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ABSTRAK 

Limbah molase sebagai hasil samping industri gula masih belum banyak dimanfaatkan sebagai media pertumbuhan 

mikroorganisme untuk memproduksi asam organik. Limbah ini berpotensi sebagai media pertumbuhan Aspergillus niger 

dalam memproduksi asam sitrat yang bisa dimanfaatkan sebagai pengawet dan pengatur nilai pH pada industri pangan. 

Penelitian ini bertujuan mengukur pertumbuhan dan produksi asam sitrat oleh A. niger yang ditumbuhkan dalam media 

molase dan media sukrosa sebagai pembanding. Metode penelitian dilakukan dengan inkubasi A. niger pada media molase 

dan media sukrosa selama 6 hari pada suhu ruang. Parameter yang diukur adalah biomassa dan kadar asam sitrat pada hari 

ke-0, 2, 4, dan 6. Hasil penelitian menunjukkan pada media molase, biomasa jamur mengalami kenaikan hingga hari ke-6 

yaitu 0,295 gram dan kadar asam sitrat sebesar 10,24 mg/ml. Pada media sukrosa, biomasa jamur mengalami peningkatan 

hingga hari ke-6 yaitu 0,102 gram dan kadar asam sitrat sebesar 20,49 mg/ml. Berdasarkan hasil penelitian, molase 

memiliki potensi untuk dioptimalkan sebagai media untuk produksi asam sitrat oleh A. niger.  

Kata Kunci: limbah molase; sukrosa; asam sitrat; Aspergillus niger 

 

ABSTRACT 

Molasses waste as a by-product of the sugar industry is still not widely used as a substrate for microorganisms for the 

production of organic acid. This waste has the potential as a growth medium for Aspergillus niger in producing citric acid 

which can be used as a preservative and pH value regulator in the food industry. This research aimed to measure the 

growth and production of citric acid by A. niger grown in molasses media and sucrose media as a comparison. The research 

method was carried out by incubating A. niger in molasses media and sucrose media for 6 days at room temperature. The 

parameters measured were biomass and citric acid content which were carried out on days 0, 2, 4 and 6. The results 

showed that on molasses media, fungal biomass increased until the 6th day, namely 0.295 gram and the citric acid level 

was 10,24 mg/ml. On sucrose media, fungal biomass increased until the 6th day, namely 0.102 gram and the citric acid 

content was 20,49 mg/ml. Based on the research results, molasses media has the potential to be optimized as a medium for 

citric acid production by A. niger. 

Keywords: molasses waste; sucrose; citric acid; Aspergillus niger  

 

1. PENDAHULUAN  

 

Molase merupakan salah satu limbah 

yang dihasilkan dari industri pengolahan tebu. 

Molase banyak mengandung karbon sehingga 

bisa dimanfaatkan sebagai substrat oleh 

industri fermentasi dalam memproduksi etil 

alkohol, aseton, dan butanol (Jamir dkk., 2021). 

Molase mengandung karbohidrat dan sukrosa 

yang tinggi serta beberapa asam amino seperti 

tirosin, glisin, prolin dan asam glutamat (Mohd 

Khairul dkk., 2022). Berdasarkan penelitian 

global, molase dalam jumlah besar digunakan 

untuk pembuatan etanol, padahal molase bisa 

juga dimanfaatkan untuk produksi asam 

organik melalui proses fermentasi (Castro-

Montoya dkk., 2023; Jamir dkk., 2021)Asam 

organik yang berpotensi dihasilkan adalah 
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asam sitrat (Khurshid dkk., 2024; Marlinda 

dkk., 2019).     

Asam sitrat atau 2-hidroksipropana-

1,2,3-asam trikarboksilat memiliki rumus 

kimia C6H8O7 termasuk asam organik lemah 

dan bisa ditemukan pada jaringan tumbuhan 

dan hewan. Asam sitrat banyak dimanfaatkan 

dalam industri farmasi, pangan, kimia dan 

kosmetik (Ksiazek, 2024). Pada industri 

pangan, asam sitrat dimanfaatkan sebagai 

pengawet dan menjaga kestabilan antioksidan 

dalam produk pangan (Kilel dkk., 2019). 

Produksi asam sitrat melalui proses fermentasi 

bisa dilakukan dengan memanfaatkan 

mikroorganisme yaitu jamur A. niger 

(Alhadithy & Yasin, 2023; West, 2023).  

A. niger merupakan jamur dari golongan 

askomikota yang berfilamen, hifa bersekat, 

suhu optimal pertumbuhan sekitar 35-37oC dan 

pH optimal yaitu 5-6. Secara makroskopik, 

jamur ini akan berwarna hitam dan secara 

mikroskopik, kepala konidia akan berwarna 

hitam (George & Pramod, 2019). Jamur A. 

niger mampu menghasilkan asam sitrat ketika 

pH lingkungan sekitar 2,5 dan mampu 

menghidrolisis berbagai polimer sehingga 

berpotensi dimanfaatkan dalam proses 

fermentasi (Meyer dkk., 2015).  

Mekanisme A. niger dalam produksi 

asam sitrat dipengaruhi oleh nutrisi dari 

lingkungan. Ketersediaan glukosa mampu 

memengaruhi proses transkripsi gen cexA 

(citric acid exporter) yang terkait dengan 

sekresi asam sitrat secara ekstraseluler (Zheng 

dkk., 2023). Suhu, nilai pH dan waktu 

fermentasi juga akan memberikan hasil 

produksi asam sitrat yang berbeda. Penelitian 

Shaimenova dkk. (2024) menunjukkan hasil 

konsentrasi asam sitrat tertinggi diperoleh 

ketika A. niger R5/4 ditumbuhkan pada 

medium maltodekstrin tepung jagung dengan 

suhu 30,4OC, nilai pH 5,2 dan waktu inkubasi 

168 jam.  

Penggunaan limbah molase sebagai 

medium A. niger untuk produksi asam sitrat 

telah diteliti oleh Marlinda dkk. (2019) dengan 

melakukan optimasi waktu fermentasi sehingga 

diperoleh waktu fermentasi terbaik yaitu 

selama 9 hari untuk memperoleh kadar asam 

sitrat tertinggi. Optimasi terhadap strain A. 

niger juga telah dilakukan dengan 

menggunakan radiasi gama untuk 

meningkatkan produksi asam sitrat (Khattab 

dkk., 2022). Penelitian lain dilakukan oleh 

Khurshid dkk. (2024) dengan menambahkan 

magnesium sulfat, kalium ferosianida dan 

amonium oksalat pada medium molase 

sehingga diperoleh hasil asam sitrat mencapai 

77%.  

Namun demikian, sejauh ini belum ada 

penelitian mengenai pengaruh medium molase 

dan medium sukrosa terhadap pertumbuhan 

dan produksi asam sitrat oleh A. niger. Oleh 

karena itu, penelitian ini akan mengukur  

biomasa A. niger dan produksi asam sitrat pada 

medium molase dan medium sukrosa dengan 

variasi waktu fermentasi sehingga diperoleh 

waktu yang optimal dalam produksi asam sitrat. 

Hasil penelitian ini diharapkan bisa menjadi 

referensi untuk optimalisasi medium A. niger 

dalam produksi asam sitrat.  

 

2. METODE PENELITIAN  

2.1 Waktu dan Tempat 

Kegiatan dilaksanakan pada bulan 

Januari-Desember 2023 di laboratorium 

bioteknologi PAU Universitas Gadjah Mada, 

Yogyakarta.   

2.2 Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah autoklaf, alat pH meter, mikropipet, 

gelas beker, cawan petri, tabung reaksi, buret, 

statif, oven, dan erlenmeyer.    

Bahan yang digunakan adalah A. niger, 

molase, air destilasi, NaOH 1N, sukrosa, 

NH4NO3, KH2PO4, MgSO4.7H2O dan indikator 

PP.  

2.3 Tahapan Penelitian 

2.3.1 Pembuatan Media Molase Cair 

Molase diambil sebanyak 100 ml dan 

diencerkan dengan air terdestilasi sebanyak 90 

ml. Nilai pH diatur mendekati 6. Media molase 

kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf.  

(Khattab dkk., 2022 dengan modifikasi). 
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2.3.2 Pembuatan Media Sukrosa  

Media sukrosa dibuat dengan komposisi 

sukrosa sebanyak 1,5 gram, NH4NO3 sebanyak 

2,5 gram, KH2PO4 sebanyak 1 gram, dan 

MgSO4.7H2O sebanyak 0,2 liter. Nilai pH 

diatur mendekati 6. Media kemudian 

disterilisasi dengan autoklaf (Aboyeji dkk., 

2020 dengan modifikasi).  

2.3.3 Inokulasi A.niger dan Inkubasi pada 

Media  

Biakan A. niger diambil sebanyak satu 

ose kemudian diinokulasikan pada media 

molase dan media sukrosa. Setelah itu, media 

diinkubasi pada suhu ruang selama 6 hari. 

Proses fermentasi dilakukan dengan metode 

batch culture (Khattab dkk., 2022 dengan 

modifikasi). 

2.3.4 Pengukuran Biomasa  

Biomasa diukur pada hari ke-0, 2, 4, dan 

6. Pengukuran dilakukan dengan menimbang 

kertas saring kosong yang telah dikeringkan di 

oven selama 48 jam pada suhu 105oC sebagai 

berat awal (Wo). Setelah itu, penyaringan 

miselium A. niger dari tiap medium 

menggunakan kertas saring baru, selanjutnya 

kertas saring dikeringkan di dalam oven selama 

48 jam pada suhu 105oC dan ditimbang sebagai 

berat akhir (Wa). Perhitungan biomasa dengan 

menggunakan rumus: Wa - Wo (Sasmitaloka, 

2017 dengan modifikasi). 

2.3.5 Pengukuran Nilai pH 

Pengukuran pH menggunakan pH meter. 

Nilai pH diukur pada hari ke-0, 2, 4, dan 6.  

2.3.6 Pengukuran Total Asam 

Pengukuran total asam pada hari ke-0, 2, 

4, dan 6 menggunakan metode titrasi dengan 

mengambil media dan diberi indikator 

phenolptalein (PP) kemudian dititrasi dengan 

NaOH 1 N hingga warna medium tepat hilang.  

Penentuan kadar total asam sebagai berikut 

(Sasmitaloka, 2017). 
  

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝐴𝑠𝑎𝑚 (𝑚𝑔/𝑚𝑙) =  
𝑚𝑙 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎𝑠 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑥 192

10 𝑚𝑙 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
 

2.3.7 Analisa Data 

Data pengukuran biomasa, nilai pH, dan 

asam total dihitung dan dibuat menjadi grafik 

menggunakan Microsoft Excel.  

 

 

 

 

 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN  

3.1 Pengukuran Biomasa 

Pengukuran biomasa bertujuan 

mengetahui berat kering dari A. niger selama 

proses fermentasi. Pertumbuhan A. niger pada 

media molase dan sukrosa dapat dilihat pada 

Gambar 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pada media molase, biomasa A. niger 

mengalami kenaikan hingga hari ke-6 dan 

biomasa tertinggi pada hari ke-6 yaitu 0,295 g. 

Pada media sukrosa, biomasa mengalami 

kenaikan hingga hari ke-6 dengan biomasa 

tertinggi yaitu sebesar 0,102 g. Berdasarkan 

parameter biomasa, media yang terbaik adalah 

media molase karena memiliki berat sel kering 

lebih tinggi dibandingkan media sukrosa. 

Media molase mengandung karbohidrat dan 

sukrosa yang tinggi serta beberapa asam amino 

yang bisa menjadi sumber pertumbuhan bagi A. 

niger dibandingkan media sukrosa yang 

komponen terbesarnya hanya sukrosa saja 

(Mohd Khairul dkk., 2022).   

3.2 Pengukuran Nilai pH  

Nilai pH pada tiap medium dapat dilihat 

pada Gambar 2 yang menunjukkan perubahan 

nilai pH selama fermentasi hingga hari ke-6. 
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Gambar 1. Grafik pertumbuhan A. niger 

berdasarkan biomasa pada hari 

ke-0, 2, 4, dan 6.  
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Pada medium molase, nilai pH cenderung turun 

hingga hari ke-4, dan hal yang sama terjadi 

pada medium sukrosa yaitu mengalami 

penurunan nilai pH dibandingkan hari ke-0. 

Nilai pH yang turun menjadi lebih asam 

disebabkan oleh akumulasi asam organik yang 

terbentuk selama proses fermentasi yaitu asam 

sitrat. Penurunan nilai pH menandakan proses 

fermentasi berlangsung dan substrat 

mengalami degradasi menghasilkan asam sitrat  

(Sasmitaloka, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 Pengukuran Total Asam 

Pengukuran total asam bertujuan 

mengetahui pengaruh waktu dan jenis media 

fermentasi terhadap kadar asam sitrat sehingga 

bisa diketahui waktu pemanenan terbaik dan 

media terbaik dalam produksi asam sitrat.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pada Gambar 3, kadar asam sitrat pada media 

molase dan sukrosa mengalami peningkatan 

hingga hari ke-6. Semakin lama waktu 

fermentasi, kadar asam sitrat yang dihasilkan 

cenderung meningkat, tetapi hal ini tergantung 

oleh mikroorganisme dan nutrisi yang 

diberikan (Khattab dkk., 2022). Dari berbagai 

parameter yang telah dilakukan, media sukrosa 

dan media molase menunjukkan hasil yang 

baik karena mampu menghasilkan biomasa A. 

niger dan asam sitrat.  

Produksi asam sitrat pada media sukrosa 

terlihat lebih tinggi karena media sukrosa 

memiliki komposisi yang sudah diperhitungkan 

secara optimal, sementara media molase masih 

mengandung molekul kompleks sehingga 

memerlukan waktu untuk didegradasi oleh A. 

niger. Selain itu, pada penelitian ini tidak 

dilakukan pemurnian pada limbah molase 

sehingga molase masih mengandung logam 

berat yang menyebabkan proses produksi asam 

sitrat kurang efisien (Deme dkk., 2020).  

 

4. KESIMPULAN  

 

Media molase dan sukrosa dapat 

dijadikan sebagai media pertumbuhan dan 

produksi asam sitrat oleh A. niger berdasarkan 

parameter biomasa, nilai pH, dan total asam. 

Media molase dapat dilakukan pemurnian 

terlebih dahulu sebelum dijadikan sebagai 

media produksi asam sitrat oleh A. niger.  
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