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ABSTRAK 

 

 

OPTIMASI PRODUKSI ASAM SITRAT DARI KULIT BUAH LOKAL 

DENGAN METODE FERMENTASI PADAT: STUDI PENGARUH 

KONSENTRASI SUBSTRAT, WAKTU INKUBASI DAN KONSENTRASI 

INOKULUM  

 

 

Oleh: 

Mery Sofia 

NPM: 21.302.0075 

(Program Studi Teknologi Pangan) 

 

Asam sitrat adalah asam organik lemah yang memiliki rumus molekul 

C6O8H7. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kondisi optimal fermentasi 

asam sitrat dari kulit buah lokal dengan variabel bebas konsentrasi substrat, waktu 

inkubasi, dan konsentrasi inokulum. Penelitian ini yang dilakukan menggunakan 

Design Expert metode Response Surface Methodology (RSM) dengan rancangan 

Box Behnken Design (BBD) yang terdiri dari 16 runs dengan 4 kali pengulangan 

titik Tengah. Tahapan pertama adalah Analisa proksimat bahan dan hidrolisis kulit 

buah menggunakan asam dengan pengujian gula pereduksi metode DNS. Tahapan 

kedua pembuatan inokulum Aspergillus Niger, perhitungan jumlah spora dengan 

metoda ALT. Tahapan ketiga fermentasi padat dengan variabel tetap suhu 30˚C, pH 

8,0, kelembaban 75%. Tahapan keempat proses ekstraksi dan pemurnian. 

Berdasarkan hasil penelitian kondisi optimum fermentasi asam sitrat menggunakan 

kulit nanas subang (Ananas comusus) adalah konsentrasi substrat sebesar 25 gram, 

waktu inkubasi selama 6 hari dan konsentrasi inokulum 0,5%. Kondisi optimum 

fermentasi menghasilkan kadar gula pereduksi sebesar 7,0847 mg/mL, kadar 

karbohidrat total sebesar 3,5579 mg/mL, dan kadar asam sitrat sebesar 5,2100 

mg/mL. Rendemen asam sitrat yang dihasilkan adalah sebesar 7,10%.  

 

Kata Kunci: Fermentasi Padat, Asam Sitrat, Aspergillus Niger, Kulit Buah 

Lokal
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ABSTRACT 

OPTIMATION OF CITRIC ACID PRODUCTION FROM LOCAL FRUIT 

PEELS BY SOLID FERMENTATION METHOD: STUDY OF THE EFFECT 

OF SUBSTRATE CONCENTRATION, INCUBATION AND 

TIMEINOCULUM CONCENTRATION 

 

By: 

Mery Sofia 

NPM: 21.302.0075 

(Departement of Food Technology) 

Citric acid is a weak organic acid with the molecular formula C6O8H7. This 

study aims to determine the optimal conditions for citric acid fermentation from 

local fruit peels, with independent variables including substrate concentration, 

incubation time, and inoculum concentration. The study was conducted using the 

Design Expert method of Response Surface Methodology (RSM) with a Box-

Behnken Design (BBD) consisting of 16 runs with 4 replicates at the center point. 

The first stage involved proximate analysis of the material and hydrolysis of the 

fruit peel using acid with DNS method testing for reducing sugars. The second stage 

involved the preparation of Aspergillus Niger inoculum and calculation of spore 

count using the ALT method. The third stage involved solid fermentation with fixed 

variables of temperature 30°C, pH 8.0, and humidity 75%. The fourth stage involves 

the extraction and purification process. Based on the research results, the optimal 

conditions for citric acid fermentation using Subang pineapple peel (Ananas 

comusus) are a substrate concentration of 25 grams, an incubation time of 6 days, 

and an inoculum concentration of 0.5%. Optimal fermentation conditions resulted 

in a reducing sugar content of 7.0847 mg/mL, total carbohydrate content of 3.5579 

mg/mL, and citric acid content of 5.2100 mg/mL. The citric acid yield produced was 

7.10%. 

 

Keywords: Solid fermentation, Citric acid, Aspergillus Niger, Local fruit peel 
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I PENDAHULUAN 

Bab ini menguraikan mengenai: (1.1) Latar Belakang, (1.2) Identifikasi 

Masalah, (1.3) Tujuan Penelitian, (1.4) Manfaat Penelitian, (1.5) Kerangka 

Penelitian, (1.6) Hipotesis Penelitian, dan (1.7) Tempat dan Waktu Penelitian. 

1.1 Latar Belakang 

  Asam sitrat merupakan salah satu produk komersial yang sangat penting di 

Indonesia (Sasmitoka et al. 2017). Sifat-sifatnya yang menguntungkan, seperti 

kelarutan tinggi, tidak beracun, serta rasa asam yang disukai banyak orang, 

membuat asam sitrat banyak digunakan dalam berbagai industri, terutama makanan 

dan minuman (Rekayasa et al., 2019). Permintaan global asam sitrat didominasi 

oleh industri makanan dan minuman sebesar 75%, industri farmasi sebesar 10%, 

dan 15% sisanya berasal dari industri lain (Zafar et al., 2021).  

  Seiring dengan meningkatnya permintaan, diperlukan bahan baku yang 

murah, berkelanjutan, dan mudah diperoleh. Buah-buahan merupakan sumber gula 

tinggi untuk asam sitrat  (Zafar et al., 2021). Indonesia adalah salah satu negara 

penghasil buah-buahan komersial yang terkenal di kawasan Asia Tenggara. 

Indonesia memiliki kekayaan sumber daya alam yang melimpah, termasuk berbagai 

buah lokal yang kaya akan karbohidrat, yang dapat dimanfaatkan sebagai substrat 

untuk proses fermentasi. Beberapa buah lokal, seperti nanas, mangga, dan pisang, 

memiliki potensi yang belum sepenuhnya dieksplorasi dalam produksi asam sitrat. 

Oleh karena itu, pemanfaatan buah lokal tidak hanya dapat mengurangi biaya 

produksi, tetapi juga mendukung keberlanjutan dan pengembangan ekonomi lokal. 
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Produksi asam sitrat melalui fermentasi mikroba terus meningkat seiring dengan 

tingginya kebutuhan. Secara alami, asam sitrat merupakan produk dari siklus asam 

trikarboksilat (TCA) yang dihasilkan dalam metabolisme tanaman dan hewan 

dengan bantuan mikroorganisme (Ike et al., 2019). 

  Mikroorganisme yang telah digunakan dalam produksi asam sitrat termasuk 

seperti Bacillus licheniformis, B. subtilis, Corynebacterium spp.; fungi seperti A. 

niger, A. awamori, A. foetidus, Penicillium restrictum; dan yeast seperti Candida 

lipolytica, C. intermedia and Saccharomyces cerevisiae. Aspergillus niger 

merupakan mikroorganisme yang banyak dipilih dalam produksi asam sitrat karena 

penanganannya yang mudah, menghasilkan lebih banyak asam sitrat per satuan 

waktu dan juga kemampuannya untuk memproduksi asam sitrat dari bahan yang 

murah (Kareem et al., 2010). Aspergillus niger sering digunakan mudah 

dimodifikasi dan dioptimalkan, pertumbuhannya cepat, menghasilkan lebih banyak 

asam sitrat, dapat difermentasi dari bahan baku murah, dan tidak menimbulkan 

toksin (racun) yang berbahaya. Kapang Aspergillus niger adalah mikroorganisme 

yang digunakan secara komersial untuk menghasilkan asam sitrat, asam glukonat, 

dan sejumlah enzim, seperti pektinase dan amilase. Aspergillus niger dapat tumbuh 

dengan baik dengan konsentrasi gula yang tinggi pada pH 2,5–3,5. Di media 

fermentasi ekstraseluler yang memiliki kadar garam rendah dan mengandung gula 

sebagai sumber karbon, Aspergillus niger dapat mensintesis asam sitrat dalam 

jumlah yang cukup tinggi (Rekayasa et al., 2019). Aspergillus niger dapat 

mencegah terbentuknya produk yang tidak diinginkan seperti asam oksalat, asam 

isositrat dan asam glukogonat (Michael dkk, 2013). 
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Solid State Fermentation (SSF) atau fermentasi padat merupakan metode 

fermentasi yang paling menguntungkan dari pada Submerged Fermentation (SmF) 

atau fermentasi terendam. Hal ini dikarenakan bahwa metode fermentasi padat lebih 

ramah lingkungan, produktivitas fermentasi yang lebih tinggi, konsentrasi produk 

dan stabilitas yang lebih tinggi, penekanan katabolik yang lebih rendah, penanaman 

mikroorganisme khusus untuk substrat yang tidak larut dan juga aktifitas sterilitas 

yang lebih rendah karena aktivitas air yang digunakan sangat rendah. Oleh karena 

itu, metode fermentasi padat menggunakan strain murni seperti Aspergillus niger 

(fungi) banyak digunakan dalam proses produksi asam sitrat. Substrat yang 

digunakan umumnya terdiri dari produk sampingan nabati atau berasal dari limbah 

pertanian seperti beet pulp, dedak gandum, ampas tebu, sekam padi dan limbah kulit 

nanas. Substrat yang digunakan dalam Solid State Fermentation (SSF) merupakan 

senyawa yang tidak larut dalam air, dan mengandung komponen penting seperti C 

dan N (Ningrum, 2015). 

  Dalam beberapa tahun terakhir, berbagai aplikasi Response Surface 

Methodology (RSM) telah banyak digunakan oleh para peneliti dan ilmuwan di 

seluruh dunia. Response Surface Methodology (RSM) terutama didasarkan pada 

regresi, yang dikenal memiliki prinsip-prinsip regresi dan analisis variasi yang 

memungkinkan pengguna untuk meningkatkan, memperbaiki, dan 

mengoptimalkan proses atau produk yang sedang dipelajari. Informasi umum 

mengenai prinsip-prinsip teori Response Surface Methodology (RSM), strategi 

eksperimental, alat, dan komponen, serta aplikasi dan kelebihan dan 

kekurangannya, dijelaskan dalam matriks ini. Beberapa desain eksperimental 
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Response Surface Methodology (RSM) yang sering digunakan dibandingkan 

dengan karakteristik dan efisiensi pengujiannya membantu menyoroti pentingnya 

desain eksperimen (DOE) dalam optimasi Response Surface Methodology (RSM). 

Demonstrasi beberapa kasus optimasi menggunakan metodologi response surface 

dalam berbagai pertanyaan penelitian yang disajikan dalam penelitian ini juga 

memberikan pemahaman yang lebih akurat (Ningrum, 2015). 

  Penelitian-penelitian sebelumnya yang telah dilakukan untuk memproduksi 

asam sitrat dari berbagai karbon seperti fermentasi asam sitrat dari kulit pisang 

menggunakan Aspergillus niger dan Candida tropicalis menghasilkan yield 97,6 

g/L menggunakan Aspergillus niger dan 113,6 g/L menggunakan Candida 

tropicalis (Odu et al., 2020) , fermentasi asam sitrat dari pomace apel menggunakan 

Aspergillus niger NRRL 567 menghasilkan yield 158 g/kg (Akhter et al., 2022), 

fermentasi asam sitrat dari mikroba campuran mengggunakan pomace apel 

menghasilkan yield 16,8 g/L (Alayat et al., 2019), fermentasi asam sitrat 

menggunakan kulit lemon segar dan kulit singkong kering menggunakan 

Aspergillus niger menghasilkan yield 34,4 g/kg untuk kulit lemon dan 32,7 g/ kg 

untuk kulit singkong (Onyekwere Nwosu, n.d. 2019). 

  Penelitian ini akan berfokus pada optimasi menggunakan Design Expert 

metode Response Surface Methodology (RSM) dengan desain Box Behnken Design 

(BBD) dengan tiga faktor utama yang mempengaruhi efisiensi produksi asam sitrat, 

yaitu konsentrasi substrat, waktu inkubasi, dan konsentrasi inokulum. 

Pengoptimalan ketiga faktor ini diharapkan dapat meningkatkan yield asam sitrat 

yang dihasilkan, sekaligus memberikan solusi terhadap pemanfaatan limbah kulit 
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buah lokal. Melalui pendekatan solid state fermentation (SSF), penelitian ini 

bertujuan untuk menentukan kondisi optimal fermentasi asam sitrat dari kulit buah 

lokal dengan variabel bebas konsentrasi substrat, waktu inkubasi, dan konsentrasi 

inokulum. 

1.2 Identifikasi Masalah 

Berdasarkan uraian latar belakang penelitian, maka masalah yang dapat 

diidentifikasikan adalah apakah kulit buah lokal yang kaya akan kandungan gula 

dan karbohidrat dapat dimanfaatkan sebagai substrat untuk produksi asam sitrat 

melalui metode fermentasi padat, dan bagaimana penerapan metode Response 

Surface Method (RSM) dengan desain Box-Behnken Design (BBD) untuk 

mengoptimalkan proses tersebut. 

1.3 Maksud dan Tujuan 

Maksud dari penelitian ini adalah untuk mengpelajari optimasi faktor 

konsentrasi substrat, waktu inkubasi dan konsentrasi inokulum dalam proses 

pembuatan asam sitrat dari kulit buah lokal. 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menghasilkan asam sitrat dari kulit 

buah lokal dengan menggunakan metode Response Surface Method (RSM) dengan 

desain Box-Behnken Design (BBD) untuk menentukan kondisi optimal fermentasi 

asam sitrat dari kulit buah lokal dengan variabel bebas konsentrasi substrat, waktu 

inkubasi, dan konsentrasi inokulum. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah: 

1. Diharapkan dapat memberikan informasi secara ilmiah mengenai 

pemanfaatan kulit buah lokal sebagai salah satu bahan dalam pembuatan 

asam sitrat. 

2. Dapat memberikan  bahan pembanding bagi peneliti selanjutnya. 

3. Dapat memberikan informasi kepada masyarakat tertentu tentang 

pemanfaatan kulit buah lokal sehingga dapat meningkatkan nilai guna dari 

limbah kulit buah serta dapat membantu membersihkan lingkungan, 

mengurangi polusi dna meningkatkan daur ulang limbah. 

1.5 Kerangka Pemikiran  

  Meningkatnya populasi dunia telah menyebabkan peningkatan permintaan 

akan sumber pangan berprotein baru, tidak konvensional, dan alternatif. Di sisi lain, 

peningkatan produksi pangan juga berbanding lurus dengan meningkatnya jumlah 

limbah buah di seluruh dunia. Meskipun limbah buah dapat terurai secara hayati, 

pengelolaan yang tidak tepat dapat menimbulkan risiko kesehatan masyarakat dan 

masalah lingkungan. Oleh karena itu, upaya untuk mengubah limbah buah menjadi 

produk bernilai tambah menjadi penting guna mengurangi dampak negatif 

pembuangan limbah organik terhadap lingkungan. Berbagai produk seperti asam 

organik, protein sel tunggal (SCP), minyak sel tunggal, enzim, biowarna, perasa, 

ester, selulosa, pektin, antibiotik, biopestisida, serta pengatur pertumbuhan tanaman 

dapat dihasilkan dari limbah buah, sehingga berkontribusi terhadap produksi 

bioetanol, biogas, dan biohydrogen (Thiviya et al., 2022). 
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  Salah satu produk bernilai tinggi yang dapat dihasilkan dari limbah buah 

adalah asam sitrat. Asam organik ini memiliki peran penting dalam berbagai 

industri, termasuk makanan, minuman, farmasi, kosmetik, pertanian, dan kimia. 

Dalam industri makanan dan minuman, asam sitrat digunakan sebagai agen 

pengawet, penambah cita rasa, dan penstabil pH. Sifatnya yang larut dengan baik, 

tidak beracun, serta mampu mencegah kehilangan warna dan aroma menjadikannya 

bahan tambahan pangan yang banyak diminati. Selain itu, asam sitrat juga berfungsi 

dalam mencegah oksidasi, mempertahankan turbiditas, serta mengatur reaksi 

pencoklatan dalam produk seperti kembang gula, selai, dan jelly (Sasmitaloka, K.S. 

2017). 

  Potensi pemanfaatan limbah sebagai bahan baku industri tidak hanya 

terbatas pada produksi asam sitrat, tetapi juga meluas ke sektor bioetanol. Limbah 

kulit buah, yang kaya akan komponen lignoselulosa seperti selulosa, hemiselulosa, 

dan lignin, dapat dimanfaatkan sebagai bahan dasar fermentasi untuk menghasilkan 

bioetanol. Terdapat tiga kategori utama biomassa yang dapat digunakan dalam 

produksi bioetanol, yaitu biomassa yang mengandung gula, biomassa yang 

mengandung pati, dan biomassa lignoselulosa, di mana limbah kulit buah termasuk 

dalam kategori terakhir (Jahid et al., 2018). Dengan pemanfaatan yang tepat, limbah 

buah tidak hanya mengurangi dampak lingkungan tetapi juga memberikan 

kontribusi signifikan dalam pengembangan industri berbasis bioteknologi (Hu et 

al., 2011). 

  Dalam hal fermentasi, salah satu metode yang sering digunakan adalah Solid 

State Fermentation (SSF), di mana mikroorganisme tumbuh pada permukaan atau 
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dalam matriks padat tanpa adanya fase cair bebas. Efektivitas SSF sangat 

dipengaruhi oleh beberapa faktor utama, seperti pemilihan substrat dan 

mikroorganisme yang sesuai, perawatan substrat sebelum fermentasi, ukuran 

partikel substrat yang menentukan luas permukaan dan ruang antar-partikel, serta 

kadar air dan aktivitas air (aw) dalam substrat. Selain itu, faktor lingkungan seperti 

kelembaban relatif, jenis dan ukuran inokulum, kontrol suhu untuk menghindari 

akumulasi panas metabolik, serta atmosfer gas yang meliputi konsumsi oksigen dan 

laju evolusi karbon dioksida, juga berperan penting dalam menentukan 

keberhasilan fermentasi (Ponnuswamy et al., 2015). Dengan mempertimbangkan 

faktor-faktor ini, optimasi kondisi fermentasi dapat meningkatkan produksi enzim 

dan senyawa metabolit sekunder, termasuk asam sitrat dan bioetanol, yang 

dihasilkan dari limbah buah. 

Sumber nitrogen, seperti garam amonium, serta ion logam seperti 

magnesium dan tembaga, diketahui memiliki pengaruh signifikan terhadap 

produksi asam sitrat. Kehadiran komponen-komponen ini dapat meningkatkan 

pertumbuhan mikroorganisme dan memengaruhi aktivitas enzimatik selama 

fermentasi, sehingga berdampak pada jumlah asam sitrat yang dihasilkan. Dengan 

demikian, pengaturan konsentrasi sumber nitrogen dan ion logam menjadi penting 

dalam upaya mengoptimalkan hasil produksi asam sitrat (Francisco et al. 2020). 

Jumlah dan komposisi karbon dan nitrogen menjadi salah satu faktor penting dalam 

proses pertumbuhan mikroorganisme. Dalam fermentasi, karbon merupakan 

penyusun utama pada polisakarida (sumber energi) yang akan sangat cepat 
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diasimilasi oleh mikroorganisme untuk menghasilkan yield yang diinginkan (Max 

et al. 2010).  

  Menurut Sasmitaloka, K.S. (2017) beberapa faktor, termasuk komponen 

makro dan trace element, memengaruhi pembentukan asam sitrat secara fermentasi 

dan memengaruhi komposisi medium. Faktor-faktor ini dapat memengaruhi proses 

ekskresi asam sitrat oleh mikroba. Gula pasir dan ekstrak tauge adalah sumber 

karbon yang digunakan, dan (NH4)2SO4 adalah sumber nitrogen. Proses kultivasi 

cair untuk menghasilkan asam sitrat sangat umum di dunia bisnis. Hal ini 

disebabkan oleh beberapa keunggulan kultivasi cair, seperti rendemen yang tinggi, 

waktu fermentasi yang lebih singkat, biaya perawatan yang lebih rendah, dan risiko 

kontaminasi yang lebih kecil. 

  Produktivitas asam sitrat dipengaruhi oleh adanya mineral Fe3+, Zn2+, Mn2+. 

Didapat hasil bahwa produksi asam sitrat menggunakan Aspergillus niger dengan 

variasi penambahan konsentrasi trace metal, yaitu: Fe3+, Zn2+, Mn2+ (Guilherme 

dkk., 2007), mempunyai laju produktivitas terus naik sampai proses fermentasi 

selama 10 hari, dan mengalami penurunan sampai proses fermentasi selama 20 hari. 

  Menurut Manfaati (2011), produksi asam sitrat oleh Aspergillus niger 

sangat dipengaruhi oleh komposisi media fermentasi.    Konsentrasi    gula    yang    

ditambahkan    untuk mencapai tingginya produksi asam sitrat yaitu 14-22% (w/v). 

Sumber nitrogen dalam bentuk ammonium ataupun urea tidak mempengaruhi 

produksi asam sitrat.  Fe, Zn, dan Mn sangat terbatas maka konsentrasi fosfat tidak 

perlu dibatasi. Namun, Jika konsentrasi trace element tidak dapat dikendalikan 

maka kosentrasi fosfat harus rendah.  Fosfat adalah makroelemen yang sangat 
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dibutuhkan dalam proses pertumbuhan sel untuk mensistensis senyawa nukleotida 

dan senyawa fosfor lainnya. 

  Penelitian yang dilakukan oleh Akhter et al., 2022 menunjukkan bahwa 

sejumlah parameter berperan penting dalam mempengaruhi produksi asam sitrat 

dan untuk mencapai nilai optimum. Salah satu temuan utama dari penelitian 

tersebut adalah jumlah substrat yang digunakan, yang optimal pada 15 gram 

substrat, dengan penggunaan 50 ml inokulum, dan waktu fermentasi selama 72 jam. 

Kondisi ini menghasilkan produksi asam sitrat yang maksimal, mengindikasikan 

pentingnya penyesuaian jumlah substrat dan inokulum untuk mencapai hasil 

fermentasi yang efisien. 

 Menurut Roukas & Kotzekidou (2020), limbah kulit delima yang tidak 

dikeringkan terbukti sebagai substrat yang lebih efektif untuk produksi asam sitrat 

dibandingkan dengan substrat lainnya. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

konsentrasi asam sitrat tertinggi yang diperoleh mencapai 306,8 g/kg kulit kering, 

yang mengindikasikan potensi besar dalam pemanfaatan limbah ini. Selain itu, 

penambahan metanol sebagai inducer turut meningkatkan hasil produksi asam 

sitrat, sehingga dapat menjadi strategi yang efektif dalam optimasi proses 

fermentasi. Lebih lanjut, penelitian ini menekankan bahwa penggunaan limbah 

pengolahan makanan, seperti kulit delima, merupakan pendekatan yang hemat 

biaya dan ramah lingkungan. Pendekatan ini tidak hanya berkontribusi pada upaya 

valorisasi limbah, tetapi juga membantu mengurangi biaya produksi dalam industri 

asam sitrat. Fermentasi dilakukan menggunakan Aspergillus niger dengan waktu 

inkubasi selama 8 hari, yang menghasilkan efisiensi tinggi dalam proses produksi. 
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  Menurut Astrinia (2022) dengan penelitiannya yang berjudul “Produksi 

Asam Sitrat dari Ekstrak Buah Nanas (Ananas comosus L. Merr) sebagai 

Diversifikasi Produk Agroindustri di Kabupaten Semarang” disimpulkan bahwa 

nanas dapat digunakan sebagai bahan baku pembuatan asam sitrat dengan metode 

submerged fermentation oleh Aspergillus niger. Asam sitrat yang dihasilkan 

dipengaruhi oleh lamanya waktu fermentasi dan penambahan nutrien. Semakin 

lama waktu fermentasi. Penambahan nutrient yang berlebih dapat menurunkan 

produksi asam sitrat. 

  Penelitian yang dilakukan oleh Kalyani et al. (2017) menunjukkan bahwa 

resin penukar anion Amberlite IRA-402 efektif digunakan dalam pemisahan dan 

pemurnian asam sitrat dari larutan hasil fermentasi. Proses pemurnian dilakukan 

dengan metode kromatografi penukar ion, di mana pH optimal berada pada kisaran 

5-6 dan elusi paling efektif dicapai dengan menggunakan larutan NaCl. Hasil 

penelitian ini menunjukkan bahwa penggunaan resin penukar ion dapat 

meningkatkan efisiensi proses pemurnian asam sitrat dan berpotensi untuk 

diaplikasikan dalam skala industri. 

  Penelitian yang dilakukan oleh Odu et al., 2020  yang berjudul “Optimasi 

Produksi Asam Sitrat oleh Aspergillus Niger dan Candida Tropicalis dengan 

Fermentasi Padat menggunakan Substrat Kulit Pisang” didapatkan dalam 

penelitiannya mengidentifikasi variabel-variabel kunci seperti pH, glukosa, seng, 

amonium klorida, dan metanol yang secara signifikan mempengaruhi hasil produksi 

asam sitrat. Kondisi optimal menghasilkan hasil maksimum 97,6 g/L untuk 

Aspergillus niger dan 113,6 g/L untuk Candida tropicalis, yang menunjukkan 
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potensi limbah pertanian untuk produksi asam sitrat yang hemat biaya dan 

menyoroti pentingnya mengoptimalkan kondisi fermentasi. 

1.6 Hipotesis Penelitian 

  Berdasarkan kerangka pemikiran diatas, diduga akan didapatkan bahwa o 

fermentasi asam sitrat dengan konsentrasi substrat, waktu inkubasi dan konsentrasi 

inoculum yang optimal untuk menghasilkan asam sitrat dengan menggunakan 

design expert metode Response Surface Method (RSM) dengan rancangan Box 

Behnken Design (BBD). 

1.7 Tempat dan Waktu Penelitian 

  Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan November 2024 sampai dengan 

selesai, bertempat di Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN) Cisitu-Bandung, 

Jalan Sangkuriang, Dago, Kecamatan Coblong, Kota Bandung, Jawa Barat dan 

Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN) Cibinong-Bogor, Jalan Raya Bogor 

No.970, Nanggewer Mekar, kec. Cibinong, Kabupaten Bogor, Jawa Barat
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