
 
 

 

 

BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Bakteri merupakan mikroorganisme berukuran sangat kecil, bersel 

tunggal (uniseluler), tidak berinti (prokariot), tidak memiliki klorofil dan 

berkembang biak dengan cara membelah sel (biner) (Susilo., 2022). Bakteri 

memiliki spesies yang dapat dibedakan berdasarkan kategori bentuk dan 

jumlah serta posisi flagella, kebutuhan oksigen, karakteristik dinding sel, serta 

sumber karbon (Artati & Oman., 2019). Menentukan spesies bakteri diperlukan 

proses identifikasi sederhana yang memerlukan pengenalan terhadap sifat 

permukaan yang dilapisi. Proses identifikasi tersebut dapat dilakukan dengan 

bantuan pewarnaan. Proses pewarnaan dilakukan untuk mempermudah 

identifikasi dikarenakan bakteri tidak dapat membiaskan cahaya sehingga 

nampak seperti tidak berwarna (NauE et al., 2022).  Pewarnaan bakteri dalam 

bidang laboratorium mikrobiologi merupakan bagian terpenting yang 

berfungsi untuk melihat morfologi dan struktur bakteri dengan menggunakan 

mikroskop (Kristinawati et al.,  2022).  

Salah satu pewarnaan bakteri yaitu pewarnaan Gram. Pewarnaan Gram 

dapat mengidentifikasi dua jenis bakteri yaitu Gram-positif dan Gram-negatif 

dengan menggunakan empat jenis larutan yaitu kristal violet (primer), lugol’s, 

alkohol 95% dan safranin (sekunder) (Astuti et  al., 2025). Prinsip pewarnaan 

Gram didasarkan adanya perbedaan struktur dinding sel pada bakteri. Bakteri 

Gram-positif memiliki struktur dinding sel dengan lapisan peptidoglikan tebal 

sehingga mampu menahan larutan kristal violet. Hal ini disebabkan adanya 

proses fiksasi sehingga pori-pori dinding sel dapat menyempit saat melalui 

tahap dekolorisasi. Sedangkan, bakteri Gram-negatif memiliki lapisan 

peptidoglikan yang tipis serta membran luar yang mengandung lipid. Saat 

proses fiksasi dengan alkohol kandungan lipid pada bakteri akan luruh 
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bersaman dengan kristal violet, sehingga bakteri Gram-negatif menyerap 

larutan safranin (Putri & Kusdiyantini., 2018). 

Reagen pewarnaan Gram termasuk larutan sintetis yang mengandung 

bahan kimia yang bersifat karsinogenik dan toksik. Kristal violet termasuk zat 

warna kationik golongan trifenilmetana. Penggunaan reagen kristal violet 

dapat memberikan dampak negatif pada tubuh saat terpapar dalam jangka 

waktu yang panjang. Dampak negatif yang diperoleh dapat memicu cancer, 

menyebabkan sesak napas, iritasi kulit, dan iritasi pada kornea serta 

konjungtiva mata (Anbarani et al.,  2023). Berdasarkan dampak negatif yang 

diperoleh dari larutan sintesis, diperlukan larutan yang aman digunakan dalam 

jangka panjang. Pewarnaan dapat menggunakan bahan alam yang memiliki 

senyawa antosianin. Antosianin termasuk kelompok flavonoid yang bersifat 

polar dengan struktur berupa dua cincin aromatik benzena yang dihubungkan 

oleh tiga atom karbon (C6-C3-C6). Antosianin mampu memberikan pigmen 

warna seperti ungu, biru, kuning dan merah yang terdapat pada buah, tanaman 

serta bunga (Priska et al.,  2018). 

Terdapat beberapa penelitian tentang pemanfaatan kandungan senyawa 

antosianin sebagai alternatif pewarnaan SADT yang berasal dari buah 

senduduk (Melastoma malabathricum L.). Sedangkan, sebagai pewarnaan 

Gram dapat berasal dari tanaman, bunga dan buah yaitu tanaman daun miana 

(Coleus atropurpureus (L) Benth), tanaman secang (Caesalpinia sappan L.), 

bunga telang (Clitoria ternatea L.) bunga kencana ungu (Ruellia simplex), 

buah strawberry (Fragaria x ananassa), buah tomat (Solanum lycopersicum) 

dan ubi jalar ungu (Ipomoea batatas L.) (Fatimatuzahro et al.,  2019; Husna et 

al.,  2022; Krisdianio et al.,  2023; Nurfajrin et al.,  2023; Romaidha et al.,  

2024; Sujono et al.,  2022). Berdasarkan penelitian Romaidha (2024), 

diperoleh hasil bahwa ekstrak buah senduduk efektif sebagai pewarnaan SADT 

menggunakan pelarut etanol 96% dengan variasi konsentrasi 80% dan 100% 

dapat terlihat jelas morfologi eritrosit, inti sel leukosit, dan trombosit yang 

dapat dibedakan dengan sel darah lainnya.  Ekstrak buah senggani dengan berat 
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sampel 150 gram dilarutkan dalam etanol 70% dan dicampur dengan larutan 

variasi asam sitrat 14% dan NH4Cl 25%, menunjukkan bahwa bakteri Gram-

negatif Escherichia coli dapat terwarnai pada variasi larutan asam sitrat 14% 

(Indrawati et al.,  2022). Hidayanti (2021) melakukan penelitian ekstrak kulit 

ubi jalar ungu (Ipomoea batatas L.) menggunakan pelarut etanol 96% : asam 

asetat 14% : air  (25 : 1 : 50) pada konsentrasi 60%, 70%, 80%, 90% dan 100%. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada konsentrasi 60–90% tidak optimal 

dan konsentrasi 100% optimal mewarnai bakteri Gram-positif Staphylococcus 

aureus. Sedangkan, bakteri Gram-negatif Escherichia coli terwarnai secara 

optimal pada konsentrasi 60-100%. 

Penelitian Nunki (2020) memanfaatkan ekstrak kulit ubi jalar ungu 

sebagai pewarnaan Gram bakteri dengan konsentrasi ekstrak 50%, 60%, dan 

75%. Dilakukan penyesuaian formulasi agar dapat memperoleh warna yang 

sesuai. Konsentrasi 50% diperoleh dengan melarutkan ekstrak 0,5 g/10 mL 

etanol 96%, 4 mL HCl 2 N, 3 mL NH4OH 2 N; konsentrasi 60% diperoleh 

dengan melarutkan ekstrak 0,6 g/10 mL etanol 96%, 5 mL HCl 2 N, 3,5 mL 

NH4OH 2 N; konsentrasi 75% diperoleh dengan melarutkan ekstrak 0,75 g/10 

mL etanol 96%, 6 mL HCl 2 N, 4,2 mL NH4OH 2 N. Diperoleh hasil 

pewarnaan optimal pada konsentrasi 50% selama 5 menit, konsentrasi 60% 

selama 5 menit, dan konsentrasi 75% selama 3-5 menit. Menurut penelitian 

yang dilakukan oleh Ningrum (2024) Mengenai pemanfaatan ekstrak 

antosianin bunga telang dengan penambahan 1 ml FeCl3 1,2% dan 1 ml AlCl3 

1% pada filtrat berfungsi sebagai mordant agar dapat mempertahankan warna 

dan menghindari adanya pemudaran pada hasil akhir pewarnaan. Selanjutnya, 

dilakukan modifikasi pada larutan ekstrak menambahkan NaOH untuk 

mendapatkan pH diatas 5 dan HCl dibawah pH 5. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa pH 7 dengan konsentrasi 5:10 cukup efektif dalam 

membedakan jenis bakteri Staphylococcus aureus yang tampak berwarna ungu 

dan Escherichia coli yang tampak berwarna merah.  

Berdasarkan studi literatur penelitian Ningrum (2024) dan Nunki (2020) 

dapat disimpulkan bahwa dengan penambahan larutan pada ekstrak seperti 
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NaOH, HCl dan NH4OH 2N dapat mempengaruhi tingkatan pH. Sehingga, 

penambahan larutan bersifat asam atau basa dapat mempengaruhi perubahan 

pH senyawa antosianin untuk dapat menghasilkan pigmen warna yang 

diinginkan. Sehingga, peneliti tertarik melakukan penelitian mengenai uji 

stabilitas ekstraksi kulit ubi jalar ungu sebagai pewarnaan bakteri Gram 

Staphylococcus aureus sebagai pengganti larutan kristal violet. Ekstrak 

diperoleh melalui metode maserasi, yaitu merendam 550 gram kulit ubi jalar 

ungu pada pelarut etanol 96 % menggunakan perbandingan 1:10 selama 24 jam 

dengan pengadukan setiap 6 jam sekali (Ramdan & Resi., 2023). Penelitian ini 

memiliki kebaruan, yaitu modifikasi larutan ekstrak ubi jalar ungu dengan 

penambahan NH4OH 2 N untuk menetapkan tingkat keasaman larutan pada 

pH 5 dan 6 dengan konsentrasi  75 % dan 100% dengan waktu pewarnaan 

selama 3 menit untuk melihat kemampuan ekstrak dalam mewarnai dinding sel 

bakteri Staphylococcus aureus. Selanjutnya, larutan ekstrak disimpan selama 6 

jam dilakukan pengamatan warna setiap interval 2 jam untuk melihat 

kestabilan ekstrak antosianin dalam mewarnai dinding sel bakteri tersebut 

(Tulisnah et al.,  2020). 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah penelitian yaitu: 

1. Bagaimana warna dinding sel bakteri Staphylococcus aureus menggunakan 

pewarna alami ekstrak kulit ubi jalar ungu pada konsentrasi 75% dan 100% 

dengan pH 5 dan pH 6 dalam rentang waktu penyimpanan larutan ekstrak 

selama 6 jam dengan pengamatan mikroskop setiap 2 jam sekali ? 

2. Bagaimana kestabilan pigmen warna senyawa antosianin ekstrak kulit ubi 

jalar ungu pada konsentrasi 75% dan 100% dengan pH 5 dan pH 6 dalam 

rentang waktu penyimpanan selama 6 jam dengan pengamatan mikroskop 

setiap 2 jam sekali pada dinding sel bakteri Staphylococcus aureus? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian yaitu: 

1. Mengetahui warna dinding sel bakteri Staphylococcus aureus menggunakan 

pewarna alami ekstrak kulit ubi jalar ungu pada konsentrasi 75% dan 100% 

dengan pH 5 dan pH 6 dalam rentang waktu penyimpanan larutan ekstrak 

selama 6 jam dengan pengamatan mikroskop setiap 2 jam sekali. 

2. Mengetahui kestabilan pigmen warna senyawa antosianin ekstrak kulit ubi 

jalar ungu pada konsentrasi 75% dan 100% dengan pH 5 dan pH 6 dalam 

rentang waktu penyimpanan selama 6 jam dengan pengamatan mikroskop 

setiap 2 jam sekali pada dinding sel bakteri Staphylococcus aureus. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat penelitian yaitu: 

1. Manfaat teoritis  

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat dalam 

menambah wawasan dan informasi serta menjadi acuan pembelajaran 

mengenai uji stabilitas waktu penyimpanan ekstrak kulit ubi jalar ungu 

sebagai pewarnaan Gram bakteri Staphylococcus aureus. 

2. Manfaat Praktis  

Diharapkan hasil penelitian yang dilakukan pada ekstrak kulit ubi jalar 

ungu dapat dimanfaatkan sebagai pewarnaan Gram alami bakteri 

Staphylococcus aureus sebagai pengganti larutan kristal violet. 
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

1. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pewarnaan Gram yang 

menggunakan ekstrak kulit ubi jalar ungu pada konsentrasi 75% dan 

100%, dengan pH 5 dan pH 6 dalam waktu penyimpanan ekstrak selama 

6 jam terwarnai dengan baik pada dinding sel bakteri Gram-positif 

Staphylococcus aureus. 

2. Berdasarkan hasil uji non-parametrik Kruskal–Wallis menunjukkan bahwa 

tidak ditemukan perbedaan yang signifikan dengan nilai p-value ≥ 0,05 

terhadap kestabilan pigmen warna senyawa antosianin ekstrak kulit ubi 

jalar ungu pada konsentrasi 75% dan 100% dengan pH masing-masing 5 

dan 6 terhadap warna dinding sel bakteri Staphylococcus aureus selama 

rentang waktu penyimpanan 6 jam 

 

6.2 Saran 

Diharapkan peneliti selanjutnya dapat mempertimbangkan beberapa saran 

berikut: 

1. Melakukan uji kestabilan ekstrak kulit ubi jalar ungu pada rentang waktu 

yang lebih lama, serta menilai pengaruh suhu penyimpanan dan paparan 

cahaya terhadap perubahan warna dan degradasi senyawa antosianin. 

2. Mengaplikasikan ekstrak kulit ubi jalar ungu sebagai pewarnaan bakteri 

Gram-negatif untuk melihat kemampuan efektivitasnya dalam 

membedakan tipe dinding sel bakteri. 

3. Menggunakan variasi metode ekstraksi lain, seperti Ultrasonic-Assisted 

Extraction (UAE), Microwave-Assisted Extraction (MAE), refluks untuk 

membandingkan rendemen dan kualitas antosianin yang dihasilkan. 
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