292 

Benzenepropanoic acid,3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-4 hydoxy 

0,20 

,methyl ester    

24,659 326 1-Methylbutyl hexadecanoate 41,03 

26,713 298 1-Eicosanol 0,23 

26,837 294 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-,methyl ester 0,32 

26,971 352 

9,12,15-Octadecatrienoic acid,2,3 

0,58 

dihydroxypropylester,(Z,Z,Z)-    

28,036 282 Oleic acid 0,89 

28,453 282 Oleic acid 3,61 

28,853 282 Oleic acid 0,33 

30,953 604 Tritetracontane 0,21 

31,997 324 4,8,12,16-tetramethylheptadecan-4-olide 0,57 

32,860 298 1-Eicosanol 0,11 

32,963 604 Tritetracontane 0,16 

35,399 242 1-decanol,2-hexyl- 0,25 

36,624 390 Di-2-ethylhexyl phthalate 31,25 

38,491 592 1-Hentetracontanol 0,21 

    

 

 

Prebiotic Activity of 3% MeOH:CHCl3 fractionagainst Lactobacillus casei 

 

Prebiotic activity test uses a concentration between growth media with a fraction of 3% methanol-

chloroform of 0; 2.5; 5; 7.5; 10; 12.5; and 15 (%). The number of colonies from 

Lactobacillus casei growth for each concentration of 3% MeOH:CHCl3 fraction can be seen in Figure 5. 

The 3% MeOH:CHCl3 fraction at a concentration of 15% has the highest prebiotic activity against L. 

casei at 6.10 x 102 colonies / mL, while the 3% MeOH:CHCl3 fraction at a concentration of 2.5% has the 

lowest prebiotic activity against L. casei at 2, 69 x 102 colonies / mL. The prebiotic activity of the 3% 

MeOH:CHCl3 fraction in L. casei growth can be seen in Figure 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Prebiotic activity of the 3% MeOH:CHCl3 fraction against the growth of Lactobacillus 

casei. 

 

The results of prebiotic activity analysis of the 3% MeOH:CHCl3 fraction showed that the more 
concentrations added to the growth media, the higher the growth of L. casei. Baurhoo et al., (2007) 

states that the lignin monomer in the alcell process has the ability as a prebiotic. Prayuwidayati et al. 

(2016) reported that the purification product of lignin formacell from oil palm empty bunches and 

oligomers which are phenolic compounds showed a prebiotic effect that can stimulate the growth of 
lactic acid bacteria. This shows that the fraction isolated from lignin and its derivatives can replace 

glucose in the MRS medium and can be used as an energy source for L. casei growth. These results 

indicate that the fraction of lignin isolation can be used as a dietary supplement which shows the 
prebiotic effect by supporting the growth of L. casei. Lignin in the purified Alcell process shows 

prebiotic effects in chickens, beneficial for bacterial growth and improves intestinal morphological 

structure, as measured by an increase in the number of villi and the number of goblet cells (Baurhoo et 

al., 2007). Cota and Whitfield (1998), reported that all hemicellulolytic rumen bacteria were able to 
utilize xyloologosaccharides as a growing substrate. The increased digestibility of crude protein and 

crude fiber will support ruminants' protein and energy metabolism. Non-digestible carbohydrate 

prebiotics include 

 

lactulose, inulin, resistant starch and a number of oligosaccharides that can be a source of 

carbohydrates for beneficial bacteria in the digestive tract (Crittenden, 1999).Substrates such as inulin, 
fructo-oligosaccharides (FOS) and manan-oligosaccharides (MOS) derived from yeast cells, in 

addition to being hydrolyzed by endogenous enzymes, digestion can also be absorbed by the host. The 

possible mechanisms would decrease pH due to the production of short chain fatty acids, bacteriocin 

secretion and immune stimulation. MOS as a prebiotic has a different mechanism which selectively 
does not cause an increase in the population of beneficial bacteria, through its ability to attach and 

specific manosaic lectins from type 1 fimbriae negative G pathogens such as Salmonella and E. coli 

which will then be removed from the digestive tract (Baurhoo et al., 2007; Thomas et al., 2004). 



Similar to the effects of MOS and antibiotic-free diet supplemented by 1.25% alcell lignin (LL) on 
lactobacilli and bifidobacteria, lignin at low levels has the potential to be classified as prebiotics 

(Baurhoo et al., 2007). The results showed that the use of lignin in the alcell process (12.5 g) could 

increase the intestinal concentration of Lactobacilli and Bifidobacteria in broilers (Baurhoo et al., 

2007). Proliferation of digestive tract microbiota populations such as Lactobacilli and Bifidobacteria 
can be increased through prebiotic consumption. An increase in the number of microbiota ranges from 

10-100 times in faeces (Salminen and Lee, 2009). 

CONCLUSION 

 

Lignin from oil palm empty bunch of black liquor contains benzaldehyde, 4-hydroxy-3,5-dimethoxy, 

1-methtylbutyl hexadecanoate, oleic acid, and di-2-ethylhexyl phthalate. Lignin 3% MeOH:CHCl3 
fraction with a concentration of 15% showed prebiotic activity against Lactobacillus casei at 6.1x102 

colonies / ml. . 
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Abstrak  

Telah dilakukan isolasi lignin hasil proses 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 menggunakanfraksi3%MeOH:CHCl3  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:CHCl3pada 

konsentrasi 2,5% dengan diameter zona hambat sebesar 5,17 mm.   

Katakunci:  lignin,lindihitam,antimikroba,tandankosongkelapa sawit 

 

 

Pendahuluan  

Indonesia merupakan penghasi lkelapa sawit nomo rsatu dunia dengan produksi 

sawitd iperkirakan mencapai 34,5 juta ton pada tahun 2018. PotensiTKKSsangat besar yaitu 

dalam satu ton tandan buah segar (TBS) yang diolah akan dihasilkan tandan Kosong Kelapa 

Sawit(TKKS) sekitar 23% dari tandan  buah  segar [1]. TKKS memiliki kadar selulosa50%, 

lignin  16% dan hemiselulosa 19,6%. sehingga TKKS berpotensi untuk dijadikan 

alternative pembuatan pulp non kayu pengganti pulp kayu[2]. Salah satu permasalahan pada 

industry pulp dan kertas adalah adanya limbah yang dikenal sebagai lindi hitam yang 

sangat mencemari lingkungan. Padahal ,lindi hitam dapat diisolas ibaik secara asam, 

alkohol maupun metode basa untuk mendapatkan lignin yang murni.  Lindi dapat diisolasi 

dengan menggunakan metode asam maupun basa. Isolasil ignin dari lindi hitam TKKS 

menggunakanNaOH30% menghasilkan padatan sebanyak 65,11% [3][4].5]. Hasil isolasi 

lignindapat dimanfaatkan secar akomersial menjadi karbon fiber, adhesif, poliuretan, 

poliester,bioplastik,dan biooil untuk campuran minyak bumi dari fosil,sebagai antibakteri 

dan antioksidan[6][7][8][5].   Monomer lignin dari tanamans oftwood mengandung phenol 

yang seperti carvacrol, thymol dan cinnamaldehyde yang diduga dapat menghambat 

pertumbuhan mikroba[9][10]11][12][13][14][15][16][17]   sehingga diharapkan dapat 

berfungsi sebagai obat yang memiliki kemampuan sebaga iantimikroba yang bisad 

iharapkan sebagai penggant iobat sintetik atau penicillin yang sudah dilarang 

penggunaannya. Senyawa ini juga untuk antibakteri pataogen [18][14][15] dan antibiotik . 

[9][10][11][12] [13] [34] , mudah teruraiakn dan renewable   [36][37].  Hasil monomer dari 

lignin dengan proses alcell dapatmenghambat pertumbuhanbakteri[38]Selainitu 



AlcellligninmengurangikonsentrasiEscherichiacolidalamkotoranunggasbiladibandingkande

ngandiet bebasantibiotikatauyangmengandungantibiotic[34]. Lignin dari hasil isolasi 

limbah cair pulp berbahan baku TKKS belum banyak diteliti terutama monomer dan 

senyawa yang dihasilkan akibat perbedaan cara ekstraksi.  Dengan mengetahui senyawa 

yang dihasilkan terutama gugus fenolik dan senyawa senyawa yang bersifat anti mikroba 

sehingga diharapkan penelitian ini bermanfaat selain untuk memanfaatkan limbah 

pencemar lingkungan juga untuk memanfaatkan sumberdaya lokal seperti tandan kosong 

kelapa sawit untuk pengganti obat. Tujuan penelitian ini adalah   mengetahui karakteristik 

monomer lignin hasil isolasi dan uji efektifitasnya sebagai anti mikroba.  

Metode penelitian 

Bahanyangdigunakandalampenelitianadalah TKKS,asamasetatglasial,Piridin,CHCL4, 

HPO3,KMNO4,KI,Na2S2O3,HCl,H2SO4(72%),indikatoramilum0,2%. Alat 

yangdigunakanadalahreaktor,alat soxhletapparatus,dan alat analisis lain 

Pelaksanaan Penelitian 

A.  Pemasakanpulp 

Pemasakanpulp dilakukan denganmenggunakan prosesformacell  Sebanyak1000 

gTKKS 

dimasukkandalamrotarydigester(alatpemasak).Kondisipemasakanmengacupadapenelitian[5

1]yaitumenggunakanrasioasamasetat1:14.Suhumaksimum150oCdenganwaktu90menit,wakt

u padasuhumaksimum90menit.   PulpdisaringdenganmenggunakanHidrolicScreener.  

Filtratyang berupaliquorataulindihitamdianalisis kadarligninnya. 

B.  EkstraksiPemurnianLignin 

Endapan lignin didegradasi menggunakan CuSO4, pridin, dan H2O2.  Sebanyak 2 g endpan 

lignin dilarutkan dengan 20 mL larutan NaOH pH 12.  Sebanyak 25 mL CuSO4 10-2 M dan 5 

mL piridin ditambahkan ke dalam larutan lignin.  Larutan diaduk dengan pengaduk magnetik 

selama 30 menit, setelah itu ditambahkan 10 mL H2O2 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 H2O dan diekstraksi dengan EtOAc 500 mL sebanyak 3 kali hingga diperoleh 

lapisan H2O dan EtOAc. Lapisan EtOAc dievaporasi hingga diperoleh residu. Residu 



kemudian dimasukkan ke dalam silika gel kolom kromatografi dan dielusi dengan 3% 

MeOH:CHCL3 

E.     Uji antimikroba 

Pengujian anti mikroba dilakukan dengan menggunakan bakteriE.coli,Salmonella,dan 

Staphylococcus.Peubahyangdiamatipadamasing-masing 

senyawamonomerligninyaituujizonahambatdenganmetodedifusicakram. 

Ujizonahambatdilakukan pada bakteripatogendenganmetode difusiagar.  Uji antimikroba 

dilakukan terhadap E. coli.  Peubah yang diamati pada masing-masing senyawa monomer 

lignin yaitu zona hambat yang terbentuk pada cawan. Uji zona hambat dilakukan pada bakteri 

patogen dengan metode cakram. (Gariga et al., 1983).  Bakteri yang diguanakan dalam uji ini 

adalah E. coli.  Kultur disegarkan terlebih dahulu dalam tabung yang berisi medium NB steril 

dan diinkubasi 24 jam pada 370C .  Sebagai stok bakteri, dbuat 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 37oC, dihomogenkan dengan 

alat vorteks, lalu diinokulasikan sebanyak 20 µl ke dalam labu Erlenmeyer yang berisi 20 mL 

medium agar cair (NA, 44-450C) 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%.Zona penghambatan yang diukur adalah radius (r,mm) penghambatan berupa areal 

beining di sekeliling kertas cakram, setelah diinkubasi selama 1 hari pada 370C.  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, lalu dirata-ratakan. 

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Aktivitas Antimikroba Fraksi 3% MeOH:CHCl3terhadap Eschericia coli 

Fraksi 3% MeOH:CHCl3 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:CHCl3 

terhadap Eschericia coli dapat dilihat pada Gambar 1.   

 

Gambar 1.  Pengaruh berbagai konsentrasi fraksi 3% MeOH:CHCl3 terhadap diameter zona 

hambat bakteri Eschericia coli 

 

Gambar 1 menunjukkan bahwa fraksi 3% MeOH:CHCl3pada konsentrasi 0% tidak memiliki 

aktivitas antimikroba terhadap E. coli.  Hal ini ditunjukkan dengan tidak terbentuknya zona 

hambat disekeliling kertas cakram.   Fraksi 3% MeOH:CHCl3pada konsentrasi 12,5 dan 15% 
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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:CHCl3pada konsentrasi 2,5% dengan diameter zona hambat 

sebsesar 5,17 mm.  Zona hambat yang terbentuk pada uji aktvitas antimikroba fraksi 3% 

MeOH:CHCl3 terhadap E. coli dapat dilihat pada Gambar 2. 
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Gambar 2. Zona hambat yang terbentuk pada uji aktivitas antimikroba fraksi 3% 

MeOH:CHCl3 terhadap Eschericia coli. 

 

Adanya senyawa antioksidan dan antibakteri yang terdapat di dalam fraksi hasil isolasi lignin 

dapat menghambat pertumbuhan mikroba.  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, Vitt 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 (Panagan dan Syarif, 2009; Saravanakumar et al., 

2009).  Beberapa jenis asam, seperti asam anisic dan asam karbamat, diduga sebagai 

antibakteri (Budianto, 2008). Lefroi and Joffraud 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 

acidmemberikan 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 permeabiitas dari membran 

sel.   

Hasil identifikasi GC-MS senyawa fraksi 3% MeOH:CHCl3 

Tabel 1.  Identifikasi kandungan senyawa monomer lignin fraksi 3% MeOH:CHCl3 

 



RT BM Senyawa Jumlah(%)  

8,886 207 Phenol,2-(1-methylpropyl)-,methylcarbamate 0,12  
11,008 212 Propanoic acid,3-chloro-,4-formylphenyl Ester 0,38  

11,942 152 Vanillin 1,96  

13,958 166 Ethanone,1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)- 0,15  
14,709 166 Undecanoic acid,10-methyl-,methyl ester 0,47  

15,839 214 Benzoic acid,4-hydroxy-3-methoxy- 1,04  

16,313 168 Diethyl Phthalate 0,13  

17,952 222 Benzaldehyde,4-hydroxy-3,5-dimethoxy- 2,76  
18,621 182 p-Anisic acid,4-nitrophenyl ester 0,32  

18,838 273 m-Anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester 0,90  

19,022 413 Carbamic acid,N-[1,1- bis(trifluoromethyl)ethyl]-4,(1,1,3,3-
tetramethylbutyl)phenyl ester 0,95 

 

19,114 220 4-Methyl-2-tert-octylphenol 0,54  

19,235 296 m-Anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester 1,10  
19,447 270 Hexestrol 0,58  

19,643 220 Phenol,2-methyl-4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl)- 0,33  

19,708 192 1,3-Dimethyl-5-ethyladamantane 0,74  

19,870 413 Carbamic acid,N-[1,1- Bis (trifluoromethyl)ethyl]-4,(1,1,3,3- 
tetramethylbutyl)phenyl ester 1,06 

 

20,034 220 Phenol,2-methyl-4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl)- 0,71  

20,126 228 Tetradecanoic acid 1,17  
21,690 268 2-Pentadecanone,6,10,14-trimethyl- 0,07  

21,980 194 Caffeine 0,12  

22,135 278 1,2-Benzenedicarboxylic acid,bis(2- methylpropyl) ester 0,70  
22,520 338 Erucic acid 0,09  

22,848 604 Tritetracontane 0,28  

22,968 268 9-Hexadecenoic acid, methyl ester,(Z)- 0,41  

23,116 276 7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8 dione 1,60  
23,395 270 Pentadecanoic acid,14-methyl-,methyl ester 1,37  

23,358 292 Benzenepropanoic acid,3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-4 hydoxy 

,methyl ester 0,20 

 

24,659 326 1-Methylbutyl hexadecanoate 41,03  

26,713 298 1-Eicosanol 0,23  

26,837 294 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-,methyl ester 0,32  

26,971 352 9,12,15-Octadecatrienoic acid,2,3 dihydroxypropylester,(Z,Z,Z)- 0,58  
28,036 282 Oleic acid 0,89  

28,453 282 Oleic acid 3,61  

28,853 282 Oleic acid 0,33  
30,953 604 Tritetracontane 0,21  

31,997 324 4,8,12,16-tetramethylheptadecan-4-olide 0,57  

32,860 298 1-Eicosanol 0,11  
32,963 604 Tritetracontane 0,16  

35,399 242 1-decanol,2-hexyl- 0,25  

36,624 390 Di-2-ethylhexyl phthalate 31,25  

38,491 592 1-Hentetracontanol 0,21  

 

KESIMPULAN 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa proses pemurnian menggunakan 

fraksi3%MeOH:CHCl3  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:CHCl3pada konsentrasi 2,5% dengan diameter zona hambat sebesar 5,17 mm.   
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Abstract 

Pulp processing produces waste in the form of black liquor. The main ingredient of black 

liquor is lignin. Lignin contains phenolpropanoid compound which is considered to have 

prebiotic and anti-microbial activity. It is a component of lignocellulose which is known 

to have prebiotic and antimicrobial activity effects due to its nature which is difficult to 

digest and consists of phenolpropanoid components. This study aims to look and identify 

the results of purification lignin and activity test as a prebiotic. The identification 

technique of lignin fraction was carried out by using Thin Layer Chromatography (TLC) 

and Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) plates. Prebiotic activity tests 

were carried out by using the calculation of total bacteria on the growth of Lactobacillus 

casei. The results showed that the purification process using CHCl3, 3% MeOH:CHCl3, 

20% MeOH:CHCl3, and MeOH yielded yields of 10.68%, 6.34%, 11.38% and 44.85%. 

The 3% MeOH:CHCl3 fraction was identified as containing benzaldehyde, 4- hydroxy-

3,5-dimethoxy, 1-methtylbutyl hexadecanoate, oleic acid, and di-2- ethylhexyl phthalate. 

The 3% MeOH:CHCl3 fractionat a concentration of 15% showed activity as a prebiotic 

for L. casei at 6.1 x 102 colonies / mL. 

Keywords:  lignin, black liquor, prebiotic, Empty palm oil bunches
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INTRODUCTION 

The process of pulp processing produces liquid waste known as black liquor. The content of 

lignin in black liquor has a complex structure that is difficult to decompose so that it has the 

potential to pollute the environment (Lara et al., 2003). Lignin content in black liquor is around 

25-35%% of the total (Ibrahim et al., 2010; Goujon et al., 2003) so that it can be isolated for 

further use. Currently, there are prople who want to utilize black liquor as a source of raw 

material for lignin (Min et al., 2013). Ligin can be used as biomass (Schorr et al, 2014), 

adhesives (Elaine et al, 2010; Yasumitsu and Keiichi, 2015), dispersants, adhesives, and 

surfactants, as antioxidants in plastics and rubbers, dyes, synthetic floors, thermosets, paints , and 

fuel for road maintenance (Laurichesse and Averous, 2013; Mankar et al, 2012; Magnus and 

Akan, 2014; Podko´scielna et al, 2017; Conzatti et al, 2013). 

Hidayati et al. (2018) isolates lignin from black liquor of empty palm oil bunches by using 

NaOH with a concentration of 30% resulted in a yield of 5.67%, pH 5.42, total black liquor solid 

of 65.11%, methylyl lignin level of 14.61 %, and equivalent weight 1787.23. Prayuwidayati et al. 

(2016) showed that lignin can be used as a prebiotic which is considered to have an antimicrobial 

effect by reducing the rate of growth of pathogenic bacteria in cattle arumen. According to 

Baurhoo et al. (2008), the product of purified lignin which has been tested has a prebiotic effect. 

Prebiotic is one component of functional food that is developed. Prebiotic is a component of food 

that is beneficial to humans because it can stimulate the growth and activity of a number of 

probiotic bacteria in the colon so that it can improve the health of the human digestive tract 

(Toma and Pokrotnieks, 2006). The purpose of this study is to identify the components contained 

in lignin purification products by Thin Layer Chromatography (TLC), Chromatography Column 

and Gas Chromatography-Mass Spectrometer (GC-MS) and prebiotic activity testing. 

III. RESEARCH METHODS 

Tools and Materials 

The materials used in this study were the TKKS black liquor from the results of formacell 

pulping, Acetic Acid, Formic Acid, HCl, CuSO4, H2O2, NaOH, pyridine, MeOH, CHCl3, 

aquades, the media used were NA (Nutrient Agar), NB (Nutrient Broth), MRSA and MRSB. 

Microbial cultures used in this study were Lactobacillus casei and Eschericia coli. 
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The tools used were oven, Buchner funnel, silica gel 60 F254thin layer chromatography plate, 

column chromatography, chamber, autoclave, micropipet, incubator, calipers, capillary pipette, 

Gas Cromatography-Mass Spectrometer (Variant / CP- 3800 GC and Saturn 2200 MS), and 

supporting glasses. 

3.3.  Research Method 

The study was conducted with a Completely Randomized Design (CRD). Black liquor was 

extracted until lignin was obtained 2 times. Lignin was fractionated until it obtained a lignin 

monomer fraction. Each lignin monomer fraction was identified by TLC analysis and prebiotic 

activity was screened for Lactobacillus casei. The fraction that had the highest prebiotic activity 

was carried out by GC-MS analysis to determine the chemical composition. Furthermore, the 

fractions that had the highest prebiotic activity were made at several concentrations of 0%, 2.5%, 

5%, 7.5%, 10%, 12.5%, and 15% to be tested for antimicrobial and prebiotic activity for 3 

replications. The data obtained were analyzed descriptively and presented in figures and tables. 

3.4.  Research Implementation 

Lignin degradation 

Lignin obtained from black liquor which was resulted after cooking the pulp with the raw 

material of oil palm empty bunches that was precipitated and degraded using CuSO4, pridin, and 

H2O2. A total of 2 g of lignin precipitate was dissolved with 20 mL NaOH solution pH 12. A 

total of 25 mL of 10
-2

 M CuSO4 and 5 mL pyridine were added to the lignin solution. The 

solution was stirred with a magnetic stirrer for 30 minutes. Furthermore, 10 ml of H2O2 1 M was 

added 5 times over a period of 30 minutes, stirred and stored in a dark space for 72 hours. 

Lignin Purification Faction 

The fractionated filtrate was then evaporated until a residue was obtained. The residue was then 

dissolved in 500 mL H2O and extracted with EtOAc 500 mL 3 times to obtain H2O and EtOAc 

layers. The EtOAc layer was evaporated until a residue was obtained. The residue was then put 

into the chromatographic column silica gel and eluted with CHCl3(1L) solution. The CHCl3 

fraction was then evaporated and the residue obtained was then purified by preparative thin layer 

chromatography (PTLC). The lignin monomer isolation process can be seen in Figure 1. 
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Figure 1. Lignin monomer fractionation flow diagram 

 

Lignin Fraction Identification 

Identification of lignin monomers obtained was done using TLC and GC-MS plates. Lignin 

monomer isolates were dissolved in hexane and then injected into GC-MS devices. It was 

analyzed by using GC-MS CP-3800 variant with MS Saturn 2200 detector using VF-5ms column 

30 mm x 0.25 mm by manual injection method at 240 
0
C and the analysis lasted for 40 minutes 

(Suroso et al, 2018). 
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Prebiotic Activity Test for Lignin Fraction 

Prebiotic tests were performed microbologically using Lactobacillus casei grown on MRSA 

media. The measured variable was the number of bacteria by counting living bacterial colonies 

method. The lignin monomer fraction was composed with media so that each cup was 0%, 2.5%, 

5%, 7.5%, 10%, 12.5%, and 15%. Lactobacillus casei that had been refreshed on MRSB media 

was diluted as much as 0.05 mL into 4.95 mL of physiological solution. Then, 1 mL of 

physiological solution was inoculated into MRSA media, then poured into 20 petri cups; 19.5; 

19; 18.5; 18; 17.5; and 17 mL and added 3% MeOH:CHCl3 fraction of 0; 0.5; 1; 1,5; 2; 2.5; and 

3 mL. Furthermore, the bacteria were incubated for 24 hours in an incubator. The number of 

bacteria was calculated by counting the living bacterial colonies by using Ogimoto and Imai 

(1981) method as follows: 

𝐵𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 =  
𝑁𝑢𝑚𝑏𝑒𝑟 𝑜𝑓 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑒𝑠(𝑘𝑜𝑙)

0,05 𝑥 10𝑥  𝑥 0,1 (𝑚𝑙)
 

Note:  

 x : x-dilution series tube 

RESULT AND DISCUSSION 

Lignin Isolation 

The black liquor produced by pulping formacell was then isolated to obtain lignin isolates. The 

extraction process of lignin from black liquor is done by adding water to 500 mL of black liquor 

sample in a 2 L glass baker and allowed to form a precipitate. The precipitate obtained was then 

separated by filtering using filter paper and dried for 3 days at room temperature and seen for its 

characteristics (Table 1). 

Table 1. Characteristics of lignin 

Parameter Characteristics 

Color Black 

Form Solids 

pH (25
o
C) 4,5 

Rendemen 1,74% 

Water content 0,24% 
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Lignin isolates obtained have a black appearance. The form of lignin isolates is solids in the form 

of fiber crumbs. Moisture content of lignin isolates obtained is 0.24%. The yield of lignin 

obtained is 1.74%. This is presumed because it did not add acid to the precipitation process of 

lignin isolates. 

Lignin Monomer Fraction Screening for Lactobacillus Casei 

The process of lignin degradation was done by dissolving lignin into a solution of CuSO4, 

pyridine, and NaOH, then stirring and adding H2O2. The obtained fraction was then put into the 

chromatographic column silica and eluted with CHCl3, 3% MeOH:CHCl3, 20% MeOH:CHCl3, 

and MeOH respectively. Then each fraction was evaporated to dryness. The fraction of CHCl3, 

3% MeOH:CHCl3, 20% MeOH:CHCl3, and MeOH resulted yields respectively 10.68%, 6.34%, 

11.38%, and 44.85%. The results of each fraction were identified on a Thin Layer 

Chromatography (TLC) plate using UV light to look quantitatively at the content of chemical 

compounds. 

The presence of chemical compounds was shown by black spots on TLC. Spot on TLC of each 

fraction consists of different compounds based on the retention time of each compound. Spots 

generated at fractions of CHCl3, 3% MeOH:CHCl3, 20% MeOH:CHCl3, and MeOH sequentially 

produced 4, 4, 2, and 1 spot. The spot formed was considered to be the dominant compound in 

each lignin fraction. Black spots on TLC can be seen in Figure 2 and the results of screening for 

L. caseii growth (Table 2) 

 

Figure 2.   Chromatographic profile of thin layers of each fraction (a) CHCl3, (b)  

3%MeOH:CHCl3, (c) 20% MeOH:CHCl3, and (d) MeOH 

Table 2. Screening the lignin fraction as a prebiotic for Lactobacillus casei 
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Fraction 

Number of Microbes 

(10
2
colony /mL) 

CHCl3 1,48 ± 0,29 

3% MeOH:CHCl3 4,52 ± 0,10 

20% MeOH:CHCl3 2,58 ± 0,23 

MeOH 2,41 ± 0,34 

 

3% MeOH:CHCl3 fraction has higher prebiotic activity than other fractions. The 3% 

MeOH:CHCl3 fraction has prebiotic activity against L. casei at 4,52 x 10
2
 colonies / mL, while 

the CHCl3 fraction, 20% MeOH:CHCl3, and MeOH sequentially has the prebiotic activity 

against L. casei at 1,48 x 10
2
colonies / mL, 2,58 x 10

2
colonies / mL, and 2,41 x 10

2
colonies / 

mL.  

Identification of 3% MeOH:CHCl3 fraction compound content 

3% MeOH:CHCl3 fraction was subsequently identified using GC-MS. The identification process 

using GC-MS is done by injecting a 3% MeOH:CHCl3fraction into the instrument (Figure 3).  
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Figure 3.  Fraction chromatogram 3% MeOH:CHCl3  (a) benzaldehyde,4-hydroxy-3,5-dimethoxy-

, (b) 1-methylbutyl hexadecanoate, (c) oleic acid, and (d) di-2-ethylhexyl 

phthalate 

3% MeOH:CHCl3fraction contains (a) benzaldehyde, 4-hydroxy-3,5-dimethoxy- 2.76%, (b) 1-

methylbutyl hexadecanoate as much as 41.03%, (c) oleic acid as much as 3, 61%, and (d) di-2-

ethylhexyl phthalate as much as 31.25%. Lignin hydrolysis using NaOH catalysts produces the 

main products in the form of monomeric phenols and oligomers (Roberts et al. 2011). The 

compound structure of the 3% MeOH:CHCl3 fraction can be seen in Figure 4 and the 

identification results is in Table 3. 
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Figure 4.   Fraction compound of 3%MeOH:CHCl3 (a) benzaldehyde,4-hydroxy-3,5-dimethoxy-, 

(b) 1-methylbutyl hexadecanoate, (c) oleic acid, (d) di-2-ethylhexyl phthalate 

 

Table 3. Identification of lignin fraction monomer compounds of 3% MeOH:CHCl3 

Retention 

Time 

Molecule 

Weight 
Compound  

(%) 

8,886 207 Phenol,2-(1-methylpropyl)-,methylcarbamate 0,12 

11,008 212 Propanoic acid,3-chloro-,4-formylphenyl Ester 0,38 

11,942 152 Vanillin 1,96 

13,958 166 Ethanone,1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)- 0,15 

14,709 166 Undecanoic acid,10-methyl-,methyl ester 0,47 

15,839 214 Benzoic acid,4-hydroxy-3-methoxy- 1,04 

16,313 168 Diethyl Phthalate 0,13 

17,952 222 Benzaldehyde,4-hydroxy-3,5-dimethoxy- 2,76 

18,621 182 p-Anisic acid,4-nitrophenyl ester 0,32 

18,838 273 m-Anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester 0,90 

19,022 413 
Carbamic acid,N-[1,1- bis(trifluoromethyl)ethyl]-4,(1,1,3,3-

tetramethylbutyl)phenyl ester 
0,95 

19,114 220 4-Methyl-2-tert-octylphenol 0,54 
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19,235 296 m-Anisic acid,3,4-dichlorophenyl ester 1,10 

19,447 270 Hexestrol 0,58 

19,643 220 Phenol,2-methyl-4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl)- 0,33 

19,708 192 1,3-Dimethyl-5-ethyladamantane 0,74 

19,870 413 
Carbamic acid,N-[1,1- Bis (trifluoromethyl)ethyl]-4,(1,1,3,3- 

tetramethylbutyl)phenyl ester 
1,06 

20,034 220 Phenol,2-methyl-4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl)- 0,71 

20,126 228 Tetradecanoic acid 1,17 

21,690 268 2-Pentadecanone,6,10,14-trimethyl- 0,07 

21,980 194 Caffeine 0,12 

22,135 278 1,2-Benzenedicarboxylic acid,bis(2- methylpropyl) ester 0,70 

22,520 338 Erucic acid 0,09 

22,848 604 Tritetracontane 0,28 

22,968 268 9-Hexadecenoic acid, methyl ester,(Z)- 0,41 

23,116 276 7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8 dione 1,60 

23,395 270 Pentadecanoic acid,14-methyl-,methyl ester 1,37 

23,358 292 
Benzenepropanoic acid,3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-4 hydoxy 

,methyl ester 
0,20 

24,659 326 1-Methylbutyl hexadecanoate 41,03 

26,713 298 1-Eicosanol 0,23 

26,837 294 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-,methyl ester 0,32 

26,971 352 
9,12,15-Octadecatrienoic acid,2,3 

dihydroxypropylester,(Z,Z,Z)- 
0,58 

28,036 282 Oleic acid 0,89 

28,453 282 Oleic acid 3,61 

28,853 282 Oleic acid 0,33 

30,953 604 Tritetracontane 0,21 

31,997 324 4,8,12,16-tetramethylheptadecan-4-olide 0,57 

32,860 298 1-Eicosanol 0,11 

32,963 604 Tritetracontane 0,16 

35,399 242 1-decanol,2-hexyl- 0,25 

36,624 390 Di-2-ethylhexyl phthalate 31,25 

38,491 592 1-Hentetracontanol 0,21 

 

Prebiotic Activity of 3% MeOH:CHCl3 fractionagainst Lactobacillus casei 

Prebiotic activity test uses a concentration between growth media with a fraction of 3% 

methanol-chloroform of 0; 2.5; 5; 7.5; 10; 12.5; and 15 (%). The number of colonies from 
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Lactobacillus casei growth for each concentration of 3% MeOH:CHCl3 fraction can be seen in 

Figure 5. 

 

 

Figure 5.        Effect of some concentrations of 3% MeOH:CHCl3 fraction as a prebiotic on the 

number of Lactobacillus casei microbes  

The 3% MeOH:CHCl3 fraction at a concentration of 15% has the highest prebiotic activity 

against L. casei at 6.10 x 10
2 

colonies / mL, while the 3% MeOH:CHCl3 fraction at a 

concentration of 2.5% has the lowest prebiotic activity against L. casei at 2, 69 x 10
2 

colonies / 

mL. The prebiotic activity of the 3% MeOH:CHCl3 fraction in L. casei growth can be seen in 

Figure 6. 
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Figure 6.   Prebiotic activity of the 3% MeOH:CHCl3 fraction against the growth of 

Lactobacillus casei. 

 

The results of prebiotic activity analysis of the 3% MeOH:CHCl3 fraction showed that the more 

concentrations added to the growth media, the higher the growth of L. casei. Baurhoo et al., 

(2007) states that the lignin monomer in the alcell process has the ability as a prebiotic. 

Prayuwidayati et al. (2016) reported that the purification product of lignin formacell from oil 

palm empty bunches and oligomers which are phenolic compounds showed a prebiotic effect 

that can stimulate the growth of lactic acid bacteria. This shows that the fraction isolated from 

lignin and its derivatives can replace glucose in the MRS medium and can be used as an energy 

source for L. casei growth. These results indicate that the fraction of lignin isolation can be used 

as a dietary supplement which shows the prebiotic effect by supporting the growth of L. casei. 

Lignin in the purified Alcell process shows prebiotic effects in chickens, beneficial for bacterial 

growth and improves intestinal morphological structure, as measured by an increase in the 

number of villi and the number of goblet cells (Baurhoo et al., 2007). Cota and Whitfield (1998), 

reported that all hemicellulolytic rumen bacteria were able to utilize xyloologosaccharides as a 

growing substrate. The increased digestibility of crude protein and crude fiber will support 

ruminants' protein and energy metabolism. Non-digestible carbohydrate prebiotics include 
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lactulose, inulin, resistant starch and a number of oligosaccharides that can be a source of 

carbohydrates for beneficial bacteria in the digestive tract (Crittenden, 1999).Substrates such as 

inulin, fructo-oligosaccharides (FOS) and manan-oligosaccharides (MOS) derived from yeast 

cells, in addition to being hydrolyzed by endogenous enzymes, digestion can also be absorbed by 

the host. The possible mechanisms would decrease pH due to the production of short chain fatty 

acids, bacteriocin secretion and immune stimulation. MOS as a prebiotic has a different 

mechanism which selectively does not cause an increase in the population of beneficial bacteria, 

through its ability to attach and specific manosaic lectins from type 1 fimbriae negative G 

pathogens such as Salmonella and E. coli which will then be removed from the digestive tract 

(Baurhoo et al., 2007; Thomas et al., 2004). Similar to the effects of MOS and antibiotic-free diet 

supplemented by 1.25% alcell lignin (LL) on lactobacilli and bifidobacteria, lignin at low levels 

has the potential to be classified as prebiotics (Baurhoo et al., 2007). The results showed that the 

use of lignin in the alcell process (12.5 g) could increase the intestinal concentration of 

Lactobacilli and Bifidobacteria in broilers (Baurhoo et al., 2007). Proliferation of digestive tract 

microbiota populations such as Lactobacilli and Bifidobacteria can be increased through 

prebiotic consumption. An increase in the number of microbiota ranges from 10-100 times in 

faeces (Salminen and Lee, 2009). 

CONCLUSION 

Lignin from oil palm empty bunch of black liquor contains benzaldehyde, 4-hydroxy-3,5-

dimethoxy, 1-methtylbutyl hexadecanoate, oleic acid, and di-2-ethylhexyl phthalate. Lignin 3% 

MeOH:CHCl3 fraction with a concentration of 15% showed prebiotic activity against 

Lactobacillus casei at 6.1x10
2
 colonies / ml. . 
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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:CHCl3 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:CHCl3 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, CHCL4,  HPO3, KMNO4, KI, Na2S2O3, HCl, H2SO4 (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 CuSO4, pridin, dan H2O2.  Sebanyak 2 g endapan 

lignin dilarutkan dengan 20 mL larutan NaOH pH 12.  Sebanyak 25 mL CuSO4 10
-2

 M dan 5 mL 

piridin ditambahkan ke dalam larutan lignin.  Larutan diaduk dengan pengaduk magnetik selama 30 

menit, setelah itu ditambahkan 10 mL H2O2 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 H2O dan diekstraksi 

dengan EtOAc 500 mL sebanyak 3 kali hingga diperoleh lapisan H2O dan EtOAc. Lapisan EtOAc 

dievaporasi hingga diperoleh residu. Residu kemudian dimasukkan ke dalam silika gel kolom 

kromatografi dan dielusi dengan 3% MeOH:CHCL3 

 

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
0
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
o
C, dihomogenkan dengan alat 

vorteks, lalu diinokulasikan sebanyak 20 µl ke dalam labu Erlenmeyer yang berisi 20 mL medium 

agar cair (NA, 44-45
0
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
0
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:CHCl3 terhadap  bakteri Eschericia coli 

Fraksi 3% MeOH:CHCl3 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:CHCl3 terhadap Eschericia coli dapat dilihat pada 

Gambar 1.   

 

 
Gambar 1. Pengaruh Berbagai Konsentrasi Fraksi 3% MeOH:CHCl3 terhadap Diameter Zona Hambat 

Bakteri  Eschericia coli 

  

Gambar 1 menunjukkan bahwa fraksi 3% MeOH:CHCl3 pada konsentrasi 0% tidak memiliki 

aktivitas antimikroba terhadap E. coli.  Hal ini ditunjukkan dengan tidak terbentuknya zona hambat 

disekeliling kertas cakram. Fraksi 3% MeOH:CHCl3 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:CHCl3 

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:CHCl3 terhadap E. 

coli dapat dilihat pada Gambar 2. 

 

 
Gambar 2. Zona Hambat yang Terbentuk pada Uji Aktivitas Antimikroba Fraksi 3% MeOH:CHCl3 

terhadap Eschericia coli. a) 0%, b)2,5%; c) 5%; d) 7,5%; e) 10%; f) 12,5% dan g) 15% 

0 

5,17 5,33 5,30 5,40 

6,33 6,33 

0

1

2

3

4

5

6

7

0 2,5 5 7,5 10 12,5 15

D
ia

m
et

er
 z

o
n

a 
h

am
b

at
 E

. 
co

li
 

(m
m

) 

Konsentrasi (%) 

 

 

 

 

 a b c d  

 

 

 

 e f g 



 

Jurnal Teknologi Pertanian Andalas Vol. 24, No.2, September 2020, ISSN 1410-1920, EISSN 2579-4019  

Muhammad Ferdiansyah Mulya Harahap, Sri Hidayati, dan Subeki 

================================================================================ 

125 

 

 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 yaitu 

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 

 

 

 



 

Jurnal Teknologi Pertanian Andalas Vol. 24, No.2, September 2020, ISSN 1410-1920, EISSN 2579-4019  

Muhammad Ferdiansyah Mulya Harahap, Sri Hidayati, dan Subeki 

================================================================================ 

126 

 

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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