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ABSTRAK 

Pendahuluan: Pewarna alami dapat menjadi solusi terhadap efek negatif yang ditimbulkan pewarna sintetik. Daun 

teh hijau (Camellia sinensis) sebagai pewarna alami telah sering digunakan pada pewarnaan industri tekstil. 

Penelitian ini bertujuan untuk menilai kualitas pewarnaan alami daun teh hijau dibandingkan dengan pewarna 

sintetik Methylene Blue pada pewarnaan sederhana bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, kemudian 

dilakukan validasi metode akurasi dan presisi. 

Metode: Penelitian ini bersifat eksperimental in vitro. Pewarnaan sederhana dilakukan dengan menggunakan 

Methylene Blue sebagai kontrol positif (+) dan daun teh hijau (Camellia sinensis) konsentrasi 2,5%, 5%, dan 7,5%. 

Jumlah bakteri dihitung dalam 5 lapang pandang menggunakan software ImageJ dan dilakukan perhitungan 

akurasi dan presisi. Dilakukan pula pengamatan deskriptif oleh tiga pengamat yang berbeda, dan dilakukan uji 

statistik metode Mann-Whitney. 

Hasil: Pada bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, di semua konsentrasi nilai yang diperoleh tidak 

memenuhi standar %Recovery (80-110%). Sama halnya dengan nilai presisi kedua bakteri tidak ada yang 

memenuhi standar Relative Standard Deviation (11%). Pada pengamatan deskriptif nilai tertinggi kedua bakteri 

diperoleh pada konsentrasi 7,5%. 

Kesimpulan: Pewarnaan sederhana bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dengan ekstrak metanol 

daun teh hijau (Camellia sinensis) memiliki tingkat akurasi dan presisi yang lebih rendah daripada Methylene Blue 

namun memiliki nilai pengamatan deskriptif yang baik pada konsentrasi 7,5%. 

 

Kata Kunci: Camellia Sinensis; Pewarnaan Sederhana; Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Akurasi; 
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ABSTRACT 

Introduction: Natural dyes can be a solution for the negative effects of synthetic dyes. Green tea leaves (Camellia 

sinensis) as a natural dye have been frequently used in the textile industry. This study aims to assess the quality of 

natural staining of green tea leaves compared with synthetic dye Methylene Blue on simple staining of 

Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria, then validate the accuracy and precision of the method. 

Methods: This research is experimental in vitro. Simple staining was performed using Methylene Blue as a 

positive control (+), and methanol extract of green tea leaves (Camellia sinensis) with a concentration of 2.5%, 

5%, and 7.5%. The number of bacteria was counted in 5 fields of view using ImageJ software and accuracy and 

precision were calculated. Descriptive observations were also carried out by two different observers, and statistical 

tests were carried out using the Mann-Whitney method. 

Results: In Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria, in all concentrations the values obtained did not 

meet the %Recovery standard (80-110%). Similarly, the precision value of the two bacteria did not meet the 

Relative Standard Deviation (11%). In descriptive observations the second highest value bacteria was obtained at 

a concentration of 7.5%. 

Conclusion: Simple staining of Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria with methanol extract of 

green tea leaves (Camellia sinensis) has a lower accuracy and precision than Methylene Blue but has a good 

descriptive observation value at a concentration of 7.5%. 
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PENDAHULUAN 

       Methylene Blue adalah pewarna kationik 

thiazine yang tidak berwarna dalam keadaan 

tereduksi namun berwarna biru tua dalam keadaan 

teroksidasi1. Dalam pewarnaan bakteri, pewarna 

Methylene Blue  sering digunakan dalam metode 

pewarnaan sederhana dan sebagai counterstain pada 

pewarnaan tahan asam (Acid-fast staining) atau 

metode Ziehl-Neelsen2. Methylene Blue sebagai 

pewarna sintetis, memiliki efek negatif terhadap 

kesehatan manusia dan juga lingkungan. Dampak 

yang dapat ditimbulkan oleh Methylene Blue  

terhadap kesehatan manusia di antaranya yaitu iritasi 

pada kulit dan mata, takikardi, sianosis, dispnea, dan 

jika Methylene Blue  tertelan, maka dapat 

menyebabkan iritasi pada saluran pencernaan, 

nausea, dan diare3. Limbah Methylene Blue  juga 

termasuk limbah non-degredable atau limbah yang 

tidak dapat diuraikan secara alami. Maka penelitian 

ini bertujuan untuk mencari alternatif bahan pewarna 

untuk pewarnaan bakteri dengan bahan dasar bahan 

alam, yang tidak membahayakan kesehatan manusia 

dan limbahnya mudah terurai secara alami sehingga 

tidak mengancam kesehatan lingkungan. 

       Penggunaan bahan alam untuk pewarnaan 

bakteri dapat menjadi solusi untuk menghindari efek 

negatif yang ditimbulkan oleh pewarna sintetik, 

karena bahan alam memiliki sifat non toksik dan 

limbahnya mudah terurai oleh alam. Salah satu 

contoh studi bahan alam sebagai pewarna alami 

bakteri menyebutkan bahwa ubi jalar ungu terbukti 

dapat mewarnai bakteri gram positif karena memiliki 

pH basa yaitu 10 sehingga dapat diserap oleh dinding 

sel bakteri4. Pada penelitian ini bahan alam yang 

digunakan adalah daun teh hijau. Penggunaan daun 

teh hijau pada penelitian ini didasari oleh 

kemudahan untuk memperoleh daun teh hijau 

dimanapun dan daun teh hijau juga sering digunakan 

sebagai pewarna pada bidang industri juga 

contohnya pada produk kain seperti kain wol, katun, 

hingga karpet5. Sifat daun teh yang mudah 

didapatkan dimanapun, dapat membantu 

memfasilitasi peneliti yang di daerahnya distribusi 

pewarna sintetis Methylene Blue belum dijangkau.  

       Daun teh hijau (Camellia sinensis) diketahui 

mengandung berbagai senyawa, di antaranya 

polifenol (tanin dan flavonoid). Beberapa jenis 

senyawa tanin yang dapat dimanfaatkan sebagai 

pewarna alami adalah Gallocatechin, epicatechin 

(EC), epigallocatechin (EGC), epicatechin gallate 

(EGC), dan epigallocatechin gallate (EGCG)5. Tanin 

diketahui dapat digunakan sebagai pewarna alami 

yang dapat memberi warna kuning pucat sampai 

coklat tua. Tanin dapat berikatan dengan protein 

kolagen yang ada di kulit dan membuat ikatan silang 

sehingga dihasilkan produk kulit6. Maka diduga 

dengan kemampuan tanin membentuk ikatan dengan 

protein, dapat bekerja untuk mewarnai bakteri 

dengan cara berikatan dengan protein yang ada di 

membran sel bakteri.  

       Penelitian ini akan melakukan pewarnaan 

ekstrak daun teh hijau pada bakteri yang digunakan 

yaitu Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 

Perbedaan dari jenis gram bakteri Staphylococcus 

aureus dan Escherichia coli menjadi dasar pemilihan 

kedua bakteri tersebut. Hal ini bertujuan untuk 

melihat apakah ada perbedaan efek dari pewarna 

alami daun teh hijau (Camellia sinensis) terhadap 

perbedaan jenis gram yaitu gram positif dan gram 

negatif. 

       Uji validasi merupakan suatu metode dalam 

penelitian untuk menilai parameter tertentu sehingga 

penelitian tersebut dapat dibuktikan persyaratan dan 

penggunaannya7. Pewarnaan bakteri dengan bahan 

alam merupakan metode yang masih jarang 

dilakukan, sehingga perlu dilakukan uji validasi. 

Dalam penelitian ini parameter uji validasi yang 

digunakan adalah akurasi dan presisi. Akurasi adalah 

kesesuaian hasil analisis dengan nilai benar analit 

atau true value8. Sedangkan presisi adalah ukuran 

yang membuktikan derajat kedekatan antara hasil 

individual9. Pemilihan parameter akurasi didasari 

oleh kesamaan fungsi parameter tersebut dengan 

tujuan penelitian ini yaitu ingin melihat apakah daun 

teh hijau dapat mewarnai bakteri dengan baik sama 

seperti pewarnaan standar dalam pewarnaan 

sederhana Methylene Blue. Sedangkan parameter 

presisi dapat membuktikan apakah metode yang 

digunakan nantinya dapat dilakukan oleh siapapun 

dan dalam kondisi yang berbeda namun tetap 

memberikan hasil yang sama. 

 

METODE PENELITIAN 

Desain, Waktu dan Tempat Penelitian 

       Penelitian ini bersifat eksperimental secara in 

vitro, dan telah dilakukan pada bulan Juli-Agustus 

2021 di Laboratorium Pusat Riset Kedokteran 

(LPRK) Fakultas Kedokteran Universitas Islam 

Malang. 

 

Ekstraksi Daun Teh Hijau 

       Prosedur ekstraksi herbal dilakukan dengan 

mengikuti Unit Pelaksana Teknis (UPT) Materia 

Medika Batu. Simplisia yang diperoleh ditimbang 

dengan menggunakan neraca digital dan dilarutkan 

dengan metanol 97% dengan perbandingan 1:10 

(g/ml) yaitu, simplisia dengan berat 20 g dilarutkan 

dengan metanol 97% sebanyak 200 ml dan direndam 

di dalam Erlenmeyer. Erlenmeyer kemudian ditutup 

menggunakan aluminium foil dan diletakkan pada 

shaker selama 48 jam dengan kecepatan 60 rpm. 

Setelah itu hasil ekstrak yang diperoleh disaring 

dengan tujuan memperoleh filtrate. Filtrate yang 

diperoleh kemudian dievaporasi. Hasil dari 

evaporasi dimasukkan ke dalam oven dengan suhu 

40°C dan didiamkan sampai menjadi ekstrak kental. 

Ekstrak kental tersebut kemudian disuspensikan 100 

mg/ml dengan larutan metanol 97%. Ekstrak kental 

yang telah disuspensi dibuat dalam beberapa 

konsentrasi yaitu 2,5%, 5%, dan 7,5%. 

 

Inokulasi Bakteri 

       Bakteri yang digunakan (Staphylococcus aureus 

dan Escherichia coli), disiapkan dari stok media 

padat dari Laboratorium Pusat Riset Kedokteran 

(LPRK) FK UNISMA. Masing-masing dari bakteri 
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tersebut kemudian diambil dengan menggunakan 

ose yang telah difiksasi dan diinokulasikan ke cawan 

petri yang berisi media cair Nutrient Agar (NA). 

Kemudian NA diinkubasi pada suhu 37°C selama 

18–24 jam. 

 

Pewarnaan Sederhana Bakteri Menggunakan 

Methylene Blue 

       Kaca slide dibersihkan terlebih dahulu dengan 

alcohol swab, kemudian digambar satu lingkaran 

yang memiliki diameter 2,5 cm dan ditetesi NS 

menggunakan pipet tetes sebanyak 1 tetes. 

Kemudian setiap slide diberi label sesuai jenis 

bakteri dan jumlah koloninya. Kemudian bakteri dari 

NA diambil menggunakan ose yang telah difiksasi 

sebelumnya dan diterapkan pada slide sesuai label. 

       Bakteri diambil sebanyak 1 koloni dan 

diterapkan pada kaca slide. Setelah diterapkan, 

larutan NS dan bakteri diratakan sesuai ukuran 

lingkaran yang telah dibuat dan kemudian difiksasi 

dengan dilewatkan diatas api bunsen. Kemudian 

dilakukan pewarnaan bakteri dengan Methylene Blue 

pada bak pewarnaan. Dengan menggunakan 

mikropipet tiap preparat ditetesi dengan pewarna 

Methylene Blue sebanyak 100 μl dan didiamkan 

selama 3 menit untuk tiap preparat.  Setelah 

didiamkan selama 3 menit, preparat dibilas dengan 

akuades dan didiamkan hingga kering. Preparat yang 

telah kering, kemudian diamati dengan 

menggunakan mikroskop Trinokuler dengan 

perbesaran 1000x, dan ditambahkan minyak emersi. 

Kemudian bakteri yang terlihat diamati dalam 5 

lapang pandang dan dihitung jumlahnya10. 

 

Pewarnaan Sederhana dengan Ekstrak Metanol 

Daun Teh Hijau 

       Kaca slide dibersihkan terlebih dahulu dengan 

alcohol swab, kemudian dibuat lingkaran pada slide 

dengan diameter 2,5 cm. Setelah dilingkari masing-

masing kaca slide diberi label sesuai jenis bakteri, 

dan konsentrasi pewarna ekstrak. Kaca slide 

kemudian ditetesi NS dengan menggunakan pipet 

tetes sebanyak 1 tetes. Kemudian biakan bakteri 

diambil dari NA dengan menggunakan ose yang 

telah difiksasi dan diterapkan pada kaca slide sesuai 

label yang ada pada kaca slide. Larutan NS dan 

bakteri diratakan sesuai dengan diameter lingkaran 

pada kaca slide. Preparat kemudian difiksasi dengan 

dilewatkan diatas api bunsen. Tiap preparat yang 

telah kering kemudian ditetesi dengan pewarna 

ekstrak metanol daun teh hijau (Camellia sinensis) 

konsentrasi 2,5%, 5%, dan 7,5%. 

       Pewarna ekstrak metanol daun teh hijau dan 

metanol kemudian diambil dengan menggunakan 

mikropipet sebanyak 100 μl dan didiamkan selama 3 

menit. Kemudian preparat dibilas dengan 

menggunakan akuades dan didiamkan hingga 

kering. Preparat kemudian diamati di bawah 

mikroskop Trinokuler dengan pembesaran 1000 kali 

dan ditambahkan minyak emersi. Kemudian bakteri 

yang terlihat diamati dalam 5 lapang pandang dan 

dihitung jumlahnya10.  

 

Pengamatan Deskriptif  

       Untuk melakukan pengamatan deskriptif, 

preparat yang telah diwarnai diletakkan di bawah 

mikroskop dan diamati perubahan yang terjadi. 

Pengamatan deskriptif dilakukan untuk melihat: 

1. Kontras preparat dengan latar belakang terlihat 

dengan jelas atau tidak (2 = kontras terlihat 

jelas, 1 = kontras kurang terlihat, 0 = tidak ada 

kontras). 

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

warna buram, 0 = tidak ada warna). 

3. Bentuk bakteri yang terwarnai (2 = kualitas 

baik, 1 = kualitas kurang baik, 0 = bentuk 

bakteri tidak terlihat). 

4. Debris (2 = tidak ada debris/bersih, 1 = debris 

terlihat namun tidak sampai menutupi seluruh 

badan bakteri, 0 = debris menutupi keseluruhan 

bakteri). 

 

Penghitungan Jumlah Bakteri dengan ImageJ 

       ImageJ adalah sebuah platform atau program 

yang sering digunakan untuk memproses dan 

menganalisis gambar yang sering digunakan dalam 

studi biologi atau studi bidang yang lain. Platform ini 

dikembangkan oleh Wayne Rasband di National 

Institutes of Health (NIH)11. ImageJ gratis untuk 

diunduh, hal ini membuat ImageJ menjadi salah satu 

alat analisis gambar yang paling populer dan paling 

banyak digunakan12.  

       Sebelum dilakukan perhitungan, gambar diubah 

menjadi 8-bit agar format gambar menjadi RGB 

dengan memilih Image>Type>8-bit. Bakteri 

dihitung otomatis dengan menggunakan algoritma 

Threshold sehingga dapat membedakan partikel 

yang diinginkan dengan latar belakang. Untuk 

mengatur threshold, gambar dipilih kemudian 

digunakan opsi Image>Adjust> Threshold> atur 

algoritma sesuai yang diinginkan>Apply. Agar 

partikel pada gambar tidak bergabung, perlu 

dilakukan proses Watershed dengan memilih 

Process>Binary>Watershed. Kemudian partikel 

pada gambar dihitung dengan memilih 

Analyze>Analyze Particle13,14. 

 

Penentuan Nilai Akurasi dan Presisi 

       Pengujian metode validasi akurasi dilakukan 

dengan metode simulasi (spiked-placebo recovery) 

dan dihitung dengan ImageJ. Larutan analit dibuat 

minimal sebanyak tiga macam konsentrasi yang 

berbeda. Perhitungan sel dilakukan menggunakan 

ImageJ dengan 5 lapang pandang. Kemudian persen 

recovery dihitung dengan rumus15:  

% Perolehan kembali =
𝑥

μ
× 100 

Keterangan:  

x: Hasil pewarnaan menggunakan Daun Teh Hijau 

μ: Nilai yang sebenarnya 

       Metode presisi yang dilakukan merupakan 

presisi kategori repeatability. Metode ini dilakukan 

dengan membuat 3 seri konsentrasi sama seperti saat 

melakukan uji validitas akurasi. RSD (Relative 

Standard Deviation) dihitung dengan rumus7: 
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RSD =
SD

×̅
× 100% 

Keterangan: SD: Standar Deviasi atau simpangan 

baku 

                    ×̅: Kadar rerata 

 

Analisa Data Statistik 

      Pada penelitian ini dilakukan pengujian data 

Mann-Whitney. Uji Mann-Whitney menyatakan jika 

tidak terdapat peredaan antara dua kelompok data 

dan kedua kelompok data tersebut tidak diperoleh 

dari sampel yang terkait16. Jumlah sel bakteri yang 

diperoleh dari pewarnaan ekstrak herbal daun teh 

hijau dan pewarnaan Methylene Blue sebagai kontrol 

(+) merupakan data yang dibandingkan. Setelah 

dilakukan uji data statistik, dilakukan penilaian 

deskriptif antara pewarnaan dengan ekstrak daun teh 

hijau dan pewarnaan dengan Methylene Blue sebagai 

kontrol (+) yang dilakukan secara manual oleh tiga 

orang pengamat. 

 

HASIL PENELITIAN DAN ANALISA DATA  

Hasil Perhitungan Akurasi Presisi Bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

       ImageJ digunakan untuk menghitung hasil 

perhitungan akurasi dan presisi ekstrak metanol daun 

teh hijau (Camellia sinensis) terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.        

Nilai akurasi dinyatakan dalam %Recovery. Nilai 

akurasi dapat dikatakan baik jika rentan nilainya 

berada pada 80-110%. Sedangkan untuk presisi 

dinyatakan sebagai Relative Standard Deviation, dan 

nilai presisi dapat dikatakan baik jika rentan nilainya 

11%. 

 

      Setiap kelompok perlakuan dilakukan 

pengulangan sebanyak tiga kali sehingga nantinya 

dapat memperoleh nilai akurasi dan presisi yang 

paling baik. Nilai perhitungan akurasi yang 

memenuhi standar (80-110%) tidak diperoleh pada 

bakteri Staphylococcus aureus dan bakteri 

Escherichia coli. Sama halnya untuk nilai presisi 

baik pada bakteri Staphylococcus aureus maupun 

Escherichia coli tidak ada yang memenuhi standar 

Relative Standard Deviation yaitu 11% (Tabel 1 dan 

Tabel 2). 

 

Hasil Pengamatan Deskriptif pada Bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli      

       Pengamatan deskriptif pada pewarnaan 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dengan 

ekstrak metanol daun teh hijau (Camellia sinensis) 

dilakukan dengan menggunakan mikroskop 

trinokuler dengan perbesaran 1000x dan 

ditambahkan dengan minyak emersi. Hasil 

pengamatan kemudian dinilai kontras, warna, bentuk 

dan debrisnya. Pengamatan deskriptif dilakukan oleh 

tiga orang pengamat yang berbeda agar tidak 

terdapat bias dari hasil pengamatan. 

       Hasil pengamatan deskriptif tertinggi 

pewarnaan dengan ekstrak daun teh hijau, pada 

bakteri Staphylococcus aureus didapatkan pada 

ekstrak daun teh hijau dengan konsentrasi 7,5% 

dengan nilai rata-rata 3,8 (Tabel 3). Sedangkan 

untuk hasil terendah didapatkan pada konsentrasi 5% 

dengan nilai rata-rata 3,2. Hasil pengamatan 

deskriptif pewarnaan dengan Methylene Blue 

sebagai kontrol positif memiliki nilai tertinggi yaitu 

8 (Gambar 1a dan Gambar 2). 

       Hasil pengamatan deskriptif Escherichia coli 

yang tertinggi didapatkan pada ekstrak metanol daun 

teh hijau konsentrasi 7,5%, dengan nilai rata-rata 4,7 

(Tabel 4). Sedangkan untuk hasil terendah 

didapatkan pada konsentrasi 2,5% dengan nilai rata-

rata 2,0. Methylene Blue sebagai kontrol positif 

memiliki nilai rata-rata tertinggi yaitu 8. (Gambar 1b 

dan Gambar 3). 

 

Tabel 1. Hasil Perhitungan Akurasi dan Presisi Bakteri Staphylococcus aureus 

Keterangan: Tabel 1. Menunjukkan hasil perhitungan akurasi dan presisi ekstrak metanol daun teh hijau dengan konsentrasi 2,5%, 5%, 7,5%, 

Methylene Blue sebagai pembanding pada pewarnaan sederhana bakteri Staphylococcus aureus 1 koloni. Tiap kelompok perlakuan dilakukan 

tiga kali pengulangan (n=3) dan dilakukan pengambilan gambar sebanyak 5 lapang pandang.  
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 Tabel 2. Hasil Perhitungan Akurasi dan Presisi Bakteri Escherichia coli 

Keterangan: Tabel 2. Menunjukkan hasil perhitungan akurasi dan presisi ekstrak metanol daun teh hijau dengan konsentrasi 2,5%, 5%, 7,5%, 

Methylene Blue sebagai pembanding pada pewarnaan sederhana bakteri Escherichia coli 1 koloni. Tiap kelompok perlakuan dilakukan tiga 

kali pengulangan (n=3) dan dilakukan pengambilan gambar sebanyak 5 lapang pandang. 

Tabel 3. Hasil Pengamatan Deskriptif Staphylococcus aureus 

Keterangan: Tabel 3. menampilkan data rata-rata nilai pengamatan deskriptif bakteri Staphylococcus aureus dari lima lapang pandang. 

Pengamatan dilakukan oleh tiga orang berbeda.  

Tabel 4. Hasil Pengamatan Deskriptif Escherichia coli  

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

dilakukan oleh tiga orang berbeda.  

Gambar 1. Hasil Pengamatan Deskriptif a) Bakteri Staphylococcus aureus dan b) Escherichia coli 
Keterangan: Gambar 1. Menampilkan grafik hasil pengamatan deskriptif bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Pada kedua 

bakteri nilai terbaik didapatkan pada ekstrak metanol daun teh hijau konsentrasi 7,5% 1 koloni dengan rata-rata 3,8 untuk bakteri S. aureus dan 

4,7 untuk bakteri E. coli. a, b, c, d…= huruf berbeda menandakan perbedaan signifikan antar kelompok (p <0,05). Analisa statistik dilakukan 

dengan metode Mann-Whitney. 

 

b) a) 
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Gambar 2. Hasil Pewarnaan Bakteri Staphylococcus aureus dengan A. Methylene Blue, dan B. Ekstrak 

Metanol Daun Teh Hijau Konsentrasi 7,5% 

Keterangan: Gambar 2. Menunjukkan hasil pewarnaan A. Methylene Blue (kontrol positif), dan B. ekstrak metanol daun teh hijau (Camellia 

sinensis) konsentrasi 7,5% pada bakteri Staphylococcus aureus dan gambaran dalam software ImageJ. Pengamatan dilakukan dengan 

menggunakan mikroskop Trinokuler dengan minyak emersi perbesaran 1000x. О Gerombolan bakteri, О Debris. 

 

 

Gambar 3. Hasil Pewarnaan Bakteri Escherichia coli dengan A. Methylene Blue, dan B. Ekstrak Metanol 

Daun Teh Hijau Konsentrasi 7,5% 

Keterangan: Gambar 3. menunjukkan hasil pewarnaan A. Methylene Blue (kontrol positif), dan B. ekstrak metanol daun teh hijau (Camellia 

sinensis) konsentrasi 7,5% pada bakteri Escherichia coli dan gambaran dalam software ImageJ. Pengamatan dilakukan dengan menggunakan 

mikroskop Trinokuler dengan minyak emersi perbesaran 1000x. О Gerombolan bakteri, О Debris. 
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PEMBAHASAN  

Perhitungan Akurasi dan Presisi  

       Pada penelitian ini, pewarna Methylene Blue 

dijadikan sebagai kontrol positif atau pembanding, 

dikarenakan Methylene Blue merupakan pewarna 

yang umum digunakan dalam pewarnaan sederhana, 

sehingga peneliti ingin membandingkan kualitas 

pewarnaan Methylene Blue dengan bahan alam yang 

digunakan dan apakah pewarna bahan alam yang 

digunakan dapat dijadikan sebagai pewarna 

alternatif yang bersifat ramah lingkungan dan non 

toksik2,17. Methylene Blue sebagai pewarna kationik, 

memiliki muatan positif dan dapat dengan mudah 

mewarnai bakteri karena bakteri memiliki muatan 

negatif dalam bentuk gugus fosfat. Muatan negatif 

dari bakteri nantinya akan bergabung dengan muatan 

positif dari pewarna sehingga pewarna akan diserap 

dan bakteri akan terwarnai18. 

       Pada penelitian ini, ImageJ digunakan untuk 

menghitung jumlah bakteri Staphylococcus aureus 

dan Escherichia coli dari foto yang diambil dalam 5 

lapang pandang di tiap konsentrasi dan tiap bakteri 

dilakukan 3 kali pengulangan7,10. Hasil rata-rata 

yang diperoleh tidak maksimal dan beragam. Hal ini 

dapat dikarenakan debris pada gambar slide hasil 

pewarnaan ataupun dari mikroskop ikut terhitung 

oleh ImageJ19. Debris dapat berasal dari ekstrak yang 

tidak encer atau tidak homogen, sehingga ada bahan-

bahan yang tidak larut dari ekstrak yang menjadi 

debris dan mengganggu hasil perhitungan bakteri 

dengan ImageJ.  Pada gambar pengamatan hasil 

pewarnaan bakteri dengan ekstrak metanol daun teh 

hijau, kontras bakteri dengan latar belakang tidak 

terlalu jelas, sehingga perlu dilakukan pengaturan 

pada panel color balance ImageJ. Panel color 

balance berfungsi untuk mengatur kecerahan dan 

kontras dalam satu warna pada gambar. Berbeda 

dengan hasil pewarnaan dengan pewarna Methylene 

Blue, panel color balance tidak digunakan karena 

hasil pewarnaan sudah baik sehingga kontras bakteri 

dengan latar belakang terlihat dengan jelas20.  

     Perhitungan akurasi pewarnaan ekstrak metanol 

daun teh hijau (Camellia sinensis) pada bakteri 

Staphylococcus aureus tidak diperoleh nilai yang 

memenuhi standar %Recovery (80-110%). Nilai 

yang paling mendekati standar diperoleh pada 

konsentrasi 7,5% dengan nilai 113,44. Pada bakteri 

Escherichia coli nilai yang diperoleh juga tidak 

memenuhi standar %Recovery (80-110%). Nilai 

yang mendekati standar diperoleh pada konsentrasi 

5% dengan nilai 122,4221. Perhitungan nilai rata-rata 

Standard Deviation pada kedua bakteri tidak ada 

yang memenuhi kriteria Relative Standard Deviation 

(11%). Nilai rata-rata yang diperoleh di tiap 

konsentrasi dan pengulangan berbeda-beda dan 

dengan jarak yang jauh. Hal ini dapat dipengaruhi 

oleh distribusi sel bakteri pada kaca slide yang tidak 

merata dan tidak seragam. Distribusi sel yang tidak 

seragam pada kaca slide dapat mempengaruhi 

perolehan data jumlah total bakteri22. Bias dari 

peneliti juga dapat menjadi penyebab dari hasil 

perhitungan yang berbeda-beda. Bias adalah 

penyimpangan dari kebenaran dalam 

mengumpulkan, menganalisis, menginterpretasi, 

dan mempublikasikan data. Bias dapat bersifat 

disengaja ataupun tidak disengaja23. Bias pada 

penelitian ini dapat terjadi saat penerapan bakteri 

pada kaca slide. Bias dapat terjadi saat pengambilan 

koloni dalam jumlah yang telah ditentukan, misalnya 

yang seharusnya 1 koloni, namun yang diterapkan 

dapat lebih atau kurang dari 1 koloni. 

       Hasil perhitungan presisi Methylene Blue pada 

kedua bakteri diperoleh nilai rata-rata RSD yang 

tidak sesuai dengan standarnya (11%) dan nilainya 

beragam. Sama halnya dengan pewarnaan daun teh 

hijau, hal ini juga dapat dipengaruhi oleh faktor 

distribusi bakteri pada kaca slide yang tidak merata 

dan seragam22, sehingga di tiap pengulangan rata-

rata RSD yang diperoleh berbeda beda dengan jarak 

yang jauh.  

 

Pengamatan Deskriptif Pewarnaan Ekstrak 

Metanol Daun Teh Hijau (Camellia sinensis) 

pada Bakteri Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli 

       Teh hijau (Camellia sinensis) memiliki 

kandungan senyawa yang kaya akan flavonoid, 

tanin, dan ketekin. Sekitar 80-90% flavonoid teh 

hijau adalah katekin (tanin terkondensasi). Teh hijau 

mengandung lebih banyak katekin dibandingkan 

dengan jenis teh lain. Jenis katekin pada teh hijau 

antara lain (-)-epicatechin (EC), (-)-epigallocatechin 

(EGC), (-)-epicatechin-3-gallate (ECG), dan (-)-

epigallocatechin-3- gallate (EGCG) 24. 

       Ekstrak tanin daun teh hijau (Camellia sinensis) 

dapat digunakan sebagai pewarna utama alami pada 

berbagai jenis kain. Ekstrak daun teh hijau dapat 

digunakan untuk mewarnai kain wol, dan membuat 

kain wol tersebut menjadi warna coklat25. Tannin 

memiliki kemampuan untuk membentuk ikatan 

silang yang efektif antara protein dan makromolekul 

lainnya karena terdapat gugus hidroksil fenolik26. 

Gugus hidroksil fenolik akan membentuk ikatan 

dengan gugus polar protein melalui ikatan 

hidrogen27. Daun teh hijau lebih aman untuk 

digunakan dibandingkan pewarna sintetik karena 

tidak bersifat toksik, karsinogenik, dan limbahnya 

dapat terurai dengan alami16. 

       Pengamatan deskriptif dilakukan dengan 

menilai empat parameter yaitu kontras, bentuk, 

warna, dan debris. Kontras merupakan perbedaan 

yang dapat terlihat antara bakteri dengan latar 

belakang. Warna merujuk kepada bakteri terwarnai 

atau menyerap pewarna dengan baik. Bentuk 

merujuk pada gambaran bentuk bakteri yang sesuai 

dan dapat diidentifikasi. Debris merujuk kepada 

material yang bukan merupakan bagian dari bakteri 

atau pewarna yang biasanya terlihat dalam 

pengamatan28. 

       Pada pengamatan deskriptif, hasil dengan nilai 

rata-rata tertinggi pada pewarnaan bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli sama-
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sama didapatkan dari konsentrasi ekstrak metanol 

daun teh hijau 7,5% dengan nilai rata-rata 3,8 pada 

bakteri Staphylococcus aureus dan 4,7 pada bakteri 

Escherichia coli. Gambar yang diperoleh dari hasil 

pewarnaan bakteri Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli dengan ekstrak metanol daun teh 

hijau konsentrasi 7,5%, pada tiap pengulangan rata-

rata gambarnya memiliki kualitas yang memenuhi 

parameter pengamatan deskriptif (kontras, warna, 

bentuk, dan debris) dibandingkan dengan 

konsentrasi yang lebih rendah yaitu 5% dan 2,5%. 

Hal ini dapat disebabkan oleh konsentrasi ekstrak 

daun teh hijau pada 7,5% lebih banyak dibandingkan 

pada konsentrasi 5% dan 2,5%.  

       Kemampuan bakteri menyerap kandungan tanin 

dari ekstrak metanol daun teh hijau didasari oleh 

kemampuan tanin untuk membentuk ikatan 

kompleks dengan protein atau molekul lain pada 

dinding bakteri Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli melalui ikatan hidrogen. Pada 

bakteri Staphylococcus aureus, terdapat asam teikoat 

yang merupakan suatu kelompok polimer yang 

mengandung fosfat, ada sekitar 40% komponen 

asam teikoat yang terdapat pada dinding sel 

Staphylococcus aureus29. Pada bakteri Escherichia 

coli, terdapat disosiasi gugus karboksil dan fosfat 

dalam peptidoglikan dan lipopolisakarida dinding 

sel30. 

 

KESIMPULAN 

1. Pewarnaan sederhana bakteri Staphylococcus 

aureus maupun Escherichia coli dengan ekstrak 

metanol daun teh hijau (Camellia Sinensis) 

memiliki tingkat akurasi dan presisi yang lebih 

rendah dari Methylene blue.  

2. Pewarnaan sederhana dengan ekstrak metanol 

daun teh hijau (Camellia sinensis) memiliki 

kualitas pewarnaan yang lebih rendah daripada 

Methylene blue baik pada bakteri 

Staphylococcus aureus maupun bakteri 

Escherichia coli. 

3. Ekstrak metanol daun teh hijau (Camellia 

sinensis) dengan konsentrasi 7,5% memiliki 

kualitas pewarnaan pada bakteri Staphylococcus 

aureus maupun pada bakteri Escherichia coli 

yang paling baik dibandingkan ekstrak metanol 

daun teh hijau (Camellia sinensis) konsentrasi 

5% dan 2,5%. 

 

SARAN 

1. Penerapan bakteri pada preparat menggunakan 

metode yang memisahkan bakteri agar tidak 

bergerombol. 

2. Melakukan ekstraksi daun teh hijau dengan 

metode yang menghasilkan ekstrak homogen 

sehingga menurunkan bahan-bahan yang tidak 

larut. 

3. Menggunakan bahan alam lain selain daun teh 

hijau yang menghasilkan warna yang lebih kuat 

dan terang  

4. Metode perhitungan bakteri dilakukan secara 

manual, tidak menggunakan ImageJ. 
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