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ABSTRACT

Bacillus cereus is known to have the ability to adhere and form biofilms on the surface of stainless 
steel that causes problems in the food industries. Bacterial biofilms generally can increase resistance 
to sanitizer treatment. This study aimed to evaluate the ability of peracetic acid-based commercial 
sanitizer to inactivate B. cereus biofilm on stainless steel (SS) surfaces. Biofilm of B. cereus ATCC 10876 
was developed on SS surfaces and treated with 7 commercial peracetic acid-based sanitizers at their 
recommended dosages. Two sanitizers, i.e. B (peracetic acid and QAC) and F (peracetic acid and acidified 
water) showing the ability to inactivate B. cereus on solid media at concentration of 200, 400, and 800 
ppm were further tested on biofilms with contact times of 1, 3, and 5 minutes. The 48 hours biofilms 
B. cereus contained 2.78-3.78 CFU/cm2. Both sanitizers B and F had significant effects in inactivating 
B. cereus biofilm. In general, sanitizer B could reduce more biofilm bacteria at any contact time than 
sanitizer F. Use of 200 ppm of sanitizer B or F 5 minutes could inactivate 3.04 log CFU/cm2 and 2.68 log 
CFU/cm2 biofilm, respectively. Exposure of B. cereus biofilm to peracetic acid-based sanitizer resulted 
in the damage of the extracellular matrix of the biofilms. This study showed that commercial sanitizers 
containing peracetic acid and quaternary ammonium compounds were effective in inactivating B. cereus 
biofilms.

Keywords: Bacillus cereus, biofilm formation, peracetic acid, stainless steel surface, quaternary 
                     ammonium compound

ABSTRAK

Bacillus cereus diketahui memiliki kemampuan menempel dan membentuk biofilm pada permukaan 
stainless steel sehingga berpotensi menyebabkan masalah pada industri pangan. Biofilm bakteri dapat 
meningkatkan resistensi terhadap perlakuan sanitizer. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi 
kemampuan sanitizer komersial berbasis asam perasetat untuk menginaktivasi biofilm B. cereus pada 
permukaan stainless steel (SS).  Biofilm B. cereus ATCC 10876 dibentuk pada permukaan SS dan diberi 
perlakuan dengan 7 sanitizer berbasis asam perasetat komersial pada dosis yang direkomendasikan. 
Dua sanitizer yaitu B (asam perasetat dan QAC) dan F (asam perasetat dan air yang diasamkan) yang 
menunjukkan kemampuan inaktivasi pada media padat pada konsentrasi 200, 400, dan 800 ppm diuji 
lebih lanjut pada biofilm dengan waktu kontak 1, 3, dan 5 menit. Biofilm B. cereus berusia 48 jam 2.78-
3.78 CFU/cm2. Sanitizer B dan F memiliki efek signifikan dalam menginaktivasi biofilm B. cereus. Secara 
umum, sanitizer B dapat mereduksi lebih banyak bakteri biofilm pada setiap waktu kontak dibandingkan 
sanitizer F. Penggunaan 200 ppm sanitizer B dan F selama 5 menit dapat menginaktivasi biofilm sebesar 
3.04 log CFU/cm2 dan 2.68 log CFU/cm2. Pemaparan sanitizer menyebabkan kerusakan pada matriks 
ekstraselular biofilm. Penelitian ini menunjukkan bahwa sanitizer komersial yang mengandung asam 
perasetat dan senyawa ammonia kuaterner efektif dalam menginaktivasi biofilm B. cereus.

Kata kunci: asam perasetat, Bacillus cereus, pembentukan biofilm, permukaan stainless steel, senyawa 
                     ammonia kuaterner



Edisi Januari 2022  9

PENDAHULUAN

B. cereus merupakan bakteri Gram positif dan 
pembentuk spora yang banyak tersebar di alam sehingga 
memiliki kecenderungan tinggi untuk mengontaminasi 
bahan pangan. B. cereus umumnya mengontaminasi produk 
susu dan turunannya, sehingga menyebabkan dampak 
negatif berupa penurunan kualitas organoleptik (Kumari dan 
Sarkar 2016). Selain itu, B. cereus juga diketahui tumbuh 
pada substrat dengan kandungan glukosa tinggi seperti nasi 
(Chang et al. 2011), serta produk kering seperti rempah-
rempah (Fogele et al. 2017).

B. cereus memiliki kemampuan melekat yang sangat 
kuat pada berbagai jenis permukaan, termasuk permukaan 
stainless steel.  B. cereus yang melekat dapat membentuk 
biofilm pada permukaan stainless steel dan menyebabkan 
masalah pada industri pangan (Peng et al. 2002). Biofilm 
adalah agregat mikroba yang membentuk suatu matriks yang 
disebut dengan extracellular polymeric substances (EPS). 
B. subtilis dan B. cereus dilaporkan mampu bersporulasi 
pada kondisi kompleks seperti biofilm (Branda et al.  2001; 
Wijman et al. 2007). Kemampuan tersebut cenderung 
meningkatkan ketahanan panas dan masa dorman spora B. 
cereus (Voort dan Abee 2012). Pada industri pengolahan 
susu, misalnya, spora B. cereus dapat bergerminasi ketika 
dikenai suhu tinggi dan menyebabkan terbentuknya biofilm 
pada permukaan SS. Biofilm B. cereus dapat berkembang 
pada sistem penyimpanan dan perpipaan yang terisi sebagian, 
karena biofilm B. cereus cenderung ditemukan lebih tebal 
dan tinggi pada air-liquid interface jika dibandingkan pada 
submerged system (Wijman et al. 2007). Setelah biofilm 
terbentuk, endospora dan sel vegetatif akan terperangkap 
dalam struktur biofilm dan menjadikannya resisten terhadap 
senyawa sanitizer (Ryu dan Beuchat 2005).

Beberapa studi mengenai inaktivasi biofilm pada 
permukaan telah dilaporkan, misalnya pada biofilm 
Bacillus cereus, Salmonella enterica Thypimurium, Listeria 
monocytogenes, dan Escherichia coli dengan klorin, klorin 
dioksida, asam perasetat, acidified sodium chloride, dan 
senyawa ammonia kuaterner (Ryu dan Beuchat 2005; 
Lee et al. 2017; Visvalingam dan Holley 2018). Menurut 
Chino et al. (2017), asam perasetat merupakan disinfektan 
yang efektif dalam menginaktivasi biofilm Staphylococcus 
aureus dan Pseudomonas aeruginosa. Mekanisme kerja 
asam perasetat belum banyak diketahui, akan tetapi diyakini 
memiliki fungsi serupa dengan oksidator lain yang mampu 
mendenaturasi protein, mengganggu permeabilitas dinding 
sel, dan mengoksidasi ikatan sufihidril dan belerang dalam 
protein (CDC 2016). Sementara itu, senyawa ammonia 
kuaterner (quat) sering diaplikasikan karena tidak korosif 
dan memiliki kestabilan yang baik di dalam larutan. 
Senyawa ammonia kuaterner juga memiliki efektivitas 
dalam menurunkan biofilm B. cereus (Kim et al. 2019).

Penggunaan kombinasi metode maupun senyawa 
dalam proses sanitasi telah banyak diterapkan oleh industri 
pangan. Salah satu tujuan pengkombinasian tersebut adalah 
untuk meningkatkan efektivitas dan efisiensi proses sanitasi. 
Bang et al. (2017) dan Huang et al. (2019) menunjukkan 
bahwa penggunaan kombinasi metode sanitasi dalam 

menginaktivasi biofilm terbukti memberikan efek yang 
sinergis dan mampu mereduksi lebih banyak biofilm. Tujuan 
dari penelitian ini adalah untuk mengetahui efektivitas 
sanitizer komersial yang mengandung asam perasetat dalam 
menginaktivasi biofilm B. cereus berdasarkan konsentrasi 
penggunaan dan waktu kontak paparan.

MATERI DAN METODE

Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah Bacillus cereus ATCC 10876 yang diperoleh dari 
Institut Pertanian Bogor Culture Collection (IPBCC). 
Selain itu digunakan brain heart infusion (BHI) broth 
(Merck) sebagai media penyegaran, media 1/10 tryptic 
soy broth (TSB, Oxoid Ltd, UK), tryptic soy agar (TSA, 
Oxoid Ltd, UK) sebagai media pertumbuhan, letheen broth 
(Scharlau) sebagai neutralizer, serta pewarna kristal violet 
ammonium-oksalat, lugol iodin, ethanol 95%, safranin, 
dan hijau malaksit untuk analisis pewarnaan Gram dan 
spora. Sanitizer komersial yang meliputi MT Peroxy 404 
HC® (A; mengandung asam perasetat), MT Oxyquart 
405® (B; mengandung asam perasetat dan quat), Bioclean 
510® (C; mengandung asam perasetat, quat, air alkali dan 
hidrogen peroksida), MT Oxyquart 408® (D; mengandung 
asam peasetat, quat, dan air alkali), Bioclean 500® (E; 
mengandung asam perasetat, air alkali, dan hidrogen 
peroksida, acidified peroxyacetic acid (F; mengandung 
asam perasetat dan air elektrolit), dan alkalized peroxyacetic 
acid (G; mengandung asam perasetat, air alkali, dan NaCl).

Alat yang digunakan adalah peralatan gelas, 
mikroskop, pelat stainless steel (tipe 304, 1 x 1 cm), 
inkubator 60 oC (Thermo Scientific Heraeus, Germany), 
inkubator 35 oC (Fisher), inkubator 30 oC (Fisher Scientific 
Isotemp), vortex (Genie 2 Scientific Industries), shaker 
(InnovaTM 2300, New Brunswick Scientific, New Jersey, 
USA), waterbath shaker (Polyscience), autoclave (ALP 
co.Ltd, Tokyo, Japan),  timbangan analitik (Sartorius), dan 
refrigerator (Electrolux).

Penelitian ini terbagi menjadi 2 tahap. Tahap 
pertama adalah untuk memperoleh informasi mengenai 
sanitizer komersial berbasiskan asam perasetat yang 
mampu membunuh B. cereus pada konsentrasi yang 
direkomendasikan oleh produsen. Tahap kedua adalah 
mengevaluasi efektivitas sanitizer komersial terpilih 
terhadap biofilm B. cereus. 

Skrining Sanitizer Komersial  yang Mampu Membunuh 
B. cereus

Preparasi dan konfirmasi bakteri uji.   Bakteri uji 
disegarkan pada media BHIB selama 24 jam di 37 oC lalu 
digoreskan pada media agar miring TSA selama 24 jam 
di 37 oC. Stok kerja disegarkan setiap minggu. Stok kerja 
disegarkan setiap minggu. Konfirmasi B. cereus dilakukan 
dengan metode pewarnaan Gram dan pewarnaan spora. 
Pewarnaan Gram dilakukan berdasarkan metode Becerra et 
al. (2016). Pewarnaan spora dilakukan berdasarkan metode 
pewarnaan Schaeffer Fulton (Oktari et al. 2017). 

Preparasi sanitizer.  Larutan stok sanitizer komersial dibuat 
pada konsentrasi 1% dengan dilarutkan pada akuades. 
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Larutan stok selanjutnya dibuat dengan konsentrasi 200, 
400 dan 800 ppm berdasarkan rekomendasi perusahaan 
sebagai stok kerja.

Uji kualitatif penghambatan sanitizer terhadap B. 
cereus.  Kultur B. cereus ATCC 10876 berumur 24 jam 
(0.1 mL) diinokulasikan ke dalam media TSB (1 mL) 
sehingga jumlah awal B. cereus berkisar pada 8 log CFU/
mL. Sebanyak 1 mL sanitizer komersial ditambahkan 
sehingga diperoleh konsentrasi akhir sanitizer 200, 400, dan 
800 ppm. Suspensi diinkubasi pada suhu 37 oC selama 24 
jam, 125 rpm. Setelah inkubasi, suspensi pada tabung yang 
tidak menunjukkan kekeruhan digores pada media padat 
TSA untuk melihat apakah B. cereus mampu membentuk 
koloni. Cawan diinkubasi pada suhu 37 oC selama 24 jam. 
Ada atau tidaknya kekeruhan pada TSB atau koloni pada 
TSA dinyatakan sebagai + + + + + (ada pertumbuhan) atau 
- - - - - (tidak ada pertumbuhan).

Pengaruh Sanitizer Komersial Asam Perasetat terhadap 
Biofilm B. cereus

Pembentukan biofilm.  Pembentukan biofilm pada 
permukaan pelat stainless steel (SS) mengacu pada Sinaga 
et al. (2016). Pelat SS steril diinkubasi dalam media 1/10 
TSB yang juga diinokulasikan dengan B. cereus sedemikian 
rupa sehingga konsentrasi awalnya berkisar pada 5 log 
CFU/mL. Media berisi B. cereus dan pelat SS diinkubasi 
pada suhu kamar (28 oC) dengan agitasi 70 rpm, selama 
48 jam. Densitas biofilm dihitung setelah membilas pelat 
SS dengan buffer KH2PO4 dan dilakukan swab dengan 
cotton swab kalsium alginat. Cotton swab dimasukkan ke 
dalam tabung reaksi yang berisi larutan fisiologis (9 mL) 
dan Na-heksametafosfat 0.1% (1 mL). Setelah itu, suspensi 
diencerkan berseri dan dilakukan pemupukan pada cawan 
berisi media TSA. Cawan diinkubasi pada suhu 37 oC 
selama 48 jam dan densitas biofilm dinyatakan sebagai 
log CFU/cm2 (Dewanti dan Wong 1995). Densitas biofilm 
dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

Keterangan:
N  = total densitas biofilm
C  = jumlah seluruh koloni yang dihitung
n1 = jumlah cawan pada pengenceran pertama
n2  =  jumlah cawan pada pengenceran kedua
d  = pengenceran pertama/terkecil

Pemaparan sanitizer komersial terhadap biofilm B. 
cereus.  Sanitizer komersial yang dalam tahap skrining 
secara kualitatif menunjukkan kemampuan inaktivasi 
terhadap bakteri B. cereus diuji lebih lanjut dengan tiga 
konsentrasi dan tiga waktu kontak (Ryu dan Beuchat 2005). 
Pelat yang telah mengandung biofilm dari tahap sebelumnya 
dipindahkan dan direndam dalam larutan sanitizer B atau F 
pada konsentrasi 200, 400, dan 800 ppm selama 1, 3, dan 5 
menit. Pelat direndam dalam 10 mL letheen broth selama 2 
menit untuk menetralkan aksi penghambatan dari sanitizer 
yang tersisa dan dibilas dengan 1 mL larutan fisiologis 

KH2PO4, lalu dilakukan swab dengan cotton swab. Jumlah 
biofilm B. cereus pasca perlakuan sanitizer dihitung seperti 
di atas. Pengaruh sanitizer dalam menginaktivasi sel biofilm 
dinyatakan sebagai reduksi densitas biofilm dalam log CFU/ 
cm2, yang dihitung dengan mengurangi jumlah sel biofilm 
sebelum dengan jumlah setelah pemaparan dengan sanitizer

Scanning electron microscope (SEM).  Pelat SS sebelum 
dan sesudah pemaparan sanitizer disiapkan untuk dianalisis 
struktur mikroskopinya. Pelat SS dibersihkan dengan 
merendam dalam larutan caccodylate buffer selama 2 jam 
(4 oC), kemudian direndam dalam larutan glutaraldehyde 
2.5% selama 2 hari. Pelat SS difiksasi menggunakan 
tannic acid 2% selama beberapa hari dan dibilas dengan 
caccodylate buffer sebanyak 4 kali masing-masing 5 menit. 
Setelah dibilas menggunakan buffer, pelat SS didehidrasi 
menggunakan grade etanol (50%, 70%, 85%, dan 95%) pada 
suhu ruang, dilanjutkan dengan dehidrasi menggunakan 
etanol absolut sebanyak 2 kali selama 10 menit. Pelat SS 
dikeringbekukan menggunakan freezed drier kemudian 
direkatkan pada specimens’stub dan dilapisi dengan Au 
menggunakan alat ion coater. Pengujian SEM dilakukan 
dengan perbesaran 1500-2000x.

Analisis Data
Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap 

(RAL) dengan 3 faktor, yaitu paparan sanitizer, konsentrasi 
sanitizer (200, 400, dan 800 ppm), dan waktu kontak paparan 
(1, 3, dan 5 menit). Perlakuan dilakukan sebanyak dua kali 
ulangan. Data ditampilkan sebagai hasil rata-rata deviasi 
yang diolah menggunakan Microsoft Excel dan pengolahan 
statistika dilakukan menggunakan software IBM SPSS 25.0 
dengan analisis ANOVA pada tingkat signifikansi α=0.05. 
Hasil analisis digunakan untuk membandingkan signifikansi 
di antara data yang diperoleh.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Morfologi Kultur Bacillus cereus ATCC 
10876

Bacillus cereus ATCC 10876 yang digunakan dalam 
penelitian ini terlebih dahulu dikonfirmasi kemurniannya. 
Konfirmasi ini bertujuan untuk memastikan bahwa 
kultur yang akan digunakan tidak terkontaminasi oleh 
mikroorganisme lain. Uji konfirmasi yang dilakukan antara 
lain uji pewarnaan Gram dan pewarnaan spora. Hasil uji 
pewarnaan Gram, menunjukkan bahwa B. cereus ATCC 
10876 merupakan Gram positif, berbentuk batang dan 
berantai (Gambar 1a). Pada uji pewarnaan spora sel tampak 
memiliki spora di tengah dengan warna hijau, dengan 
bentuk spora oval (ellipsoidal) dan tidak menggembung 
(Gambar 1b).

Kemampuan Sanitizer Komersial dalam Menghambat 
dan Menginaktivasi B. cereus

Screening dilakukan untuk memilih sanitizer 
yang akan digunakan pada analisis biofilm. Kemampuan 
menghambat sanitizer komersial terhadap B. cereus diamati 
setelah inkubasi 24 jam, 37 oC, 125 rpm. Tabung uji yang 
tidak keruh menunjukkan tidak adanya pertumbuhan koloni 
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Gambar 1. a) Morfologi B. cereus ATCC 10876 pada 
perbesaran 1000x setelah pewarnaan Gram, b) morfologi 
B. cereus ATCC 10876 pada perbesaran 1000x setelah 
pewarnaan spora.

B. cereus yang mengindikasikan kemampuan sanitizer 
dalam menghambat bakteri tersebut. Ketujuh sanitizer 
menunjukkan tidak kekeruhan pada tabung uji, sehingga 
semua sanitizer diskrining lebih lanjut pada media TSA 
untuk melihat kemampuan inaktivasinya terhadap B. cereus. 

Tabel 1 menunjukkan kemampuan recovery B. 
cereus pada media TSA setelah sebelumnya mengalami 
penghambatan dalam tabung berisi sanitizer komersial. 
Hasil inkubasi menunjukkan bahwa sanitizer A, C, D, E, 
dan G mampu menginaktivasi pada konsentrasi 400 dan 
800 ppm, tetapi pada kosentrasi 200 ppm masih ditemukan 
koloni bakteri pada cawan. Dua sanitizer yang menunjukkan 
efektivitas dalam inaktivasi bakteri B. cereus pada semua 
konsentrasi adalah sanitizer B dan F.

Tabel 1. Koloni B. cereus dari tabung tanpa pertumbuhan pada 
              media TSA setelah inkubasi 24 jam pada suhu 37 oC

No Kode

Densitas koloni yang tumbuh pada agar 
cawan dari tabung yang diberi perlakuan 

sanitizer (ppm)
200 400 800

1 A + + + + + - - - - - - - - - -
2 B - - - - - - - - - - - - - - -
3 C + + + + + + + + + - - - - - -
4 D + + + + - - - - - - - - - - -
5 E + + + + - - - - - - - - - - -
6 F - - - - - - - - - - - - - - -
7 G + + + + - - - - - - - - - - -

*+ + + + += banyak pertumbuhan koloni, + + + +  - = agak ban-
yak pertumbuhan koloni - - - - - = tidak ada pertumbuhan koloni

Sel vegetatif B. cereus sensitif terhadap senyawa 
asam perasetat (Kreske et al. 2006). Asam perasetat 
pada konsentrasi rendah memiliki kemampuan dalam 
mengontrol populasi mikroorganisme dalam spektrum luas, 
termasuk bakteri anaerobik dan pembentuk spora (Bajpai 
2015). Sanitizer A yang mengandung senyawa tunggal 
asam perasetat, menunjukkan kemampuan menghambat 
pada semua titik konsentrasi, akan tetapi ketika digoreskan 
pada cawan TSA terlihat masih ada koloni yang tumbuh. 
Berdasarkan penelitian oleh Brinez et al. (2006) penggunaan 
sanitizer tunggal asam perasetat memiliki efektivitas lebih 

rendah terhadap inaktivasi bakteri dibandingkan dengan 
penggunaan sanitizer senyawa kombinasi. Sanitizer B 
terdiri dari senyawa kombinasi asam perasetat dan quat. 
Quaternary ammonium compound (QAC) atau quat 
merupakan senyawa yang memiliki aktivitas biosidal 
terhadap mikroba khususnya bakteri Gram positif (Stanga 
2010). Quat memiliki efektivitas tinggi dalam mereduksi sel 
planktonik B. cereus (Peng et al. 2002). Penelitian lain oleh 
Araujo et al. (2013) juga menyatakan bahwa senyawa quat 
maupun kombinasinya terbukti mampu menginaktivasi B. 
cereus. 

Kombinasi asam perasetat dan air elektrolit (asam) 
pada sanitizer F diduga menurunkan pH larutan. Kondisi 
ini menyebabkan banyaknya molekul asam yang tidak 
terdisosiasi sehingga dapat melakukan penetrasi pada 
membran dan masuk ke dalam sel bakteri. Kondisi pH 
sitoplasma sel yang tinggi menyebabkan molekul asam 
terdisosiasi sehingga molekul asam tidak lagi dapat melewati 
membran dan akhirnya menurunkan pH sitoplasma, yang 
seterusnya menginaktivasi sel bakteri (Mols dan Abee 
2011).

Pengaruh Konsentrasi dan Lama Perendaman Sanitizer 
Komersial B dan F terhadap Biofilm

Gambar 2 menunjukkan jumlah reduksi biofilm B. 
cereus pasca diberi paparan sanitizer B atau F selama 1, 
3 dan 5 menit. Penurunan jumlah biofilm setelah paparan 
sanitasisr B atau F dengan kontak waktu 1 menit ditampilkan 
pada Gambar 2a. Paparan sanitizer B menunjukkan reduksi 
biofilm tertinggi sebesar 58.24% pada konsentrasi 200 ppm 
dan mengalami sedikit penurunan pada konsentrasi 400 dan 
800 ppm. Sementara itu, paparan sanitizer F menunjukkan 
reduksi paling tinggi sebesar 19.36% pada konsentrasi 800 
ppm. Secara keseluruhan, penggunaan sanitizer B pada 
waktu kontak 1 menit efektif (p<0.05) dalam menurunkan 
jumlah biofilm bila dibandingkan dengan penggunaan 
sanitizer F.

Paparan sanitizer B atau F terhadap biofilm B. cereus 
juga dilakukan pada waktu kontak 3 menit (Gambar 2b). 
Paparan sanitizer B pada konsentrasi 200 ppm menunjukkan 
jumlah reduksi biofilm tertinggi yaitu 7267% bila 
dibandingkan dengan konsentrasi lainnya. Sementara itu, 
paparan sanitizer F menunjukkan jumlah reduksi tertinggi 
sebesar 49.35% pada konsentrasi 800 ppm. Penggunaan 
sanitizer B pada waktu kontak 3 menit efektif (p<0.05) 
dalam menurunkan jumlah biofilm bila dibandingkan 
dengan penggunaan sanitizer F.

Gambar 2c menampilkan jumlah reduksi biofilm 
setelah paparan sanitizer B atau F selama 5 menit. Sanitizer 
B menunjukkan jumlah reduksi biofilm paling tinggi pada 
konsentrasi 200 ppm yaitu 80.58% dari jumlah awal 3.78 
± 0.43 log CFU/cm2 bila dibandingkan dengan konsentrasi 
400 dan 800 ppm. Hal serupa juga ditunjukkan oleh sanitizer 
F dengan jumlah reduksi sebesar 82.38% dari jumlah awal 
3.25 ± 0.26 log CFU/cm2. Penggunaan konsentrasi berbeda 
pada analisis tidak menunjukkan perbedaan signifikan 
(p>0.05) terhadap jumlah reduksi biofilm.

Berdasarkan hasil pengujian yang dilakukan, 
penggunaan sanitizer B dan F pada waktu kontak 1 dan 
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Gambar 2. Inaktivasi biofilm B. cereus ATCC 10876 pada waktu (a) 1 menit, (b) 3 menit, dan (c) 5 menit

3 menit berpengaruh nyata (p<0.05) dalam mereduksi 
densitas biofilm B. cereus. Sanitizer B tersusun dari 
komponen senyawa asam perasetat dan quat. Kombinasi 
asam perasetat dan quat diduga memiliki efek sinergis 
terhadap inaktivasi biofilm. Quat merupakan surfaktan 
kationik yang banyak digunakan sebagai wetting agent, dan 
tergolong aman juga mudah diaplikasikan pada peralatan 
(Cramer 2006). Acidified peroxyacetic acid merupakan 
larutan asam perasetat yang pembuatannya dilakukan 
dengan menyesuaikan pH, baik dengan penambahan asam 
organik maupun anorganik. Studi mengenai pengaruh 
acidified peroxyacetic acid terhadap populasi bakteri 
belum banyak dilakukan. Penelitian oleh Britton et al. 
(2020) menunjukkan bahwa acidified peroxyacetic acid 
efektif dalam menurunkan populasi E. coli dan tidak 
terdapat perbedaan yang signifikan antara perlakuan asam 
perasetat yang tidak diasamkan dengan yang diasamkan. 
Mekanisme inaktivasi bakteri oleh acidified peroxyacetic 
acid belum diketahui, namun diduga terdapat sinergitas 
antara mekanisme asam perasetat dan air elektrolit (asam) 
di dalamnya. 

Peningkatan konsentrasi menunjukkan penurunan 
pada reduksi jumlah biofilm. Hal ini diduga karena hasil 
dekomposisi senyawa asam perasetat, yakni asam asetat. 
Asam asetat diketahui memiliki nilai pKa lebih rendah bila 
dibandingkan senyawa asam perasetat, sehingga jumlah 
asam yang tidak terdisosiasi menjadi lebih rendah dan tidak 
memberikan efektivitas lebih baik dalam menginaktivasi 
biofilm ketika konsentrasi ditingkatkan. Meskipun begitu, 
analisis terhadap perubahan pH maupun pKa dalam 
penerapan sanitizer masih perlu dilakukan di penelitian 
yang akan datang. 

Menurut Environmental Protection Agency (2000) 
asam perasetat dalam bentuk larutan sanitizer pada 
umumnya mengandung konsentrasi yang rendah dan segera 
terdegradasi menjadi asam asetat, oksigen, dan air sehingga 
tidak memberi risiko toksikologi. Penggunaan konsentrasi 
100-200 ppm asam perasetat direkomendasikan untuk 
peralatan yang kontak langsung dengan bahan pangan, 
sedangkan untuk peralatan pengolahan produk susu, 
konsentrasi yang direkomendasikan tidak melebihi 315 
ppm.

Analisis Morfologi Biofilm B. cereus ATCC 10876
Gambar 3 menunjukkan morfologi dari biofilm B. 

cereus sebelum (a) dan pasca perlakuan sanitizer (b) pada 
permukaan pelat SS. Keberadaan matriks ekstraselular 
tampak pada pelat SS yang belum diberi paparan sanitizer, 
meskipun sebaran dan ketebalannya tidak merata. Biofilm 
pada pelat SS sebelum terpapar sanitizer terdiri dari sel 
tunggal dan agregat kecil. Beberapa sel tidak tampak utuh 
maupun berekatan satu sama lain serta jumlahnya tidak 
berlimpah. Hal ini dapat disebabkan oleh adanya sel yang 
terbuang ketika proses pembilasan saat preparasi. Paparan 
sanitizer menyebabkan perubahan pada struktur biofilm 
yang ditandai dengan rusaknya matriks ekstraselular 
sehingga tampak sangat sedikit bahkan hampir tidak 
tersisa. Jumlah sel biofilm pasca perlakuan sanitizer juga 
lebih sedikit bila dibandingkan dengan biofilm yang belum 
dipaparkan sanitizer. 

Gambar 3. Morfologi biofilm B. cereus ATCC 10876 yang 
diinkubasi 48 jam dalam 1/10 TSB. Pengamatan pada pelat 
SS sebelum paparan sanitizer (A) dan setelah paparan 
sanitizer (B); perbesaran 2000x, bar = 10 μm.

Pengamatan dengan Scanning Electron Microscopy 
menunjukkan bahwa densitas biofilm B. cereus pada 
pelat SS relatif rendah. Hal serupa juga ditemukan pada 
penelitian Lindsay et al. (2006) dan Wijman et al. (2007), 
dimana jumlah biofilm B. cereus yang dilaporkan sangat 
rendah. Biofilm Bacillus memiliki kemampuan melekat 
yang rendah dan rentan terhadap gaya gesekan. Pengamatan 
biofilm mono spesies (B. cereus) yang dilakukan oleh 
Faille et al. (2014) menunjukkan bahwa antara satu spesies 
dengan yang lainnya memiliki kemampuan berbeda dalam 
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menghasilkan biofilm. Hal menarik yang juga ditemukan 
pada analisis biofilm antar strain Bacillus adalah semakin 
tebal biofilm justru semakin tidak kompak strukturnya. 

Paparan sanitizer tampak mengurangi dan merusak 
struktur biofilm. Pada analisis morfologi, sanitizer B yang 
mengandung asam perasetat dan quat digunakan sebagai 
agen dalam inaktivasi biofilm. Sanitizer B dalam hal 
ini menyasar baik mono kultur maupun agrerat biofilm 
pada pelat SS, ditunjukkan dengan adanya kerusakan 
struktur matriks biofilm. Hal ini membutikan bahwa 
senyawa sanitizer dalam proses pembersihan dan sanitasi 
peralatan industri pangan sangat diperlukan, karena 
mampu mengurangi densitas biofilm dan mencegah potensi 
kontaminasi selama pengolahan.

KESIMPULAN

Dari 6 sanitizer komersial berbasiskan asam perasetat 
yang diuji, sanitizer komersial yang mengandung asam 
perasetat dan quat efektif (B) paling berpotensi digunakan 
dalam menghilangkan biofilm B. cereus pada pelat SS.  
Penggunaan sanitizer B dengan waktu kontak 5 menit pada 
konsentrasi 200 ppm menghasilkan inaktivasi tertinggi 
(3 Log/cm2) terhadap biofilm B. cereus. Berdasarkan 
pengamatan melalui Scanning Electron Microscope, diduga 
bahwa paparan dengan sanitizer B yang mengandung asam 
perasetat dan quat menyebabkan kerusakan morfologi dan 
membunuh sel biofilm B. cereus.
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