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Saputra, Bima Esa. Fakultas Kedokteran, Universitas Islam Malang, Februari 

2022. Validasi Metode Pewarnaan Sederhana Staphylococcus aureus Dan 

Escherchia coli Menggunakan Ekstrak Metanolik Hibiscus sabdariffa Linn. 

Pembimbing 1: Yoni Rina Bintari. Pembimbing 2: Rio Risandiansyah 

 

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.  

 

Kata Kunci: Hibiscus sabdariffa Linn, Pewarnaan sederhana, bakteri
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Saputra, Bima Esa. Faculty of Medicine, University of Islam Malang, February 

2022. Validation Of Simple Staining Methods Staphylococcus aureus And 

Escherichia coli Using Methanolic Extract Hibiscus sabdariffa Linn. Supervisor 

1: Yoni Rina Bintari. Supervisor 2: Rio Risandiansyah 

 

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%). 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 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.  

 

Keywords: Hibiscus sabdariffa Linn, Simple staining, bacteria 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang  

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 tinggi (Hamdaoui dan Chiha, 2006). 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 limbah (Purwamargapratala et 

al, 2013). 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-lain (Dhaneshvar et al, 2007). 

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 pangan (Retno 

et al, 2008). 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 besar (Chasan et al, 2014). Namun 

penggunaannya dalam pewarnaan bakteri belum dilakukan. Kelopak bunga 

rosella mengandung senyawa antosianin (Mardiah et al,2009). Beberapa 

jenis antosianin mampu memberikan warna merah pada makanan maupun 

minuman (Fauziati, 2016). Selain itu, senyawa antosianin tertentu juga 

diketahui mampu berikatan dengan peptidoglikan dinding sel bakteri 

(Misbach dan Yuniarty, 2016). 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. 

Bakteri S. aureus merupakan salah satu agen utama penyebab infeksi 

nosokomial, sindroma syok toksik, serta keracunan makanan (Hafizah, et al, 

2016). Sebaliknya, Escherichia coli adalah bakteri Gram negatif yang 

memiliki lapisan peptidoglikan yang tipis. Escherichia coli merupakan salah 

satu spesies bakteri normal yang terdapat pada usus besar manusia. Namun, 

Escherichia coli juga merupakan bakteri patogen utama penyebab  infeksi 



 
 

saluran pencernaan pada manusia dengan manifestasi klinis berupa diare, 

dan juga dapat menyebabkan infeksi pada organ lain (Zhu et al, 1994). 

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 adalah penilaian terhadap parameter 

tertentu yang didasarkan pada percobaan laboratorium, yang berguna untuk 

membuktikan parameter tersebut layak untuk digunakan. Metode validasi 

yang digunakan dalam penelitian ini berupa parameter akurasi dan presisi. 

Akurasi merupakan ukuran kedekatan nilai dari hasil parameter ukur rata-

rata yang didapatkan dari beberapa perhitungan berulang dibandingkan 

dengan nilai sesungguhnya. Penentuan nilai presisi bisa didapatkan melalui 

populasi data hasil perhitungan berulang. Indikator yang digunakan untuk 

menentukan nilai presisi adalah simpangan baku, yang berguna untuk 

menunjukkan variasi dari populasi data yang telah didapatkan. Nilai 

simpangan baku yang semakin rendah menunjukkan kedekatan hasil data 

dan menunjukkan nilai presisi yang semakin baik. Pemilihan  parameter 

akurasi dan presisi dilakukan karena ingin membandingkan metode 

pewarnaan sederhana ekstrak metanol bunga rosella dengan metode yang 

telah ada yaitu pewarnaan sederhana menggunakan methylene blue. 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 validasi 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. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana nilai akurasi dan presisi ekstrak methanol bunga rosella 

(Hibiscus sabdariffa Linn) sebagai pewarnaan sederhana pada 

bakteri Staphylococcus aureus dibandingkan dengan methylene 

blue ? 

2. Bagaimana nilai akurasi dan presisi ekstrak methanol bunga rosella 

(Hibiscus sabdariffa Linn) sebagai pewarnaan sederhana pada 

bakteri Escherchia coli dibandingkan dengan methylene blue ? 

3. Bagaimana validitas metode pewarnaan sederhana bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherchia coli menggunakan ekstrak 

metanolik bunga rosella (Hibiscus sabdariffa Linn) berdasarkan 

parameter akurasi dan presisi ? 

 

 



 
 

1.3 Tujuan Penelitian 

1. Mengetahui nilai akurasi dan presisi ekstrak methanol bunga 

rosella (Hibiscus sabdariffa Linn) sebagai pewarnaan sederhana 

pada bakteri Staphylococcus aureus dibandingkan dengan 

methylene blue. 

2. Mengetahui nilai akurasi dan presisi ekstrak methanol bunga 

rosella (Hibiscus sabdariffa Linn) sebagai pewarnaan sederhana 

pada bakteri Escherchia coli dibandingkan dengan methylene blue. 

3. Mengetahui validitas pewarnaan sederhana bakteri Staphylococcus 

aureus dan Escherchia coli menggunakan ekstrak metanolik bunga 

rosella (Hibiscus sabdariffa Linn) berdasarkan parameter akurasi 

dan presisi. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

 1.4.1 Manfaat Teoritis 

Menambah pengetahuan mengenai validitas penggunaan senyawa 

metabolit sekunder dari bunga rosella (Hibiscus sabdariffa Linn) sebagai 

bahan pewarna alternatif alami terhadap bakteri dibandingkan dengan 

pewarnaan simple staining. 

 1.4.2 Manfaat Praktis 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menemukan pewarna bakteri 

dari bahan alam bunga rosella (Hibiscus sabdariffa Linn). 
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BAB VII  

PENUTUP 
 

7.1 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. 

 

7.2 SARAN 

1. Melakukan pengenceran bakteri bertingkat agar didapatkan jumlah 

bakteri yang homogen. 

2. Melakukan optimalisasi fokus pengamatan bakteri saat menggunakan 

mikroskop. 

3. Melakukan isolasi komponen pewarna pada esktrak metanolik bunga 

rosella 
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