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ASAM SITRAT BIAK~RENDAM,~ECARA 2-TAHAP OENGAN

Aspergillus niger ATCC 11414

MiionoPoesponegoro1) dan Oei Ban Uang2)

1) Puslitbang Kimia Terapan - LIPI, JI. Cisitu-Sangkuriang, Bandung
2) Departemen Kimia, Institut Teknologi Bandung, JI. Ganeca 10, Bandung

INTISARI
Tujuan penelitian ini adalah untuk meuentukan jenis nutrien dan

tingkat limitasinya untuk merallgscJllg akumulasl asam sitrat yallg tinggi
oleh Aspergillus niger ATCC 11414. Peneluian mencakup perc obaan
laboratorlum untuk mempelajari penganlh konscntrasl substrat, limitasi
nutrlen dan pengaruh konsentrasl miselium kapang pada akumulasi asam
sitrat.

Fermentasi asam sitrat dilakukan dengun proses 2-tahap, dunano
tahap pertumbuhan kapang dan tahap produksi asam sitrat dil okuk an
secara terpisah, dell gall teknik labu-koc ok atau dellgall [crmentor bejaua-
aduk. Proses [ermentasi diikuti dellgall [alan mentantau perubahau yallg
terjadi di dalam medium untuk nilai pH, konscutrasi gula-pereduksi total,
biomassa dan asam sitrat.

Hasil penelitian ini menunjukkan baliwa limitasi nutrien mengh ambat
pertumbuhan selular kapang, dan dapat menjadi [aktor yang sangat pent-
ing dalam merallgsallg akumulasi asam sltrat oleh Aspergillus niger
ATCC·11414. Didapatkan, llmitasi fosfor merupakan faktor yang paling
efektif dalam merangsang akumulas! asam sitrat, daripada limitasi nutrien
lainnya yang diuji. Peneliiian illi juga menunjukkau adanya hubuugan
yang erat antara Iimitasi fosfor, konsentrasl miselium kapang dengan
efisiensi produksl asam sitrat oleh Aspergillus niger ATCC 1/414.

ABSTRACT
The aim of the study was to determine the type and level of nutrient

limitation for stimulation of citric 'accumulation by Aspergillus niger
ATCC 11414. The study focused all the effects of substrate concentration,
nutrient limitation and the concentration of pre-cultred mycelium on citric
acid accumulation.

Citri~ acid fermentailon was carried out by a 2-stage process, where
the growth stage and citric acid production stage were done separately,
either using shake-flask culture or sti rred [ermentcr method. The [ermenta-
tion process was followed by monitoring the changes in the pH value and
in the concentrations of total reducing sugars, cellular biomass, and citric
acid ill the culture medium. .

Results of the study showed that nutrient limitation inhibited the
growth of mould and could be all important factor for stimulation of citric
acid accumulation by Aspergillus niger ATCC 11414. Phosphorous limita-
tion was found to be the most effective than the limitation of other nutrients
tested, for stimulation of citric acid accumulation. The results also
revealed that there was a relationship between phosphorous limitation,
mycelium concentration and the efficiency of citric acid production by
Aspergillus niger ATCC 11414.
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PENDAHULUAN
Penelitian fermentasi asam sitrat telah ban yak dilakukan, akan

tetapi fermentasi asam sitrat dianggap masih merupakan proses
yang problematik karena dipengaruhi oleh ban yak variabel yang
pada saat ini tidak selalu dapat dikendalikan secara akurat,
sehingga sering diperoleh hasil asam sitrat yang rendah. Hal ini
mungkin disebabkan karena rnekanisme regulasi dan faktor-fakror
esensial yang mengontrol akumulasi asam sitrat di dalamAspergil-
Ius niger masih belum diketahui dengan jelas [2, 3).

Fermentasi asam sitrat diketahui sangat sensitif terhadap
perubahan dalam komposisi medium [4, 5, 6), dan pengaruh ter-
sebut menjadi sangat menonjol di dalam proses fermentasi asam
sitrat secara biak-rendarn (3). Kebutuhan Aspergillus niger ter-
hadap fosfor, elernen-runut, dan nutrien lainnya untuk merangsang
akumulasi asam sitrat yang optimal sangat bervariasi (2). Medium
tetes-tebu yang mengandung lebih sedikit fosfat (0.07 g/l
KH2P04) telah dilaporkan dapat merangsang akumulasi asam
sitrat olehAspergillus niger ATCC 11414 pada fermentasi dengan
proses 1- tahap [7).

Pengaruh kondisi nutrisional pada akumulasi asam sitrat perlu
diteliti untuk galur yang digunakan. Dicapainya kondisi limitasi
nutrisional yang tepat, memungkinkan diperolehnya akumulasi
asam sitrat yang tinggi oleh kapangAspergillus niger. Jika kondisi
untuk produksi asam sitrat optimum berbeda dari kondisi optimum
untuk pertumbuhan selular Aspergillus niger [2, 3, 8, 9), maka fer-
mentasi asam sitrat dapat dilakukan dengan proses 2- tahap. Den-
gan fermentasi 2-tahap pengaruh negatif pH awal medium yang
rendah (kurang dari 3.0~pada fasa pertumbuhan Aspergillus niger
dapat dihindari [7).

Di dalam tulisan ini dilaporkan hasil-hasil penelitian fermentasi
asam sitrat secara biak-rendarn yang telah dilakukan dengan
kapang Aspergillus niger ATCC 11414, pada medium racik-kimia
(chemically defined medium). Tujuan penelitian ini terutama
adalah untuk menentukan jenis .nutrien dan tingkat limitasinya
unruk merangsang akumulasi asam sitrat yang tinggi. Fermentasi
asam sitrat dilakukan secara biak-rendarn dengan proses 2-tahap,
dimana tahap-perturnbuhan dan tahap produksi asam sitrat
masing-rnasing dilakukan secara terpisah, dengan teknik labu-
kocok atau dengan metoda bejana-aduk.
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Di dalam penelitian ini telah dipelajari pengaruh kon-
sentrasi substrat, pengaruh limitasi nutrien, serta pengaruh
konsentrasi miselium kapang pada akumulasi asam sitrat oleh
Aspergillus niger ATC;:C11414.

BAHAN DAN METODA
Bahan kimia dan Organisme

Bahan-bahan kimia dengan mutu "pro-analisis", dan air
bebas mineral (derajad resistensi 10 - 18 Megaohm-cm) telah
digunakan dalam penelitian ini.

Organisme yang digunakan adalah kapang Aspergillus niger
ATCC 11414. Pembiakan dan pemeliharaan kapang dilakukan
pada agar-miring dengan medium "Potato Dextrose Agar"
(PDA) dari Difco Laboratories. Biak agar-miring hasil pem-
biakan (7 hari, 30DC) disimpan pada 4DC selama 1 - 2 bulan,
sebelum dibiakkan kembali.

Suspensi spora kapang untuk inokulasi dibuat dengan
menggunakan larutan 0.005% Tween-80 steril. Konsentrasi
spora ditentukan dengan hemasitometer di bawah mikroskop.
Inokulasi dengan suspensi spora ini dilakukan sebanyak 103
spora per-liter medium.

Medium racik-kimia
Medium-glukosa C: Komposisi medium irri terdiri dari:

glukosa (50 s/». ammonium nitrat (1.5 g/I), potasium
dihidrogen-fosfat (1.2 g/l), magnesium sulfat hepta-hidrat (0.5
g/l), ion-tembaga (5 ppm), besi (5 ppm), seng (5 ppm), dan
mangan (5 ppb).

Medium-pertumbuhan (medium G2): Komposisi medium
ini terdiri dari: glukosa (50 g/l), ammonium nitrat (2.06 g/I),
potasium dihidrogen-fosfat (1.2 g/l), magnesium sulfat hepta-
hidrat (0.5 g/l), ion-tembaga (5 ppm), besi (25 ppm), seng (25
ppm), dan mangan (25 ppb).

Medium-fermentasi: Komposisi medium-fermentasi yang
digunakan pada fermentasi asam sitrat 2-tahap dalarn
penelitian ini, disajikan pada Tabel 1.

Sterilisasi
Sterilisasi dengan otoklaf tegak dilakukan pada 121DC

selama 15 menit untuk medium, atau selama 20 menit untuk
alat fermentor.

Fermentasi asam sitrat biak-rendam
Fermentasi asam sitrat dilakukan secara biak-rendam de-

ngan proses 2-tahap. Tahap pertumbuhan kapang dilakukan
dengan medium- pertumbuhan G2 yang mengandung 5%
glukosa [10], pada 30De selama 4 hari, kecuali dinyatakan lain.
Miselium pra-biak yang diperoleh kemudian digunakan dalam
tahap produksi asam sitrat, yang prosesnya dilakukan selama 7
hari pada 30DC, dengan medium- fermentasi yang mengandung
14% glukosa.

Fermentasi asam sitrat secara labu-kocok dikerjakan dengan
Erlenmeyer 300-ml yang berisi 50 ml medium cair, pada
goyangan-orbital 200 rpm. Fermentasi dengan bejana-aduk
dikerjakan pada fermentor EYELA M-l60, dengan 2.5 liter
medium cair, laju aduk 700 rpm, dan aerasi 1 vvm.

Setelah disaring, miselium pra-biak dari medium-pertum-
buhan G2, dicuci dengan medium-fermentasi yang akan
digunakan, kemudian dikisatkan sebelum ditanarnkan kedalam
medium-fermentasi. Semua' pekerjaan yang 'berkaitan dengan
penyaringan, pencucian dan inokulasi dilakuka'n secara septis di
dalam ruangan steril "laminar flow".

Pengamatan hasil percobaan
Fermentasi asam sitrat dilakukan dengan dua replikasi,

kecuali dinyatakan lain. Pada setiap inkubasi, disertakan satu
set labu yang berisi medium tanpa diinokulasi, sebagai kontrol.
Proses fermentasi diikuti dengan cara memantau perubahan
yang terjadi di dalam cairan medium, terutama untuk nilai pH,
konsentrasi gula-pereduksi total, konsentrasi biomassa kapang,
dan konsentrasi asam sitrat.

Contoh cairan medium masing-masing disaring dengan krus
gelas masir (ukuran No.3) guna memisahkan biomassa kapang
dari cairan mediumnya.

Penetapan kadar biomassa dilakukan dengan jalan penim-

Tabel 1. Komposisi medium-glukosa yang diuji sebagai medium-fermentasi untuk fermentasi asam sitrat biak-ren-
dam dengan proses 2-tahap, secara labu-kocok.

Macam medium-fermentasi
Nutrien

GO GN GP GMg GCu GFe GZn GP+ GCu+

Glukosa, g/l 150 150 150 150 150 150 150 150 150
NH-tN03, g/l 2.06 0.41 2.06 2.06 2.06 2.06 2.06 2.06 2.06
KH2P04, g/l 0.55 0.55 0.11 0.55 0.55 0.55 0.55 1.10 0.55
MgS04.7H20, g/l 0.50 0.50 0.50 0.10 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Ion Cu2+, ppb 50 50 50 50 5 50 50 50 250
Ion Fe2+, ppb 30 30 30 30 30 3 30 30 30
Ion Zn2+, ppb 20 20 20 20 20 20 2 20 20
Ion Mn2+, ppb 3 3 3 3 3 3 3 3 3
IonM06+, ppb 10 10 10 10 10 10 10 10 10
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bangan setelah miselium dikeringkan semalam pada 105°C di
dalam oven pengering. Biomassa terlebih dahulu dicuci ber-
turut-turut satu kali dengan 1 volurrr/volum air bebas mineral,
satu kali dengan 1 volum/volurn larutan 0.1 mol/I NaCl [11],
dan kemudian dibilas satu kali dengan 1 volum/volurn air
bebas mineral.

Penetapan konsentrasi gula-pereduksi total ditentukan de-
ngan metoda Shaeffer-Somogyi dari AOAC [12], setelah
dilakukan "inversi" dengan HCI [13] terhadap cairan contoh
yang dianialisis.

Sedangkan penetapan konsentrasi asam sit rat dilakukan de-
ngan metoda kromatografi cair berkemampuan tinggi (HPLC),
dengan menggunakan kolom ft Bondapak, detektor dengan in-
deks refraksi 8 kali, serta larutan penyangga 2% (b/v)
NH4H2P04 (pH 2.4 - 2.8). Penetapan dilakukan pada laju alir
fase-gerak (metanol) 0.5 - 1.0 ml per-men it, dengan tekanan di
dalam sistem 600 - 6000 psi. Sebelum disuntikkan pada alat
HPLC, cairan contoh disaring terlcbih dahulu dengan filter Se-
pak C1S dari Waters.

HASIL DAN DISKUSI
Dalam penelitian ini fermentasi asam sitrat telah dipelajari

dengan menggunakan medium racik-kimia. Medium racik-
kirnia mudah dibuat dan mudah dikontrol komposisinya,
sehingga coeok untuk digunakan dalam meneliti pengaruh
nutrisional pada fermentasi asam sitrat.

Pengaruh konsentrasi substrat pada fermentasi asam sitrat
Hasil pada Gambar 1 menunjuk.kan bahwa selama pertum-

buhannya pada medium-glukosa C Aspergillus niger ATCC
11414 menghasilkan asam sitrat. Mesk.ipun hasil asam sit rat di
dalam medium yang mengandung 5% glukosa ini sangat ren-
dah, pola perubahan konsentrasinya sangat menarik karena
pada saat glukosa sudah tidak lagi tersedia di dalam medium,
asam sitrat yang terakumulasi dikonsumsi kembali oleh kapang
Aspergillus niger ATCC 11414. Penggunaan kembali asam sitrat
ternyata dapat dicegah apabila ke dalarn medium dibubuhkan
glukosa (Gambar 2).
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Gambar 1. Perubahan kimia se/ama kU/lil'05iAspergillus niger ATCC
11414pada medium glukosa (medium C).

Pembubuhan glukosa steril ke dalam biak Aspergillus niger
ATCC 11414 (6 - 9 g per 50ml biak) pada hari kedua inkubasi
dapat meneegah penurunan konsentrasi asam sitrat di dalam
medium, sehingga konsentrasi asam sitrat yang terakumulasi
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terus meningkat sesudahnya. Perbedaan dalam pembubuhan
glukosa hingga mencapai konsentrasi 140 - 190 g/I di dalam
medium, temyata menghasilkan laju produksi spesifik asam
sitrat yang hampir tak berbeda.

Pembubuhan glukosa hingga diperoleh konsentrasi akhir
141 g/I, 164 g/I dan 189 g/I, masing-masing menghasilkan asam
sitrat dengan laju produksi spesifik 57 mg/g/hari, 53 rng/g/hari
dan 55 mg/g/han. Jika laju produksi spesifik tersebut rnerupa-
kan indikator aktivitas metabolik miselium kapang Aspergillus
niger ATCC 11414 dalam memproduksi asam sitrat, berarti
kemampuan kapang untuk memproduksi asam sitrat tidak ter-
pengaruh oleh perbedaan konsentrasi glukosa di dalam medi-
um dalam range 140 - 190 g/l tersebut. Hasil percobaan fer-
mentasi dengan medium tetes- tebu [7] mengungkapkan bahwa
konsentrasi gula-pereduksi total 15 - 20% adalah optimum
untuk produksi asam sitrat oleh Aspergillus niger ATCC 11414.
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Gambar 2. Pengaruh penambahan glukosa pada produksi asam sitrat,
da/am kultivasi Aspergillus niger ATCC 11414 pada
medium glukosa (medium C).
Biak C, biak tanpa penambahan glukosa; Biak C #1, biak
dengan tambahan glukosa himgga konsentrasi akhir 141
s/: Biak C #2, biak dengan tambahan glukosa hingga kon-
sentrasi akhir 164 s/; Biak C #3, biak dengan tambahan
glukosa hingga konsentrasi akhir 189 gl/, pada hari ke-Z in-
kubasi.

Dari hasil tersebut disarankan-bahwa konsentrasi substrat di
dalam medium perlu di jaga tidak turun di bawah tingkat mini-
mal (sekitar 1 g/l), agar asam sit rat yang terakumulasi tidak
dikonsumsi kembali oleh kapang.

Pengaruh Iimitasi nutrien pada fermentasi asam sitrat
Nutrien yang Iimitasinya telah dilaporkan mempunyai pe-

ngaruh positif dalam merangsang akumulasi asam sitrat adalah:
elemen-runut [14, IS, 16], fosfor [5, 17, 18, 19], dan nitrogen
[20, 21]. Tingkat optimum limitasi suatu nutrien untuk
akumulasi asam sitrat sangat bervariasi karena ditentukan oleh
galur kapang dan tingkat limitasi nutrien lainnya di dalam
medium [22]. Oleh karena itu kondisi optimum tersebut perlu
ditentukan untuk setiap galur yang digunakan.

Hasil pada Gambar 3 memperlihatkan bahwa fermentasi
asam sit rat 2-tahap pada medium fermentasi GO memberikan
hasil asam sitrat yang rendah, baik pada pH awal 5.0 maupun
2.0. Produksi biomassa yang tinggi (21.1 - 21.5 g/l) dengan kon-
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sumsi glukosa yang tinggi (139 - 147 g/l), memberi petunjuk
bahwa kapang Aspergillus niger ATCC 11414 tidak mengalami
limitasi nutrien sebagaimana yang diharapkan.

Perlakuan kultivasi miselium pra-biak dengan medium H
selama 1 hari pada 30°C, temyata menyebabkan fermentasi
pada medium GO dapat menghasilkan produksi asam sit rat
yang lebih tinggi, terutama pada pH 2.0 (16.95 g/I setelah 7
hari fermentasi). Percobaan yang sarna dengan miselium pra-
biak yang tidak mengalami perlakuan kultivasi dengan medium
H hanya menghasilkan asam sitrat sebesar 4.08 - 4.53 g/l.

LW 5C 50

o x o ns u m s r GIukosa mr Bi omu s s o Ak hir

~~60 .0 !jj Biomassa Awn I • Asum Si t ru t 40 40~
~ ~

«
~'20 ~30 30", 30 ~
y

" I=> 3:~ '" :;;
cO " " cc
Vi 80 «20 20" 20 '::

Vl Vl Vl
L Vl Vl=> " " ::;:Vl ::;: ::;: "z 0 0

1O~~ 40 CD10 10 CD

IA IB IIA I I B
CARA FERMENTASI DENGAN MEDIUM GO

Gambar 3. Pengaruh cara fermentasi pada hasil fermentasi asam sirrat
dari glukosa secara 2-tahap, dengan medium fermentasi GD.
lA, [ermentasi dilakukan pada pH awal 5 serta dengan
miselium pra-biak tanpa perlakuan kultivasi dengan
medium H; IB, sama seperti pada lA tetapi dengan pH
awal 2; llA, [ermentasi dilakukan pada pH awal 5 serta
dengan miselium pra-biak yang telah mengalami perlakuan
kultivasi dengan medium H; JIB, sama seperti pada llA
akan tetapi dengan pH awal 2.

Hal ini diduga erat kaitannya dengan penggunaan sisa-sisa
mineral yang terbawa dari medium-pertumbuhan G2 oleh
kapang selama perlakuan tersebut. Akibatnya medium GO
dapat terjaga komposisinya, sehingga limitasi nutrien dapat ter-
jadi. Medium H adalah medium yang hanya mengandung
larutan 5% glukosa, tanpa mineral. Kultivasi selama 1 hari
pada 30°C dengan medium H menyebabkan miselium kapang
meningkat dari 3.7 g/I menjadi 6.0 g/I, dan hanya sedikit ber-
tambah sesudahnya.

Berdasarkan hasil fermentasi asam sitrat pada medium GO
ini, kemudian dipelajari pengaruh limitasi berbagai nutrien
pada akumulasi asam sitrat olehAspergillus niger ATCC 11414.
Nutrien yang dipelajari pengaruh limitasinya adalah nitrogen
(medium GN),' fosfor (medium GP), magnesium (medium
GMg), ion tembaga (medium GCu), ion besi (medium GFe),
dan ion seng (medium GZn). Kornposisi media fermen tasi
yang digunakan tersebut disajikan pada Tabel 1.

Tabel :2 dan Gambar 4 menunjukkan bahwa limitasi fosfor
(medium GP) merupakan faktor yang paling efektif dalam
merangsang akumulasi asam sitrat. Medium GP dengan limitasi
fosfor (0.11 g/l KH2P04) memberikan produksi asam sitrat
yang lebih tinggi daripada yang diperoleh dari medium GO
ataupun dari medium fermentasi dengan lirnitasi nutrien lain-
nya yang diuji.

Laporan dari Lockwood [17] serta Shu and Johnson [18, 5]
juga menunjukkan pentingnya peranan limitasi fosfor untuk
akumulasi asam sitrat. Meskipun demikian, terdapat anggapan
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dikalangan peneliti [22, 17, 9,3] bahwa pengaruh limitasi fosfor
hanya efektif apabila konsentrasi elernen-runut di dalam
medium fermentasi berada pada tingkat 'yang berlebihan.
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Gombar -I. Hasil [ermentasi asam sitrat dari glukosa dengan proses 2-
tahap, pada berbagai medium-fermentasi.

Sebagaimana ditunjukkan oleh hasil penelitian pada Tabel 2
dan Gambar 4, limitasi nutrien dengan konsentrasi elemen-
runut hingga seper- sepuluh dari tingkat yang ada di dalam
medium GO (Tabel 1) ternyata tidak memberikan hasil asam
sitrat ·yang tinggi, meskipun konsentrasi elemen-runut tersebut
berada . di bawah tingkat optimum yang disarankan dalam
kepustakaan [2,3].

Laporan dalam kepustakaan [17] yang menyatakan bahwa
penggunaan ion tembaga dalam konsentrasi yang tinggi
(sebagai antagonis terhadap ion besi) dapat merangsang
akumulasi asam sitrat, tidak terbukti dalam penelitian ini,
Peningkatan konsentrasi ion tembaga dari 50 ppb menjadi 250
ppb (medium GCu +) tidak meningkatkan hasil asam sitrat
olehAspergiflus niger ATCC 11414. Demikian pula peningkatan
fosfor (KH2P04) hingga menjadi 1.10 g/I (medium GP +)
hanya merangsang pertumbuhan Aspergillus niger ATCC 11414
tanpa meningkatkan hasil asam sit rat yang diperoleh.

Limitasi fosfor (0.11 g/IKH2P04) menyebabkan pertum-
buhan Aspergillus niger ATCC 11414 terhambat (14.6 g/l
biomassa), tetapi merangsang akumulasi asam sitrat (34.2 g/I)
dengan laju produksi spesifik 1633 mg/g. Fosfor juga
dilaporkan mempunyai pengaruh yang besar pada metabolisme
kapang [23, 24].

Restriksi pertumbuhan kapang ternyata bukan merupakan
kondisi yang esensiel untuk merangsang akumulasi asam sitrat,
karena restriksi pertumbuhan Aspergillus niger ATCC 11414
akibat adanya limitasi nitrogen (medium GN) maupun limitasi
magnesium (medium GMg) tidak merangsang akumulasi asam
sitrat.

Hasil penelitian ini mendukung konsep defisiensi fosfat dari
Molliard-Perquin [17] yang rnenekankan pentingnya limitasi
fosfor dalam merangsang akumulasi asam-asarn organik oleh
Aspergillus niger. Konsep defisiensi fosfat juga telah diterapkan
oleh Szucs [19] pada proses yang telah dipatenkan untuk
produksi asam sitrat.

Pengaruh konsentrasi miselium kapang pada fermentasi
asam sitrat 2-tahap

Medium GP kemudian digunakan untuk meneliti pengaruh
konsentrasi miselium Aspergillus niger ATCC 11414, mengingat
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Tabel 2. Hasil fermentasi asam sitrat dari glukosa secara biak- rendam dengan proses 2-tahap, pada berbagai
medium- fermentasi denganAspergillus niger ATCC 11414

Macam pH Konsentrasi gula Biomassa Produksi Efisiensi produksi

medium- Medium tersisa, (g/l) (g/l) asam sitrat asam sitrat

fermentasi (g/l)
Awal Akir Awal Akhir Awal Akhir Produksi Yp dP/X

GO 4.70 1.70 166.25 43.76 5.17 22.64 17.47 14.61 0.119 645.3

GN 5.15 1.70 155.08 75.78 4.16 11.81 7.65 10.56 0.133 894.2

GP 4.5 1.70 155.70 74.16 6.34 20.96 14.62 34.23 0.420 1633.1

GMg 5.10 1.65 156.32 63.95 5.17 16.65 11.48 13.84 0.150 809.6

GCu 5.00 1.70 167.49 27.95 4.89 22.28 17.39 16.39 0.117 735.6

GFe 5.15 1.75 168.19 32.05 4.63 22.88 18.25 16.31 0.120 712.9

GZn 5.15 1.85 143.03 29.62 4.63 21.91 17.28 12.22 0.108 557.7

GP+ 5.95 2.00 155.70 36.52 5.20 26.47 21.27 15.03 0.126 567.7

GCu+ 5.05 1.75 156.20 26.80 4.18 ~.05 18.87 14.01 0.108 607.8

Keterangan:
1) Data merupakan hasil rata-rata dari percobaan fermentasi dengan 3 replikasi;
2) Yp, produksi asam sitrat per-unit gula yang dikonsumsi (g/g); dP IX, produksi asam sitrat per-unit biomassa (mg/g)

bahwa asam sitrat merupakan produk dari miselium kapang.
Kepustakaan [2, 25] menunjukkan adanya hubungan langsung
antara berat kering miselium kapang dan produksi asam sitrat,
baik pada fermentasi asam sitrat dengan proses 1-tahap
maupun 2-tahap.

Sebagaimana diperlihatkan oleh Gambar 5, fermentasi asam
sitrat dengan miselium pra-biak yang tinggi (lebih dari 10 g/l)
cenderung menurunkan efisiensi pembentukan asam sitrat oleh
Aspergillus niger ATCC 11414, terutama untuk fermentasi yang
dilakukan dengan labu kocok. Untuk fermentasi dengan kon-
sentrasi awal miselium yang rendah (6.3 g/l) diperoleh asam
sitrat 34.2 g/l setelah 7 hari fermentasi (30°C). Pada kondisi
yang sama,fermentasi dengan konsentrasi awal miselium yang
tinggi (18.0 gjl) hanya diperoleh asam sitrat 9.9 g/l. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa miselium yang banyak tidak
selalu memberikan hasil asam sitrat yang tinggi.

Laju produksi asam sitrat spesifik dilaporkan mencapai
harga maksimum pada konsentrasi miselium kapang sekitar 9 -
12 g/l [2]. Peningkatan konsentrasi biomassa kapang dapat
menyebabkan menurunnya tingkat oksigen terlarut [26], dan
berkurangnya laju absorbsi oksigen oleh mikroorganisme [2, 27,
28] di dalam medium, berkenaan dengan meningkatnya vis-
kositas medium.

Sebagaimana ditunjukkan oleh hasil penelitian ini, per-
bedaan hasil asam sitrat berkenaan dengan adanya perbedaan
dalam tingkat miselium awal yang digunakan, temyata jauh
lebih kecil pada fermentasi dengan bejana-aduk. Hal ini
mungkin disebabkan karena fermentasi dengan fermentor
bejana-aduk mempunyai aerasi yang lebih baik, daripada fer-
mentasi dengan labu-kocok.

Hasil penelitian ini mengungkapkan bahwa pengaruh positif
limitasi fosfor pada akumulasi asam sitrat hanya efektif untuk
tingkat konsentrasi oksigen terlarut yang tinggi. Karow and
Waksman [14] serta Shu and Johnson [18] juga menunjukkan
bahwa oksigen merupakan faktor pembatas untuk akumulasi
asam sitrat.
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Tampaknya fosfor dan oksigen terlarut di dalam medium
secara bersama-sama mempunyai peranan amat penting yang
terkait pada mekanisme pengendali akumulasi asam sitrat di
dalam Aspergillus niger. Oksigen terlarut juga telah ditemukan
oleh Uchida dkk. [29] mempunyai kaitan dengan peranan fos-
for pada produksi antibiotika maridomycin oleh Streptomyces.
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Pengaruh konsentrasi awal miselium pra-biak pada efisien-
siproduksi asam sitrat secara 2-tahap, dengan medium-fer-
mentasiGP.
tIP;x, produksi asam sitrat per-unit biomassa; LK(R), fer-
mentasi- pada labu-kocok dengan konsentrasi awai
miselium pra-biak yang rendah (6.34 g/l); LK(T), fermen-
tasi pada labu-kocok dengan konsentrasi awal miselium
pra-biak yang tinggi (17.98 g/l); FA(R), fermentasi pada
fermenior bejana-aduk dengan konsentrasi awal miselium
pra-biak yang rendah (4.70 g/l); FA(T), [ermentasi pada
fermentor bejana-aduk dengan konsentrasi miselium pra-
biak yang tingg1 (18.93 gjl).
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Gambar 5.



KESIMPULAN
1. Asam sitrat yang terakumulasi cenderung dikonsumsi kem-

baIi oleh Aspergillus niger ATCC 11414, kecuali apabila
glukosa masih cukup tersedia di dalam medium.

2. Limitasi nutrien menghambat pertumbuhan kapang Asper-
gillus niger ATCC 11414.

3. Hambatan pertumbuhan kapang dapat merangsang
. akumulasi asam sitrat oleh Aspergillus niger ATCC 11414.
Akan tetapi pengaruh positif hambatan pertumbuhan
kapang pada akumulasi asam sitrat juga sangat ditentukan
oleh macam dan konsentrasi nutrien di dalam medium.

4. Limitasi fosfor merupakan faktor yang paling efektif dalam
merangsang akumulasi asam sitrat.

5. Terdapat hubungan yang erat antara limitasi fosfor, kon-
sentrasi rniselium kapang, dengan efisiensi produksi asam
sitrat oleh kapangAspergillus niger ATCC 11414.
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