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Abstrak

Asam sitrat merupakan salah satu produk kimia yang dinyatakan aman digunakan pada
makanan oleh semua badan pengawasan makanan nasional maupun internasional. Asam
sitrat dapat diproduksi melalui metode kultivasi cair dengan mikroorganisme penghasil asam
sitrat, yakni jamur Aspergillus niger. Umumnya produksi asam sitrat membutuhkan sumber
mineral, sumber nitrogen berupa (NH4):SOs dan sumber karbon berupa glukosa. Perlu
diketahui limbah batang pisang mengandung senyawa selulosa yang dapat dikonversi menjadi
glukosa melalui proses hidrolisis. Tujuan dari penelitian ini adalah (i) untuk mengkaji
pengaruh penambahan volume starter terbaik pada parameter metode kultivasi cair (ii) untuk
mengetahui pengaruh lama waktu kultivasi cair pada parameter metode kultivasi cair. Pada
kultivasi cair, parameter yang diamati mencakup total asam, perubahan derajat keasaman
(pH), dan rendemen (yield) yang dihasilkan. Hasil kultivasi cair terbaik pada penambahan
volume starter 20 mL serta lama waktu fermentasi 5 hari dengan total asam 8,06 mg/ml, pH
2,8 dan rendemen 46%.
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1. PENDAHULUAN

Sebagai negara tropis, Indonesia merupakan salah satu negara penghasil tanaman pisang
(Musa Paradisiaca L.) terbesar. Menurut Badan Pusat Statistik (2020), produksi buah pisang di
Indonesia per tahun 2019 mencapai 7.180.465 ton. Sedangkan perbandingan bobot segar antara daun,
buah, dan batang pisang berturut-turut adalah 14%, 23%, dan 63% (Rahman, 2006). Hal tersebut
menyatakan bahwa ada sekitar 19.668.230 ton limbah batang pisang pada tahun yang sama.

Venkateshwaran dan Elayaperumal (2010) menyatakan bahwa limbah batang pisang
mengandung lignoselulosa yaitu 43,46% selulosa, 38,54% hemiselulosa, dan 9% lignin. Untuk
membuka struktur lignoselulosa tersebut perlu dilakukan pretreatment. Salah satu metode
pretreatment yang dianggap efektif dan mampu meningkatkan selulosa yaitu SAA/Soaking Aqueous
Ammonia. Proses SAA/Soaking Agueous Ammonia menggunakan rasio umpan : pelarut (w/v) 10
gram : 150 mL dan lama waktu perendaman 5 jam. Tujuan lain dari metode pretreatment tersebut
adalah agar komponen yang dihasilkan lebih mudah untuk dihidrolisis dan mendapatkan hasil
optimum dalam metode kultivasi cair.

Senyawa selulosa yang dihasilkan perlu dikonversi menjadi glukosa melalui proses
hidrolisis. Hidrolisis merupakan proses pemecahan polisakarida pada biomassa lignoselulosa
menjadi monomer gula penyusunnya. Beberapa metode hidrolisis yang biasa digunakan untuk
memecah selulosa antara lain, hidrolisis menggunakan larutan asam, larutan basa secara enzimatik,
maupun termal, masing-masing memiliki kekurangan dan kelebihanya (Pejo et al., 2008). Namun,
pada hidrolisis secara asam memiliki kelemahan yakni, kurang ramah lingkungan. Terlebih lagi
adalah bahaya zat asam yang digunakan terhadap kesehatan manusia. Melihat kekurangan proses
tersebut, aplikasi hidrolisis secara enzimatik dapat dilakukan secara sederhana dengan mengganti
tahap hidrolisis asam dengan tahap hidrolisis enzimatik. Proses hidrolisis yang dilakukan secara
enzimatik memiliki keuntungan, antara lain tidak terjadi degradasi gula hasil hidrolisis, kondisi
proses lebih lunak (pH sekitar 4,70 — 4,80 dan suhu 45-50°C), tidak terjadi reaksi samping, tidak
melibatkan bahan-bahan yang bersifat korosif dan lebih ramah lingkungan (Cheng & Timilsina,
2011; Schacht et al., 2008). Selulosa dapat dihidrolis secara enzimatik dengan menggunakan enzim
selulasa.
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Pada dewasa ini 99% produksi asam sitrat dilakukan secara fermentasi. Proses fermentasi
yang terjadi pada pembentukan asam sitrat dapat berlangsung secara metode kultivasi padat maupun
dengan metode kultivasi cair. Fermentasi yang digunakan pada penelitian ini adalah fermentasi
dengan metode kultivasi cair. Hal ini dikarenakan kultivasi media cair memiliki beberapa keunggulan
dibandingkan proses fermentasi pada media padat antara lain rendemen yang dihasilkan tinggi, waktu
fermentasi lebih singkat, biaya perawatan murah, dan resiko terkontaminasi rendah (Sasmitaloka,
2017). Produksi asam sitrat pada proses fermentasi dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya
adalah jenis media, pH media, waktu fermentasi, suhu dan mikroorganisme yang digunakan
(Friendrich dkk, 1994).

Dalam metode kultivasi cair asam sitrat mikroorganisme utama yang digunakan adalah
jamur Aspergillus niger. Hal ini disebabkan karena, Aspergillus niger mampu memproduksi asam
sitrat dari bahan yang murah dan dapat menghasilkan lebih banyak asam sitrat per satuan waktu
(Soccol et al., 2006). Penggunaan jamur Aspergillus niger dapat mencegah terbentuknya produk
yang tidak diinginkan seperti asam oksalat, asam isositrat dan asam glukogonat (Michael dkk, 2013).
Papagianni (2007) menyatakan bahwa jamur Aspergillus niger mampu menghasilkan rendemen
tinggi hingga 70%.

Dengan melihat potensi limbah batang pisang yang melimpah dimana terdapat senyawa yang
dapat digunakan sebagai sumber karbon dalam proses fermentasi dan melihat keunggulan metode
kultivasi cair dalam memproduksi asam sitrat maka dalam penelitian ini dilakukan kajian tentang
“Optimasi Asam Sitrat Limbha Batang Pisang (Musa Paradisiaca L.) dengan Metode Kultivasi Cair”.

2. METODOLOGI
2.1 Bahan

Bahan baku dalam penelitian ini adalah batang (gedebog) pisang kepok yang diambil dari
desa Cemangklek, Kendal. Bahan lainnya adalah Aspergillus Niger FNCC — 6114 berumur 5 hari,
enzim selulase, aquadest, (NH4)2SO4, KH,PO., NaOH.

2.2 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah oven, crusher, ayakan 100 mesh, heating
mantle, labu leher tiga, kondensor, thermometer, erlenmeyer, corong saring, corong buchner, pompa
vakum, kertas saring, beaker gelas, gelas ukur, labu ukur, dan moisture balance, autoclave, laminar
air flow (LAF).

2.3 Prosedur Percobaan
2.3.1 Preparasi Bahan

Menyiapkan hasil pretreatment batang pisang menggunakan metode Soaking in Aguoeus
Ammonia dengan rasio umpan:pelarut 1:15 dan waktu perendaman selama 5 jam.

2.3.2 Hidrolisa

Residu hasil pretreatement yang sudah kering dimasukkan ke dalam erlenmeyer 500mL dan
ditambahkan 100mL aquadest serta pH diatur hingga 4-5. Sterilisasi alat dan bahan pada suhu 121°C
selama 15 menit dan didinginkan. Larutan yang sudah steril ditambah dengan enzim selulase
sebanyak 20 mL dan diaduk selama 1 menit dan perlakuan dilakukan pada laminar air flow (LAF),
kemudian di diamkan selama 1. Filtrat dari hasil hidrolisa dianalisa kadar glukosa dengan metode
Luff Schoorl (Windiyati, 2014).
2.3.3 Kultivasi Cair Asam Sitrat

Biakan Aspergillus niger FNCC — 6114 yang digunakan berumur 5 hari dalam media agar
miring. Media propagasi dibuat dengan melarutkan 450 mg (NH4)2SO. dan 225 mg KH,PO, dalam
100 mL. Sterilisasi alat dan bahan pada suhu 121°C selama 15 menit dan didinginkan. Larutan yang
sudah steril ditambahkan 15 mL hasil hidrolisa ke dalam media propagasi dan inokulasi dilakukan
dengan suspensi spora Aspergillus niger FNCC — 6114 sebanyak 2% (v/v). Hasil inokulasi media
propagasi kemudian diinkubasi pada suhu 29 + 1°C (suhu kamar) selama 24 jam.

Media fermentasi disiapkan dengan melarutkan 450 mg (NH4).SO4 dan 225 mg KH2PO4
dalam 100 mL aquadest selanjutnya sterilisasi pada suhu 121°C selama 15 menit dan didinginkan.
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Inokulum diinokulasikan sebanyak (10,20,30,40,50) mL. Kultivasi cair dilakukan selama (1,2,3,4,5)
hari.

2.3.4 Analisa
Pada penelitian ini akan dilakukan analisa asam sitrat meliputi tingkat derajat keasaman (pH)
berkisar 1,7 — 2,0 (sasmitaloka, 2017), rendemen, dan total asam.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini mengaplikasikan proses hidrolisis dan proses fermentasi. Proses hidrolisis
dilakukan dengan melarutkan residu hasil pretreatment yang sudah kering dalam aquadest yang
kemudian ditambah dengan enzim selulase. Hal tersebut dilakukan dengan tujuan untuk
mendapatkan hasil glukosa yang optimum dengan waktu yang singkat. Jenis jamur yang digunakan
pada proses fermentasi menggunakan metode kultivasi cair ini adalah Aspergillus niger FNCC —
6114. Metode kultivasi cair tersebut terdiri dari dua tahap yaitu fasa pertumbuhan mikroba dan fasa
produksi asam sitrat. Fasa pertumbuhan mikroba pada media propagasi terjadi ketika jamur
Aspergillus niger FNCC — 6114 diinkubasi selama 3-5 hari. Hasil inkubasi pada media propagasi
disebut inokulum. Pada fasa produksi asam sitrat, inokulum yang dihasilkan diinokulasiakan
sebanyak 2% kedalam media. Parameter pada pembentukan asam sitrat dengan metode kultivasi cair
adalah pH, total asam, dan rendemen.

3.1  Pengaruh Volume Starter Terhadap Total Asam, Derajat Keasaman (pH), dan
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Gambar 1. Diagram total asam, pH, dan rendemen pada variabel volume starter

Gambar 1 memperlihatkan pengaruh penambahan volume starter terhadap total asam, derajat
keasaman (pH), dan rendemen yang dihasilkan. Pada gambar 1 diketahui bahwa total asam yang
dihasilkan mengalami kenaikan pada penambahan volume starter 20 mL yaitu 8,06 mg/ml. Seiring
dengan bertambahnya volume starter, total asam yang dihasilkan mengalami penurunan, hingga pada
penambahan volume starter 50 ml total asam yang dihasilkan sebesar 6,14 mg/ml. Hal tersebut
berkaitan dengan nilai derajat keasaman (pH) yang dihasilkan pada produksi asam sitrat.
Poesponegoro & Liang (1991) menyatakan bahwa untuk merangsang akumulasi asam sitrat, proses
pembentukannya memerlukan pH awal yang rendah (kurang dari 3,0). Hasil penelitian menunjukkan
bahwa pH pada media mengalami peningkatan seiring dengan penambahan volume starter. Pada
penambahan volume starter 10 mL pH yang dihasilkan sebesar 2,6 dan mengalami kenaikan seiring
dengan penambahan volume starter hingga 50 ml yaitu 7,7. Dengan mempertimbangkan hasil pH
pada media, penambahan volume starter optimal terjadi pada volume 20 mL.

Produksi asam sitrat secara teori dengan menggunakan Aspergillus niger FNCC — 6114 dapat
menghasilkan rendemen hingga 70% (Papagianni, 2007). Gambar 1. menunjukkan bahwa hasil
rendemen dari penelitian ini paling optimal pada penambahan volume starter 20 mL yaitu 46%.
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3.2 Pengaruh Waktu Kultivasi Cair Terhadap Total Asam, Derajat Keasaman (pH), dan
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Gambar 2. Diagram total asam, pH, dan rendemen pada variabel waktu fermentasi

Metode kultivasi cair dengan variabel lama waktu fermentasi ditunjukkan pada gambar 2.
Bahwa total asam tertinggi diperoleh pada hari ke-5 yaitu 8,06 mg/ml dan terendah pada hari ke-1
dengan perolehan total asam 5,38 mg/ml. Selama proses fermentasi, jamur akan tumbuh dan
berkembang terus menerus sampai fase kematian. Hal ini disebabkan oleh Aspergillus niger FNCC
— 6114 selama waktu fermentasi terus menghasilkan asam dengan cara membelah diri sehingga
jumlahnya meningkat dan cepat (Michael, 2013).

Proses pembentukan asam sitrat memerlukan pH awal yang rendah untuk merangsang
akumulasi asam sitrat (Poesponegoro & Liang, 1991). Selain itu, pH awal yang tinggi dapat memicu
akumulasi produk lain, yaitu asam oksaloasetat (Shadafza et al, 1997). Pada proses awal kultivasi
cair diketahui bahwa pH medium sebesar 4,1 kemudian mengalami penurunan pada hari ke-1 sebesar
4. Nilai pH mengalami penurunan kembali pada hari ke-2 sampai hari ke-5 menjadi sebesar 2,8. Hal
ini karena penurunan pH mengidentifikasikan terbentuknya asam sitrat. Kultivasi cair asam sitrat
akan optimal dengan pH sekitar 2. Namun, jika kondisi tersebut tidak diperoleh hasil produksi akan
berkurang (Mattey, 1992).

Dapat dilihat pada gambar 2 bahwa rendemen asam sitrat optimal diperoleh pada perlakuan
hari ke-5 sebanyak 46%. Rendemen asam sitrat akan terus meningkat sampai nutrisi substrat habis.
Jika nutrisi habis maka kapang akan mengalami fase kematian. Menurut Sasmitaloka (2017) nutrisi
dalam media fermentasi yang berjumlah sedikit dapat menurunkan rendemen asam sitrat.

4. KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, didapatkan penambahan volume starter terbaik
pada 20 ml dan lama waktu fermentasi 5 hari dengan total asam 8,06 mg/ml, derajat keasaman 2,8
dan rendemen 46%.
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