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ABSTRAK 

Pendahuluan: Penggunaan pewarna alami dapat mengurangi limbah pewarna sintetis pada pewarnaan bakteri 

sederhana. Bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L) banyak dimanfaatkan sebagai pewarna alami. Namun, belum 

pernah digunakan dalam pewarnaan bakteri sederhana. Penelitian ini bertujuan  mengetahui nilai akurasi dan 

presisi ekstrak metanol bunga rosella sebagai pewarnaan sederhana bakteri Staphylococcus aureus dan 

Escherchia coli dibandingkan methylene blue. 

Metode: Penelitian ini bersifat eksperimental in vitro. Dilakukan pewarnaan sederhana bakteri Staphylococcus 

aureus dan Escherichia coli menggunakan Methylene blue (kontrol positif +), pewarna ekstrak metanolik bunga 

rosella konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan metanol (kontrol negatif -). Bakteri diamati dengan mikroskop 

trinokuler perbesaran 1000x dan dilakukan pengamatan deskriptif pada hasil pewarnaan. Bakteri yang terlihat 

dihitung menggunakan aplikasi ImageJ dan dinilai akurasi serta presisinya. Uji statistik pada pengamatan 

deskriptif dilakukan dengan uji Mann-Whitney (p<0,05). 

Hasil: Nilai akurasi dan presisi pada bakteri Staphylococcus aureus dan tidak memenuhi kriteria penilaian yang 

baik (85-115% dan 1,5%). Nilai akurasi pada Escherichia coli memenuhi kriteria baik pada konsentrasi 50% dan 

75% serta nilai presisi yang tidak memenuhi kriteria baik semua konsentrasi (85-115% dan 1,5%). Nilai 

pengamatan deskriptif tertinggi bakteri Staphylococcus aureus pada konsentrasi 75% dan pada bakteri 

Escherichia coli pada konsentrasi 50%. Dengan hasil analisis menggunakan Mann-Whitney didapatkan bahwa 

ekstrak metanol bunga rosella konsentrasi 25% berbeda signifikan (p<0,05) dengan semua konsentrasi, 

methylene blue berbeda signifikan dengan konsentrasi 50%,75% dan metanol, konsentrasi 50% berbeda 

signifikan dengan metanol dan konsentrasi 75% berbeda signifikan dengan metanol. 

Kesimpulan: Metode pewarnaan sederhana bakteri Staphylococcus aureus memiliki nilai akurasi dan presisi 

dibawah standar pada semua konsentrasi. Metode pewarnaan sederhana bakteri Escherichia coli memiliki nilai 

akurasi yang memenuhi standar pada konsentrasi 50% dan 75% serta nilai presisi yang tidak memenuhi standar 

pada semua konsentrasi. Sehingga metode pewarnaan dengan ekstrak metanol bunga Rosella (Hibiscus 

sabdariffa L) memiliki validitas dibawah standar sehingga tidak dapat menggantikan methylene blue.  
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ABSTRACT 

Introduction: The use of natural dyes can reduce synthetic dye waste in simple bacterial staining. Rosella 

flowers (Hibiscus sabdariffa L) are widely used as natural dyes. However, it has never been used in simple 

bacterial staining. This study aims to determine the value of accuracy and precision of roselle flower methanol 

extract as a simple staining of Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria compared to methylene blue. 

Method: This research is experimental in vitro. Simple staining of Staphylococcus aureus and Escherichia coli 

bacteria was performed using Methylene blue (positive control +), rosella flower methanolic extract dye with 

concentrations of 25%, 50%, 75%, and methanol (negative control -). Bacteria were observed with a trinocular 

microscope with 1000x magnification and descriptive observations were made on the staining results. The 

visible bacteria were counted using the ImageJ application and assessed for accuracy and precision. Statistical 

tests on descriptive observations were carried out using the Mann-Whitney test (p<0,05). 

Result: The value of accuracy and precision on Staphylococcus aureus bacteria and does not meet the good 

assessment criteria (85-115% and 1.5%)²⁴᾽²⁶. The accuracy value of Escherichia coli meets the criteria for both 

concentrations of 50% and 75% and the precision value does not meet the criteria for both concentrations (85-

115% and 1.5%). The highest descriptive observation value was Staphylococcus aureus at a concentration of 

75% and Escherichia coli at a concentration of 50%. With the results of the analysis using Mann-Whitney, it 

was found that the methanol extract of rosella flower with a concentration of 25% was significantly different 

(p<0.05) with all concentrations, methylene blue was significantly different with a concentration of 50%,75% 

and methanol, a concentration of 50% was significantly different with methanol. and the concentration of 75% 

was significantly different from methanol. 

Conclusion: The simple staining method of Staphylococcus aureus bacteria has accuracy and precision values 

below the standard at all concentrations. The simple staining method of Escherichia coli bacteria has accuracy 
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values that meet the standards at concentrations of 50% and 75% and precision values that do not meet standards 

at all concentrations. So the validity of staining method with methanol extract of Rosella flower (Hibiscus 

sabdariffa L) is under standart and cannot replace methylene blue. 
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PENDAHULUAN 

Salah satu bahan pewarna kimia yang 

sering digunakan untuk pewarnaan bakteri 

sederhana adalah methylene blue. Methylene 

blue mampu memberikan warna pada bakteri 

dengan cara berikatan dengan sitoplasma bakteri 

sehingga bakteri dapat terwarnai. Namun, 

penggunaan methylene blue dapat menimbulkan 

beberapa efek negatif seperti iritasi pada kulit, 

iritasi saluran pencernaan jika tertelan, dan 

sianosis jika terhirup dalam konsentrasi yang 

tinggi¹. Selain itu, methylene blue juga bersifat 

karsinogenik dan dapat mencemari lingkungan. 

Methylene blue mengakibatkan pencemaran air 

dikarenakan dalam penggunaannya, sebanyak 

75% terbuang ke perairan sebagai limbah². 

Limbah buangan dari Methylene blue mampu 

memberikan efek pada organisme aquatik 

karena mengurangi intensitas cahaya matahari 

dan bersifat toksik karena mengandung senyawa 

aromatik, logam, khlorida, dan lain-lain³. 

Tingginya efek negatif yang timbul akibat 

penggunaan bahan pewarna sintetis mendorong 

inovasi untuk mencari bahan pewarna alternatif 

yang berasal dari bahan alam. Bunga Rosella 

(Hibiscus sabdariffa L) dapat digunakan sebagai 

sumber bahan pewarna alami pada produk 

pangan⁴. Bunga rosella sudah banyak 

dimanfaatkan oleh masyarakat, mulai dari daun, 

biji hingga kelopak bunga. Penggunaan rosella 

sebagai pewarna sel telah dilakukan, yang mana 

telah digunakan dalam pewarnaan preparat 

section cabai merah besar⁵. Namun 

penggunaannya dalam pewarnaan bakteri belum 

dilakukan. Kelopak bunga rosella mengandung 

senyawa antosianin⁶. Beberapa jenis antosianin 

mampu memberikan warna merah pada 

makanan maupun minuman⁷. Selain itu, 

senyawa antosianin tertentu juga diketahui 

mampu berikatan dengan peptidoglikan dinding 

sel bakteri¹⁰. Penelitian yang dilakukan oleh 

Tuty dan Siti (2016), melaporkan bahwa 

antosianin dari sari ubi jalar ungu mampu 

mewarnai bakteri Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli. Sehingga dapat dihipotesakan 

bahwa ekstrak Rosella yang mengandung 

antosianin dapat tertahan pada dinding sel 

bakteri yang mengandung peptidoglikan dan 

menyebabkan bakteri dapat terwarnai. 

Staphylococcus aureus merupakan salah 

satu bakteri Gram positif yang memiliki dinding 

peptidoglikan yang tebal. Staphylococcus 

aureus merupakan salah satu flora normal pada 

kulit, mulut dan saluran pernafasan. Infeksi dari 

Staphylococcus aureus dapat menyebabkan 

kerusakan jaringan yang ditandai dengan 

terbentuknya abses bernanah, jerawat dan bisul. 

Staphylococcus aureus  juga merupakan 

penyebab utama infeksi nosokomial, keracunan 

makanan, dan sindroma syok toksik¹³. 

Sebaliknya, Escherichia coli adalah bakteri 

Gram negatif yang memiliki lapisan 

peptidoglikan yang tipis. Escherichia coli 

merupakan salah satu spesies bakteri normal pada 

usus besar manusia. Namun, Escherichia coli juga 

merupakan bakteri patogen utama penyebab  infeksi 

saluran pencernaan¹⁴. 

Pewarnaan bakteri menggunakan bahan 

pewarna alami sudah pernah dilakukan seperti pada 

penelitian yang dilakukan oleh Yunan (2016) yang 

menggunakan buah naga sebagai pewarna alami 

untuk pewarnaan bakteri, namun belum pernah 

dilakukan validasi terhadap hasil pewarnaan yang 

didapat. Sehingga validasi dari pewarnaan bakteri 

menggunakan bahan alam sangat dibutuhkan untuk 

mengetahui kelayakan penggunaan pewarna bahan 

alam pada pewarnaan bakteri. Validasi merupakan 

suatu penilaian terhadap parameter tertentu 

berdasarkan percobaan laboratorium, untuk 

membuktikan kelayakan parameter tersebut untuk 

digunakan. Metode validasi yang digunakan dalam 

penelitian ini berupa parameter akurasi dan presisi. 

Akurasi dinyatakan sebagai ukuran kedekatan nilai 

hasil parameter ukur rata-rata yang diperoleh dari 

sejumlah pengukuran berulang terhadap nilai 

sesungguhnya. Presisi dapat ditentukan dari 

populasi data hasil pengukuran berulang. Indikator 

untuk presisi biasanya digunakan simpangan baku, 

yang menunjukkan variasi populasi data yang 

diperoleh. Makin rendah nilai simpangan baku, 

maka data yang diperoleh akan saling berdekatan, 

menunjukkan presisi hasil pengukuran bernilai lebih 

baik. Metode validasi pada penelitian pewarnaan 

bakteri berbasis bahan alam berguna untuk 

mengetahui apakah suatu bahan alam layak 

digunakan dalam pewarnaan bakteri sehingga dapat 

distandarkan dan digunakan sebagai bahan pewarna 

pengganti dari pewarna sintetis. 

Penelitian ini akan melakukan uji validitas 

metode pewarnaan bakteri S. aureus dan E. coli 

menggunakan ekstrak metanolik Hibiscus 

sabdariffa L, dengan perbandingan dengan metode 

standar menggunakan methylene blue. Penelitian ini 

akan memperoleh hasil akurasi dan presisi dari 

metode pewarnaan dengan ekstrak tersebut, 

sehingga penggunaan bahan alam tersebut dapat 

terstandar dan valid. 

 

METODE PENELITIAN 

Desain, Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini bersifat eksperimental in vitro 

dan  telah dilakukan di Laboratorium Pusat Riset 

Kedokteran Fakultas Kedokteran Universitas Islam 

Malang pada bulan Juli-Agustus 2021. 

 

Metode Ekstraksi Herbal 

Metode ekstraksi herbal dilakukan dengan 

metode maserasi kinetik. Tahapan yang dilakukan 

diantaranya simplisia ditimbang menggunakan 

neraca digital dan dilarutkan dengan metanol 96% 

menggunakan perbandingan 1:10 (g/ml) yaitu 

simplisia dengan berat 20 g dilarutkan dengan 

methanol 96% sebanyak 200 ml kemudian 

direndam didalam Erlenmeyer. Erlenmeyer 

kemudian ditutup menggunakan alumunium foil dan 
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dimasukkan kedalam Shaker selama 48 jam 

dengan kecepatan 60 rpm. Kemudian hasil 

ekstrak disaring untuk memperoleh filtrate yang 

kemudian filtrate tersebut di evaporasi. Hasil 

dari evaporasi dimasukkan kedalam oven 

dengan suhu 40°C hingga menjadi ekstrak 

kental. Kemudian ekstrak kental yang sudah 

didapat disuspensikan 100 mg/ml dengan 

metanol 96%. Kemudian ekstrak kental 

tersuspensi dijadikan dalam beberapa 

konsentrasi yaitu 75%, 50%, 25%, 10% dan 1%. 

Dengan cara mengambil 100µl ekstrak kental 

dan ditambahkan 33µl metanol untuk membuat 

ekstrak bunga rosella dengan konsentrasi 75%. 

Untuk ekstrak bunga rosella konsentrasi 50%, 

dibuat dengan menambahkan 100µl metanol 

pada 100µl ekstrak kental bunga rosella. Untuk 

pembuatan ekstrak rosella konsentrasi 25% 

dilakukan dengan menambahkan 300µl metanol 

pada 100µl ekstrak kental bunga rosella. Dalam 

pembuatan ektrak bunga rosella konsentrasi 

10%, dilakukan dengan menambahkan 900µl 

metanol pada 100µl ektrak bunga rosella kental. 

Ekstrak bunga rosella konsentrasi 1% dibuat 

dengan menambahkan 1000µl metanol pada 

100µl ekstrak bunga rosella konsentrasi 10%.  

Hasil ekstrak dan pengencerannya kemudian 

dimasukkan kedalam botol dan disimpan 

didalam kulkas. 

 

Inokulasi Bakteri 

Bakteri S. aureus dan E. coli masing–

masing diambil menggunakan ose dengan 

jumlah 3 ose dari stok media padat yang didapat 

dari Laboratorium Pusat Riset Kedokteran 

(LPRK) FK UNISMA. Kemudian bakteri 

diinokulasikan ke cawan petri berisi media 

padat Nutrient Agar (NA) (Merck, 20g/L), dan 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 18–24 jam. 

 

Persiapan dan Fiksasi Kaca preparat 

Persiapan dilakukan dengan menyiapkan 

kaca preparat berjumlah 45 buah, kemudian 

dibersihkan menggunakan kapas alkohol dengan 

cara diusap pada permukaan yang akan 

digunakan untuk penempatan bakteri. Kaca 

preparat yang telah dibersihkan diberi lingkaran 

pada sisi yang tidak digunakan untuk 

meletakkan bakteri dengan diameter 2,5 cm 

menggunakan spidol permanen sebanyak 2 

lingkaran. Pada tiap lingkaran diberikan kode 

yang menunjukkan jenis bakteri dan juga 

diberikan label yang berisi mengenai jumlah 

koloni bakteri, konsentrasi dan jenis pewarna 

serta nomor pengulangan. Larutan NS 

diteteskan pada masing- masing lingkaran pada 

sisi yang digunakan untuk penempatan bakteri 

sebanyak 1 tetes (20 ul). Lalu bakteri diletakkan 

pada larutan NS yang telah diberikan 

menggunakan oshe steril sebanyak 1 koloni dan 

diratakan hingga menempati seluruh lingkaran 

(ukuran diameter koloni sebesar 1-1,5 mm). 

Preparat yang telah berisi bakteri kemudian 

dikeringkan selama 30 menit hingga 1 jam dan 

kemudian difiksasi dengan cara dilewatkan diatas 

api sebanyak 3 kali dan didinginkan. 

 

Pewarnaan Sederhana Bakteri Sintetik 

(Methylene blue) 

Setiap lingkaran pada kaca preparat yang telah 

difiksasi, ditetesi dengan 100 µL  larutan Methylene 

blue dan ditunggu 1 menit, kemudian dicuci dengan 

air mengalir dan sediaan dikeringkan dengan 

diletakkan diantara kertas saring. Preparat diamati 

dengan mikroskop menggunakan perbesaran 1000 

kali dengan menggunakan minyak emersi. Setelah 

diamati di bawah mikroskop, kemudian preparat 

bakteri dieksplorasi berapa jumlah sel bakteri yang 

terlihat. 

 

Pewarnaan Sederhana Bakteri dengan Ekstrak 

Rosella 

Setiap kaca preparat yang telah difiksasi 

diletakkan diatas bak pengecatan, kemudian ditetesi 

dengan 100 ul ekstrak rosella dan didiamkan selama 

1 menit. Kemudian dicuci dengan air mengalir 

sampai bersih, dan dikeringkan. Kemudian diamati 

dibawah mikroskop dengan perbesaran 1000 kali, 

bakteri yang terlihat dihitung dalam 5 lapang 

pandang. 

 

Pengamatan Deskriptif 

Pengamatan deskriptif dilakukan oleh tiga 

orang dengan cara preparat yang sudah diwarnai 

kemudian diletakkan dibawah mikroskop dan 

diamati perubahan yang terjadi. Pada pengamatan 

deskriptif yang diperhatikan adalah :  

• Kontras terhadap latar belakang pada preparat 

terlihat jelas atau tidak (2 = kontras jelas 

terlihat, 1 = kontras kurang terlihat, 0 = tidak 

ada kontras). 

• Memiliki warna yang jelas (2 = warna jelas, 1 

= warna buram, 0 = tidak ada warna). 

• Bentuk bakteri yang berhasil terwarnai (2 = 

kualitas yang baik, 1 = kurang baik, 0 = tidak 

terlihat bentuk). 

• Debris (2 = tidak ada debris/bersih, 1 = debris 

terlihat tetapi tidak menutupi seluruh badan 

bakteri, 0 = debris menutupi keseluruhan 

bakteri). 

 

Perhitungan Sel Menggunakan ImageJ 

Perhitungan sel dilakukan dengan cara 

membuka foto hasil pengamatan yang telah 

didapatkan menggunakan aplikasi ImageJ. Foto 

dikonversi menjadi 8-bit, dan kontras gambar diatur 

dengan menggeser bar pada ‘threshold’. Dan 

dilakukan ‘watershed’ pada menu ‘binary’ untuk 

membagi partikel besar menjadi beberapa bagian. 

Gambar yang terlihat dianalisa menggunakan 

‘analyze particles’ tanpa merubah satuan pada 

kolom ‘size’ yaitu ‘0-infinity’. Pada semua gambar, 

dilakukan perhitungan dengan memilih opsi 

‘exclude on edges’ dan ‘display results’. Jumlah 

perhitungan sel bakteri muncul pada kolom ‘count’. 
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Penentuan Nilai Akurasi dan Presisi 

Pengujian parameter akurasi menggunakan 

metode simulasi (spiked-placebo recovery) dan 

dihitung menggunakan direct cell counting. 

Pembuatan sampel akurasi dengan pembuatan 

larutan analit sebanyak minimal 3 macam 

konsentrasi yang berbeda. Kemudian dilakukan 

pengukuran sel menggunakan Image J dengan 5 

lapang pandang / 5 foto. Kemudian dihitung 

persen recovery nya dengan rumus  

% Perolehan kembali 
x

µ
× 100% 

Dengan :µ : Nilai bakteri sebenarnya (%) 

       x : Hasil pewarnaan bunga rosella (%) 

Nilai persen perolehan kembali yang 

dipersyaratkan sesuai dengan tabel penerimaan 

untuk akurasi. Pengujian Presisi yang dilakukan 

meliputi kategori repeatabilitas. Dengan 

membuat 3 seri konsentrasi seperti saat 

melakukan uji validitas akurasi. Kemudian 

hitung RSD (Relative Standard Deviation) 

menggunakan rumus : 

RSD =  
SD

×̅
× 100% 

Dengan : SD : Standar Deviasi/simpangan 

baku jumlah bakteri tiap 

pengulangan. 

  ×̅    : Kadar rerata jumlah bakteri 

tiap pengulangan. 

Analisis Data 

Pada penelitian ini, data yang telah 

didapatkan akan diuji menggunakan pengujian 

Mann- Whitney. Pengujian Mann- Whitney 

menyatakan jika tidak terdapat perbedaan 

signifikan pada kedua kelompok data serta 

kedua kelompok data tersebut tidak saling 

terkait²⁵. Data yang dibandingkan adalah jumlah 

sel yang didapatkan antara ekstrak herbal, 

kontrol (+) (Methylene blue) & kontrol (-) 

(metanol). hasil dianggap    signifikan apabila 

p<0,05²⁵. 

 

HASIL PENELITIAN DAN ANALISA DATA 
 

Hasil Eksplorasi Pewarnaan Ekstrak Metanol 

Bunga Rosella pada Staphylococus aureus dan 

Escherichia coli 

 Tahapan eksplorasi pewarna dari esktrak 

metanolik bunga rosella bertujuan  untuk 

mencari konsentrasi terbaik dari ekstrak 

metanolik bunga rosella yang dapat digunakan 

sebagai perlakuan terhadap bakteri 

Staphylococus aureus dan Escherichia coli. 

 Eksplorasi dilakukan dengan mengambil 

konsentrasi 100%, 75%, 50%, 25%, 10%, dan 

1% dari ekstrak kental (Gambar 1). Pada hasil 

pewarnaan menggunakan pewarna ekstrak 

metanolik bunga rosella konsentrasi 100%, 75%, 

50%, 25%, 10% pada preparat bakteri 

Staphylococus aureus dan Escherichia coli 

menunjukkan kontras yang baik antara bakteri 

dengan latar belakangnya, namun bentuk bakteri 

sulit diamati karena jumlah bakteri yang terlalu 

padat. Pada hasil eksplorasi pewarnaan dengan 

konsentrasi 100% menunjukkan warna yang terlalu 

pekat. Serta pada hasil pewarnaan dengan 

konsentrasi 100% dan 50% didapatkan adanya 

debris pada hasil pewarnaan bakteri Staphylococus 

aureus berupa endapan pewarna pada hasil 

pewarnaan . Pada eksplorasi pewarnaan dengan 

konsentrasi 75%, 25%, dan 10% tidak didapatkan 

adanya debris pewarnaan.  

Pada konsentrasi 1% kontras bakteri yang terwarnai 

dengan latar belakangnya buruk dikarenakan 

konsentrasi zat warna dari ekstrak bunga rosella 

terlalu rendah sehingga tidak mampu mewarnai 

bakteri dengan jelas. Bentuk bakteri tidak dapat 

diamati karena tidak terwarna. Sehingga didapatkan 

konsentrasi terbaik ekstrak metanol bunga rosella 

yang dapat digunakan sebagai perlakuan yaitu 

75%,50% dan 25%. 

Hasil Perhitungan Akurasi dan Presisi 

Pewarnaan Ekstrak Metanol Bunga Rosella pada 

Staphylococus aureus dan Escherichia coli 

 Akurasi dapat dinyatakan sebagai 

nilai %Recovery, serta dapat dinyatakan baik 

apabila nilai %Recovery berada pada rentang 85-

115²⁶. Presisi dapat dinyatakan sebagai RSD dan 

dapat dikatakan baik apabila berada pada 

rentang <1,5%²⁴. Agar mendapatkan nilai 

akurasi dan presisi yang baik, pada setiap 

kelompok perlakuan dilakukan tiga kali 

pengulangan. Hasil perhitungan yang didapatkan 

bakteri Staphylococus aureus memiliki nilai 

akurasi dan presisi yang tidak baik pada semua 

konsentrasi (Tabel 1). Pada bakteri Escherichia 

coli didapatkan hasil nilai akurasi yang baik 

pada konsentrasi 50% dan 75% serta nilai presisi 

yang tidak baik pada semua konsentrasi (Tabel 

2). Hasil perhitungan akurasi dan presisi dari 

ekstrak metanol bunga rosella didapatkan dari 

perhitungan hasil foto dalam lima lapang 

pandang menggunakan mikroskop trinokuler 

perbesaran 1000x. Jumlah bakteri diukur 

menggunakan aplikasi Image-J. Ekstrak 

metanolik bunga rosella diencerkan menjadi tiga 

konsentrasi yaitu 25%, 50% dan 100%. Metanol 

berfungsi sebagai kontrol negatif sedangkan 

methylene blue berfungsi sebagai kontrol + 

(pembanding). 

        

Staphylococus aureus Escherichia coli 

1A 1B 
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Gambar 1. Hasil Eksplorasi Pewarnaan Ekstrak Metanol Bunga Rosella 

Keterangan: Gambar 1 menunjukkan hasil eksplorasi pewarnaan ekstrak metanol bunga rosella pada bakteri Staphylococus aureus (A) dan 
Escherichia coli (B), dengan 1 merupakan pewarnaan dengan konsentrasi 100%, 2 merupakan pewarnaan dengan konsentrasi 75%, 3 

merupakan pewarnaan dengan konsentrasi 50%, 4 merupakan pewarnaan dengan konsentrasi 25%, 5 merupakan pewarnaan dengan 

konsentrasi 10% dan 6 merupakan pewarnaan dengan konsentrasi 1%. O menunjukkan bakteri pada hasil pengamatan. 

 

Tabel 1. Hasil Pengukuran Akurasi dan Presisi Bakteri Staphylococus aureus 

 

Konsentrasi Herbal 
Staphylococus aureus 

Rata-rata ±  SD RSD % Recovery 

Metanol (0%) 1287,00 ± 163,67 12,72 182,13 

25% 11070,33 ± 1870,33 16,89 153,68 

50% 13421,67 ± 3616,14 26,94 186,33 

75% 20343,33 ± 6427,49 31,60 282,42 

Methylene Blue 7203,33 ± 3680,03 51,09   
 

Keterangan: Tabel 1 menunjukkan hasil pengukuran akurasi dan presisi ekstrak metanol bunga rosella dengan konsentrasi 75%, 50%, 25%  
pada pewarnaan sederhana bakteri Staphylococus aureus, dengan methylene blue sebagai kontrol positif dan metanol sebagai kontrol negatif. 

n=3 dengan 5 lapang pandang.  
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Tabel 2. Hasil Pengukuran Akurasi dan Presisi Bakteri Escherichia coli. 

 

Konsentrasi Herbal 

Escherichia coli 

Rata-rata ± SD RSD 
% 

Recovery 

Metanol (0%) 1004,33 ± 56,23 5,60 187,96 

25% 16151,67 ± 6694,83 41,45 193,63 

50% 8815,67 ± 2631,28 29,85 105,68 

75% 9273,33 ± 5239,97 56,51 111,17 

Methylene Blue 8341,67 ± 1263,97 15,15   

  
Keterangan: Tabel 2 menunjukkan hasil pengukuran akurasi dan presisi ekstrak metanol bunga rosella dengan konsentrasi 75%, 50%, 25%  

pada pewarnaan sederhana bakteri Escherichia coli, dengan methylene blue sebagai kontrol positif dan metanol sebagai kontrol negatif. n=3 
dengan 5 lapang pandang. 

Hasil Pengamatan Deskriptif Pewarnaan 

Ekstrak Metanol Bunga Rosella pada 

Staphylococus aureus dan Escherichia coli 

 Hasil pengamatan deskriptif pewarnaan 

bakteri Staphylococus aureus dan Escherichia 

coli menggunakan ekstrak metanol bunga rosella, 

diamati menggunakan mikroskop trinokuler 

perbesaran 1000x menggunakan minyak emersi, 

kemudian dinilai kontras antara bakteri dengan 

latar belakangnya, hasil warna yang melekat 

pada bakteri, bentuk bakteri serta jumlah debris 

yang terdapat pada hasil pewarnaan (Tabel 3 – 

4). Pengamatan deskriptif dilakukan oleh tiga 

orang pengamat yang berbeda yang berfungsi 

untuk menghindari bias yang ditimbulkan oleh 

peneliti. 

 Setelah dilakukan pengamatan deskriptif, 

hasil pengamatan yang didapat diolah menjadi 

grafik yang berfungsi untuk mengetahui 

kelompok perlakuan yang memiliki rata-rata 

terbaik (Gambar 2). Pengamatan deskriptif 

terbaik pada bakteri Staphylococus aureus 

terdapat pada ekstrak metanol bunga rosella 

konsentrasi 75% (Gambar 2). Sedangkan hasil 

terendah terdapat pada ekstrak metanol bunga 

rosella dengan konsentrasi 25% (Gambar 2). 

Methylene blue sebagai kontrol positif memiliki 

rata-rata nilai tertinggi (Gambar 2), sedangkan 

metanol sebagai kontrol negatif  memiliki nilai 

rata-rata terendah (Gambar 2). 

Hasil pengamatan deskriptif tertinggi pada 

bakteri Escherichia coli terdapat pada 

pewarnaan ekstrak metanol bunga rosella 

menggunakan konsentrasi 50% (Gambar 2). 

Dan nilai rata-rata terendah pada pewarnaan 

ekstrak metanol bunga rosella konsentrasi 75% 

(Gambar 2). Methylene blue sebagai kontrol 

positif memiliki nilai rata-rata tertinggi 

(Gambar 2), dan metanol sebagai kontrol 

negatif memiliki nilai rata-rata terendah 

(Gambar 2). 
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Gambar 3. Pengamatan Deskriptif Staphylococcus aureus 
Keterangan: Gambar 3 menunjukkan hasil pewarnaan pada bakteri Staphylococcus aureus menggunakan methylene blue (1A), ekstrak 
metanol bunga rosella konsentrasi 75% (2A), 50% (3A), 25% (4A) dan metanol (5A) serta gambaran dalam ImageJ. Pengamatan 

dilakukan menggunakan mikroskop trinokuler perbesaran 1000x dengan minyak emersi. O debris O bakteri. 

 

 

  

  

  

 
 

Gambar 4. Pengamatan Deskriptif Escherihia coli 
Keterangan: Gambar 4 menunjukkan hasil pewarnaan pada bakteri Escherihia coli menggunakan methylene blue (1A), ekstrak 

metanol bunga rosella konsentrasi 75% (2A), 50% (3A), 25% (4A) dan metanol (5A) serta gambaran dalam ImageJ. Pengamatan 

dilakukan menggunakan mikroskop trinokuler perbesaran 1000x dengan minyak emersi. O debris O bakteri. 
 

Tabel 3. Hasil Pengamatan Deskriptif Bakteri Staphylococus aureus 

 

Konsentra

si  
Koloni 

Rata 

kontras ± 

SD 

Rata warna ± 

SD 

Rata bentuk ± 

SD 

Rata debris ± 

SD 

Rata total ± 

SD 

MB 1  2,00±0,00 2,00±0,00 2,00±0,00 2,00±0,00 8,00±0,00 

25% 1  1,07±0,06 1,15±0,13 2,00±0,00 2,00±0,00 6,22±0,52 

50% 1  1,15±0,13 1,55±0,39 2,00±0,00 2,00±0,00 6,70±0,41 

4A 4B 

5A 5B 

1A 

2A 

3A 

4A 

5A 5B 

4B 

3B 

2B 

1B 
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75% 1  1,26±0,06 1,63±0,32 2,00±0,00 2,00±0,00 6,89±0,35 

Metanol 1  0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 

  

Keterangan: Tabel 3. menampilkan data rata-rata nilai pengamatan deskriptif bakteri Staphylococcus aureus dari lima lapang pandang. 
Pengamatan dilakukan oleh tiga orang berbeda. Konsentrasi ekstrak metanol bunga rosella konsentrasi 75% memiliki nilai rata-rata tertinggi. 

 

Tabel 4. Hasil Pengamatan Deskriptif Escherichia coli 

Konsentra

si  
Koloni 

Rata 

kontras ± 

SD 

Rata warna ± 

SD 

Rata bentuk ± 

SD 

Rata debris ± 

SD 
Rata ± SD 

MB 1  2,00±0,00 2,00±0,00 2,00±0,00 2,00±0,00 8,00±0,00 

25% 1  1,22±0,19 1,93±0,06 2,00±0,00 2,00±0,00 7,15±0,38 

50% 1  1,48±0,13 1,82±0,06 2,00±0,00 2,00±0,00 7,3±0,25 

75% 1  1,18±0,13 1,85±1,3 2,00±0,00 2,00±0,00 7,03±0,39 

Metanol 1  0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 

 
Keterangan: Tabel 4. menampilkan data rata-rata nilai pengamatan deskriptif bakteri Escherichia coli dari lima lapang pandang. 

Pengamatan dilakukan oleh tiga orang berbeda. Konsentrasi ekstrak metanol bunga rosella konsentrasi 50% memiliki nilai rata-rata tertinggi. 
 

  
 

Gambar 2. Grafik Rata-Rata Hasil Pengamatan Deskriptif 
Keterangan: Gambar 2 menunjukkan hasil rata-rata pengamatan deskriptif Staphylococus aureus dan Escherichia coli, yang menunjukan 

hasil pengamatan terbaik untuk Staphylococus aureus adalah perlakuan ekstrak bunga rosella 75%, dan nilai terbaik untuk Escherichia coli 

adalah perlakuan ekstrak bunga rosella 50%. Methylene blue (a) menunjukkan perbedaan signifikan (p <0,05) dengan ekstrak metanol bunga 
rosella konsentrasi 25% (**),50% (***) dan metanol (*****). Ekstrak metanol bunga rosella konsentrasi 25% (b) berbeda signifikan dengan 

semua konsentrasi. Esktrak metanol bunga rosella konsentrasi 50% (c) berbeda signifikan dengan Methylene blue (*), konsentrasi 25% (**) 

dan metanol (*****). Ekstrak rosella konsentrasi 75% (d) berbeda signifikan dengan konsentrasi 25% (**) dan metanol (*****). Analisa 
statistik dilakukan dengan metode Mann-Whitney. 

PEMBAHASAN 

Perhitungan Akurasi dan Presisi Metode 

Pewarnaan Sederhana Bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escerchia coli 

Menggunakan Ekstrak Metanol Bunga 

Rosella 

Pada penelitian ini, hasil perhitungan 

yang didapatkan pada bakteri Staphylococus 

aureus memiliki nilai akurasi dan presisi yang 

tidak baik pada semua konsentrasi. Pada bakteri 

Escherichia coli didapatkan nilai akurasi yang 

baik pada konsentrasi 50% dan 75% serta nilai 

presisi yang tidak baik pada semua konsentrasi 

(85-115% dan 1,5%). Salah satu indikator 

buruknya nilai akurasi dan presisi adalah 

diameter koloni yang terbentuk pada tiap cawan 

petri berbeda-beda, sehingga koloni yang 

diambil pada saat perlakuan juga berbeda. 

Ahmad, 2015 menyatakan bahwa perhitungan 

kumpulan koloni yang besar dan menjadi satu 

deretan atau terlihat seperti satu garis tidak bisa 

di hitung sebagai satu koloni²⁰. Hasil 

perhitungan presisi pada Methylene blue juga 

mendapatkan hasil yang buruk (1,5%). Hal ini 

juga dapat diakibatkan oleh persebaran jumlah 

bakteri antar lapang pandang yang jauh 

sehingga mempengaruhi nilai rata-rata RSD. 

Methylene blue digunakan sebagai 

kontrol + (pembanding) dikarenakan methylene 

blue merupakan pewarna yang umum 

digunakan dalam pewarnaan bakteri sederhana. 

Methylene blue merupakan pewarna kationik 

yang memiliki muatan positif dan dapat 

mewarnai bakteri karena bakteri memiliki 

muatan negatif dalam bentuk gugus fosfat. 

Sehingga muatan negatif dari bakteri akan 

berikatan dengan muatan positif dari pewarna, 

menyebabkan pewarna akan terserap dan bakteri 

akan terwarnai²². Metanol merupakan senyawa 

polar yang digunakan sebagai pelarut dalam 

ekstraksi zat warna bunga rosella dan pada 

penelitian ini digunakan sebagai kontrol – 

dikarenakan tidak memiliki komponen pewarna 

sehingga tidak mampu mewarnai bakteri²³.  

ImageJ digunakan untuk menghitung 

jumlah bakteri Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli yang terdapat pada 5 lapang 

pandang dan pada 3 kali pengulangan²⁴. Hasil 

perhitungan menunjukkan jumlah yang beragam 

dengan selisih antar lapang pandang yang cukup 

jauh. Hal ini dapat diakibatkan oleh debris 
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pengamatan yang ikut terhitung oleh ImageJ dan 

juga dapat diakibatkan oleh persebaran jumlah 

bakteri yang tidak merata pada tiap kaca 

preparat. Fokus pengamatan juga mempengaruhi 

hasil perhitungan bakteri pada tiap lapang 

pandang, karena fokus pengamatan yang buruk 

akan memperburuk hasil perhitungan bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 

 

Pengamatan Deskriptif Pewarnaan Bakteri 

Menggunakan Ekstrak Metanol Bunga 

Rosella 

Pada penelitian ini, hasil pengamatan 

deskriptif terbaik pada bakteri Staphylococus 

aureus didapatkan pada pewarnaan ekstrak 

bunga rosella konsentrasi 75%. nilai rata-rata 

pada kontras, kualitas warna, bentuk bakteri dan 

debris yang didapatkan berturut-turut adalah 

1,26, 1,63, 2, 2. Sedangkan untuk bakteri 

Escherichia coli hasil pengamatan deskriptif 

terbaik didapatkan pada ekstrak bunga rosella 

konsentrasi 50%. Nilai rata-rata pada kontras, 

kualitas warna, bentuk bakteri dan debris 

berturut-turut adalah 1,48, 1,82, 2, 2. 

Pengamatan deskriptif dilakukan dengan 

menilai empat komponen yang terdapat pada 

hasil pengamatan yaitu kontras, bentuk, warna, 

dan debris. Kontras dapat diartikan sebagai 

perbedaan warna yang jelas antara bakteri 

dengan latar belakang. Warna dapat diartikan 

sebagai kemampuan bakteri menyerap pewarna 

dengan baik. Bentuk diartikan sebagai 

gambaran bentuk bakteri yang sesuai dan dapat 

diidentifikasi. Debris diartikan sebagai material 

yang terlihat dalam pengamatan namun bukan 

bakteri atau pewarna. 

Penelitian yang dilakukan oleh 

Handarini, 2014 menyebutkan bahwa ekstrak 

kelopak bunga rosella mengandung senyawa 

antosianin yang mampu memberi warna merah, 

biru hingga ungu. Antosianin merupakan 

senyawa golongan flavonoid dengan tiga atom 

karbon yang diikat oleh sebuah atom oksigen 

untuk menghubungkan dua cincin aromatik 

benzene (C6H6) di dalam struktur utamanya¹⁵. 

Ekstrak Bunga Rosella juga mengandung 

senyawa fenolik utama antosianin seperti 

delphinidin-3- glucoside, sambubioside, dan 

cyanidin-3- sambubioside; flavonoid lain seperti 

gossypetin, protocatechuic acid, eugenol, dan 

ergoesterol⁴. Penelitian yang dilakukan oleh 

Marbun, 2020 menyebutkan bahwa antosianin 

yang terdapat pada sari ubi jalar ungu dapat 

mewarnai bakteri Staphylococus aureus dan 

Escherichia coli. Komponen antosianin ubi jalar 

ungu adalah turunan mono atau diasetil 3-(2-

glukosil) glukosil-5-glukosil peonidin dan 

sianidin¹⁰. Cara kerja antosianin dalam 

mewarnai bakteri adalah dengan berikatan 

dengan lapisan peptidoglikan pada dinding sel 

bakteri Gram positif yang bersifat asam hanya 

dapat mengikat larutan yang memiliki kadar pH 

yang basa¹⁰. 

Penelitian sebelumnya menyebutkan 

bahwa antosianin pada ubi jalar ungu dapat 

dimanfaatkan menjadi pewarna alami untuk 

mewarnai preparat jamur Trichophyton rubrum 

dengan memperhatikan aspek stabilitas 

antosianin¹⁷. Penelitian yang dilakukan oleh 

Fatimatuzahro, 2019 menyebutkan bahwa 

antosianin dari esktrak ubi jalar ungu juga 

mampu mewarnai paramecium sp. Rein, 2005 

menyebutkan bahwa stabilitas antosianin 

dipengaruhi oleh temperatur, pH, cahaya, 

keberadaan ion logam, oksigen dan enzim. 

Sehingga dapat disimpulkan bahwa antosianin 

dari eskstrak bunga rosella memiliki jenis 

senyawa yang sama dengan ubi jalar ungu 

dikarenakan memiliki kemampuan berikatan 

dengan dinding sel yang tidak memiliki lapisan 

peptidoglikan yang tebal. Hasil pengamatan 

deskriptif dari pewarnaan ekstrak bunga rosella 

dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor 

diantaranya masih banyaknya komponen 

senyawa aktif lain yang masih terdapat pada 

ekstrak metanolik bunga rosella sehingga 

mempengaruhi kemampuan komponen pewarna 

pada esktrak bunga rosella dalam mewarnai 

bakteri. Aspek stabilitas antosianin pada esktrak 

bunga rosella juga mempengaruhi hasil 

pewarnaan. Pengaruh temperatur, pH, cahaya, 

keberadaan ion logam, oksigen dan enzim pada 

antosianin bunga rosella dapat mempengaruhi 

hasil pewarnaan dikarenakan antosianin yang 

berasal dari bahan alam memiliki sifat kurang 

stabil. 

  
KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil analisa statistik dan 

studi literatur yang telah dilakukan, dapat 

disimpulkan bahwa : 

1. Metode pewarnaan sederhana bakteri 

Staphylococcus aureus dengan ekstrak 

metanol bunga Rosella (Hibiscus 

sabdariffa L) memiliki nilai akurasi dan 

presisi dibawah nilai standar (85-115% 

dan <1,5%). 

2. Metode pewarnaan sederhana bakteri 

Escherichia coli dengan ekstrak metanol 

bunga Rosella (Hibiscus sabdariffa L) 

memiliki nilai akurasi yang baik pada 

konsentrasi 50% dan 75% serta nilai 

presisi dibawah nilai standar (85-115% 

dan <1,5%). 

3. Metode pewarnaan sederhana bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia 

coli menggunakan ekstrak metanol bunga 

Rosella memiliki validitas dibawah standar 

berdasarkan parameter akurasi dan presisi. 

 
SARAN 

1. Melakukan pengenceran bakteri 

bertingkat agar didapatkan jumlah bakteri 

yang homogen. 
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2. Melakukan optimalisasi fokus pengamatan 

bakteri saat menggunakan mikroskop. 

3. Melakukan isolasi komponen pewarna 

pada esktrak metanolik bunga rosella 
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