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Sanitation program is intended food from being contaminated spoilage and 

pathogenic bacteria that lower food quality and affect consumers health. 

The sanitation programs for equipment in food production are designed to 

reduce the number of microorganisms. Food industries verify the fullfilment 

of sanitation programs using various methods. The analytical methods used 

include microbiological, ATP and protein analysis. The results of the 

performance of the test method showed that chromogenic media 

Enterobacteriaceae and ATP bioluminesecence were able to detect 

Escherichia coli and Klebsiella on stainless steel surface with the lowest 

concentration of 1 log CFU/100cm2. A positive correlation was shown 

between the Enterobateriaceae chromogenic media with E. coli 

contamination (R2 = 0.9963) and with Klebsiella contamination (R2 = 

0.9946). The results of the methods met the recovery and RSD requirements 

with RSD values of the artificial contaminations, Escherichia coli, 

Klebsiella and a combination of E.coli and protein respectively 4.05 %, 

4.45 % and 5.44 %. The results of recovery value of Escherichia coli and 

Klebsiella contamination were 99.64% and 99.25%. The ATP 

bioluminesecence method also showed a positive correlation with E. coli 

contamination (R2 = 0.94), Klebsiella contamination (R2 = 0.9611) and 

protein residues (R2 = 0.8831). The results of the semiquantitative protein 

method showed that the color changes of the reagent in the kit became green 

at the lowest concentration of 2 ppm and light purple at a concentration of 

4 ppm. Concluded that the chromogenic media Enterobacteriaceae, ATP 

and protein method able to detect contamination on equipment with 

fullfilment the performance evaluation. 

Keyword 
ATP bioluminescence; 
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PENDAHULUAN  

Kontaminasi dapat terjadi karena adanya 

kontak langsung permukaan peralatan dengan 

sumber kontaminasi seperti bahan baku produk, 

pekerja maupun residu produk. Residu produk 

yang terdapat pada permukaan peralatan dapat 

menyebabkan kontaminasi silang dan 

memfasilitasi pertumbuhan mikroorganisme, 

sehingga perlu dilakukan proses sanitasi yang 

optimal dengan menggunakan bahan kimia dan 

jadwal sanitasi yang mampu meminimalkan risiko 

keamanan pangan. Proses sanitasi pada peralatan 

produksi merupakan salah satu program yang 

umumnya diimplemen-tasikan dalam industri 

pangan untuk menjamin keamanan dan kualitas 

produk yang dihasilkan. Kebersihan peralatan 

produksi perlu dievaluasi untuk mengetahui 

efektivitas dari program sanitasi yang dilakukan 

(Moore dan Griffith, 2002). Metode pengujian 

untuk evaluasi kebersihan peralatan produksi 

ditentukan dengan mempertimbangkan regulasi, 

biaya, waktu analisa, teknik analisis, kebutuhan 

manajemen, dan sifat permukaan peralatan (Cruz, 

2013). Selain itu efektifitas dan kinerja dari 

metode juga merupakan bagian yang perlu 

dipertimbangkan dalam menentukan metode uji 

(Asgharian et al., 2014). 

Metode analisis yang umum digunakan di 

industri pangan adalah metode mikrobiologi 

dengan teknik pengambilan sampel dilakukan 

dengan cara swab pada luas permukaan tertentu 

(Moore dan Griffith, 2002). Umumnya target 

mikroorganisme yang digunakan untuk 

mengindikasi adanya kontaminasi 

mikroorganisme pada peralatan produksi adalah 

angka lempeng total (ALT), koliform, Escherichia 

coli, Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus, 

Enterococcus spp., Listeria spp., Salmonella, dll.  

Akan tetapi, jenis mikroorganisme yang 

mengindikasi kontaminasi tinja, kecukupan rantai 

dingin hingga sanitasi pasca pemrosesan 

menggunakan jenis koliform termotoleran yaitu 

Escherichia coli dan Klebsiella spp yang termasuk 

dalam keluarga Enterobacteriacea. Pengujian 

Entero-bacteriaceae menjadi pilihan yang 

disarankan untuk mendeteksi kontaminasi yang 

berasal dari lingkungan area proses produksi. Saat 

ini, tidak ada regulasi yang spesifik menetapkan 

batasan keberterimaan mikroorganisme pada 

sampel lingkungan oleh karenanya batasan 

keberterimaan ditentukan oleh industri tersebut 

(National dan Survey, 2006). Batasan 

keberterimaan Enterobacteriacea umumnya 

disarankan pada kisaran 10-100 CFU/100 cm2 

atau ditentukan berdasarkan data historis 

(Microbiological Specifications for et al., 2011). 

Luas area permukaan yang di swab untuk proses 

evaluasi kebersihan setidaknya adalah 100cm2 

(AOAC 2012).  

Residu produk dan kontaminan selain 

mikroorganisme merupakan sumber pertumbuhan 

mikroorganisme, sehingga keberadaannya 

menjadi fokus pada verifikasi program sanitasi 

peralatan produksi. Metode evaluasi yang umum 

digunakan yaitu metode adenosine triphosphate 

(ATP) dengan uji bioluminesensi dan metode usap 

protein secara semikuantitatif. Metode ATP dapat 

mendeteksi adanya sel hidup yang mengandung 

senyawa ATP dan kontaminasi lainnya (Labarca, 

2014). Penelitian mengenai analisis ATP pada 

permukaan peralatan telah banyak dilakukan 

diantaranya adalah penelitian pada industri 

pengolahan susu dengan batasan keberterimaan < 

100 RLU/100 cm2 (Zacharski et al., 2018), 

penelitian pada lingkungan restauran dengan batas 

keberterimaan < 100 RLU/100 cm2 untuk meja 

kantin dan 150 – 400 RLU/100 cm2 untuk 

peralatan memasak (Osimani et al., 2014) dan 

penelitian pada lingkungan kebersihan rumah 

sakit dengan batasan keberterimaan < 250 

RLU/100 cm2 (Amodio dan Dino, 2014). Hasil 

penelitian terdahulu memiliki batasan 

keberterimaan yang berbeda dan belum ada 

regulasi untuk batas keberterimaan residu atau 

cemaran senyawa ATP pada permukaan peralatan 

produksi. Umumnya industri pangan menetapkan 

batas keberterimaan berdasarkan data historis.  

Metode uji protein untuk mendeteksi sisa 

residu protein pada permukaan peralatan 

merupakan residu yang sulit dibersihkan sehingga 

dapat mencemari permukaan peralatan produksi 

dan menjadi sumber untuk pertumbuhan mikroba. 

Selain itu, deteksi protein dapat mengindikasi 

kemungkinan pertumbuhan mikroorganisme 

seperti biofilm (Moore dan Griffith, 2002). 

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi 

kinerja metode analisis mikrobiologi dengan 

media kromogenik Enterobacteriaceae, ATP 

dengan bioluminesence assay dan protein dengan 

metode semikuantitatif berdasarkan nilai 

sensitifitas dan korelasinya terhadap parameter 

yang diuji. Parameter yang diuji adalah untuk 

melakukan evaluasi kinerja metode verifikasi 

yaitu dengan analisis mikrobiologi, analisis ATP 

dan analisis protein semikuantitatif.  
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 METODE 

Bahan dan Alat  

Bahan utama yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah media Petrifilm 

Enterobacteriaceaee count plate (3M), Clean-

trace ATP surface test (3M) dan Clean-trace 

surface protein allergen test swab (3M) dan 

nutrient agar (Merck). Bakteri cemaran yang 

digunakan adalah Klebsiella sp. klinis yang 

diperoleh dari Lab Universitas Indonesia dan non-

pathogenic Escherichia coli (ATCC 25922), 

residu protein dari krimer (Rich’s), pelarut yang 

digunakan buffered peptone water (3M) dan 

akuades. 

Alat utama yang digunakan adalah stainless 

steel (Grade 314) ukuran 10 x 10 cm, Petrifilm 

spreader (3M), Clean-trace Luminometer (3M), 

biosafety cabinet (Esco), autoklaf (Tomy), hot 

plate stirrer (Thermo Fisher Scientific) dan 

inkubator (Memmert). Alat pendukung lainnya 

adalah jarum ose, pipet tips dan mikropipet 20 - 

200µl (Thermo scientific), pipet tips dan 

mikropipet 100 - 1000 µl (Thermo scientific), 

cawan petri disposable dan cotton swab steril. 

Metode Pengujian  

Persiapan Perangkat Penelitian 

Persiapan permukaan stainless steel  

Permukaan uji yang digunakan adalah 

stainless steel (grade 314) dengan ukuran 10x10 

cm. Stainless steel dicuci bersih kemudian 

disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121 
oC selama 15 menit (Swenson et al., 2018).  

Persiapan cemaran Enterobacteriaceae dan 

residu protein  

Cemaran Enterobacteriaceae menggunakan 

bakteri Escherichia coli dan Klebsiella. Masing-

masing cemaran ditumbuhkan di nutrient agar 

pada suhu 37±1 oC selama 18 jam kemudian 

diambil 1 loop dan ditransfer secara aseptis pada 

tabung reaksi berisi 9 ml buffered pepton water 

dan diinkubasi kembali pada suhu 37±1 oC selama 

18 jam. Suspensi kemudian diencerkan 

sedemikian sehingga diperoleh mikroba sebanyak 

101, 102, 103, 104, dan 105 CFU/100 µl. Residu 

protein disiapkan dengan menggunakan krimer 

dengan kandungan protein sebesar 2 %. Krimer 

dilarutkan dalam akuades dan diencerkan 

sedemikian sehingga diperoleh konsentrasi 

protein sebanyak 2 mg, 4 mg, 6 mg dan 8 mg 

(Moore dan Griffith, 2002). 

 
Tabel 1 Kombinasi perlakuan kontaminasi artifisial 

Kode Perlakuan Perlakuan 

P2 Residu protein 2 ppm 

P4 Residu protein 4 ppm 

P6 Residu protein 6 ppm 

P8 Residu protein 8 ppm 

E1 Cemaran E. coli 101 

E2 Cemaran E. coli 102 

E3 Cemaran E. coli 103 

E4 Cemaran E. coli 104 

E5 Cemaran E. coli 105 

K1 Cemaran Klebsiela 101 

K2 Cemaran Klebsiela 102 

K3 Cemaran Klebsiela 103 

K4 Cemaran Klebsiela 104 

K5 Cemaran Klebsiela 105 

P2E2 Residu protein 2 ppm dan cemaran E.coli 102 

P2E5 Residu protein 2 ppm dan cemaran E.coli 105 

P8E2 Residu protein 8 ppm dan cemaran E.coli 102 

P8E5 Residu protein 8 ppm dan cemaran E.coli 105 
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Persiapan kontaminasi artifisial dan 

pengambilan sampel 

Permukaan stainless steel steril 

dikontaminasi secara artifisial dengan cemaran 

Enterobacteriaceae dan atau residu protein 

sebanyak 100 µl dan didiamkan selama 1 jam. 

Sampel swab diambil dengan menggunakan 

perangkat swab pada setiap metode. Teknik 

pengambilan sampel yang digunakan adalah 

metode usap (swab) basah dengan teknik zigzag 

secara horizontal kemudian vertikal dari satu sisi 

ke sisi lain (AOAC 2012). kombinasi perlakuan 

kontaminasi artifisial pada penelitian ini dapat 

dilihat pada Tabel 1. 

Evaluasi Kinerja Metode Media Kromogenik 

Enterobacteriaceae 

Sampel swab diambil menggunakan cotton 

swab steril kemudian dilarutkan kedalam larutan 

BPW 10 ml dan dihomogenkan. Sampel swab 

ditransfer sebanyak 1 ml pada lapisan film media 

kromogenik Enterobacteriaceae dan diratakan 

menggunakan spreader hingga membentuk gel. 

Proses inkubasi pada suhu 37 oC selama 24 ± 2 

jam. Interpretasi hasil pengujian ditunjukkan 

dengan koloni berwarna merah hingga keunguan 

pada lapisan media (Silbernagel dan Lindberg, 

2003). 

Evaluasi kinerja metode media kromogenik 

EB adalah sensitifitas dan korelasi terhadap 

parameter yang diuji. Sensitifitas ditinjau 

berdasarkan kemampuan metode untuk 

mendeteksi sampel lingkungan terhadap batas 

minimum keberterimaan. Batasan keberterimaan 

untuk metode mikrobiologi dengan target 

Enterobacteriaceae adalah 10 - 100 CFU/100 cm2 

(Microbiological Specifications for et al., 2011). 

Korelasi ditinjau berdasarkan ada atau tidaknya 

hubungan linier antar variabel yang terdapat pada 

penelitian (Gogtay dan Thatte, 2017). Data yang 

diperoleh dari hasil penelitian dianalisis 

menggunakan Microsoft Excel 2010. Metode 

mikrobiologi juga dievaluasi berdasarkan 

pendekatan nilai recovery dan relative standard 

deviation (RSD). Nilai recovery pada penelitian 

ini dilakukan sebanyak 2 ulangan pada setiap 

perlakuan kontaminasi artifisial. Nilai recovery 

merupakan persen perolehan kembali sejumlah 

inokulum yang diinokulasi pada media tertentu 

dengan batas keberterimaan adalah 80 - 120 % 

(Standard, 2017). Rumus menghitung Nilai 

recovery adalah sebagai berikut: 

 

% 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 =
𝑅𝑎𝑡𝑎 − 𝑟𝑎𝑡𝑎 𝑙𝑜𝑔

log 𝑠𝑝𝑖𝑘𝑒
 𝑥 100% 

Perhitungan nilai Relative standard 

deviation (RSD) dihitung menggunakan jumlah 

sampel yang lebih banyak yaitu total 44 sampel 

perlakuan kontamiansi artifisial. RSD merupakan 

nilai yang diukur dalam pengukuran repitabilitas 

dengan nilai tidak lebih dari 0,1. Pengukuran 

tersebut untuk melihat kedekatan nilai hasil 

pengujian dengan cara replikasi atau penggandaan 

sampel secara homogen (AOAC 2012). Rumus 

menghitung nilai RSD adalah sebagai berikut: 

 

 
 

Keterangan:  = perbedaan 

relatif antara hasil logaritma duplikat, dan p = nilai 

penetapan duplikat. 

Evaluasi Kinerja Metode ATP Bioluminesence 

Pengambilan sampel swab dengan perangkat 

swab ATP berbahan dasar dacron, perangkat yang 

telah di swab kemudian diaktifasi dengan cara 

ditekan bagian atas sehingga dacron bereaksi 

dengan cairan luciferin/luciferase, kemudian di 

homogenkan selama 3 - 5 detik dan dilakukan 

pembacaan pada ATP reader. Jumlah senyawa 

ATP akan muncul pada layar ATP reader dalam 

satuan relative light unit (RLU) (Tested, 2019). 

Evaluasi metode ATP bioluminescence 

ditinjau berdasarkan sensitifitas dan korelasi 

terhadap parameter yang diuji. Sensitifitas ditinjau 

berdasarkan kemampuan metode untuk 

mendeteksi sampel lingkungan terhadap batas 

minimum keberterimaan. Batasan keberterimaan 

untuk metode ATP adalah <250 RLU/100 cm2 

(Azizkhan, 2014). Sedangkan nilai korelasi akan 

menunjukkan hubungan positif atau negatif yang 

dinyatakan dalam besarnya koefisien korelasi. 

Korelasi positif yaitu bila nilai suatu variabel 

ditingkatkan maka variabel lain juga akan 

meningkat (Gogtay dan Thatte, 2017). Selain itu, 

metode ATP bioluminescence juga dievaluasi 

berdasarkan pendekatan nilai relative standard 

deviation (RSD) dengan nilai tidak lebih dari 0,1 

(AOAC 2012). 
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Evaluasi Kinerja Metode Semi-kuantitatif 

Protein 

Pengujian sampel swab dengan metode semi-

kuantitatif protein menggunakan perangkat 

protein swab, perangkat yang di swab kemudian 

diaktifasi dengan cara ditekan bagian atas 

sehingga dacron bereaksi dengan larutan pada 

perangkat, kemudian dipanaskan pada suhu 55 oC 

selama 15 menit. Indikator hasil yang ditunjukan 

adalah perubahan warna dengan adanya reaksi 

biuret, warna hijau berarti bersih, abu-abu terdapat 

kontaminasi dan warna ungu mengartikan 

kontaminasi yang sangat tinggi (Courtney, 2016). 

Hasil pengujian metode ATP ditinjau berdasarkan 

sensitifitas dan korelasi terhadap parameter yang 

diuji. Sensitifitas ditinjau berdasarkan 

kemampuan metode untuk mendeteksi sampel 

lingkungan tersebut terhadap batas minimum 

keberterimaan. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Kinerja Metode Media Kromogenik 

Enterobacteriaceae 

Analisis mikrobiologi merupakan salah satu 

metode yang digunakan di industri pangan untuk 

melakukan pengujian terhadap sampel usap untuk 

verifikasi sanitasi permukaan peralatan produksi. 

Metode dengan media kromogenik 

Enterobacteriaceae merupakan metode alternatif 

untuk analisis mikrobiologi dengan target Entero-

bacteriaceae, cemaran E.coli dan Klebsiella 

merupakan keluarga Enterobacteriaceae sebagai 

target mikroorganisme pada proses sanitasi. Hasil 

pengujian permukaan SS yang dikontaminasi 

secara artifisial dengan konsentrasi cemaran 

Enterobacteriaceae terendah sebesar 1 log 

CFU/100 cm2 dengan cemaran E.coli (E1) 

memiliki rata-rata hasil sebesar 1,83±0,10 log 

CFU/100 cm2 dan cemaran Klebsiella (K1) 

sebesar 1,63±0,07 log CFU/100 cm2 (Tabel 2).  

Hasil ini menunjukkan bahwa metode 

dengan media kromogenik Enterobacteriaceae 

dapat mendeteksi Enterobacteriaceae dibawah 

batas keberterimaan, yaitu pada konsentrasi < 2 

log CFU/100 cm2 yang ditetapkan untuk deteksi 

Enterobacteriaceae dengan analisis mikrobiologi. 

Analisis pada konsentrasi cemaran E.coli (E) 

sebesar 2 - 5 log CFU/100 cm2 menghasilkan rata-

rata 2,43 – 5,21 log CFU/100 cm2, sedangkan 

cemaran Klebsiella (K) sebesar 2 - 5 log CFU/100 

cm2 memberikan hasil 2,53 – 5,30 log CFU/100 

cm2. Data tersebut menunjukkan bahwa semakin 

tinggi cemaran maka hasil analisis memberikan 

hasil yang tinggi pula. Berdasarkan ICMSF 

(2011), batas keberterimaan cemaran 

Enterobacteriaceae pada permukaan peralatan 

adalah ≤ 100 CFU/100 cm2 atau ≤ 2 log CFU/100 

cm2. 

 

Tabel 1 Nilai rata-rata dan RSD metode mikrobiologi 

Kode perlakuan 

Media Kromogenik Enterobacteriaceae 
RSD (%) 

Media VRBA 
Rata-rata  

Log CFU/100cm2 
RSD (%) 

E1 1,83±0,10 4,05 4,30 

E2 2,43±0,21   

E3 3,36±0,25   

E4 4,18±0,39   

E5 5,21±0,26   

K1 1,63±0,07 4,45 6,54 

K2 2,53±0,07   

K3 3,60±0,23   

K4 4,21±0,12   

K5 5,30±0,09   

P2E2 2,46±0,19 5,44 4,85 

P8E2 3,04±1,71   

P2E4 4,78±0,70   

P8E4 4,64±0,81   
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Analisis pada kombinasi perlakuan residu 

protein konsentrasi rendah dengan cemaran E.coli 

konsentrasi tinggi (P2E4) menunjukkan rata-rata 

hasil sebesar 4,78±0,70 log CFU/100 cm2, 

sedangkan pada perlakuan P8E4 menunjukkan 

rata-rata hasil sebesar 4,64±0,81 log CFU/100 cm2 

(Tabel 2). Hasil pengujian pada P8E2 

menunjukkan rata-rata hasil sebesar 3,04±1,71 log 

CFU/100 cm2 yakni lebih tinggi dari konsentrasi 

E.coli yang diinokulasi secara artifisial pada 

permukaan yang diuji. Kombinasi perlakuan P2E2 

menunjukkan nilai cemaran Enterobacteriaceae 

memiliki nilai rata-rata 2,46±0,19 log CFU/100 

cm2 setara dengan kontaminan yang diinokulasi. 

Hal tersebut dapat dipengaruhi oleh kompleksitas 

kontaminan pada permukaan yang diusap 

berpengaruh tehadap efisiensi pelepasan bakteri 

pada kapas usap ke larutan pengencer dan teknik 

pengambilan sampel yang dilakukan.  

 
Gambar 1 Korelasi jumlah koloni pada media 

kromogenik Enterobacteriaceae dengan cemaran 

E.coli 

Hasil analisis media kromogenik 

Enterobacteriaceae menunjukkan nilai 

berkorelasi positif yaitu cemaran E.coli (R2 = 

0,9963) (Gambar 1), cemaran Klebsiella (R2 = 

0,9946) (Gambar 2). Nilai korelasi tersebut 

menunjukkan adanya hubungan yang linier antara 

variabel jumlah cemaran Enterobacteriaceae yang 

dikontaminasi secara artifisial dengan jumlah 

koloni yang diperoleh dengan hasil analisis media 

kromogenik Enterobacteriaceae. Kombinasi 

perlakuan antara residu protein dengan cemaran 

E.coli menunjukkan nilai berkorelasi positif (R2 = 

0,9748). Nilai korelasi tersebut lebih kecil 

dibandingkan dengan korelasi dengan cemaran 

Enterobacteriaceae, akan tetapi masih dikatakan 

memiliki hubungan yang linier. Semakin tinggi 

konsentrasi cemaran Enterobacteriaceae yang 

diinokulasi maka akan semakin tinggi pula hasil 

analisa yang diperoleh pada media kromogenik 

Enterobacteriaceae (Tabel 2).  

 
Gambar 2 Korelasi jumlah koloni pada media 

kromogenik Enterobacteriaceae dengan cemaran 

Klebsiella 

Nilai RSD yang diperoleh pada metode 

kromogenik Enterobacteriaceae menunjukkan 

nilai yang memenuhi kualifikasi parameter presisi 

atau RSD yaitu cemaran E.coli (4,05%), cemaran 

Klebsiella (4,45%) dan perlakuan kombinasi 

campuran cemaran E.coli  dan residu protein 

(5,44%) sedangkan pada media VRBA yaitu 

cemaran E.coli (4,30%), cemaran Klebsiella 

(6,54%) dan perlakuan kombinasi campuran 

cemaran E.coli  dan residu protein (4,85%) (Tabel 

2). Nilai RSD tersebut menunjukkan bahwa 

pengulangan pengujian pada perlakuan yang sama 

memiliki nilai yang berdekatan atau presisi. Oleh 

karena itu, metode dengan media kromogenik 

Enterobacteriaceae memenuhi kualifikasi sebagai 

metode alternatif mikrobiologi untuk menguji 

sampel permukaan peralatan produksi. Metode uji 

yang baik adalah metode yang mampu 

menghasilkan nilai yang presisi, akurat linier dan 

stabil untuk menghitung jumlah kontaminan dari 

sampel yang diuji (Rubashvılı et al., 2015). 

Hasil evaluasi media kromogenik 

Enterobacteriaceae berdasarkan persentase 

recovery dengan cemaran Enterobacteriaceae 

menunjukkan hasil yang memenuhi kualifikasi 

parameter akurasi dengan rentang 80 hingga 120 

%, yaitu cemaran E.coli (99,64 %) dan cemaran 

Klebsiella (99,25 %), sedangkan pada media 

VRBA yaitu cemaran E.coli (99,37 %) dan 

cemaran Klebsiella (100,26 %) (Tabel 3). 

Persentase tersebut menunjukkan nilai perolehan 

kembali yang dikontaminasi pada SS dengan 

media kromogenik Enterobacteriaceae. 

Penelitian serupa dihasilkan nilai % recovery 

cemaran E.coli pada permukaan stainless steel 

adalah 90,1 % dengan mengunakan kapas usap 

dengan teknik usap basah (Keeratipibul et al., 

2017). 
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Tabel 2 Persentase (%) recovery metode mikrobiologi 

Kode perlakuan Media kromogenik Media VRBA 

E1 98,27 95,30 

E2 101,36 100,80 

E3 100,59 100,63 

E4 98,99 99,79 

E5 98,97 100,35 

Total  99,64 99,37 

K1 96,56 101,78 

K2 100,81 100,19 

K3 100,67 100,83 

K4 98,11 98,83 

K5 100,11 99,68 

Total  99,25 100,26 

 
Tabel 3 Kinerja metode ATP bioluminesensi 

Kode perlakuan Rata-rata RLU/100cm2 RSD (%) 

Kontrol 21±3,10 15,18 

P2 51±36,49 11,13 

P4 77±21,75   

P6 126±31,92   

P8 256±46,98   

E1 304±23,54 9,41 

E2 661±162,23   

E3 656±119,12   

E4 732±134,45   

E5 924±67,91   

K1 355±31,48 7,87 

K2 571±48,67   

K3 630±99,50   

K4 807±56,89   

K5 869±44,87   

P2E2 717±112,92 7,93 

P8E2 615±96,91   

P2E4 744±185,91   

P8E4 858±84,51   

Kinerja Metode ATP Bioluminesensi 

Analisis dengan ATP bioluminesensi 

merupakan salah satu metode alternatif dengan 

hasil cepat yang digunakan di industri pangan 

untuk melakukan pengujian terhadap sampel usap 

permukaan peralatan produksi. Metode ATP 

dengan bioluminesensi ini menggunakan alat 

pembaca yang mendeteksi total ATP dengan 

satuan unit Relative Light Unit (RLU) berdasarkan 

banyaknya senyawa ATP yang bereksi dengan 

luciferin/luciferase pada kit yang dapat 

menghasilkan cahaya kemudian dibaca oleh alat 

pembaca. Hasil uji metode ATP bioluminesensi 

pada permukaan SS tanpa perlakuan kontaminasi 

(kontrol) memiliki rata-rata hasil 21±3,10 

RLU/100 cm2. Perlakuan kontaminasi residu 

protein (P) pada konsentrasi 2 ppm (51±36,49 

RLU/100 cm2) dan 4 ppm (77±21,75 RLU/100 

cm2) memiliki nilai RLU yang tidak jauh berbeda, 

sedangkan lonjakan nilai RLU terlihat pada 
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konsentrasi protein 6 ppm (126±31,92 RLU/100 

cm2) (Tabel 4).  

Hasil penelitian ini menujukkan bahwa ATP 

bioluminesensi mampu mendeteksi senyawa ATP 

yang berasal dari protein dengan konsentrasi yang 

tinggi. Data ini selaras dengan penelitian Moore 

and Griffith (2002) kemampuan metode ATP 

mampu mendeteksi protein pada konsentrasi yang 

tinggi. Hasil analisis juga menunjukkan perlakuan 

residu protein 8 ppm memiliki rata-rata hasil yaitu 

256±46,98 RLU/100 cm2 dimana nilai tersebut 

diatas batasan keberterimaan senyawa ATP pada 

permukaan peralatan produksi yaitu sebesar <250 

RLU/100 cm2. Perlakuan kontaminasi dengan 

cemaran E.coli dan Klebsiella dengan konsentrasi 

1 log CFU/100 cm2 memiliki rata-rata hasil 

cemaran E.coli (304±23,54 RLU/100 cm2) dan 

cemaran Klebsiella (355±31,48 RLU/100 cm2) 

(Tabel 4). Data tersebut menunjukkan bahwa 1 log 

cemaran Enterobacteriaceae memiliki nilai 

kisaran 300 RLU/100 cm2 dimana nilai tersebut 

diatas batas keberterimaan senyawa ATP pada 

permukaan peralatan. Hasil penelitian ini selaras 

dengan penelitian yang dilakukan oleh 

Cholewinska et al (2014), bahwa cemaran dengan 

konsentrasi 1 – 2,5 log CFU/100 cm2 memiliki 

nilai ATP berkisar 46 - 8500 RLU/100 cm2. 

Analisis kombinasi perlakuan residu protein 

konsentrasi rendah dengan cemaran E.coli 

konsentrasi rendah (P2E2) menunjukkan rata-rata 

hasil yaitu 717±112,92 log CFU/100 cm2, 

perlakuan P8E2 yaitu 615±96,91 log CFU/100 

cm2, perlakuan P2E4 yaitu 744±185,91 log 

CFU/100 cm2, perlakuan P8E4 yaitu 858±84,51 

log CFU/100 cm2  (Tabel 4). Hasil pengujian 

tersebut menunjukkan bahwa kombinasi 

perlakuan tersebut menghasilkan nilai RLU yang 

tidak berbeda jauh antar perlakuan. Nilai RLU 

bergantung pada jumlah ATP yang terdapat pada 

sel hidup yang terdapat pada permukaan uji. 

Jumlah ATP pada sel bervariasi pada residu dan 

mikroba bergantung pada ukuran sel (Roberts et 

al., 2019). 

Hasil analisis ATP bioluminesensi 

menunjukkan nilai yang berkorelasi positif 

dengan cemaran Enterobacteriaceae yang 

diinokulasi yaitu cemaran E.coli (R2 = 0,94) 

(Gambar 3) dan cemaran Klebsiella (R2 = 0,9611) 

(Gambar 4). Peningkatan konsentrasi cemaran 

Enterobacteriaceae menghasilkan nilai RLU yang 

semakin tinggi pada alat pembaca. Korelasi pada 

metode ATP bioluminesensi selaras dengan hasil 

pada metode kromogenik Enterobacteriaceae, 

semakin tinggi konsentrasi cemaran 

Enterobacteriaceae maka jumlah koloni maupun 

senyawa ATP juga akan semakin tinggi dan 

menunjukkan nilai korelasi yang positif. Menurut 

Lindell (2015), metode analisis ATP 

bioluminesensi dengan cemaran mikroorganisme 

memiliki nilai korelasi yaitu 0,83. Selain itu 

penelitian Azizkhan (2014) menunjukkan nilai 

korelasi metode ATP dengan cemaran Aerobic 

plate Count memiliki range korelasi antara 0,72 – 

0,99. 

 
Gambar 3 Korelasi jumlah ATP pada metode ATP 

bioluminesensi dengan cemaran E.coli 

 

Nilai korelasi pada perlakuan residu protein 

(R2 = 0,8831) (Gambar 5) nilai korelasi tersebut 

lebih rendah dibandingkan nilai korelasi pada 

perlakuan cemaran Enterobacteriaceae dengan 

metode ATP bioluminesensi. Korelasi tersebut 

ditunjukkan dengan hasil analisis pada konsentrasi 

residu protein 2 dan 4 ppm yang memiliki nilai 

berdekatan sedangkan mengalami lonjakan nilai 

RLU pada konsetrasi 8 ppm (Tabel 4). Hasil 

analisis antara metode ATP bioluminesensi 

dengan kombinasi perlakuan residu protein dan 

cemaran E.coli menunjukkan korelasi yang tidak 

erat (R2 = 0,7628). Hal ini disebabkan oleh adanya 

perbedaan jumlah ATP pada residu protein dan 

cemaran E.coli. Oleh karena itu, metode ATP 

tidak dapat menggambarkan salah satu cemaran 

yang mungkin terdapat pada permukaan uji. 

 
Gambar 4 Korelasi jumlah ATP pada metode ATP 

bioluminesensi dengan cemaran Klebsiella 
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Tabel 4 Kinerja Metode Protein Semikuantitatif 

Kode perlakuan 
Perubahan warna 

(per 100cm2) 
Interpretasi hasil 

Kontrol Hijau Negatif Protein 

P2 Hijau Negatif Protein 

P4 Ungu Muda Positif Protein 

P6 Ungu Tua  Positif Protein 

P8 Ungu Tua  Positif Protein 

Nilai RSD yang diperoleh pada metode ATP 

bioluminesensi menunjukkan nilai yang 

memenuhi kualifikasi parameter presisi atau RSD 

pada perlakuan cemaran E.coli (9,41 %), cemaran 

Klebsiella (7,87 %) dan kombinasi campuran 

cemaran E.coli  dan residu protein (7,93 %) (Tabel 

2). Akan tetapi, nilai RSD pada parameter residu 

protein tidak memenuhi kualifikasi (11,13) diatas 

batas keberterimaan nilai RSD yaitu < 10 %. Hasil 

analisis pada pengulangan sampel dengan residu 

protein tidak memiliki presisi yang baik, hal ini 

ditunjukkan dengan nilai RLU pada residu protein 

2 ppm dan 4 ppm yang dikontaminasi secara 

artifisial yang tidak berdekatan sedangkan pada 

residu protein 6 ppm dan 8 ppm menunjukkan 

nilai RLU yang semakin meningkat (Tabel 4). 

 
Gambar 5 Korelasi jumlah ATP pada metode ATP 

bioluminesensi dengan residu protein 

Kinerja Metode Semikuantitatif Protein 

Analisis dengan metode protein 

semikuantitatif merupakan salah satu metode 

alternatif dengan hasil cepat yang digunakan di 

industri pangan untuk melakukan pengujian 

terhadap sampel usap permukaan peralatan 

produksi. Metode ini berfokus pada residu protein 

yang terdapat pada permukaan peralatan produksi. 

Protein merupakan bahan organik di permukaan 

yang dapat bertindak sebagai sumber makanan 

bagi mikroorganisme, sehingga memberikan 

peluang bakteri berkembang biak atau tumbuh. 

Verifikasi pada residu protein dapat meningkatkan 

evaluasi terhadap proses sanitasi yang dilakukan 

secara keseluruhan. Alat pengujian untuk 

menganalisis residu protein pada penelitian ini 

menggunakan prinsip semikuantitatif dengan 

perubahan warna pada reagen dengan skala warna 

yaitu hijau, abu-abu, ungu muda dan ungu tua 

yang membedakan dari jumlah konsentrasi protein 

pada sampel yang diuji, semakin tinggi 

konsentrasi protein maka warna reagen semkin 

pekat. Limit deteksi pada perangkat uji protein 

semikuantitatif adalah 3 ppm dengan perubahan 

warna yang akan terjadi adalah hijau (residu 

protein dibawah 3 ppm), abu-abu (tingkat 

kontaminasi rendah), ungu muda (tingkat 

kontaminasi sedang) dan ungu tua (tingkat 

kontaminasi tinggi) (Courtney, 2016). 

Hasil analisis pada sampel usap kontrol dan 

konsentrasi residu protein sebanyak 2 ppm 

menghasilkan warna reagen pada perangkat 

menjadi hijau artinya permukaan sampel bebas 

dari residu protein. Konsentrasi residu protein 4 

ppm pada permukaan SS menghasilkan ungu 

muda pada reagen yang artinya terdapat 

kontaminasi protein pada permukaan. Perlakuan 

SS dengan konsentrasi residu protein sebanyak 6 

ppm dan 8 ppm mengubah warna reagen menjadi 

ungu tua yang artinya terdapat kontaminasi 

protein dalam jumlah yang tinggi (Tabel 5). 

Berdasarkan data tersebut dapat disimpulkan 

bahwa residu protein dengan konsentrasi 2 ppm 

pada permukaan SS tidak terdeteksi oleh metode 

semikuantitaif protein, akan tetapi pada 

konsentrasi residu protein 4 ppm terdapat 

perubahan warna reagen menjadi warna ungu 

muda yang menandakan adanya kontaminasi 

protein pada sampel. 

KESIMPULAN 

Ketiga metode tersebut menunjukkan kinerja 

yang memenuhi kualifikasi yakni sensitifitas, 

korelasi dan parameter verifikasi. Metode 

kromogenik Enterobacteriaceae dan ATP 

bioluminesensi dapat mendeteksi pada konsentrasi 

terendah 1 log CFU/100 cm2 dan berkorelasi 



Agustine et al. /AGROINTEK 15(3): 854-864                                                                                    863 

 

 

positif antara jumlah yang dihasilkan dan 

konsentrasi kontaminan yang ditambahkan. 

Metode kromogenik Enterobacteriaceae juga 

memenuhi kualifikasi parameter verifikasi yakni 

nilai RSD dengan cemaran E.coli, klebsiella dan 

kombinasi residu protein dan cemaran E.coli 

berturut-turut 4,05 %, 4,45 % dan 5,44 %, 

sedangkan untuk persen recovery dengan e.coli 

dan klebsiella adalah 99,64 % dan 99,25 %.  

Metode ATP bioluminesensi menunjukkan 

korelasi yang positif antara jumlah ATP yang 

dihasilkan dan konsentrasi cemaran E.coli, 

klebsiella dan kombinasi residu protein dan 

cemaran E.coli berturut-turut 0,94; 0,9611; dan 

0,8831. Akan tetapi jumlah ATP tidak berkorelasi 

positif dengan kombinasi perlakuan residu protein 

dan cemaran E.coli 0,0279. Nilai RSD dengan 

cemaran E.coli, klebsiella dan kombinasi residu 

protein dan cemaran E.coli berturut-turut 9,41 %, 

7,87 % dan 7,93 %. Metode protein menujukkan 

perubahan warna reagen ungu muda pada residu 4 

ppm, sedangkan pada residu 2 ppm menunjukan 

warna hijau yaitu negatif protein. 
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