e-1ISSN 2809-8951
p-ISSN 2827-7791
JURNAL HOLAN: JURNAL SAINS DAN TEKNOLOGI

Dapat diakses Melalui: http://holan.unaim-wamena.ac.id/index.php/holan
https://doi.org/10.61578/holan.voll.nol.art2

ISOLASI DAN SELESKSI MIKROB PENGHASIL
ASAM SITRAT DARI BUAH - BUAHAN BUSUK

Siti Latifa Wulandari', Pesina Kaloik?, Parue Lakobal®, Nelmin Wenda*
!Agronomi Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Amal limiah Yapis Wamena
Jalan Trikora Hom-Hom Wamena, Jayawijaya, Papua
Email: latifawulandari812@gmail.com

ABSTRAK

Asam sitrat memiliki nilai ekonomis yang tinggi sebagai pengawet, pengemulsi, penyedap, zat penyerap dan
penyangga yang banyak digunakan di banyak industri terutama dalam makanan, minuman, farmasi, dan produk
kosmetik. Limbah sayuran seperti buah busuk dapat digunakan untuk menghasilkan asam sitrat. Hal ini diebabkan
buah merupakan media kaya glukosa yang sangat baik bagi perumbuhan kapang dan khamir, beberapa khamir dan
kapang yang terdapat pada buah dapat dimanfaatkan dalam industri pangan seperti dalam produksi wine. Tujuan ini
untuk isolasi kapang penghasil asam sitrat dari beragai sumber seperti buah-buahan busuk, serta menyeleksi isolat-
isolat potensial untuk digunakan sebagai isolat penghasil asam sitrat. Metode yang digunakan metode tanam langsung
pada media. Pertumbuhan kapang dan pembentukan zona asam diamati, dan koloni yang membentuk zona asam
dimurnikan pada media cawan Prescott. Isolat yang memiliki nilai AU (Acid Unitage) relatif besar disimpan untuk
digunakan pada percobaan fermentasi padat produksi asam sitrat. Hasil Penelitian ini berhasil diisolasi khamir,
kapang, dan bakteri dari buah-buahan busuk. Berdasarkan uji nilai satuan asam didapatkan isolat khamir memiliki
nilai satuan asam yaitu sebesar 2 cm dan bakteri sebesar 3.75 cm. Isolat khamir dan bakteri diketahui memiliki nilai
total asam monohidrat yang sama yaitu sebesar 0.14%.

Kata Kunci: Asam sitrat, Buah-buahan, Khamir, Kapang, Fermentasi

ABSTRACT

Citric acid has a high economic value as a preservative, emulsifier, flavoring, absorbent and buffering agent which
is widely used in many industries, especially in food, beverage, pharmaceutical, and cosmetic products. Vegetable
waste such as rotten fruit can be used to produce citric acid. This is because the fruit is a medium rich in glucose
which is very good for the growth of molds and yeasts, some yeasts and molds found in fruit can be used in food
industry such as in wine production. This objective was to isolate citric acid-producing molds from various sources
such as rotten fruits, as well as to select potential isolates to be used as citric acid-producing isolates. The method
used is the direct planting method on the media. Mold growth and acid zone formation were observed, and colonies
forming acid zones were purified on Prescott dish media. Isolates with relatively large AU (Acid Unitage) values were
stored for use in solid fermentation experiments for citric acid production. Results of this study successfully isolated
yeast, mold, and bacteria from rotten fruit. Based on the acid unit value test, it was found that the yeast isolate had
an acid unit value of 2 cm and bacteria of 3.75 cm. Yeast and bacterial isolates are known to have the same total
value of monohydric acid, which is 0.14%.
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Pendahuluan

Asam sitrat (asam  2-hidroksi-1,2,3-
propanetriarboksilat, CsHgO7) adalah asam organik
lemah yang ditemukan banyak pada buah sitrus
(jeruk dan lemon), asam sitrat memiliki titik leleh
pada suhu 153 °C. asam sitrat memiliki nilai
ekonomis yang tinggi sebagai  pengawet,
pengemulsi, penyedap, zat penyerap dan penyangga
yang banyak digunakan di banyak industri terutama
dalam makanan, minuman, farmasi, dan produk
kosmetik [1].

Asam sitrat selain dihasilkan oleh tumbuhan juga
dapat dihasilkan juga oleh mikroorganisme. Asam
sitrat yang diproduksi oleh mikroorganisme
merupakan hasil metabolisme primer, yang terjadi
karena adanya ketidak teraturan metabolisme yang
disebabkan oleh defisiensi genetik atau ketidak
seimbangan metabolisme. Beberapa kapang, khamir,
dan bakteri yang mampu menghasilkan asam sitrat
antara lain Penicillium luterum, P. purpurogenum, P.
restriccum, P. janthinellum, P. citrinum,
Paecilomyces divaricatum, Mucor piriformis,
Trichoderma viride, Sacharomycopsis lipolitica,
Arthrobacter paraffineus, Corynebacterium sp. [2].
Produksi Asam sitrat secara fermentasi umumnya
menggunakan agen mikroba terutama kelompok
kapang seperti Aspergillus niger [3]. Beberapa
penelitian menunjukan limbah sayuran seperti buah
busuk dapat digunakan untuk menghasilkan asam
sitrat [4]. Hal ini diebabkan buah merupakan media
kaya glukosa yang sangat baik bagi perumbuhan
kapang dan khamir, beberapa khamir dan kapang
yang terdapat pada buah dapat dimanfaatkan dalam
industri pangan seperti dalam produksi wine [5].

Metode Penelitian

Isolasi dari buah-buahan busuk dengan metode
tanam langsung

Sampel buah-buahan busuk dipotong seukuran
1x1x1 cm?® sebanyak 4 potong. Potongan sampel
diletakan diatas media agar cawan Prescott,
kemudian diinkubasi pada suhu 30 °C selama 2-5
hari. Pertumbuhan kapang dan pembetukan zona
asam diamati pada medium. Koloni yang
membentuk zona asam dimurnikan pada media
cawan Prescott. Isolat murni disimpan di dalam agar
miring PDA.

Isolasi dari buah-buahan busuk dengan metode
sebar

Sampel buah busuk dihaluskan sebanyak 1 g, lalu
dicampur ke dalam larutan fisiologi 9 ml dan
diencerkan secara serial sampai 103, Sampel disebar
sebanyak 0,1 ml dari pengenceran 10 sampai 10
pada medium agar cawan Prescott, kemudian
diinkubasi pada suhu 30 °C selama 2-5 hari.
Pertumbuhan kapang dan pembentukan zona asam
diamati, dan koloni yang membentuk zona asam
dimurnikan pada media cawan Prescott. Isolat murni
disimpan di dalam agar miring PDA.

Seleksi isolat berdasarkan nilai satuan asam
(Acid Unitage/ AU)

Isolat kapang yang diperoleh diinokulasikan di
tengah dan isolat bakteri (jika didapatkan)
diinokulasikan sebanyak empat titik pada media agar
cawan. Isolat kemudian diinkubasi pada suhu 30 °C
selama 3 hari, lalu diukur diameter zona asam beserta
diameter koloni kapang dan bakteri. Nilai satuan
asam (Acid Unitage/ AU) dihitung dengan
menggunakan rumus:

Diameter zona asam
Nilai AU =

Diameter koloni kapang
Isolat yang memiliki nilai AU relatif besar disimpan
untuk digunakan pada percobaan fermentasi padat
produksi asam sitrat.

Peremajaan Isolat pada media cair

Sebanyak 1 ose isolat bakteri diinokulasikan ke
dalam 50 ml media TSB (Tryptic soy broth) dan
diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang. Isolat
kapang diinokulasikan sebanyak 1 ose ke dalam 50
ml media PDB (Potato dextrose broth) dan
diinkubasi selama 7x24 jam diatas shaker pada suhu
ruang.

Fermentasi padat produksi asam sitrat

Onggok tapioka basah dan dedak dicampur
dengan perbandingan 5:1, kemudian ditambahkan
aquades hingga kadar air mencapai 65%. Sebanyak
30 g campuran tersebut dimasukan kedalam labu
erlenmeyer 250 ml kemudian disterilkan.
Inokulasikan suspensi isolat kapang dan bakeri yang
telah ditumbuhakan pada media cair sebanyak 1 ml
ke dalam medium onggok yang berbeda secara
merata. Isolat kapang diinkubasi selama 7x24 jam
dan isolat bakteri diinkubasi selama 24 jam di atas
shaker pada suhu ruang + 27 °C.

Hasil fermentasi diaduk secara merata dan
ditimbang sebanyak 10 g, kemudian dimasukan ke
dalam labu erlenmeyer 300 ml baru. Sebanyak 200
ml aquades ditambahkan ke dalam labu erlenmeyer,
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kemudian diaduk dan dipanaskan sampai mendidih.
Hasil campuran disaring menggunakan kertas saring
whatmen no 40 dan didinginkan pada suhu ruang.
Sebanyak 10 ml filtrat hasil penyaringan dititrasi
dengan NaOH 0.1 N dan dihitung total asam sebagai
asam sitrat monohidrat dengan rumus:
bxcx210x20

Total asam sitrat monohidrat = -------------- x 100 %

Hasil dan Pembahasan

Isolasi dari buah busuk dengan metode
tanam langsung

Dari hasil isolasi dengan menggunakan metode
tanam langsung pada media Prescott didapatkan
isolat khamir dari sampel rambutan, manggis, dan
anggur busuk, sedangkan untuk kapang ditemukan
dari hasil isolasi sampel belimbing busuk. Hasil
pengamatan secara morfologis menunjukan ciri-ciri
isolat seperti pada tabel 1. Isolat khamir dari
rambutan dan kapang dari belimbing dipilih untuk
diuji kualitas zona asamnnya.

Tabel 1. Karakter morfologi koloni kapang dan
khamir hasil isolasi
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Isolasi dari buah busuk dengan metode sebar

Dari hasil isolasi dengan menggunakan metode
sebar didapatkan 2 koloni bakteri berbeda dari sampe
pisang busuk. Morfologi koloni bakteri yang didapat
ditunjukan pada tabel 2. Satu isolat bakteri dipilih
untuk diuji kualitatif zona asamnya.

Tabel 2. Karakter morfologi koloni bakteri hasil
isolasi

Dari hasil isolasi terpilin 3 isolat yang akan
digunakan untuk lanjut ke dalam seleksi nilai satuan
asam, isolat yang digunakan adalah khamir (sampel
rambutan), kapang (sampel belimbing), dan bakteri
PSG 1 (sampel pisang).

Seleksi isolat berdasarkan nilai satuan asam
(Acid Unitage/ AU)

Isolat yang mampu menghasilkan asam jika
diinokulasikan pada media Prescott akan

menghasilkan zona asam, zona asam terlihat dari
adanya perubahan warna media di sekitar koloni
menjadi warna kuning yang sebelumnya bewarna
biru (gambar 1).

a b c

Gambar 1. Hasil isolat yang menunjukan
pembentukan zona asam, (a) khamir dari rambutan,
(b) kapang dari belimbing (c) bakteri dari pisang.

Perhitungan nilai acid unitage (AU) diperoleh
dengan cara mengukur diameter zona asam yang
dihasilkan dan diameter koloni, diameter zona asam
kemudian dikurangi dengan diameter koloni. Dari
perhitungan nilai acid unitage (AU) (tabel 3)
diketahui bahwa isolat khamir dan bakteri PSG 1
menghasilkan zona asam yang lebih besar
dibandingkan isolat kapang, sehingga untuk uji
fermentasi padat isolat yang digunakan adalah
khamir asal rambutan dan bakteri PSG1.

Fermentasi padat produksi asam sitrat

Dua isolat yang memiliki nilai AU tertinggi
diinokulasikan kedalam media fermentasi padat
berupa campuran onggok tapioka dan dedak steril.
Dari hasil fementasi isolat bakteri selama 24 jam dan
isolat khamir selama 7 hari ditambahkan indikator
PP dan dititrasi dengan NaOH 0.1 N, sehingga
diketahui total asam sitrat monohidrat yaitu sebesar
0.14% dari kedua isolat.
Tabel 4. Hasil titrasi asam sitrat

Total asam
No. Isolat sitrat Keterangan
monohidrat
1 Rambutan 0.14 % Kapang
2 PSG 1 0.14 % Bakteri
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Fermentasi menggunakan  mikroorganisme
dibagi menjadi tiga yaitu fermentasi terendam,
fermentasi permukaan dan fermentasi padat [6].
Fermentasi padat merupakan proses alternatif yang
lebih baik dibandingkan dengan fermentasi
terendam. Dalam proses ini, mikroorganisme akan
menggunakan bahan limbah murah sebagai substrat.
Bahan limbah yang dihasilkan dalam industri
makanan dapat digunakan sebagai substrat oleh
mikroorganisme untuk memproduksi asam sitrat,
contohnya limbah tapioka yaitu onggok [7].

Kesimpulan

Dari Penelitian ini berhasil diisolasi khamir,
kapang, dan bakteri dari buah-buahan busuk.
Berdasarkan uji nilai satuan asam didapatkan isolat
khamir memiliki nilai satuan asam yaitu sebesar 2
cm dan bakteri sebesar 3.75 cm. Isolat khamir dan
bakteri diketahui memiliki nilai total asam
monohidrat yang sama yaitu sebesar 0.14%.
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