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ABSTRAK

Pewarnaan bakteri merupakan salah satu materi dari Praktikum Mikrobiologi yang
harus ditempuh oleh mahasiswa di salah satu Program Studi Vokasi Kesehatan.
Penggunaan pewarna bakteri sintetis berbahaya terhadap manusia dan lingkungan
hidup karena bersifat mutagenik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi
dari ekstrak kelopak bunga telang (Clitorea ternatea L.) sebagai alternatif pewarna
bakteri sederhana berbasis bahan alam ramah lingkungan. Metode penelitian yang
digunakan adalah eksperimen laboratorium dengan menggunakan analisis secara
deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan ekstrak kelopak bunga telang (C. ternatea
L.) memiliki kemampuan untuk mewarnai sel bakteri Gram-positif Staphylococcus
aureus dan bakteri Gram-negatif Escherichia coli dengan kontras yang dapat dilihat
di mikroskop. Bila dilihat dari kualitas pewarnaan nya, preprat yang diwarnai dengan
ekstrak kelopak bunga telang memberikan kualitas pewarnaan yang kurang baik bila
dibandingkan pewarna bakteri seperti safranin dan kristal violet. Kesimpulan dalam
penelitian ini adalah ekstrak kelopak bunga telang (C. ternatea L.) belum bisa
dipergunakan secara langsung sebagai alternatif pewarna bakteri sederhana
berbasis bahan alam ramah lingkungan karena membutuhkan penambahan co-
pigment sebagai stabilisator dari antosianin.

Kata Kunci : bakteri, pewarna, alami
PENDAHULUAN

Mikroorganisme  seperti  virus,
bakteri dan jamur merupakan organisme
berukuran kecil yang membutuhkan alat
bantu pengamatan seperti mikroskop.
Tujuan melakukan pengamatan terhadap
mikroorganisme adalah untuk mengetahui
jenis mikroorganisme serta mengenali
sifat-sifat  fisiologisnya. Hal yang
diharapkan dengan mengetahui jenis dan
mengenali sifat fisiologis suatu
mikroorganisme, maka langkah
selanjutnya adalah mengidentifikasi secara
diagnostik atau menentukan suatu jenis
penyakit atau mikroorganisme penyebab
kontaminasi didalam makanan (Li et al.,
2020; Moyes et al., 2009)
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Bakteri diidentifikasi dengan cara
mengenali sifat dari lapisan
permukaannya. Lapisan permukaan utama
dari bakteri terdiri dari kapsul berlendir
yang longgar. Pada bakteri, dinding sel
berlapis membentuk struktur kaku dengan
ketebalan seragam di permukaan sehingga
memberi bentuk sel (batang, kokus atau
spiral), disebut dengan lapisan
peptidoglikan.  Lapisan  peptidoglikan
terlibat dalam proses pertumbuhan sel dan
pembelahan sel bakteri (Vollmer et al.,
2008).

Berdasarkan lapisan permukaannya
bakteri dikategorikan menjadi dua jenis
yaitu bakteri Gram-positif dan bakteri
Gram-negatif. Pada bakteri Gram-positif,
dinding sel relatif tebal sehingga polimer
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dinding sel lainnya seperti asam teikoat,
polisakarida dan peptidoglipid secara
kovalen melekat pada peptidoglikan. Pada
Gram-negatif lapisan peptidoglikan
cenderung tipis berlapis tunggal yang
ditutupi membran lipid bilayer terdiri dari
lipopolisakarida (Garde et al., 2021; Moyes
et al., 2009a; Salton, Milton & Kim, 1996).

Salah satu cara untuk melakukan
identifikasi  bakteri adalah  dengan
melakukan pewarnaan. Pewarnaan bakteri
dilakukan untuk melihat lebih baik sel
bakteri karena pada umumnya sel bakteri
tidak berwarna (transparan). Pewarnaan
bakteri terdiri dari pewarnaan sederhana
dan pewarnaan kompleks (bertingkat)
seperti pewarnaan Gram. Pewarnaan
bakteri secara sederhana dapat digunakan
untuk semuatipe sel bakteri yang bertujuan
untuk mengetahui morfologi sel seperti
bentuk dan ukurannya. Teknik ini disebut
sederhana karena menggunakan hanya
satu macam pewarna bakteri, misalnya
methylen blue, safranin dan kristal violet
(Moyes et al., 2009b).

Pewarnaan mikroorganisme
khususnya bakteri merupakan salah satu
materi  praktikum pada  matakuliah
Mikrobiologi yang harus  ditempuh

mahasiswa Program Studi di Vokasi
Kesehatan. Selama praktikum mahasiswa
dikenalkan  bentuk  bakteri  melalui
pemeriksaan mandiri berbantu mikroskop.
Sebelum mengenali bentuk bakteri,
mahasiswa terlebih dahulu diminta untuk
melakukan pewarnaan. Pewarnaan yang
dilakukan mulai pewarnaan sederhana
hingga  bertingkat. Pewarna  yang
digunakan biasanya kristal violet yang
memberikan warna ungu pada sel bakteri.
Prinsip dari pewarna sederhana bakteri
dengan memberikan warna kontras terbaik
yang dapat dilihat melalui mikroskop.
Pewarna sederhana yang baik, juga tidak
mewarnai latar belakang (Gupta et al.,
2014; Moyes et al., 2009b).

Dibalik manfaatnya dalam mewarnai
bakteri, ternyata kristal violet menyimpan
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potensi bahaya terhadap manusia dan
lingkungan hidup. Kristal violet merupakan
pewarna kationik yang mudah berinteraksi
dengan  permukaan membran  sel
bermuatan negatif dan dapat masuk
kedalam sel sehingga terkonsentrasi di
sitoplasma dan oleh sebab itu dicurigai
sebagai mutagen sehingga menjadi
ancaman terhadap lingkungan yang
dampaknya merugikan bagi kesehatan
manusia dan keanekaragaman hayati
(Haki et al., 2022; Mani & Bharagava, 2016;
Rani & Chaudhary, 2022).

Bunga telang (C. ternatea L.) adalah
salah satu tanaman yang diketahui
memiliki  warna biru cerah karena
kandungan pigmen biru didalam kelopak
bunganya. Beberapa orang menggunakan
pigmen biru tersebut sebagai pewarna
makanan atau minuman berwarna (sirup)
sehingga bunga ini dikenal sebagai teh biru
atau blue pea (Marpaung, 2020; Vidana
Gamage et al.,, 2021). Pigmen didalam
kelopak bunga telang (C. ternatea L.)
memiliki sifat mudah larut dalam air dan
tidak toksik terhadap lingkungan sehingga
aman bila digunakan pengenalan dasar
bahan laboratorium pada saat praktikum.
Penelitian terdahulu menunjukkan potensi
pigmen alami antosianin dari bahan alam
seperti pigmen merah pada buah naga dan
pigmen ungu dari kentang dapat berpotensi
sebagai pewarna bakteri yang ramah
lingkungan (Jiwintarum et al., 2016; Nunki
et al., 2020).

Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui potensi pigmen alami dari
kelopak bunga telang (C. ternatea L.) untuk
dipergunakan sebagai pewarna bakteri
berbahan dasar alam ramah lingkungan.

BAHAN DAN METODE

Metode penelitian yang digunakan
adalah metode eksperimen laboratorium.
Jenis penelitian yang digunakan vyaitu
penelitian deskriptif dengan pendekatan
kualitatif dan studi literatur yang relevan.
Rancangan penelitian deskriptif bertujuan
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untuk mendeskripsikan berbagai hal yang
mencakup fakta-fakta yang diperoleh
mengenai potensi senyawa bioaktif bunga
telang (C. ternatea L.) sebagai agen
pewarna bakteri dari alam. Penelitian ini
dilakukan pada bulan Agustus 2022 di
Laboratorium Terpadu Poltekkes
Kemenkes Malang. Tanaman yang
dipergunakan dalam penelitian ini berasal
dari pembelian biji Kebun Raya Bogor yang
telah ditumbuhkan dan dirawat di
pekarangan peneliti sejak 2020 sehingga
menghasilkan  kelopak bunga yang
dipergunakan untuk penelitian. Tanaman
tersebut telah mendapat determinasi dari
Herbarium Bogoriense, Bidang Botani
Pusat Riset Biologi - BRIN Cibinong,
Nomor B-983/V/DI.05.07/12/2021.

Alat dan Bahan
Alat yang digunakan  untuk

mengekstrak senyawa bioaktif dari kelopak
bunga telang antara lain tabung reaksi,
erlenmeyer, becker glass, gelas ukur,
grinder, hotplate, rotary evaporator (Buchi)
dan Mikroskop Olympus CX33. Bahan
untuk mengekstrak senyawa bioaktif
kelopak bunga telang adalah ethanol 70%
(Merck).

Prosedur Ekstraksi
Kelopak bunga telang dipanen segar

dan mekar sempurna dikeringkan dengan
sinar matahari selama dua hari. Kelopak
bunga telang yang telah kering dilakukan
penggilingan dengan menggunakan alat
grinder sampai terbentuk serbuk kelopak
bunga telang dengan kadar air 1%. Serbuk
kasar kelopak bunga telang disaring
dengan ayakan 30 mesh hingga diperoleh
serbuk halus. Ditimbang 5 gram serbuk
kelopak bunga telang ditambahkan dengan
100 ml etanol 70% dan dipanaskan diatas
magnetic hotplate stirer pada suhu 70°C
selama 8 jam. Ekstrak kemudian disaring
dengan kertas saring dan dilakukan
pemekatan dengan cara di evaporasi.
Selanjutnya ekstrak cair bunga telang
dipanaskan dalam oven untuk
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menguapkan sisa-sisa pelarut (Aditiyarini &
Iswuryani, 2021; Jeyaraj et al., 2020; Ludin
et al., 2018).

Preparasi Bakteri
Bakteri  Escherichia coli dan

Staphylococcus aureus yang didapatkan
dari Laboratorium Mikrobiologi Poltekkes
Kemenkes Malang dilakukan subkultur
kedalam media Nutrien Agar (Himedia).
Semua bakteri yang disubkultur diinkubasi
pada suhu 37°C selama kurang lebih 24
jam.

Pembuatan Hapusan
Kultur bakteri umur 24 jam diambil

menggunakan ose steril dan dicampurkan
pada satu tetes aquadest diatas objek
glass bersih. Campuran dioleskan searah
jarum jam kemudian di fiksasi diatas nyala
api 2-3 kali lalu biarkan hingga menguap.
Preparat yang sudah kering bisa langsung
digunakan untuk pewarnaan (Gupta et al.,
2014; Li et al., 2020; Wanger et al., 2017).

Pewarnaan Bakteri
Preparat dari masing-masing bakteri

(E.coli dan S.aureus) yang telah siap
diwarnai dibagi menjadi tiga kategori, yaitu
preparat yang diwarnai dengan ekstrak
kelopak bunga telang, preparat yang
diwarnai dengan cat sederhana (kristal
violet/ safranin), dan preparat yang tidak
diberi pewarna sebagai pembanding. Cara
pewarnaan sederhana mengacu pada
literatur, yaitu dengan meneteskan larutan
pewarna dan dibiarkan hingga satu menit,
kemudian dibilas dan dilakukan
pemeriksaan di mikroskop. Cara
pewarnaan dengan ekstrak kelopak bunga
telang yaitu dengan menempatkan ekstrak
(100%) sebanyak 50ul dengan ditambah
aquadest 50ul (1:1) kemudian ditutup cover
glass. Preparat yang sudah jadi siap
dilakukan pemeriksaan di mikroskop
(Risandiansyah et al., 2020; Triol et al.,
2020).
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Pemeriksaan Sel Bakteri
Preparat yang sudah diwarnai

ditempatkan diatas meja kerja mikroskop
Olympus CX33 dan dilakukan pemeriksaan
dengan perbesaran 1000x, dengan
pencahayaan sedang dan diafragma yang
disesuaikan. Satu tetes minyak immersi
diteteskan diatas preparat  untuk
membantu memperjelas objek yang
diamati. Setelah ditemukan objek, maka
pengambilan Gambar dilakukan
menggunakan kamera handphone melalui
lensa okuler dan dipotong sesuai untuk
ditampilkan (Sanderson, 2020).

Pengambilan Data dan Analisis
Pengambilan data dilakukan dengan

cara pengamatan langsung secara
mikroskopis, dengan membandingkan
preparat bakteri E.coli dan S. aureus yang
masing-masing diwarnai dengan ekstrak
bunga telang, cat safranin, cat kristal violet
serta preparat kontrol yang tidak diberikan
pewarna apapun. Semua perlakuan ini
dilakukan sebanyak tiga kali. Untuk
memudahkan analisis data maka dilakukan
pencatatan kriteria preparat yang diamati
dengan kategori Sangat Baik, bila hasil
penyerapan zat warna pada preparat
terlihat sangat kontras terhadap latar
belakang dan preparat pewarnaan terlihat
bersih dari endapan cat pada pengamatan
dibawah mikroskop. Kategori Baik bila hasil
penyerapan zat warna pada preparat
terlihat kontras terhadap latar belakang dan
preparat pewarnaan terlihat bersih dari
endapan cat pada pengamatan dibawah
mikroskop. Kategori Kurang Baik, bila hasil
penyerapan zat warna pada preparat
terlihat kurang kontras terhadap latar
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belakang dan preparat pewarnaan terlihat
bersih dari endapan cat pada pengamatan
dibawah mikroskop. Kategori Tidak Baik,
jika hasil penyerapan zat warna pada
preparat tidak terlihat kontras terhadap
latar belakang dan preparat pewarnaan
terdapat endapan cat pada pengamatan
dibawah mikroskop (Jiwintarum et al.,
2016).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Berdasarkan Gambar 1, dapat

diketahui bahwa sel bakteri dari hasil
pewarnaan dengan bahan alami ekstrak
kelopak bunga telang memberikan kontras
yang baik dengan latar belakang. Bentuk
sel dapat terlihat dengan jelas karena
warna yang berasal dari pigmen dapat
menembus dinding sel bakteri. Berbeda
dengan preparat yang tidak diwarnai yang
memberikan hasil sangat transparan
sehingga sulit dideskripsikan. Pewarnaan
dengan cat safranin sebagai pembanding
juga memberikan hasil kontras yang bagus.

Berdasarkan Gambar 2, dapat
diketahui bahwa sel bakteri dari hasil
pewarnaan dengan bahan alami ekstrak
kelopak bunga telang memberikan kontras
yang cukup baik dengan latar belakang.
Bentuk sel dari S.aureus cukup terlihat
dengan jelas karena warna yang berasal
dari pigmen sedikit menembus dinding sel
bakteri. Berbeda dengan preparat yang
tidak diwarnai yang memberikan hasil
sangat  transparan sehingga  sulit
dideskripsikan. Pewarnaan dengan cat
kristal violet sebagai pembanding juga
memberikan hasil kontras yang sangat
bagus.

Tabel 1. Kriteria Pewarnaan Sel Bakteri E.coli yang Diwarnai dengan Ekstrak Bunga

Telang dan Safranin

Kualitas Pewarnaan

Pewarna Sggigkat Baik Kurang Baik gi?kk Jumlah Total
n % n % n % n %
Ekstrak bunga telang (100%) - - 1 33,33 2 66,67 - - 3 100
Safranin 1% - - 2 66,67 1 33,33 - - 3 100
Kontrol - - - - - - 3 100 3 100
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Gambar 1.Tampilan Hasil Pewarnaan Sel Bakteri E.coli dengan Ekstrak Bunga Telang
(a), Sel yang Tidak Diwarnai (b), Sel yang diwarnai dengan Safranin (c).
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Gambar 2.Tampilan Hasil Pewarnaan Sel Bakteri S. aureus dengan Ekstrak Bunga
Telang (a), Sel yang Tidak Diwarnai (b), Sel yang diwarnai dengan Kristal Violet (c).

Tabel 2. Kriteria Pewarnaan Sel Bakteri S.aureus yang Diwarnai dengan Ekstrak Bunga

Telang dan Kristal Violet

Kualitas Pewarnaan

Pewarna Sgg?kat Kurang Baik gi?kk Jumlah Total
n % n % n % n %
Ekstrak bunga telang (100%) - 3 100 - - 3 100
Kristal Violet 1% 3 100 - - - - 3 100
Kontrol - - - - 3 100 3 100
Berdasarkan Tabel 1 diketahui potensi dari pigmen alami sebagai bahan

bahwa preparat sel bakteri E.coli yang
diwarnai dengan ekstrak bunga telang
memberikan hasil mayoritas yang kurang
baik bila dibandingkan dengan cat safranin.
Sedangkan pada Tabel 2, cat kristal violet
memperoleh kategori kualitas pewarnaan
yang sangat baik dalam mewarnai sel
S.aureus.

Pigmen didalam tanaman berpotensi
untuk dijadikan pewarna bakteri aman dan
ramah lingkungan. Hasil dari penelitian ini
menunjukkan bahwa melalui pembuatan

preparat yang telah diwarnai dengan
ekstrak kelopak bunga telang
mendapatkan hasil sel bakteri yang

terwarnai dan dapat diperiksa di mikroskop.
Beberapa penelitian telah melaporkan
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alternatif pewarna bakteri karena sifatnya
yang mudah terdegradasi di alam dan
memberikan hasil yang bagus pada
pewarnaan sel (Gupta et al., 2014).

Kedua preparat memberikan hasil
berbeda ketika diwarnai dengan ekstrak
bung telang dimana preparat bakteri E.coli
lebih  mudah diamati dan dibedakan
dibandingkan dengan bakteri S.aureus. Hal
ini terjadi karena lapisan dinding Gram-
negatif lebih tipis dibandingkan dengan
Gram-positif. Gram-negatif seperti E.coli,
Bacillus sp, Klebsiella sp, Salmonella sp
dan lainnya merupakan bakteri basil yang
memiliki  lapisan tebal dibandingkan
dengan Gram-positif seperti S.aureus.
Dinding sel pada Gram-positif terdiri dari
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lapisan peptidoglikan yang tebal dan
berlapis-lapis serta tersusun dari polimer
seperti asam teikoat yang dapat mencapai
ketebalan hingga 50% massa dinding sel
dari bakteri Gram-positif. Selain itu terdapat
protein permukaan yang berikatan secara
kovalen dengan peptidoglikan atau terikat
secara non-kovalen dengan polimer
dinding sel bakteri (Vollmer et al., 2008).
Pada percobaan ini diperkirakan bahan
pewarna berasal dari ekstrak bunga telang
terserap lebih cepat pada bakteri Gram-
negatif dibandingkan bakteri Gram-positif.

Terdapat beberapa penelitian yang
mengeksplorasi alternatif bahan lain untuk
menggantikan pewarna bakteri, penelitian
tersebut menunjukkkan hasil positif dan
memberikan harapan untuk
mengeksplorasi lebih lanjut tentang potensi
bahan alami sebagai pewarna bakteri
(Gupta et al., 2014; Risandiansyah et al.,
2020). Potensi yang terdapat dalam bahan
alam sebagai sebagai pewarna bakteri
berasal dari antosianin.  Antosianin
merupakan pigmen dalam tumbuhan yang
larut dalam air, sifat antosianin yang stabil

pada kondisi asam ternyata dapat
digunakan untuk mewarnai bakteri,
meskipun bersifat sementara karena

dinding bakteri yang banyak bermuatan
negatif tidak bisa mengikat cat warna yang
bersifat asam terlalu lama. Selain itu
kandungan air yang berasal dari ekstrak
juga dapat memudahkan lunturnya zat
warna dari dinding sel sehingga hasil
preparat yang diwarnai menghasilkan
kualitas pewarnaan yang kurang baik untuk
kedua sel bakteri (Jiwintarum et al., 2016).
Berdasarkan penelitian lain disebutkan
bahwa sifat kationik dari antosianin dan
struktur molekulnya memungkinkan
antosianin dapat berinteraksi dengan DNA
inti dengan cara interkalasi. Adanya kation
dari antosianin memudahkan interaksi
dengan polinukleotida di dalam nukleus
(Jasphin et al., 2023).

Untuk menjadi pewarna bakteri
diperlukan bahan yang tersedia banyak
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dan tidak dikhawatirkan musnah sehingga
dapat dipergunakan kapanpun dibutuhkan.
Dengan demikian bunga telang (C.ternatea
L.) memiliki potensi untuk menjadi bahan
baku pewarna bakteri karena sifatnya yang
mudah tumbuh di lingkungan Kkering
maupun basah serta memiliki kemampuan
untuk berbunga sepanjang tahun (Afrianto
et al.,, 2020; Aziza et al.,, 2021; Purba,
2020). Kemampuannya untuk menjadi
alternatif pewarna perlu ditunjang dengan
penelitian lainnya dengan memberikan
penambahan co-pigments seperti katekin
yang terbukti mampu meningkatkan
stabilitas dari antosianin ekstrak bunga
telang (Charurungsipong et al., 2020)

KESIMPULAN

Kesimpulan dalam penelitian ini
adalah ekstrak kelopak bunga telang (C.
ternatea L.) belum dapat secara langsung
digunakan sebagai alternatif pewarna
bakteri sederhana berbasis bahan alam
ramah lingkungan karena diperlukan
perlakuan tambahan untuk mengatasi
kekurangan dari zat warna alaminya. Saran
yang dapat diambil dari penelitian ini
adalah dengan melakukan penelitian
lanjutan dengan memberikan penambahan
co-pigment untuk meningkatkan stabilitas
antosianin dari ekstrak bunga telang (C.
ternatea L.).
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