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Abstract: The global market for wet wipes has seen significant growth in the 

past decade, establishing them as a popular product for personal care and 

household use. However, their high water and cellulose content makes them 

vulnerable to contamination by pathogenic microorganisms, which can cause 

changes in both their physical and chemical properties. This study aims to 

evaluate the efficacy of six preservative formulations in preventing microbial 

contamination in wet wipes. The formulas tested included: Formula 1 (F1) with 

phenoxyethanol and benzalkonium chloride; Formula 2 (F2) with 

phenoxyethanol, sodium benzoate, and potassium sorbate; Formula 3 (F3) with 

phenoxyethanol and caprylyl glycol; Formula 4 (F4) with polyaminopropyl 

biguanide and caprylyl glycol; Formula 5 (F5) with sodium benzoate, 

potassium sorbate, and cetylpyridinium chloride; and Formula 6 (F6) with 

propylene glycol and chlorphenesin. A 28-day challenge test was conducted 

using a multispecies inoculation technique, including bacteria, mould, and 

yeast. All formulas were initially sterile, as confirmed by sterility testing. The 

results showed that Formula F1 was the most effective, reducing microbial 

growth by over 6 log units within 14 days. Formulas F5 and F6 also 

demonstrated effectiveness, though microbial reduction in these formulas was 

slower, only reaching >6 log reduction by day 28. Formulas F2, F3, and F4 did 

not meet the required standards for mould and yeast reduction. These findings 

support the use of Formula F1 as the most reliable preservative combination, 

ensuring the safety and quality of wet wipes. 

 

Keywords: Challenge Test; Preservative; pathogenic microorganisms; Wet 

Wipes; 

 

 

Pendahuluan 

 

Penggunaan tisu basah secara global telah 

mengalami kenaikan yang signifikan selama 

dekade terakhir, terutama dalam produk 

kebersihan dan perbekalan kesehatan rumah 

tangga. Namun seiring dengan perkembangan 

teknologi, tisu basah berkembang menjadi 

beberapa varian produk terutama sebagai produk 

perawatan pribadi, perawatan bayi dan 

perawatan rumah tangga (Hadley et al., 2022). 

Tisu basah telah menjadi subjek ekspansi pasar 

dari tahun 2011. Pada tahun 2011 hingga tahun 

2016 tingkat pertumbuhan tisu basah di dunia 

mencapai 5,10% per tahun, sedangkan dari tahun 

2020 hingga tahun 20230 estimasi pertumbuhan 

pasar akan meningkat sebesar 2,60% pada akhir 

tahun 20230 (Grand View research, 2022). Disisi 

lain, produk tisu basah memiliki masalah 

mendasar yang sangat sulit untuk ditangani yaitu 

kontaminasi mikroorganisme. 

Kontaminasi mikroorganisme merupakan 

isu krusial yang mempengaruhi kualitas dan 

keamanan produk tisu basah (Halla et al., 2018). 

Tingginya tingkat kontaminasi mempersulit 

upaya pengawetan produk, meskipun tisu basah 

diharapkan memiliki stabilitas hingga tiga tahun. 

Namun, seringkali ditemukan kasus perubahan 

sifat fisik produk sebelum mencapai batas waktu 

tersebut, yang ditandai dengan perubahan pH, 

warna, bau, dan pemisahan emulsi (Azman et al., 

2018; Pham et al., 2021). Kerentanan produk tisu 

basah terhadap kontaminasi mikroorganisme 

utamanya disebabkan oleh dua faktor: tingginya 
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kadar air dalam formulasi cairan dan komposisi 

bahan non-woven. Kandungan air yang 

signifikan (80-90%) dalam cairan tisu basah 

menyediakan mikronutrien esensial seperti 

natrium, kalsium, kalium, dan magnesium, yang 

mendukung proliferasi mikroorganisme 

(Rodriguez et al., 2020; Salama et al., 2021). 

Selain itu, bahan non-woven yang mengandung 

selulosa dapat terdegradasi oleh bakteri menjadi 

glukosa, yang kemudian berfungsi sebagai 

substrat nutrisi bagi pertumbuhan 

mikroorganisme (Kang et al., 2023). Proporsi 

selulosa yang lebih tinggi dalam non-woven 

berkorelasi positif dengan peningkatan 

kerentanan terhadap pertumbuhan 

mikroorganisme, sehingga mempersulit upaya 

pengawetan produk (Ziklo et al., 2024). Oleh 

karena itu, penggunaan preservatif atau bahan 

pengawet menjadi strategi krusial untuk 

memitigasi risiko kontaminasi mikroorganisme. 

Preservatif adalah agen kimia esensial 

dalam produk kosmetik yang berfungsi 

mencegah degradasi akibat pertumbuhan 

mikroorganisme, sehingga memperpanjang masa 

simpan produk (Rahman, 2007). Berbagai studi 

sebelumnya telah menginvestigasi efektivitas 

preservatif dalam menghambat kontaminasi 

mikroorganisme. Sebagai contoh, penelitian 

menunjukkan bahwa sistem preservatif yang 

mengandung natrium benzoat (0,35%) dan 

kalium sorbat (0,10%) masih memungkinkan 

pertumbuhan bakteri seperti Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, dan Pseudomonas 

aeruginosa pada hari ke-21. Demikian pula, 

penggunaan metil paraben (0,20%) tidak 

sepenuhnya mencegah pertumbuhan kapang 

(Aspergillus brasiliensis) dan khamir (Candida 

albicans) dalam periode yang sama  (Salama et 

al., 2021). Temuan ini mengindikasikan 

tantangan signifikan dalam pengawetan produk 

tisu basah. 

Meskipun efikasi preservatif dalam tisu 

basah telah banyak diteliti, sebuah permasalahan 

krusial yang sering terabaikan adalah keselarasan 

konsentrasi preservatif yang diuji dengan batasan 

regulasi yang berlaku. Banyak studi cenderung 

menggunakan konsentrasi preservatif yang 

melampaui ambang batas yang diizinkan, 

sehingga menciptakan diskrepansi antara hasil 

penelitian dan aplikabilitas praktis serta 

kepatuhan terhadap standar keamanan produk 

(Almoughrabie et al., 2020; European Chemical 

Agency, 2024; Josephe & Noel, 1997; Mohamed, 

2004; Veena et al., 2021). Oleh karena itu, 

penelitian ini bertujuan untuk menjembatani 

kesenjangan tersebut dengan mengevaluasi 

beberapa sistem preservatif dalam aplikasi tisu 

basah yang secara eksplisit mematuhi regulasi 

yang ditetapkan oleh European Chemical 

Agency. Pendekatan ini diharapkan tidak hanya 

memberikan pemahaman yang lebih akurat 

mengenai efektivitas preservatif dalam konteks 

regulasi yang relevan, tetapi juga berkontribusi 

pada pengembangan formulasi tisu basah yang 

aman, efektif, dan sesuai dengan standar pasar 

global. 

 

Bahan dan Metode 

 

Alat dan Bahan. 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah neraca analitik, overhead stirrer, heater, 

autoklaf, biohazard cabinet, oven, inkubator, 

vortex mixer, butir kaca, pipet ukur, cawan petri, 

colony counter, stomacher STO-4 paddle 

blender, botol media, tabung reaksi, jarum 

inokulasi, pembakar bunsen, tangas air dan pH 

meter. Bahan yang digunakan dalam penelitian 

ini dibagi menjadi dua yaitu bahan baku 

formulasi produk dan bahan uji. Bahan baku 

formulasi produk yaitu air dengan kemurnian 

99%, non-woven 40 gsm viscose 40% : 

polyethylene Terephthalate 60%, aloe vera 

ekstrak (kemurnian 99%), propilen glikol 

(kemurnian 99%), chlorphenesin (kemurnian 

99%), PEG 40 hydrogenated castor oil 

(kemurnian 99%), asam laktat (kemurnian 98%), 

phenoxyethanol (kemurnian 99%), natrium 

benzoat (kemurnian 99%), kalium sorbat 

(kemurnian 99%), benzalkonium chloride 

(kemurnian 50%), polyaminopropyl biguanide 

(kemurnian 20%), caprylyl glycol (kemurnian 

99%) serta cetylpyridinium chloride (kemurnian 

99%). Bahan uji yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah trypticase soy agar (TSA 

media), sabouraud dextrose agar (SDA media), 

kolam bakteri yang berisi Pseudomonas 

aeruginosa, Pseudomonas putida, Burkholderia 

cepacia, Klebsiella pneumonia, Pluralibacter 

gergoviae, Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus serta Staphylococcus epidermidis yang 

selanjutnya akan disebut dengan campuran 

bakteri, kolam khamir yang berisi Candida 

albicans serta Candida parapsilosis yang 
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selanjutnya disebut dengan campuran khamir, 

dan kolam kapang yang berisi Aspergillus 

brasiliensis serta Penicillium pinophilum yang 

selanjutnya disebut dengan campuran kapang. 

serta ada beberapa bahan uji lainnya seperti 

polysorbate 80, dan larutan peptone 0,1% NaCl. 

Semua material uji yang digunakan memiliki 

sertifikasi pro-analysis grade dan disediakan 

oleh PCI Innovative Chemicals Sdn Bhd. 

 

Formulasi Tisu Basah 

Formulasi produk tisu basah dilakukan 

dengan membagi bahan menjadi dua kategori 

yaitu bahan aktif yaitu preservatif yang memiliki 

jenis yang berbeda-beda dengan persentase yang 

berbeda di tiap formulanya. F1 terdiri dari 

phenoxyethanol dan benzalkonium chloride, F2 

terdiri dari phenoxyethanol, natrium benzoat, dan 

kalium sorbat, F3 terdiri dari phenoxyethanol, 

dan caprylyl glycol, F4 terdiri dari 

polyaminopropyl biguanide, dan caprylyl glycol, 

F5 terdiri dari natrium benzoat, kalium sorbat, 

dan cetylpyridinium chloride serta F6 terdiri dari 

propilen glikol dan chlorphenesin. Selain bahan 

aktif, adapun bahan tambahan berupa ekstrak 

aloe vera sebagai emolien, PEG 40 hydrogenated 

castor oil (PEG 40 HCO) sebagai emulsifier, 

fragrance, dan asam laktat sebagai pengatur pH. 

konsentrasi bahan tambahan ini sama dalam 

setiap formula. Formulasi masing-masing produk 

tisu basah dapat dilihat pada Tabel 1. 

 
Tabel 1. Rancangan Formula Produk Tisu Basah 

No Bahan Baku Fungsi Persentase (%) 

F1 F2 F3 F4 F5 F6 

1 Phenoxyethanol Preservatif 0,80 0,80 0,90 - - - 

2 Benzalkonium chloride Preservatif 0,05 - - - - - 

3 Natrium benzoat Preservatif - 0,50 - - 0,50 - 

4 Kalium sorbat Preservatif - 0,60 - - 0,60 - 

5 Caprylyl Glycol Preservatif - - 0,30 0,50 - - 

6 Polyaminopropyl biguanide Preservatif - - - 0,50 - - 

7 Cetylpyridinium chloride Preservatif - - - - 0,05 - 

8 Propilen glikol Preservatif - - - - - 20,00 

9 Chlrophenesin Preservatif - - - - - 0,30 

10 Ekstrak aloe vera Emolien 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 

11 PEG 40 hydrogenated castor oil Emulsifier 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 

12 Fragrance Aroma 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 

13 Asal laktat Pengatur 

pH 

0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 

14 Air Pelarut 98,43 97,38 98,08 98,28 98,13 78,98 

 

Uji Sterilitas Produk Tisu Basah 

Pengujian sterilitas dilakukan dengan 

mempersiapkan sampel tisu basah dalam 

kemasan 50 lembar, dengan kandungan cairan 

formula sebesar 161 gram. Sampel tisu basah 

dikeluarkan dari kemasan dan dimasukkan ke 

dalam alat stomacher STO-4 paddle blender 

untuk memisahkan komponen non-woven dari 

cairannya. Sebanyak 16 gram cairan yang 

diperoleh kemudian diinokulasikan ke media 

Tryptic Soy Agar (TSA) untuk pengujian 

sterilitas bakteri, dan ke media Sabouraud 

Dextrose Agar (SDA) untuk pengujian sterilitas 

kapang dan khamir. Media TSA diinkubasi pada 

suhu 30°C selama 2 hari, sedangkan media SDA 

diinkubasi pada suhu 25°C selama 5 hari. 

Seluruh prosedur pengujian harus dilaksanakan 

dengan teknik aseptis. Selanjutnya, dilakukan 

pengamatan dan perhitungan jumlah koloni 

bakteri, kapang, dan khamir menggunakan alat 

colony counter. Untuk mendeteksi keberadaan 

bakteri pembentuk spora pada media Tryptic Soy 

Agar (TSA) dan Sabouraud Dextrose Agar 

(SDA), dilakukan pengujian lanjutan berupa 

pewarnaan spora. Endospora bakteri dicirikan 

oleh dinding sel yang tebal dan impermeabel, 

sehingga pemanasan diperlukan untuk 

memfasilitasi penetrasi pewarna primer 

(malachite green) ke dalam spora. Setelah proses 

pencucian dengan air, sel vegetatif diwarnai 

dengan safranin. Observasi mikroskopis akan 

mengungkapkan endospora yang berwarna hijau 

terang atau biru-hijau, yang mengindikasikan 

keberadaan bakteri pembentuk spora. 
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Berdasarkan standar Cosmetic Toiletry and 

Fragrance Association (CTFA), produk 

kosmetik dianggap memenuhi kriteria sterilitas 

apabila konsentrasi maksimum mikroorganisme 

tidak melebihi 103 cfu/g (Fiorentino et al., 2011). 

 

Uji Challenge Test Produk Tisu Basah 

Pengujian challenge test dilakukan dengan 

menyiapkan tiga kemasan tisu basah (masing-

masing 50 lembar) per formulasi, dengan total 

cairan tisu basah 480 gram. Setiap produk tisu 

basah kemudian dihancurkan menggunakan 

stomacher untuk memisahkan cairan dari non-

woven. Cairan tisu basah yang diperoleh 

selanjutnya dibagi ke dalam tiga beaker terpisah, 

masing-masing berisi 120 gram cairan. Setiap 

porsi cairan tersebut kemudian ditambahkan ke 

dalam cawan petri yang telah berisi suspensi 

campuran bakteri, campuran kapang, dan 

campuran khamir secara terpisah. 

Setiap wadah contoh diinokulasi dengan 1 

mL suspensi mikroba, yang masing-masing 

mengandung 1,2 x 107 cfu/g untuk bakteri, 2,6 x 

106 cfu/g untuk khamir, dan 1,8 x 106 cfu/g untuk 

kapang. Homogenisasi dilakukan menggunakan 

vortex mixer. Selanjutnya, 20 g dari setiap 

sampel yang telah diinokulasi dipindahkan ke 

dalam tiga wadah terpisah untuk pengujian pada 

interval waktu 7, 14, dan 28 hari. Untuk 

kuantifikasi mikroorganisme pada setiap titik 

waktu, dilakukan pengenceran serial dari 10-1 

hingga 10-4 menggunakan larutan pepton 1%. 

Sebanyak 1 mL dari setiap pengenceran 

kemudian diinokulasikan ke dalam cawan petri 

yang berisi media yang sesuai (Tryptic Soy Agar 

(TSA) untuk bakteri dan Sabouraud Dextrose 

Agar (SDA) untuk jamur). Kultur bakteri 

diinkubasi pada suhu 30°C selama 2 hari, 

sedangkan kultur jamur diinkubasi pada suhu 

25°C selama 5 hari. Penghitungan 

mikroorganisme selanjutnya dilakukan 

menggunakan alat colony counter. Selanjutnya 

dihitung log reduksi dari mikroorganisme 

tersebut dengan rumus :  

𝑙𝑜𝑔𝑟𝑒𝑑𝑢𝑘𝑠𝑖 = 𝑙𝑜𝑔(𝑁0)  −  𝑙𝑜𝑔(𝑁𝑡) 

Dimana, N0 merupakan jumlah mikroorganisme 

pada hari ke-0, sedangkan Nt merupakan jumlah 

mikroorganisme pada hari ke-7, 14 atau 28. 

Menururt British Pharmacopoeia, suatu 

preservatif dinyatakan efektif untuk menghambat 

pertumbuhan mikroorganisme jika preservatif 

mampu menunjukkan  penurunan bakteri 

sekurang-kurangnya 99,90% (3 log) pada hari 

ke-7 dan tidak ada kenaikan jumlah bakteri 

hingga hari ke-28 dan untuk kapang dan khamir, 

preservatif mampu menurunkan jumlah kapang 

dan khamir sekurang-kurangnya 99,00% (2 log) 

pada hari ke-14, serta tidak ada kapang dan 

khamir yang terdeteksi pada hari ke-28 pengujian 

challenge test. (Fiorentino et al., 2011; Yablonski 

& Mancuso, 2007). 

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Hasil Uji Sterilitas pada Produk Tisu Basah. 

Hasil pengujian sterilitas menunjukkan 

bahwa semua produk tisu basah dari formula F1 

hingga F6 tidak terkontaminasi oleh bakteri, 

jamur, maupun bakteri pembentuk spora. Detail 

hasil pengujian sterilitas produk tisu basah ini 

dapat dilihat pada Tabel 2. 

 
Tabel 2. Hasil Pengujian Sterilitas pada Produk Tisu 

Basah Formula F1 hingga F6. 

Formula Pertumbuhan mikroorganisme (cfu/g) 

30 oC TSA 25 oC SDA SFB 

F1 <10 <10 <10 

F2 <10 <10 <10 

F3 <10 <10 <10 

F4 <10 <10 <10 

F5 <10 <10 <10 

F6 <10 <10 <10 

 

Efektivitas Preservatif Pada Campuran 

Bakteri 

Hasil pengujian efektivitas preservatif 

menggunakan metode challenge test terhadap 

campuran bakteri menunjukkan bahwa seluruh 

formula produk tisu basah, dari F1 hingga F6, 

terbukti efektif dalam menghambat pertumbuhan 

mikroorganisme. Detail hasil pengujian 

challenge test untuk formula produk tisu basah 

ini disajikan pada Tabel 3. 

 
Tabel 3. Hasil Pengujian Efektivitas Preservatif 

Terhadap Campuran Bakteri pada Produk Tisu Basah 

menggunakan Metode Challenge Test. 

Formula Reduksi campuran bakteri (log) 

Hari ke-7 Hari ke-14 Hari ke-28 

F1 > 6,00 > 6,00 > 6,00 

F2 4,78 > 6,00 > 6,00 

F3 3,88 > 6,00 > 6,00 

F4 > 6,00 > 6,00 > 6,00 
F5 4,80 > 6,00 > 6,00 

F6 4,78 > 6,00 > 6,00 
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Untuk melihat efek preservatif terhadap 

penghambatan campuran bakteri uji dapat dilihat 

pada Gambar 1. 

 

 

Gambar 1. Diagram Pengaruh Preservatif Terhadap 

Log Reduksi Campuran Bakteri Pada UJi Challenge 

Test.  

 

Gambar 1 mengilustrasikan pengaruh 

preservatif terhadap reduksi campuran bakteri. 

Semakin tinggi log reduksi yang dihasilkan maka 

semakin efektif preservatif tersebut dalam 

menghambat pertumbuhan campuran bakteri. 

Pada gambar diatas, dapat dilihat bahwa produk 

F1 dan F4 memiliki daya reduksi yang sangat 

baik jika dibandingkan dengan formula lainnya. 

Sedangkan produk F3 memiliki daya reduksi 

yang paling rendah terhadap campuran bakteri 

pada hari ke-7, namun pada hari ke-14 dan hari 

ke-28, daya reduksi dari produk ini dapat 

menyamai produk lainnya. 

  

Efektivitas Preservatif Pada Campuran 

Kapang 

Hasil pengujian efektivitas preservatif 

menggunakan metode challenge test terhadap 

campuran kapang menunjukkan variasi. Formula 

tisu basah dengan kode F2, F3, dan F4 

dinyatakan tidak memenuhi kriteria uji karena 

masih terdeteksi adanya pertumbuhan kapang 

hingga akhir periode pengujian. Detail hasil 

pengujian challenge test terhadap campuran 

kapang pada produk tisu basah dapat dilihat pada 

Tabel 4. 

Tabel 4. Hasil Pengujian Efektivitas Preservatif 

Terhadap Campuran Kapang pada Produk Tisu Basah 

menggunakan Metode Challenge Test. 

Formula Reduksi campuran kapang (log) 

Hari ke-7 Hari ke-14 Hari ke-28 

F1 TD > 6,00 > 6,00 

F2 TD 2,56 4,78 

F3 TD 2,65 4,41 

F4 TD 2,72 3,08 
F5 TD > 6,00 > 6,00 

F6 TD > 6,00 > 6,00 

Notes: TD (Tidak diuji) 

 

Efek preservatif terhadap reduksi campuran 

kapang dapat dilihat pada Gambar 2. 

 

 
Gambar 2. Diagram Pengaruh Preservatif Terhadap 

Log Reduksi Campuran Kapang Pada UJi Challenge 

Test. 

 

Pada Gambar 2, dapat dilihat bahwa pada 

hari ke-14 produk dengan formula F2 memiliki 

daya reduksi terhadap campuran kapang yang 

lebih rendah, namun menariknya pada hari ke-

28, produk dengan formula F4 memiliki daya 

hambat yang paling rendah yaitu 3,08. 

Sedangkan produk dengan formula F1, F5 dan F6 

memiliki reduksi terhadap campuran kapang 

yang paling baik dengan reduksi campuran 

kapang mencapai > 6 log reduksi. 

 

Efektivitas Preservatif Pada Campuran 

Khamir 

Hasil pengujian efektivitas preservatif 

terhadap campuran khamir menunjukkan bahwa 

formula F1, F3, F4, F5, dan F6 efektif dalam 

menghambat pertumbuhan khamir, sesuai 

dengan persyaratan keberterimaan British 

Pharmacopoeia. Sebaliknya, formula F2 

dinyatakan tidak efektif karena tidak mampu 
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mereduksi jumlah khamir hingga log 2 pada hari 

ke-14, dan khamir masih terdeteksi hingga akhir 

masa pengujian. Detail hasil pengujian challenge 

test ini dapat dilihat pada Tabel 5. 

 
Tabel 5. Hasil Pengujian Efektivitas Preservatif 

Terhadap Campuran Khamir pada Produk Tisu Basah 

menggunakan Metode Challenge Test. 

Formula Reduksi campuran khamir (log) 

Hari ke-7 Hari ke-14 Hari ke-28 

F1 TD > 6,00 > 6,00 
F2 TD 1,91 4,11 

F3 TD 4,11 > 6,00 

F4 TD > 6,00 > 6,00 

F5 TD 4,81 > 6,00 
F6 TD 4,41 > 6,00 

Notes: TD (Tidak diuji) 

 

Kemampuan reduksi preservatif dapat 

dilihat pada Gambar 3. Gambar 3 

mengilustrasikan efek reduksi terbaik terdapat 

pada produk dengan formula F1 dan F4, dimana 

kedua formula tersebut mampu mereduksi 

jumlah khamir hingga lebih dari log 6. 

Sedangkan, produk tisu basah yang memiliki 

efek reduksi lebih rendah dibandingkan dengan 

yang lainnya adalah produk pada formula F2. Hal 

ini dikarenakan pada hari ke-14, formula F2 

hanya mampu mereduksi campuran khamir 

sebesar 1,91 lebih rendah dari yang 

dipersyaratkan oleh british pharmacopoeia yang 

mensyaratkan minimal reduksi khamir mencapai 

log 2 pada hari ke-14. 

 

 

Gambar 3. Diagram Pengaruh Preservatif Terhadap 

Log Reduksi Campuran Kapang Pada UJi Challenge 

Test. 

 

 

Pembahasan 

 

Sterilitas Produk Tisu Basah. 

Uji sterilitas pada produk tisu basah 

merupakan hal yang penting untuk memastikan 

bahwa produk yang dihasilkan tidak hanya aman, 

namun juga memiliki sifat fisiko-kimia yang 

stabil. Sterilitas produk tisu basah dapat 

disebabkan oleh proses produksi yang tidak 

memperhatikan aspek hygiene sebagai aspek 

primer, namun juga dapat disebabkan pada saat 

penggunaan oleh konsumen sebagai aspek 

sekunder. Aspek kontaminasi primer dapat 

dicegah oleh proses manufaktur yang bersih dan 

steril sedangkan aspek sekunder dapat ditangani 

oleh preservatif (Baddam et al., 2021). Oleh 

karena itu, sebelum melakukan uji efektivitas 

terhadap bakteri, kapang dan khamir, harus 

dipastikan terlebih dahulu bahwa produk yang 

akan diuji sudah terbebas dari cemaran 

mikroorganisme patogen. 

Pada Tabel 2, dapat dilihat bahwa semua 

jenis formula yang diuji (dari F1 hingga F6) 

menunjukkan pertumbuhan mikroorganisme 

kurang dari 10 cfu/g, baik pada media TSA dan 

SDA. Hasil < 10 cfu/g menunjukkan bahwa 

semua formula tisu basah memiliki tingkat 

kontaminasi mikroorganisme yang rendah atau 

bahkan tidak ada pertumbuhan mikroorganisme 

yang terdeteksi, baik bakteri ataupun jamur. Hal 

ini mengindikasikan bahwa produk-produk 

tersebut memenuhi standar sterilitas yang ketat. 

Jika dibandingkan dengan hasil syarat 

keberterimaan sterilitas yang dipersyaratkan oleh 

British Pharmacopoeia yang mensyaratkan 

bahwa jumlah cemaran mikrobiologi maksimal 

1000 cfu/g, hasil dari pengujian ini jauh di bawah 

syarat keberterimaan tersebut. Ketika hasil 

sterilitas pada pengujian ini dibandingkan 

dengan standar yang lebih ketat yaitu US 

Pharmacopoeia yang mensyaratkan bahwa batas 

maksimum jumlah total mikroba aerobik sebesar 

200 cfu/g, serta total kapang dan khamir sebesar 

1000 cfu/g, semua produk ini masih berada di 

bawah ambang batas tersebut (Ziklo et al., 2024). 

Ini mengkonfirmasi bahwa semua formula yang 

diujikan memiliki kualitas mikrobiologi yang 

sangat baik untuk digunakan. 
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Efektivitas Preservatif Produk Tisu Basah 

Terhadap Bakteri. 

Pengujian efektivitas preservatif pada 

penelitian ini menggunakan metode challenge 

test. Salah satu kelebihan metode challenge test 

dibandingkan dengan metode lainnya dalam 

menilai efektivitas preservatif yaitu challenge 

test dapat memberikan data empiris yang kuat 

tentang efektivitas preservatif dalam mencegah 

terjadinya kontaminasi mikroorganisme patogen. 

Challenge test juga dapat memberikan data yang 

akurat dan objektif mengenai efektivitas suatu 

preservatif dalam kondisi yang terkontrol 

(Giorgio et al., 2018). Ketika produk tisu basah 

digunakan oleh konsumen, resiko kontaminasi 

tidak hanya datang dari satu jenis bakteri saja, 

namun resiko kontaminasi bakteri mungkin 

datang dari beberapa jenis bakteri baik bakteri 

gram negatif maupun bakteri gram positif, oleh 

karena itu, pada penelitian digunakan teknik uji 

campuran atau inokulasi multispesies untuk 

mensimulasikan sesuai praktis yang mungkin 

terjadi ketika penggunaan produk oleh konsumen 

(Russell, 2003).  

Jenis bakteri yang akan diuji terdapat 

delapan jenis bakteri, baik bakteri gram positif 

maupun bakteri gram negatif. Bakteri gram 

positif yang diuji adalah Pseudomonas 

aeruginosa, Pseudomonas putida, Burkholderia 

cepacia, Klebsiella pneumonia, Pluralibacter 

gergoviae, Escherichia coli, sedangkan bakteri 

gram positif yang diuji adalah Staphylococcus 

aureus serta Staphylococcus epidermidis. Bakteri 

gram negatif merupakan bakteri uji yang banyak 

digunakan pada penelitian ini. Hal ini 

dikarenakan bakteri gram negatif lebih bersifat 

resisten terhadap preservatif dibandingkan 

dengan bakteri gram positif. Bakteri gram negatif 

dapat memproduksi enzim inaktivator preservatif 

serta memiliki efek pompa efflux sehingga dapat 

bersifat lebih resisten terhadap preservatif 

(Strateva & Yordanov, 2009).  

Jika dilihat pada Tabel 3, formula tisu 

basah F1 dan F4 menunjukkan reduksi bakteri 

yang sangat baik dengan nilai log reduksi > 6 

pada hari ke-7 dan terus stabil hingga hari ke-28. 

Angka ini menunjukkan bahwa populasi 

campuran bakteri berkurang lebih dari 6 log unit, 

yang mengindikasikan efektivitas pengawet yang 

sangat tinggi. Sedangkan formula lainnya seperti 

F2, F3, F5 dan F6 memiliki pola yang hampir 

sama. Pada hari ke-7 log reduksi keempat 

formula tersebut berkisar antara 3,88 hingga 

4,80. Meskipun tidak mencapai 6 log reduksi, 

nilai tersebut masih menunjukkan reduksi yang 

signifikan terhadap populasi bakteri. Di hari ke-

14 dan hari ke-28 semua formula menunjukkan 

reduksi bakteri hingga >6 log reduksi. Ini 

mengindikasikan bahwa sistem preservatif 

membutuhkan waktu yang lebih lama untuk 

mencapai efektivitas maksimum dalam 

mengurangi populasi bakteri hingga batas yang 

sangat rendah. Perbedaan respon pada hari ke-7 

antara formula F1 dan F4 dibandingkan dengan 

formula F2, F3, F5 dan F6, menunjukkan adanya 

variasi dalam kecepatan aksi pengawet. Formula 

F1 dan F4 menunjukkan efek bakterisida yang 

lebih cepat dengan mencapai efek reduksi 

maksimum dengan hanya waktu satu minggu. 

Hal ini dikarenakan formula F1 mengandung 

benzalkonium chloride dan polyaminopropyl 

biguanide yang merupakan golongan kationik 

surfaktan yang memiliki efek bakterisida yang 

sangat kuat terhadap bakteri, sehingga dapat 

membunuh bakteri dengan sangat cepat (Brycki 

et al., 2017; Rembe et al., 2016). Keberhasilan 

semua formula dalam mencapai log reduksi > 6 

pada akhir masa pengujian challenge test 

menunjukkan bahwa formulasi yang 

dikembangkan memiliki sistem pengawet yang 

kuat dan stabil, sehingga mampu mengatasi 

potensi masalah pertumbuhan bakteri dan 

pembentukan biofilm. Kemampuan dalam 

mempertahankan efektivitas ini hingga hari ke-

28 merupakan indikator penting dari stabilitas 

jangka panjang produk terhadap kontaminasi 

bakteri selama masa pakainya.  

 

Efektivitas Preservatif Produk Tisu Basah 

Terhadap Kapang. 

Kapang merupakan kelompok jamur yang 

menghasilkan hifa dan memiliki sifat ubiquitous, 

yang berarti jamur ini dapat ditemukan hampir di 

semua lingkungan, mulai dari tanah, lemak tubuh 

(seperti keringat), hingga debu yang dapat 

berfungsi sebagai media penyebaran 

mikroorganisme tersebut. Keberadaan kapang 

pada produk tisu basah dapat menyebabkan 

perubahan fisik yang signifikan, seperti 

pemisahan emulsi, perubahan warna tisu menjadi 

coklat gelap, serta munculnya bercak hitam pada 

permukaan tisu (Lee et al., 2022). Salah satu 

tantangan utama dalam pengendalian 

pertumbuhan kapang adalah resistensinya 
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terhadap preservatif dan bahan antimikroba, 

yang lebih kuat dibandingkan dengan 

mikroorganisme lain. Kapang dapat 

memproduksi berbagai enzim, seperti dismutase 

peroksi redoks dan tioredoksin, yang berfungsi 

untuk melindungi sel-sel kapang dari kerusakan 

yang disebabkan oleh gangguan eksternal, 

termasuk efek dari preservatif dan agen 

antimikroba (Vallejo et al., 2012), Oleh karena 

itu, pengujian challenge test terhadap kapang, 

terutama yang melibatkan spesies seperti 

Aspergillus brasiliensis dan Penicillium 

pinophilum, menjadi sangat penting untuk 

menilai efektivitas pengawet dalam menghambat 

pertumbuhannya pada produk-produk yang 

rentan terhadap kontaminasi mikroba. 

Tabel 4, menunjukkan data reduksi 

preservatif yang bervariasi. Preservatif terbaik 

terdapat pada produk tisu basah dengan formula 

F1, F5 dan F6. Ketiga formula tersebut 

menunjukkan reduksi > 6 log reduksi pada hari 

ke-14 dan stabil hingga akhir masa pengujian. Ini 

mengindikasikan efektivitas pengawet yang 

sangat tinggi dalam menekan pertumbuhan 

kapang. Sedangkan, preservatif pada produk 

dengan formula F2, F3 dan F4 dinyatakan tidak 

lolos pengujian challenge test. hal ini 

dikarenakan eliminasi total pada hari ke-28 

menunjukkan bahwa meskipun preservatif 

tersebut dapat mengurangi konsentrasi awal, 

Preservatif tersebut tidak cukup kuat untuk 

mencegah pertumbuhan mikroorganisme 

dibawah batas deteksi dalam jangka waktu yang 

panjang. Hal ini didukung beberapa penelitian 

terdahulu. F1 mengandung preservatif 

phenoxyethanol dan benzalkonium chloride. 

Phenoxyethanol dikenal memiliki efek sinergis 

dengan beberapa jenis antimikroba seperti 

golongan kationik surfaktan, isothiazolinone dan 

carbamate, sehingga dapat mereduksi jumlah 

kapang dengan waktu yang singkat (Alshehrei, 

2024). Formula F4 mengandung cetylpyridinium 

chloride yang dikenal memiliki efek antimikroba 

yang kuat terhadap jamur, salah satunya adalah 

kapang dan mampu mereduksi kapang dengan 

mengganggu integritas membran sel jamur, 

sehingga menyebabkan lisis sel dan mengurangi 

viabilitas jamur (Phillips & Kaplan, 1976). 

Sedangkan F3 meskipun hanya mengandung satu 

jenis preservatif yaitu chlorphenesin, namun 

chlorphenesin ini memiliki efek yang sangat baik 

terhadap kapang. Kekuatan reduksi 

chlorphenesin bahkan dinyatakan lebih baik jika 

dibandingkan dengan daya reduksi 

chlorphenesin terhadap bakteri yang ditunjukkan 

dengan nilai minimum inhibitory concentration 

yang lebih rendah ke mikroorganisme kapang 

dibandingkan dengan bakteri (Josephe & Noel, 

1997).  

 

Efektivitas Preservatif Produk Tisu Basah 

Terhadap Khamir. 

Khamir merupakan mikroorganisme 

eukariotik yang diklasifikasikan dalam kingdom 

fungi yang bersifat uniseluler. Salah satu jenis 

khamir yang dikenal dan sering 

mengkontaminasi produk tisu basah adalah 

golongan Candida seperti Candida albicans dan 

Candida parapsilosis. Khamir memiliki 

resistensi terhadap sistem preservatif yang baik. 

kemampuan resistensi khamir akan naik jika 

kondisi lingkungannya memiliki kelembaban 

atau kadar air yang tinggi, seperti yang 

ditemukan pada tisu basah. Mekanisme 

pertahanan khamir terhadap preservatif adalah 

pembentukan biofilm dan over ekspresi gen 

transport protein efflux seperti CDR1 dan CDR2 

yang berfungsi memompa preservatif atau 

antibiotik keluar dari sel khamir serta mutasi 

pada gen ergosterol pada khamir (Li et al., 2023). 

Pada penelitian ini, digunakan teknik yang sama 

yaitu teknik inokulasi multispesies terhadap dua 

jenis khamir yaitu C. albicans dan C. 

parapsilosis, sehingga bisa didapatkan profil 

reduksi dari dua jenis khamir tersebut pada 

berbagai jenis preservatif. 

Pada Tabel 4 dapat dilihat bahwa formula 

F1 dan F4 memiliki efek reduksi yang sangat 

baik terhadap campuran khamir. Kedua formula 

ini menunjukkan log reduksi > 6,00. Angka ini 

jauh melampaui syarat minimal 2 log reduksi 

pada hari ke-14. Ini mengindikasikan bahwa 

sistem pengawet pada formulasi F1 dan F4 

memiliki aktivitas fungisida yang sangat kuat 

dan cepat dalam menekan populasi khamir. Dan 

nilai tersebut bertahan hingga hari ke-28, ini 

menggambarkan bahwa sistem preservatif dapat 

bekerja dalam waktu yang lama, sehingga 

menawarkan stabilitas efikasi yang baik jika 

diaplikasikan pada tisu basah. Formula dengan 

kode F3, F5 dan F6, memiliki pola reduksi yang 

hampir sama yaitu pada hari ke-14 log reduksi 

ketiga formula tersebut berada pada rentang 4,11 

hingga 4,81. Semua nilai tersebut memenuhi 
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syarat minimal 2 log reduksi pada hari ke-14. Hal 

ini menunjukkan sistem preservatif pada formula 

tersebut cukup efektif dalam mengurangi 

populasi khamir pada tahap awal. Sedangkan 

pada akhir masa pengujian, ketiga formula 

tersebut dapat mereduksi khamir hingga > 6 log 

reduksi mengindikasikan bahwa populasi khamir 

telah berkurang hingga dibawah batas deteksi. 

Formula F2 merupakan satu-satunya jenis 

surfaktan yang tidak dinyatakan tidak efektif. Hal 

ini dikarenakan formula F2 menunjukkan log 

reduksi 1,91 pada hari ke-14, dimana nilai ini 

tidak memenuhi syarat minimal 2 log reduksi 

pada hari ke-14. Ini menunjukkan bahwa 

pengawet pada formula ini tidak cukup efektif 

dalam mengurangi populasi khamir pada tahap 

awal. Pada hari ke-28 memang terjadi 

peningkatan log reduksi mencapai 4,11, namun 

nilai ini masih menyisakan populasi khamir 

sehingga formula F2 dinyatakan tidak efektif 

untuk menghambat pertumbuhan khamir. 

Secara keseluruhan, hasil pengujian 

efektivitas preservatif terhadap campuran khamir 

pada produk tisu basah ini menunjukkan  hasil 

yang signifikan antar formula. Formula F1, F3, 

F4, F5 dan f6 menunjukkan kinerja yang sangat 

baik, memenuhi semua syarat keberterimaan 

yang ketat untuk khamir sehingga 

mengindikasikan sistem pengawet yang kuat dan 

stabil pada campuran khamir. Sebaliknya, 

formula F2 (phenoxyethanol 0,80%, natrium 

benzoat 0,50% dan kalium sorbat 0,60%) gagal 

memenuhi kriteria reduksi awal pada hari ke-14 

dan juga kriteria eliminasi total pada hari ke-28. 

Penelitian ini didukung penelitian terdahulu yang 

menyatakan bahwa natrium benzoat memiliki 

minimum inhibitory concentration sebesar 25000 

ppm (2,50%) sedangkan kalium sorbat memiliki 

minimum inhibitory concentration 50000 ppm 

(5,0%) terhadap khamir C. albicans, sedangkan 

yang digunakan di formulasi tersebut natrium 

benzoat dengan konsentrasi 0,50% dan kalium 

sorbat dengan konsentrasi 0,60% (Cabezas-

Pizarro et al., 2018; Dehghan et al., 2018). Hal 

ini termanifestasi pada hasil challenge test yang 

menyatakan bahwa sistem preservatif tidak 

cukup kuat untuk menghambat pertumbuhan 

khamir. 

 

Kesimpulan 

Berdasarkan temuan dalam penelitian ini, 

seluruh formula produk tisu basah yang diuji 

telah memenuhi standar sterilitas, dengan tingkat 

kontaminasi mikroorganisme yang sangat 

rendah. Namun, dalam uji efektivitas pengawet 

untuk mencegah kontaminasi mikroorganisme, 

formula F1 menunjukkan kinerja terbaik dengan 

reduksi lebih dari 6 log terhadap bakteri, kapang, 

dan khamir pada hari ke-14. Formula F5 dan F6 

juga menunjukkan efektivitas pengawet yang 

sangat baik terhadap bakteri, kapang, dan 

khamir, memenuhi seluruh persyaratan challenge 

test meskipun dengan kecepatan reduksi yang 

lebih lambat dibandingkan F1. Sementara itu, 

formula F2, F3, dan F4 dinyatakan tidak efektif 

karena gagal memenuhi persyaratan challenge 

test terhadap kapang atau khamir. 
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