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ABSTRAK 

 

PERBANDINGAN PEWARNAAN GRAM TERHADAP BAKTERI 

Staphylococcus aureus MENGGUNAKAN UMBI UWI (Dioscorea alata) 

DAN KRISTAL VIOLET. 

   

Nurul Mutmainnah¹, Asriyani Ridwan², Dzikra Arwie³. 

 

Latar Belakang : Pewarnaan Gram merupakan teknik penting dalam diagnosis 

mikrobiologi untuk mengidentifikasi karakteristik dan membedakan bakteri. 

Pewarna kristal violet sering digunakan namun dapat menimbulkan efek samping 

bagi kesehatan dan lingkungan. Oleh karena itu, diperlukan alternatif pewarna 

alami yang lebih ramah lingkungan.Umbi uwi (Dioscorea alata) mengandung 

pigmen antosianin yang berpotensi sebagai pewarna alami. 

 

Tujuan :Untuk mengetahui efektifitas ekstrak umbi uwi sebagai alternatif 

pengganti kristal violet pada pewarnaan Gram bakteri Staphylococcus aureus. 

 

Metode :Penelitian ini menggunakan metode eksperimental labratorium dengan 

prosedur maserasi untuk mengekstrak umbi uwi. Variasi konsentrasi (100%, 80%, 

60%, 40% dan 20%) diaplikasikan pada sediaan bakteri Staphylococcus aureus, 

kemudian dibandingkan dengan kontrol positif menggunakan krisal violet. Hasil 

pewarnaan diamati dengan mikroskop pada pembesaran 100x. 

 

Hasil :Hasil penelitian menunjukkan bahwa kontrol positif dengan kristal violet 

menghasilkan pewarnaan ungu pada bakteri Staphylococcus aureus sesuai 

karakter Gram Positif. Sementara ekstrak umbi uwi pada seluruh konsentrasi 

hanya memberikan warna merah dengan intensitas berbeda-beda, tidak mampu 

menghasilkan warna ungu yang diharapkan untuk pewarnaan Gram positif. 

 

Kesimpulan :Ekstrak umbi uwi belum efektif menggantikan kristal violet pada 

pewarnaan Gram bakteri Staphylococcus aureus. Diperlukan penelitian lanjutan 

dengan eksplorasi senyawa aktif dan kestabilan pigmen dalam ekstrak umbi uwi 

agar dapat mendukung perkembangan pewarna alami yang ramah lingkungan 

untuk aplikasi laboratorium mikrobiologi. 

 

Kata Kunci :Dioscorea alata, Staphylococcus aureus, pewarnaan Gram, 

alternative pewarna alami, antosianin. 
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ABSTRACT 

 

COMPARISON OF GRAM STAINING OFStaphylococcus 

aureusBACTERIA USING EXTRACT TUBER (Dioscorea alata) AND 

KRISTAL VIOLET 

 

Nurul Mutmainnah¹, Asriyani Ridwan², Dzikra Arwie³. 

 

Background: Gram staining is an important technique in microbiological 

diagnosis to identify and differentiate bacterial charakteristics. Crystal violet is 

commonly used as a primary stain but may have negative effects on health and the 

environment. Therefore, an alterntive eco-friendly stain is needed. Dioscorea 

alata tuber contains anthocyanin pigments that have potential as a stain. 

 

Objective:To determine the effectiveness of Dioscorea alata tuber extract as an 

alternative to crystal violet in Gram staining fot Staphylococcus aureus. 

 

Methods: This study used an experimental laboratory method with maceration 

extraction of Dioscorea alata tubers. Extract were prepared in concentrations of 

100%, 80%, 60%, 40%, and 20% applied to specimens of Staphylococcus aureus, 

and compared to a positive control using crystal violet. Gram staining results 

were observed under a microscope at 100x magnification.  

 

Results:The research showed that positive control with crystal violet produced a 

purple color in Staphylococcus aureus, matching the characteristics of Gram-

positive bacteria. In contrast, all concentrasions of Dioscorea alata tuber extract 

only produced red colorasion of varying intensity and were not able to reproduce 

the expected purple of Gram staining for Gram-positive bacteria. 

 

Conclusion: Dioscorea alata tuber extract is not yet effective as a substitute for 

crystal violet in Gram staining of Staphylococcus aureus. Further studies 

exploring active compounds and pigment stability in the tuber extract are 

required to support the development of eco-friendly natural stains for 

microbiology laboratory use. 

 

Keywords: Dioscorea alata, Staphylococcus aureus, Gram staining, alternative 

natural stain, anthocyanin. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

 

Pewarnaan Gram adalahTeknik pengamatan morfologi serta 

karakteristik dinding sel bakteri dengan menggunakan mikroskop, 

sehingga berperan penting dalam identifikasi awal bakteri di 

laboratorium.Pewarnaan Gram adalah metode krusial dalam proses 

identifikasi mikroorganisme karena dapat menunjukkan variasi (Wu 

dan Yang, 2020).Selain itu, teknik ini juga sangat berperan dalam 

diagnosis klinis, terutama dalam evaluasi cepat dan efektif terhadap 

sampel sputum dan cairan purulen (Li et al, 2020). 

Dasar dari metode terletak pada kemampuan dinding sel 

bakteri untuk mempertahankan pewarna kristal violet selama 

perlakuan pelarut (Nishant Tripathi et al, 2025).sehingga ukuran 

dan bentuk bakteri menjadi lebih jelas, serta memungkinkan 

pengamatan.Hasilnya, sifat-sifat serta komposisi kimia khas bakteri 

dapat diidentifikasi dengan zat warna yang digunakan, sekaligus 

meningkatkan kontras antara mikroorganisme dan lingkungannya. 

Teknik pewarnaan ini sangat membantu dalam observasi morfologi 

bakteri di bawah mikroskop, menjadikannya fondasi untuk berbagai 

analisis dalam mikrobiologi (Aluf Supardi dan Risandiansyah, 

2022). 

Dalam Salah satu metode untuk pewarnaan dalam 

mikrobiologi adalah pewarnaan Gram.Metode inidikembangkan 
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untuk membedakan bakteri berdasarkan struktur dinding sel 

mereka terbagi dua kategori utama: bakteri Gram negatif dan Gram 

positif.Bakteri Gram negatif bisa kehilangan warna ungunya setelah 

dicuci dengan menggunakan alcohol dan kemudian diberi pewarna 

tambahan seperti safranin atau fuchsin, sehingga tampak merah 

muda di bawah mikroskop.Teknik ini telah menjadi standar 

dilaboratorium mikrobiologi berkat kemampuannya 

mengelompokkan bakteri secara cepat dan tepat (Sari, 2024). 

Alasan pemilihan bakteri Staphylococcus aureus dalam 

penelitian ini adalah karena bakteri ini termasuk dalam golongan 

Gram positif berbentuk kokus (bulat) yang bergerombol seperti 

anggur, serta memiliki dinding sel yang tebal dan kaya akan 

peptidoglikan, membuatnya sangat cocok untuk metode pewarnaan 

Gram (Wu dan Yang, 2020).Berdasarkan penelitian Juwita et al 

(2024), isolat S.aureus yang diambil dari peternakan sapi perah di 

Sulawesi Selatan telah terdeteksi mengandung gen blaZ, yang 

memberikan resistensi terhadap antibiotik jenis beta-laktam.Hal ini 

menjadikan S.aureus sangat penting untuk diidentifikasi dengan 

cepat di laboratorium mikrobiologi, salah satunya melalui teknik 

pewarnaan Gram. 

Penelitian lain menunjukkan bahwa Staphylococcusaureus 

termasuk dalam kelompok bakteri patogen utama yang sering 

menjadi penyebab infeksi di rumah sakit maupun di masyarakat 

umum.Bakteri ini dikenal sebagai salah satu anggota kelompok 
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EskapePathogens, yaitu kelompok bakteri dengan resistensi tinggi, 

yang menjadi perhatian utama dalam bidang medis global (Taylor 

dan Unakal, 2023).Menurut Alodokter (2023) serta laporan dari 

Dinas Kesehatan dan jurnal lokal, Staphylococcus aureus: infeksi 

kulit dan jaringan lunak seperti bisul, impetigo, selulitis, folikulitis, 

dan abses.Keracunan makanan akibat mengonsumsi makanan 

yang terkontaminasi enterotoksin dari Staphylococcusaureus. 

Infeksi saluran pernapasan, termasuk pneumonia, khususnya pada 

strain yang memproduksi toksin PVL (Panton-Valentine leukocidin) 

yang dapat menyebabkan pneumonia berat (necrotizing).Infeksi 

pada tulang dan sendi seperti osteomielitis dan arthritis septik. 

Menurut informasi yang dikumpulkan oleh Juwita et 

al.(2020), perhatian terhadap kasus Staphylococcus aureus di 

Sulawesi Selatan menjadi semakin penting karena terdeteksi pada 

sampel hewan dan lingkungan manusia dengan tingkat resistensi 

yang cukup tinggi, yang menunjukkan adanya potensi zoonosis 

serta risiko infeksi silang antara hewan dan manusia. 

Walaupun pewarnaan gram dengan kristal violet memiliki 

peranan yang krusial, penggunaannya dapat menyebabkan efek 

negatif bagi lingkungan dan kesehatan manusia.Kristal violet 

adalah zat warna kationik yang umum digunakan tidak hanya dalam 

penelitian mikrobiologi, tetapi juga dalam sektor tekstil.Senyawa ini 

diketahui bersifat mutagenik dan beracun, serta sulit terurai secara 

alami, sehingga bisa mencemari lingkungan dalam periode yang 
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lama.Berbagai penelitian mengungkapkan bahwa limbah dari zat 

pewarna industri, termasuk kristal violet, dapat mengakibatkan 

sejumlah masalah kesehatan seperti iritasi kulit, alergi, mutasi 

genetik, dan bahkan meningkatkan risiko kanker.Oleh karena itu, 

sangat penting untuk mengembangkan alternatif pewarna yang 

lebih aman dan ramah lingkungan sebagai pengganti kristal violet 

dalam proses pewarnaan bakteri (Dedefwin, 2021). 

Beberapa bahan alami yang memiliki potensi sebagai 

penggantikristal violet yaitu umbi uwi (Dioscorea sp).Indonesia kaya 

akan keanekaragaman hayati, terutama berbagai jenis umbi yang 

bisa dijadikan pewarna alami.Umbi uwi terdapat sumber karbohidrat 

yang banyak ditemukan di wilayah tropis, termasuk 

Indonesia.Selain berfungsi sebagai sumber makanan, umbi ini juga 

mengandung bahan alami yang dapat dimanfaatkan sebagai zat 

pewarna biologis, sehingga memiliki peluang untuk diterapkan 

dalam teknik pewarnaan mikrobiologi (Virgianti, 2017). 

Antosianin memiliki aktivitas antioksidan, antibakteri, serta 

sifat biologis lainnya, yang mendukung penggunaannya sebagai 

alternatif pewarna biologis yang lebih aman dibandingkan dengan 

pewarna sintetis.Dengan adanya pigmen ini, umbi uwi berpotensi 

menjadi sumber pewarna alami yang dapat menggantikan kristal 

violet dalam proses pewarnaan bakteri (Marbun, 2020). 

Selain aspek keselamatan bagi lingkungan dan kesehatan, 

penggunaanumbi uwi sebagai pewarna alami juga menawarkan 
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manfaat dari segi ekonomi dan keberlanjutan (Marbun,2020). 

Penelitian sebelumnya telah mengeksplorasi potensi bahan alami 

sebagai pengganti pewarna sintetik dalam proses pewarnaan 

gram.Salah satu studi menunjukkan bahwa kulit ubi jalar ungu juga 

bisa digunakan sebagai alternatif untuk menggantikan kristal 

violet.Ekstrak kulit ubi jalar ungu mampu memberikan kontras 

warna yang cukup baik dalam membedakan antara gram positif dan 

negative dari hasil penelitian.Meskipun intensitas warna yang 

dihasilkan tidak sekuat kristal violet, ekstrak ini tetap efektif dalam 

menunjukkan perbedaan karakteristik dinding sel bakteri, dan ini 

menunjukkan bahwa pewarna alami dari umbi-umbian yang kaya 

akan antosianin mempunyai hal yang bisa diterapkan dalam 

pewarnaan mikrobiologi sebagai bahan alternatif yang lebih ramah 

dalam lingkungan dan berkelanjutan (Sri Nurul Hidayanti et al., 

2021). 

Pewarna sintetis seperti kristal violet biasanya memiliki 

harga tinggi dan ketersediaan yang terbatas, sementara pewarna 

alami yang berasal dari umbi uwi mudah diakses, terjangkau, dan 

bisa dikembangkan sebagai produk lokal.Para produsen sering 

memilih pewarna sintetis karena harga yang lebih rendah, 

ketersediaan yang mencukupi, serta variasi warna yang lebih 

banyak.Namun, dengan meningkatnya kesadaran mengenai 

lingkungan dan kesehatan pada pewarna alami yang di gunakan 
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sebagai pewarna sintesis, pewarna alami semakin dianggap 

sebagai pilihan yang lebih aman dan berkelanjutan (Marbun, 2020). 

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi 

efektivitas pewarnaan Gram pada bakteri Staphylococcus aureus 

dengan menggunakan ekstrak umbi uwi (Dioscorea alata) dan 

kristal violet, sesuai dengan judul penelitian ini.Dalam 

pelaksanannya, ekstrak umbi uwi akan diformulasikan dalam lima 

variasi konsentrasi, yaitu 100%, 80%, 60%, 40%, dan 20%, untuk 

menentukan konsentrasi mana yang paling optimal dalam 

menghasilkan pewarnaan yang jelas dan kontras. 

Ekstra umbi uwi menggunakan konsentrasi sesuai dengan 

perhitungan seperti 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100% sesuai 

dengan penelitian oleh Hidayanti et al.(2021). Hasilnya 

menunjukkan bahwa konsentrasi 100% menghasilkan warna ungu 

yang paling mirip dengan kristal violet, sementara konsentrasi yang 

lebih rendah menunjukkan intensitas yang lebih sedikit terhadap 

bakteri Gram positif (Staphylococcus aureus).  

Di sisi lain, penelitian oleh Nunki et al.(2020) menerapkan 

ekstrak tanaman pada Bacillus sp.Dengan konsentrasi 50%, 60%, 

dan 75%.Pewarna yang paling optimal ditemukan pada konsentrasi 

60% hingga 75%, menunjukkan bahwa ekstrak dengan konsentrasi 

sedang juga memiliki potensi yang efektif jika formula dan waktu 

perendaman tepat.  
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Selain itu, dalam tinjauan sistematis oleh Badar et al.(2022), 

dijelaskan bahwa konsentrasi ekstrak tanaman sebesar 100% 

umumnya memberikan hasil terbaik dalam proses pewarnaan 

diferensial Gram, karena tidak mengandung pengenceran senyawa 

aktif seperti antosianin atau flavonoid.Beberapa penelitian 

eksploratif juga telah mencoba konsentrasi rendah seperti 40% dan 

20%, tetapi pada umumnya menghasilkan warna yang kurang kuat 

dan tidak cukup kontras untuk membedakan tipe dinding sel bakteri 

(Nuraini et al., 2019). 

Jika terbukti efektif, penelitian ini dapat memberikan 

keuntungan yang signifikan yang lebih ramah lingkungan, 

ekonomis, dan berkelanjutan.Oleh karena itu, diharapkan penelitian 

ini dapat menjadi acuan dalam pengembangan metode pewarnaan 

bakteri yang berbasis bahan alami, serta berkontribusi pada 

pemanfaatan sumber daya lokal yang bernilai dalam dunia sains 

dan teknologi laboratorium medis. 

B. Rumusan Masalah  

Penjelasan latar belakang diatas, maka dapat diketahui 

rumusan masalah dalam penelitian ini yaitu bagaimana 

perbandingan hasil pewarnaan gram terhadap bakteri yang 

digunakan yaitu Staphylococcus aureus menggunakan ekstrak 

umbi uwi (Dioscorea alata) dengan kristal violet? 

C. Tujuan Penelitian 

1. Tujuan Umum 
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Membandingkan seberapa efektif ekstrak umbi uwi (Dioscorea 

alata) jika dibandingkan dengan kristal violet dalam proses 

pewarnaan Gram pada bakteri Staphylococcus aureus. 

2. Tujuan Khusus 

Menentukan konsentrasi ekstrak umbi uwi (Dioscorea alata) 

yang paling optimal untuk mewarnai bakteri Staphylococcus 

aureus dibandingkan dengan penggunaan kristal violet. 

D. Keaslian Penelitian 

No Penulis Judul Kesamaan Perbedaan 

1. Andi Sri 

Nurul 

Hidayanti, 

Sulfiani 

dan 

Nuramaniy

ah Taufik 

(2021) 

 

Pemanfaatan ekstrak 

kulit ubi jalar ungu 

sebagai pengganti kristal 

violet pada pewarnaan 

Gram. Dengan hasil : 

Ekstrak ubi jalar ungu 

mampu memberikan 

kontras warna yang 

cukup baik dalam 

membedakan bakteri 

Gram negatif, meskipun 

intensitas warnanya tidak 

sekuat kristal violet. 

Sama-sama 

meneliti 

penggunaan 

sumber 

pewarna 

alami yang 

mengandung 

antosianin 

sebagai 

alternatif 

pewarna 

sintetik dalam 

pewarnaan 

Gram. 

Memanfaatk

an ekstrak 

kulit ubi jalar 

ungu yang 

kaya akan 

antosianin 

sebagai 

pengganti 

kristal violet 

dalam 

pewarnaan 

Gram. 
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2. Dedefwi 

(2021) 

Pemanfaatan buah bit 

(Beta Vulgaris) sebagai 

alternatif pengganti 

pewarnaan Gram. 

Dengan hasil : Meskipun 

ekstrak bit dapat 

menempel pada dinding 

bakteri, intensitas warna 

yang dihasilkan kurang 

stabil dibandingkan kristal 

violet. Namun, penelitian 

ini membuktikan potensi 

buah bit sebagai alternatif 

pewarna alami. 

Sama-sama 

mengeksplor

asi 

penggunaan 

pewarna 

alami sebagai 

pengganti 

pewarna 

sintetik dalam 

pewarnaan 

Gram. 

Menggunak

an ekstrak 

buah bit 

yang 

mengandun

g pigmen 

betasianin 

sebagai 

alternatif 

pewarnaan 

Gram. 

3. Sofiani 

Sari, Alya 

Nur Nabila, 

Cucu Arum 

Dwi 

Cahya, 

Rahmadan

i Sitepu 

(2024)   

Pewarnan alami akar 

mengkudu (Morinda 

citrifolia L) sebagai 

pengganti safranin pada 

pewarnaan gram negatif. 

Dengan hasil : Pewarna 

alami ini dapat 

menghasilkan warna 

yang kontras pada 

bakteri Gram negatif, 

Keduanya 

mengeksplor

asi 

penggunaan 

pewarna 

alami sebagai 

alternatif 

pengganti 

pewarna 

sintetik dalam 

Menggunak

an ekstrak 

akar 

mengkudu 

sebagai 

pengganti 

safranin 

pada 

pewarnaan 

gram 
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meskipun ada perbedaan 

dalam ketahanan warna 

dibandingkan safranin 

sintetis. 

pewarnaan 

bakteri. 

negatif. 

 

Tabel 1.1: Keaslian penelitian 

E. Manfaat Penelitian 

1. Manfaat Teoritis 

Studi ini diharapkan bisa memperluas pengetahuan dalam 

bidang mikrobiologi, terutama mengenai pemanfaatan pewarna 

alami sebagai pengganti pewarna Gram.Dan hasil penelitian 

dijadikan sebagai sumber referensi ilmiah untuk pengembangan 

teknologi laboratorium yang memanfaatkan sumber daya lokal 

dan ramah lingkungan. 

2. Manfaat Aplikatif 

Penelitian ini bisa dimanfaatkan oleh laboratorium 

pendidikan dan kesehatan sebagai dasar untuk penerapan 

pewarna alami dalam praktik atau diagnosis, serta dapat menjadi 

pilihan yang ekonomis dan berkelanjutan dalam menyediakan 

bahan kimia untuk laboratorium. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

A. Tinjaun Teori 

1. Umbi Uwi (Dioscorea alata) 

A. Pengertian Umbi Uwi 

Ubi uwi (Dioscorea alata) berasal dari kawasan 

Asia.Pertumbuhan tanaman ini pada daerah yang rendah 

karena daerah yang rendah memiliki kesuburan yang tinggi 

bagi akar tumbuhan, pada ketinggian di bawah 800 meter 

dari permukaan laut, namun juga dapat bertahan pada 

ketinggian hingga 2700 meter dari permukaan laut 

(Balitbang, 2005).Umbi dari uwi (Dioscorea alata) 

mengandung berbagai manfaat bagi kesehatan tubuh seperti 

senyawa bioaktif yaitu dioscin, diosgenin, dan polisakarida 

larut air (Helbron, 2015). 

 

 

Gambar 2.1 : Umbi Uwi 
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Komponen bioaktif dalam umbi ini meliputi steroid, 

saponin (diosgenin dan dioscin), protein dari jenis dioscin, 

serta antosianin.Senyawa bioaktif ini memiliki aktivitas yang 

bermanfaat untuk kesehatan, termasuk sebagai 

imunomodulator, antihipertensi, antimikroba, serta memiliki 

berbagai efek estrogenik dan antitumor (Hapsari, 2014). 

Dalam studi ini, ekstrak ubi uwi (Dioscorea alata) 

dijadikan sebagai pewarna alami alternatif untuk kristal 

violet.Untuk mengevaluasi efektivitas pewarnaan dari 

ekstrak, dilakukan pengujian dengan lima variasi konsentrasi 

sesuai dengan perhitungan maksimal konsentrasi 100%. 

Variasi konsentrasi ini bertujuan untuk menilai intensitas 

warna dan kemampuan ekstrak dalam mewarnai bakteri 

Staphylococcus aureus pada metode pewarnaan 

Gram.Pemilihan berbagai tingkat konsentrasi juga bertujuan 

untuk mengetahui seberapa stabil dan jelas pigmen 

antosianin yang terdapat dalam umbi uwi saat digunakan 

sebagai pewarna biologis (Hidayanti, Sulfiani, dan Taufiq, 

2021) 

 

B. Taksonomi Ubi Uwi  

Ubi uwiungu (Dioscorea alata) adalah tanaman yang 

memproduksi umbi dengan daging berwarna ungu.Berikut 

adalah taksonomi untuk Dioscorea alata: 
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Divisio  : Spermatophyta 

Sub Divisi : Angiospermae 

Kelas  : Monocotyledoneae 

Ordo  : Liliales 

Famili  : Dioscoreaceae 

Genus  : Dioscorea 

Spesies : Dioscorea alata (Sunarti dan Marfuah, 2023) 

C. Morfologi 

Tanaman ini disebut ubi kelapa atau uwi. tumbuh 

dengan cara menjalar dan berputar ke kanan. Batangnya 

dapat mencapai panjang 10 meter, tidak memiliki duri, 

meskipun ada beberapa yang memiliki bintik di bagian 

pangkal, batangnya memiliki empat sayap yang jelas, 

berwarna hijau atau keunguan, dan sering terdapat umbi di 

ketiak daun (Tantrayana dan Zubaidah, 2015). Daunnya 

tunggal, dengan pola pertulangan yang melengkung, 

memiliki tujuh hingga sembilan tulang daun, berwarna hijau 

atau keunguan, dan bentuk helaian daun oval dengan 

pangkal berbentuk hati serta ujung yang meruncing.Sistem 

akar tanaman ini berupa serabut. Dioscorea alata memiliki 

bunga berbentuk bulir, di mana bunga jantan memiliki bulir 

yang rapat, sedangkan bunga betina memiliki bulir yang 

lebih longgar.Perbungaan biasanya terjadi antara bulan Mei 
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dan Juni, berbentuk pipih dan membulat di sekelilingnya 

dengan struktur bersayap. Umbi yang tumbuh di bawah 

tanah memiliki beragam bentuk dan ukuran (Yanto Rahman 

dan Sulistyowati, 2023). 

 

Tabel 1.2 : Kandungan gizi dalam 100 gram umbi uwi 

NO Zat Gizi Satuan Jumlah 

1. Kalori Kal 101 

2. Protein G 2,0 

3. Karbohidrat G 19,8 

4. Lemak G 0,2 

5. Kalsium Mg 45 

6. Fosfor Mg 280 

7. Besi Mg 1,8 

8. Vitamin B1 Mg 0,10 

9. Vitamin C Mg 9 

10. Air G 75,7 

Sumber : (Lestari, 2020) 

Dari perspektif ekologi, tanaman ini termasuk dalam 

kategori subhumid-humid tropis.Kondisi terbaik untuk 

pertumbuhan ubi kelapa adalah daerah dengan curah hujan 

antara 1000-1500 mm per tahun dengan distribusi yang baik, 

yakni selama 6-7 bulan.Ubi kelapa umumnya ditanam pada 

ketinggian rendah, tetapi di India bisa tumbuh hingga 
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ketinggian 2500 meter.Durasi hari yang pendek (kurang dari 

12 jam) dapat mendukung proses pembentukan umbi (Yanto 

Rahman dan Sulistyowati, 2023). 

 

Gambar 2.2 : Umbi dan Dioscorea alata(Virgianti, 2017) 

 

D. Kandungan Kimia 

Umbi uwi ungu mengandung berbagai senyawa bioaktif 

seperti polisakarida, diosgenin, dioskorin, dioscin, alatonin, 

saponin, fenol, flavonoid, tanin,dan alkaloid.Umumnya, 

polisakarida yang terdapat dalam umbi uwi ungu bersifat 

larut dalam air (Harijono et al., 2013). 

Umbi uwi ungu memiliki pigmen antosianin yang paling 

banyak dan memberikan warna khas pada daging 

ubi.Kadar antosianin pada umbi uwi ungu mencapai 37,70-

38,12 mg/100 g (Latief et al., 2018). 

E. Antosianin 

Antosianin adalah pigmen alami yang dapat ditemukan di 

bagian umbi, daun, atau buah yang berwarna merah, ungu, 

biru, atau kuning (Fakhruzy, Kasim, Asben, dan Anwar, 
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2020). Antosianin termasuk dalam kelompok metabolit 

sekunder dari tanaman yang berasal dari keluarga polifenol. 

Struktur antosianin terdiri dari dua cincin aromatik pada 

kedua posisinya.Kromofor dasar dari senyawa ini adalah ion-

7 hidroksiflavilium (antosianidin).Pigmen antosianin 

terbentuk dari dua atau tiga unit kimia yaitu aglikon atau 

cincin flavilium (antosianidin), gula, dan mungkin juga 

mengandung kelompok asilasi (Kurniawati dan Hupitoyo, 

2023). 

Lingkungan tumbuh dan perbedaan musim dapat 

menyebabkan  variasi kadar antosianin, berfungsi sebagai 

antioksidan, antihipertensi, dan pencegah gangguan hati 

(Supriyanto et al., 2021).Pigmen antosianin dalam umbi uwi 

ungu tersebar di seluruh daging ubi, memberikan warna 

yang khas.Kadar antosianin pada umbi uwi ungu adalah 

37,70-38,12 mg/100 g (Latief et al., 2018; Vishnu et al., 

2023). 

 

Gambar 2.3 :Warna ekstrak antosianinpada pH 1-14 (Sumber 

data Ai Mahmudatussa´adah et al.2014) 
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Dalam penelitian yang terbaru dilakukan maka dapat 

menjelaskan bahwa ubi jalar ungu dapat memberikan pH 

yang kuat dengan warna kemerahannya yaitu 1-3, warna 

ungu yaitu terletak pada pH 4-6 dan pH 7 akan mengalami 

perubahan warna menjadi biru, berwarna hijau Ketika pH 

basa melemah yaitu 8-9 dan akan mengalami perubahan 

warna kuning Ketika pH nya berada di angka 10-14 (Marco 

et al.2011). 

 

Gambar 2.4. Sruktur senyawa rumus kimia antosianin 

(Sumber Data Wikipedia) 

 

Metabolic sekunder pada antosianin dari kelompok 

flavonoid, yang banyak ditemukan pada buah dan 

sayuran (Isnaeni, 2012). Antosianin adalah salah satu 

jenis secara umum senyawa flavonoid dibagi menjadi 

polifenol tumbuhan. Kategori flavonoid lainnya meliputi 

flavonol, flavan-3-ol, flavon, dan flavonon, yang berbeda 

dalam tingkat oksidasi antosianin.Senyawa flavonoid 
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umumnya tidak memiliki warna atau hanya mempunyai 

warna kuning pucat (Isnaeni, 2012). 

Antosianin akan larut kedalam air yang diberikan 

pigmen yang terbentuk secara alami, hal ini disimpan 

dalam sel epidermis dari buah, akar dan daun. Hal ini 

dapat ditemukan pda buah-buahan seperti anggur, 

stroberri, ceri, ubi jalar, serta sayuran seperti kol merah 

dan bayam merah (Javandira, 2021). 

Warna serta kestabilan pigmen antosianin 

dipengaruhi oleh keseluruhan struktur 

molekulnya.Perubahan yang ada pada struktur antosianin 

A dan B dapat memengaruhi warna yang 

dihasilkan.Dalam kondisi asam, warna antosianin 

dipengaruhi oleh jumlah substitusi di cincin B.semakin 

banyak substitusi OH, warna yang dihasilkan bisa 

cenderung ke biru, sedangkan metoksilasi akan membuat 

warnanya semakin mendekati merah (Javandira, 2021). 

Peranan antosianin sebagai agen antioksidan dalam 

tubuh membantu mencegah aterogenesis serta penyakit 

yang berkaitan dengan tersumbatnya pembuluh 

darah.Antosianin berkontribusi dalam menghentikan 

proses aterogenesis dengan mengoksidasi lemak jahat 

dalam tubuh, khususnya lipoprotein densitas 

rendah.Selain itu, antosianin juga menjaga integritas sel 
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endotel yang melapisi dinding pembuluh darah agar 

terhindar dari kerusakan (Putri dan Kusdiyantini, 2018). 

F. Pengertian Ekstrak dan Ekstraksi 

1. Ekstrak 

Berdasarkan penjelasan dari Musaid Shiddiq 

Syafaruddin (2023), ekstrak merupakan formulasi kental 

yang dihasilkan melalui proses pengambilan senyawa 

aktif dari bahan nabati atau hewani dengan 

menggunakan pelarut yang tepat.Setelah itu, hampir 

seluruh pelarut tersebut diuapkan dan sisa massa atau 

serbuk yang ditentukan dengan memenuhi standar yang 

sedemikian rupa telah di ekstrak (Zulharmitta, Kasypiah, 

dan Rivai, 2017).  

2. Ekstraksi 

Menurut Musaid Shiddiq Syafaruddin (2023), ekstraksi 

merupakan suatu cara untuk memindahkan zat atau 

solut dari larutan atau bahan padat ke pelarut 

tertentu.Ekstraksi adalah proses yang memisahkan 

berdasarkan perbedaan kemampuan dalam melarutkan 

bagian-bagian dalam campuran (aji, Bahri, dan Tantalia, 

2018). 

G. Tujuan Ekstraksi 

Tujuan yang ingin dicapai melalui ekstraksi adalah untuk 

memberikan komponen yang kimia nya telah diekstrak 
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terdapat dalam simplisia.Pemisahan melalui ekstraksi 

didasarkan pada pergerakan massa dari komponen padat ke 

dalam pelarut, di mana pergerakan ini dimulai di permukaan 

antara kedua bahan dan kemudian berdifusi ke pada 

pelarut.Prinsip dasar ekstraksi adalah melarutkan senyawa 

polar dalam pelarut polar serta senyawa non-polar (Lailis, 

2010).Metode yang diterapkan adalah metode maserasi 

(Purwandi, Subagiyo, dan Wibowo, 2018).Dengan 

merendam yang merupakan prinsip dari sampel pelarut 

organik yang sesuai pada suhu kamar, di mana akan 

menembus dinding dengan pelarut dan masuk ke dalam 

ruang sel yang berisi zat aktif (Cindy Emilia Eka Putri et al., 

2024). 

H. Metode Ekstraksi 

Ekstraksi adalah suatu teknik dengan Kelebihan adalah 

melakukan ekstraksi untuk mengekstrak senyawa tanpa 

merusak komponen kimia yang peka terhadap panas, 

dengan contoh metode dingin seperti maserasi dan 

perkolasi.Sedangkan ekstraksi panas adalah metode yang 

memanfaatkan pemanasan untuk mengeluarkan simplisia 

dengan lebih cepat dan menggunakan pelarut yang lebih 

sedikit, refluks adalah contohnya dan soxhlet (Anak Agung 

Gede Rai Yadnya Putra, 2016). 

1) Maserasi 
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Suhu dapat mempengaruhi proses maserasi, waktu, 

dan jenis pelarut yang digunakan.Memilih suhu yang 

tepat dapat meningkatkan kadar ekstrak umbi uwi 

(Dioscorea alata), sebaliknya penggunaan tinggi suhu 

yang akan menghambat durasi yang panjang dapat 

menurunkan ekstrak yang dihasilkan dengan kualitas 

yang baik (Mihra et al, 2018).Begitu juga dengan pelarut, 

penggunaan pelarut yang sesuai dapat meningkatkan 

kemampuan ekstraksi senyawa aktif dari umbi uwi 

(Mahkom, 2007).Oleh karena itu, penelitian ini 

menerapkan metode maserasi karena 

kesederhanaannya, efektivitasnya, dan kemampuannya 

dalam mengekstrak senyawa aktif secara optimal dari 

umbi uwi. 

2) Perkolasi 

Ekstraksi yang dilakukan dengan membiarkan pelaut 

mengalir dengan melalui simplipsia secara terus-

menerus pada suhu ruangan disebut dengan perkolasi. 

Hal ini melibatkan proses dengan menggunakan alat 

percolator, yang akan terbentuk kerucut yang akan 

melewati semua simplisia yang menargetkan kejenuhan 

dalam mencapai pelarut baru (Takaendengan et al., 

2021). 

3) Refluks 
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Refluks adalah metode ekstraksi yang menggunakan 

proses destilasi berulang, diuapkan pelarut, kemudian 

dikondensasikan kembali dan dialirkan kembali ke dalam 

labu yang digunakan untuk ekstraksi.Metode ini sangat 

cocok untuk mengekstraksi senyawa fitokimia yang 

tahan panas seperti biji-bijian dan kacang-kacangan 

(Mierza et al., 2023). 

4) Soxhlet 

Oleh Frans Von Soxhlet pada tahun 1879 adalah 

teknik ekstraksi berkelanjutan di mana pelarut berputar 

secara terus-menerus melalui simplisia.Teknik ini 

digunakan untuk mengekstrak senyawa fitokimia yang 

stabil terhadap panas seperti alkaloid dan piperin 

(Pradito et al., 2022). 

5) Digesti 

Pengadukan yang terus menerus dilakukan pada 

suhu 400C yaitu digesti yang menggunakan metode 

maserasi. Teknik ini akan tahan terhadap panas dengan 

mengekstrak senyawa aktif (Rahmah et al., 

2018).Proses ini seperti pembuatan the yang sangat 

efektif yang membutuhkan pemanasan ringan dalam 

mengenstrak senyawa (Jyoni soni, sristi sinha, 2024)  

6) Infusa 
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Melibatkan perendaman simplisia dalam air panas 

dengan periode waktu yang sinkat adalah infusa dengan 

menggunakan metode ekstraksi. Bahan-bahan aromatic 

seperti dengan bunga, daun, batang akan di ekstrak 

karena kaya dengan senyawa bioaktif (Hakim et al., 

2021).Namun untuk senyawa hidrofobik seperti alkaloid, 

resin dan lipid tidak cocok dengan metode ini (Hanani, 

2016). 

7) Dekokta 

Direbus dengan air yang mempunyai volume yang 

kurang merupakan teknik ekstraksi yang dimana dengan 

dekokta simplisa. Teknik ini dengan menggunakan 

ekstraksi yang keras-keras seperti biji, akar dan kuliit 

yang tidak mengandung senyawa bioaktif yang bisa 

mengalami penguapan (Sari dan Meitisa, 2017). 

2. Staphylococcus aureus 

a. Definisi Staphylococcus aureus 

Kata Stapyle dan coccus merupakan Bahasa Yunani 

yaitu Staphylococcus yang berkelompok seperti dengan 

anggur danbulat. Sedangkan aureus berasal dari Bahasa 

latin yang memiliki makna yaitu emas. Bakteri ini Ketika 

dilakukan kultur dan akan menojolkan koloninya maka akan 

kelihatan besar dan berwarna kuning. Bakteri ini menyukai 

membrane hidung dan kulit dan paling umum ditemukan 
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pada tubuh manusia. Bakteri ini adalah bakteri gram positif 

yang tidak bisa bergerak namun bisa menginfeksi menjadi 

patogen (Ningsih, 2017).Adapun penyakit yang bisa 

disebabkan oleh bakteri ini yaitu pheunomia Ketika masuk 

kedalam pernapasan atas, dan Ketika menempel pada 

bagian kulit akan menimbulkan jerawat yang parah serta 

bisa merusak makanan yang bisa menginfeksi sistem 

pencernaan manusia tersebut (Fitriani, 2021). 

 

Gambar 2.5 :Staphylococcus aureus dengan pewarnaan gram 

(Fitriani, 2021) 

 

b. Klasifikasi Staphylococcus aureus 

Berdasarkan penjelasan (Fitriani, 2021), klasifikasi 

dari Staphylococcus aureus adalah sebagai berikut: 

Domain : Bacteria 

Kingdom : Eubacteria 

Phylum : Firmicutes 

Class : Bacilli 

Ordo : Bacilales 
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Famili : Staphylococcaceae 

Genus : Staphylococcus 

Spesies : Staphylococcus aureus 

c. Morfologi dan Identifikasi 

Staphylococcus aureus merupakanbakteri gram-

positif yang berbentukbulat dengan diameter sekitar 1 

µm.Saat dilihat di bawah mikroskop, bakteri ini tampak 

menyerupaianggur.Bakteri ini tidak bergerak dan tidak 

memiliki spora.Koloni dari bakteri ini menghasilkan 

pigmen berwarna kuning gading atau oranye.Pada 

pengkulturannya di Blood Agar Plate, koloni 

Staphylococcus aureus terlihat berwarna kuning keabu-

abuan dengan ukuran 3-4 mm dan terdapat area jernih di 

sekeliling koloni yangmenandakan adanya hemolisis 

(Tong, Davis, Eichenberger, Holland, dan Fowler, 2015). 

Staphylococcus aureus termasuk bakteri anaerob 

fakultatif yang mampu tumbuh di lingkungan dengan 

konsentrasihidrogen.Suhu optimum untuk 

pertumbuhannya adalah 35ºC dengan rentang suhu 

pertumbuhan antara 15ºC hingga 40ºC (Acker et al., 

2019).Bakteri ini tahan terhadap panas hingga 50ºC 

selama 30 menit.(Habsah et al., 2020). 
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Gambar 2.6 : Koloni Staphylococcus aureus pada 

pembenihan Blood Agar Plate setelah diinkubasi selama 24 

jam (Habsah et al., 2020) 

d. Bentuk Bakteri 

Bentuk bakteri adalah klasifikasi bakteri berdasarkan 

bentuknya yaitu coccus, basil, dan spiral : 

1. Coccus 

Pada Gambar 2.7, bakteri berbentuk bulat (coccus). 

Jika coccus berkelompok berpasangan disebut 

diplokokus, bentuk mirip kubus berkelompok empat 

disebut tetrad atau sarcina, kokus yang memanjang 

seperti rantai disebut streptokokus, dan yang 

menyerupai gugus buah anggur disebut stafilokokus 

(Misalnya Staphylococcus aureus) 
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Gambar 2.7 Bentuk-bentuk kokus (MicrobeNotes, 2023) 

2. Basil 

Pada Gambar 2.8, bakteri berbentuk batang. Jika 

batang bergandengan dua disebut diplobasil, jika 

membentuk rantai disebut streptobasil, dan jika 

sangat pendek menyerupai kokus disebut coccobasil. 

 

Gambar 2.8 Bentuk-bentuk basil (MicrobeNotes, 2022) 

3. Spiral 

Pada Gambar 2.9, golongan bakteri yang bntuk-

bentuknya seperti spiral. Bentuk spiral kaku disebut 

spirilium, bentuk spiral fleksibel disebut spirochete, 
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dan bentuk melengkung (tidak penuh spiral) disebut 

vibro. 

 

Gambar 2.9 Bentuk-bentuk Spiral (MicrobeNotes, 2022) 

e. Patogenesis 

Staphylococcus aureus dapat menyebabkan lesi 

pada permukaan kulit seperti lepuhan serta furunkulosis, 

berupa bisulatau abses lokal, serta infeksi kulit di folikel 

rambut, kelenjar sebasea, atau kelenjar keringat.Selain 

itu, Staphylococcus aureus dapat merusak jaringan epitel 

payudara yang disebabkan oleh enzim koagulase, 

eksotoksin,dan hemolisin.Hemolisin-α umumnya 

dihasilkan oleh Staphylococcus aureus yang diisolasi dari 

manusia, sementara hemolisin-β dihasilkan dari isolasi 

hewan (Miftahul Khairiyah, 2021). 

Selain itu, Staphylococcus aureus dapat menjadi 

penyebab keracunan makanan melalui enterotoksin yang 

dihasilkannya dan juga dapat memicu sindrom syok 
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toksik akibat produksi sitokin yang berlebihan dalam 

sirkulasi darah (Marbun, 2020). 

f. Pertumbuhan dan Peremajaan Bakteri 

Pertumbuhan bakteri mengikuti empat fase klasik: lag, 

leg (eksponensial), stasioner, dan death. Pada fase lag, 

sel beradaptasi dengan lingkungan baru sebelum 

melakukan pembelahan; pada fase log, pembelahan 

berlangsung cepat dengan laju pertumbuhan maksimum; 

fase stasioner terjadi ketika nutrien terbatas atau 

akumulasi produk samping menghambat pertumbuhan; 

sedangan fase death ditandai penurunan jumlah sel 

hidup. Pemilihan umur kultur sangat penting karena 

karakter fisiologis sel berbeda antar fase, misalnya 

permeanilitas dinding sel dan respon terhadap 

pewarnaan. Vulin et al. (2018) menemukan bahwa 

perpanjangan lag time pada S. aureus menghasilkan 

varian koloni kecil dan toleransi antibiotik yang lebih 

tinggi (Nature Communication). 

Tutkeltaub et al. (2024) menekankan bahwa dinamika 

fase lag sangat berpengaruh terhadap hasil eksperimen 

yang bergantung pada kecepatan pertumbuhan bakteri 

(Frontiers in Microbiology). Selain itu, Jones et al. (2023) 

melaporkan bahwa perbedaan umur kultur (16-24 jam vs 

>24 jam) dapat menghasilkan varian hasil pewarnaan 
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Gram pada S.aureus, sehngga konsisten waktu 

peremajaan menjadi krusial untuk reproduksibilitas hasil 

(Scientific Reports). 

Pada media Nutrient Agar (NA) Staphylococcus 

aureus menunjukkan ciri khas koloni yang berbentuk 

bulat, halus, cembung, dan berpigmen kuning keemasan 

setelah inkubasi 24 jam pada suhu 37ºC (Ningsih, 2017; 

Fitriani, 2021). Diameter koloni biasanya 2-4 mm dengan 

permukaan licin dan warna kuning gading hingga oranye, 

menjadi cincin pembeda utama terhadap bakteri lain 

yang tumbuh pada media yang sama (Tong, Davis, 

Eichenberger, Holland, & Fowler, 2015). Bakteri ini 

tumbuh optimal pada suhu 35-37ºC, namun tetap dapat 

bertahan hingga suhu 50ºC selama 30 menit (Acker et 

al., 2019; Habsah et al., 2020). Karakteristik 

pertumbuhan ini mendukung penggunaan Nutrient Agar 

sebagai media standar dalam peremjaan kultur S.aureus 

di laboratorium. 

Adapun dalam pembuatan Nutrient Agar, pH yang 

digunakan biasanya sekitar 7,2-7,4 agar optimal untuk 

pertumbuhan Staphylococcus aureus (ScienceDirect: 

Nutrient Agar- an overview MedCrave Online, 2020). 
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3. Pewarnaan Gram 

a. Pengertian 

Pewarnaan gram di laboratorium dilakukan dengan 

menggunakan larutan kristal violet, di mana semua bakteri 

menyerap pewarna ini dan menghasilkan warna 

ungu.Penambahan larutan iodin (lugol) menciptakan 

kompleks kristal violet-iodin yang memiliki ukuran besar dan 

stabil di dalam sel.Proses dekolorisasi menggunakan alkohol 

akan membuat dinding sel yang tebal dan kaya peptidoglikan 

tetap mempertahankan warna ungu (gram positif).Namun, 

dinding sel yang tipis dan memiliki membran luar akan 

menyesuaikan kompleks warna dan mengubahnya menjadi 

merah muda (gram negatif).Metode ini dinamakan sesuai 

penemunya, Hans Christian Gram, yang memperkenalkan 

teknik ini pada tahun 1884 untuk membedakan antara 

Pneumococcus dan Klebsiella Pneumoniae.Pewarnaan 

gram merupakan teknik yang digunakan untuk 

mengelompokkan bakteri berdasarkan bentuk, ukuran, dan 

morfologi sel(Acker et al., 2019). 

Menurut McKenney et al.(2020), perbedaan dalam 

pewarnaan gram berasal dari struktur dinding sel bakteri 

yang berbeda, terutama pada ketebalan lapisan 

peptidoglikan dan keberadaan membran luar.Bakteri gram 

positif memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal serta tidak 
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memiliki membran luar, sedangkan bakteri gram negatif 

memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih tipis dan dilengkapi 

oleh membran luar yang mengandung lipopolisakarida 

(LPS).Selama proses pewarnaan, kompleks kristal violet-

iodin tetap ada dalam dinding sel Gram positif, sementara di 

Gram negatif dapat terbasuh oleh alkohol, sehingga 

memungkinkan pewarna tambahan untuk masuk. 

 

Gambar 2.10: Pewarnaan Gram (Sumber data 

Infolabmed) 

 

Bakteri gram positif dan negatif akan bereaksi dan 

akan menjadi perubahan yang sangat signifikan terhadap 

komposisi dengan struktur dinding sel. Tidak akan 

terpengaruh oleh alkohol dan akan mempertahankan warna 

aslinya yaitu ungu tua karena memiliki lapisan peptidoglikan 

yang mengandung asam teichoic. Disisi lain bakteri negatif 

hanya memiliki satu lapisan peptidoglikan pada bagian 

membrane luarnya akan terikat, yang membuat ektraksi nya 

mudah larut karena bisa beraksi dengan pewarna tanding 

(Tong dan Fowler, 2015). 
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Di samping itu, McKenney et al.(2020) menjelaskan 

bahwa bakteri gram negatif mengandung sistem porin yang 

rumit serta enzim-enzim periplasmik yang memengaruhi cara 

pewarnaan berlangsung.Struktur kimia dari membran luar 

dan perbedaan tekanan osmotik memainkan peranan 

penting dalam efektivitas proses pewarnaan ini. 

 

b. Zat Warna pada Pewarnaan Gram 

Dalam pewarnaan Gram diperlukan empat reagen 

yaitu zat warna utama kristal violet, lugol, alkohol dan zat 

warna tanding safranin. Larutan lugol berfungsi untuk 

melunturkan mengintensifkan warna utama. Alkohol 

berfungsi untuk melnturkan zat warna utama. Selain itu, 

fungsi alkohol juga dapat menyebabkan ekstraksi lipid yang 

dapat memperbesar permeabilitas tersebut dapat membuat 

safranin masuk ke dalam sel yang menjadi warna merah 

pada bakteri gram negatif, sedangkan gram positif dinding 

selnya terhidrasi oleh alkohol sehingga membuat pori 

mengerut dan menurunkan daya rembes dinding sel dan 

membran sehingga safranin tidak bisa masuk yang membuat 

sel berwarna ungu (Khairiyah, 2021). 

Proses pewarnaan gram dilakukan dalam empat 

langkah, yaitu pemberian  kristal violet selama 1 menit, lalu 

penerapan diikuti dengan penambahan lugol selama 30 
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detik, mencuci dengan alkohol hingga warna pudar, dan 

akhirnya menerapkan zat warna tanding safranin selama 30 

detik (Alwie, 2020). 

Menurut McKenney et al.(2020), urutan pemberian 

reagen sangat penting, karena saat dekolorisasi adalah fase 

kritis untuk membedakan jenis bakteri.Kesalahan kecil dalam 

tahap alkohol dapat membuat hasil pewarnaan menjadi 

salah atau tidak akurat. 

4. Media Nutrient Agar 

Nutrient Agar(NA) adalah salah satu media dasar yang 

paling banyak digunakan dalam mikrobiologi karena bersifat 

non-selektif, sehingga dapat mendukung pertumbuhan berbagai 

jenis bakteri baik Gram positif maupun Gram negatif. 

Kandungan utama NA terdiridari pepton, meat extract/years 

extract, NaCl, dan agar, yang masing-masing berfungsi sebagai 

sumber nitrogen, vitamin, mineral, pengatur osmotik dan zat 

pemadat (Nurhidayanti, 2022). 

Penelitian Anggraheni (2023) membandingkan media NA 

dengan media berbahan dasar daging sapi, kambing, dan ayam 

untuk pertumbuhan Staphylococcus aureus, dan hasilnya 

menunjukkan bahwa komposisi nutrisi pada NA memang ideal 

untuk kebutuhan dasar bakteri. 

Selain sebagai media standar, NA juga sering dijadikan 

pembanding dalam penelitian media alternatif berbahan alami. 
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Penelitian Foekh & Safitri (2024) menggunakan rebusan biji 

nangka sebagai substotusi NA untuk pertumbuhan Escherichia 

coli dan Staphylococcus aureus. Hasilnya menunjukkan media 

alami mampu mendukung pertumbuhan, namun NA tetap 

digunakan sebagai kontrol baku. Demikian juga Malik et al. 

(2023) menggunakan kedelai sebagai pengganti NA untuk 

Bacillus subtilis dan menyatakan bahwa media NA tetap 

dijadikan sebagai tolak ukur karena kestabilannya yang tinggi. 

Dari sisi kualitas media, Rinihapsari et al. (2024) meliputi 

pengaruh pemanasan berulang pada media NA terhadap hasil 

uji Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Hasilnya 

menunjukkan bahwa pemanasan ulang dapat menurunkan 

kualitas media karena merusak kandungan zat hara dan 

mengubah struktur media. Oleh karena itu, pembuatan dan 

penyimpanan NA harus dilakukan dengan prosedur yang tepat. 

Selain itu, Rahmah et al. (2023) dalam penelitian isolasi 

bakteri dari udara dan lingkungan laboratorium menemukan 

bahwa NA sangat efektif digunakan untuk mendapatkan koloni 

bakteri dengan morfologi yang jelas dan mudah diamati. Hal ini 

menunjukkan bahwa meskipun banyak media yang baru 

dikembangkan, NA masih sangat relevan untuk riset 

mikrobiologi dasar. 

Dengan demikian Nutrient Agar dapat disebut sebagai “gold 

standar media” karena selain murah, mudah dibuat, dan stabil, 
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media ini juga memiliki konsistensi tinggi dalam mendukung 

pertumbuhan mikroba sehingga tetap digunakan sebagai media 

kontrol dalam berbagai penelitian (Nurhidayah, 2022; (Ayu 

Anggraheni et al., 2023) Rahmah et al, 2023; Rinihapsari, 2024; 

(Foekh, 2024); Malik et al, 2023).  

Namun, menurut Aji Atmanto, Paramita & Handayani (2022), 

suatu media kultur dikatakan baik jika memenuhi aspek-aspek 

berikut:Menyediakan nutrisi lengkap (karbon, nitrogen, fosfat 

anorganik, sulfur, mineral& vitamin), memiliki ruang atau akses 

gas (oksigen atau gas lain sesuai mikroorganisme), 

mempertahankan kelembapan yang sesuai, memiliki pH optimal 

yang stabil selama proses, serta bebas dari kontaminasi dan 

gangguan bioburden. 

Juga, (Bonnet et al., 2020) menyatakan media kultur ideal 

harus terdiri dari elemen dasar (air + nutrisi) dan disertai faktor 

pertumbuhan khusus apabila diperlukan. Media harus 

mendukung pertumbuhan luas mikroorganisme non-spesialis 

(nonfastidious). 

Tantray, Mansoor, Choh, Wani & Nissa (2023) dalam 

“Preparation of nutrient agar media” juga menyebutkan bahwa 

komposisi Nutrient Agar harus diawali dari formulasi 

standarserta penyesuaian suhu penuangan (sekitar 48ºC), dan 

proses sterilisasi yang teapat agar nutrisi tidak rusak. 
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B. Kerangka Teori 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabel 2.7: Kerangka Teori (Sumber data pribadi, 2025) 

Keterangan : 

a.   : Diteliti 

b.   : Tidak diteliti 

 

 

Sampel Umbi Uwi 

Metode 

Perkolasi 

Metode 

Maserasi 

Metode 

Refluks 

Metode 

Soxhlet 

BakteriStaphylo

coccus aureus  

Ekstraksi 

Pemeriksaan Gram 

(Menggunakan 

konsentrasi 100%, 80%, 

60%, 40%, dan 20%) 
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C. Kerangka Konsep 

 Berdasarkan dasar teori yang telah dijelaskan, termasuk 

latar belakang dan tinjauan literatur, maka struktur konsep dari 

penelitian ini adalah sebagai berikut: 

Eksperimental 

  

 

 

 

Gambar 2.11 : Kerangka Konsep 

Keterangan : 

Variabel dependen          :  

Variabel independen       :  

Metode yang digunakan  :  

 

D. Hipotesis Penelitian 

1. Hipotesis Alternatif (H1): Ekstrak dari umbi uwi bisa digunakan 

sebagai warna pengganti untuk kristal violet dalam proses 

pewarnaan gram. 

2. Hipotesis Nol (H0): Ekstrak umbi uwi tidak dapat dijadikan 

pembanding dengan kristal violet dalam pewarnaan gram. 

 

Pewarnaan Bakteri 

Staphylococcus 

aureus 

Variasi Konsentrasi 

Ekstrak Umbi Uwi 

(100%, 80%, 60, 

40%, dan 20%) 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN    

A. Desain Penelitian 

Penelitian ini adalah kualitatif dengan menggunakan desain 

penelitian eksperimental yang bertujuan untuk menilai efektivitas 

umbi uwi (Dioscorea alata) sebagaialternatif yang menjadi pewarna 

violet dengan teknik pewarnaan gram. 

B. Variabel Penelitian 

Variabel yang diteliti dalam risetini adalah ekstrak umbi uwi 

(Dioscorea alata) serta Staphylococcus aureus. 

C. Definisi Operasional 

1. Umbi uwi (Dioscorea alata) adalah bahan alami yang telah 

diekstrak menggunakan metode maserasi, menghasilkan 

antosianin untuk pewarnaan bakteri Staphylococcus aureus. 

2. Kristal violet merupakan pewarna sintetis berwarna ungu dengan 

konsentrasi 2% (b/v) yang digunakan sebagai tolak ukur dalam 

pewarnaan Gram Staphylococcus aureus. 

3. Pewarnaan bakteri adalah proses dalam teknik laboratorium 

untuk memberi warna pada bakteri agar lebih terlihat ketika 

diamati dengan mikroskop. 

4. Bakteri Staphylococcus aureus merupakan bakteri dengan gram 

positif dengan mempunyai bentuk bulatyang dijadikan sebagai 

subjek penelitian dalam pewarnaan dengan menggunakan 
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ekstrak umbi uwi (Dioscorea alata) yang dijadikan sebagai bahan 

pewarnaan yang dijadikan seperti kristal violet  

D. Waktu Dan Tempat Penelitian  

1. Waktu Penelitian 

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan juli 2025  

2. Tempat Penelitian 

Penelitian ini telahdilakukan di Laboratorium Mikrobiologi di 

Sekolah Tinggi KesehatanPanrita Husada Bulukumba. 

E. Objek Penelitian 

Bakteri Staphyloccos aureus yang dijadikan sebagai objek 

penelitian,yang akan melalui proses pewarnaan Gram 

menggunakan dua jenis pewarna: pewarna alami dari umbi uwi 

(Dioscoreaalata) dan pewarna sintetis kristal violet.Fokus penelitian 

terletak pada perbandingan efektivitas serta pengamatan hasil 

pewarnaan melalui mikroskop untuk membandingkan intensitas dan 

kejernihan warna. 

F. Teknik Pengumpulan Data 

1. Data Primer 

Pengumpulan data yang digunakan dalam penelitian ini 

dengan menggunakandata primer yaitu dengan menggunakan 

data dan hasil yang ditemukan dilapangan sebagai data 

langsung yang ditemukan oleh penulis.Data ini dikumpulkan 

melalui pemilihan sampel dari populasi yang dilakukan oleh 
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peneliti, diikuti dengan pengambilan sampel, proses penelitian, 

dan pendokumentasian hasil penelitian.(Sugiyono, 2019). 

Dalam menentukan jumlah total sampel dengan 

menggunakan perhitungan yaitu dengan rumus Federer 

Rumus Federer yang digunakan untuk dapat menentukan 

jumlah pengulangan data yang dapat diperoleh data yang valid 

dengan uji eksperimen yaitu: 

(t – 1) (n – 1) ≥ 15 

 

Keterangan : 

t :total jumlah kelompok perlakuan = 6 

n :total jumlah yang dilakukan pengulangan 

15 : Derajat kebebasan minimal 

Dengan demikian, perhitungan sampel dilakukan sebagai 

berikut : 

(t – 1) (n – 1) ≥ 15 

(6– 1) (n – 1) ≥ 15 

5 (n – 1) ≥ 15 

5n – 5 ≥ 15 

5n ≥ 15 + 5 

5n = 20 

    n = 
20

5
 

n = 4 
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Dari hasil perhitungan tersebut, terdapat 6 kelompok 

perlakuan yaitu kontrol dengan persentase 20%, 40%, 60%, 

80%, dan 100%, di mana setiap kelompok diulang sebanyak 4 

kali. 

2. Data Sekunder 

Data yang digunakan dari hasil penelitian orang lain atau 

menggunakan media seperti jurnal, artikel, buku dan acuan 

dalam penelitian untuk mendukung penelitian ini disebut 

sebagai data sekunder (Sugiyono, 2019). 

G. Instrumen Penelitian 

1. Alat 

Peralatan yang dipakai dalam penelitian ini terdiri dari 

neraca analitik, ose cincin, mikroskop, objek glass, lampu 

spirtus, kaca arloji, tabung reaksi, beaker glass, gelas ukur, 

kertas saring, tapis, kapas, aluminium foil, kertas HVS, 

spatula, pipet tetes, inkubator, oven, dan autoclave. 

2. Bahan 

Bahan yang digunakan mencakup aquades, kristal violet, 

lugol, alkohol 96%, safranin, Media NA, ekstrak umbi uwi, 

dan kultur bakteri Staphylococcus aureus. 

3. Prosedur Penelitian 

a. Pra Analitik 

a) Sterilisasi alat 
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a) Semua alat yang terbuat dari gelas atau kaca dicuci 

dengan air mengalir, kemudian dikeringkan. 

b) Setelah kering, alat tersebut dibungkus dengan 

kertas HVS yang bersih dan tanpa tulisan. 

c) Sterilisasi alat dengan menggunakan kertas atau 

menggunakan aluminium foil dengan cara 

dibungkus, dan dimasukkan kedalam oven dengan 

suhu 171ºC selama 2 jam. 

d) Setelah itu, biarkan alat dingin sebelum 

dikeluarkan. 

b) Pembuatan Ekstrak Umbi Uwi 

Proses pembuatan ekstrak ini menggunakan metode 

maserasi. 

a) Kupas umbi uwi. 

b) Umbi uwi dicuci hingga bersih. 

c) Dimasukkan 200 gram umbi uwi ke dalam gelas 

kimia. 

d) Ditambahkan aquadessebanyak 400 ml. 

e) Dipanaskan selama 30 menit, setelah itu 

dinginkan dan saring menggunakan tapis. 

f) Saring kembali menggunakan kertas saring. 

c) Pembuatan Media NA (Peremajaan Bakteri) 
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a) Timbang Nutrient Agar/NA sebanyak 2,8 gram dan 

larutkan dalam 100 ml aquades menggunakan 

gelas kimia. 

b) Panaskan media tersebut hingga larut sempurna. 

c) Tutup bagian atas gelas kimia dengan aluminium 

foil. 

d) Dimasukkan kedalam autoclaveselama 15 menit 

dalam proses sterilisasi dengan suhu yang 

digunakan 121ºC  

e) Tuangkan 10 ml media NA ke masing-masing 

tabung reaksi yang sudah disterilkan lalu tutup 

tabung dengan kapas. 

f) Di lakukan inkubasi dengan menggunakan suhu 

ruangan selama 30 menit dengan kemiringan 

sekitar 30º dengan tujuan dapat mengeras 

g) Terakhir, inkubasi selama 24 jam. 

4. Peremajaan Bakteri 

a) Sterilkan alat dan bahan dengan api bunsen. 

b) Ambil isolat bakteri Staphylococcus aureus 

menggunakan ose bulat. 

c) Tanamkan bakteri pada media NA dengan cara 

menggores secara zig-zag, kemudian tutup media 

dengan kapas. 
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d) Inkubasikan dalam inkubator pada suhu 37ºC 

selama 24 jam. 

e) Amati perubahan koloni yang terjadi pada media. 

 Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Umbi Uwi  

Proses pembuatan konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80%, dan 

100% dilakukan dengan rumus berikut (Permatasari et al., 

2013): 

V1 x N1 = V2 x N2 

Keterangan: 

N1 = Konsentrasi awal 

V1 = Volume yang dicari 

N2 = Konsentrasi yang diinginkan 

V2 = Volume yang diinginkan 

 

a) Konsentrasi 100% 

1. Ambil 10 ml ekstrak umbi uwi dan masukkan ke 

dalam gelas ukur. 

2. Pindahkan ke tabung reaksi. 

b) Konsentrasi 80% 

1. Ambil 8 ml ekstrak umbi uwi dan masukkan ke dalam 

gelas ukur 10 ml. 

2. Tambahkan aquades sebanyak 2 ml untuk mencapai 

volume yang diinginkan. 

3. Pindahkan ke tabung reaksi. 
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c) Konsentrasi 60% 

1. Ambil 6 ml ekstrak umbi uwi dan masukkan ke dalam 

gelas ukur 10 ml. 

2. Tambahkan aquades sebanyak 4 ml untuk 

mencukupi volume. 

3. Campurkan hingga homogen. 

4. Pindahkan ke tabung reaksi. 

d) Konsentrasi 40% 

1. Ambil 4 ml ekstrak umbi uwi dan masukkan ke dalam 

gelas ukur 10 ml. 

2. Tambahkan aquades sebanyak 6 ml untuk 

memenuhi volume. 

3. Campurkan hingga merata. 

4. Pindahkan ke tabung reaksi. 

e) Konsentrasi 20% 

1. Ambil 2 ml ekstrak umbi uwi dan masukkan ke dalam 

gelas ukur 10 ml. 

2. Tambahkan aquades sebanyak 8 ml untuk 

mencukupi volume. 

3. Campurkan hingga homogen. 

4. Pindahkan ke tabung reaksi. 

1. Analitik 

a. Kontrol Positif 
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1) Siapkan preparat pada objek kaca berbentuk 

lingkaran dengan diameter 2-3 cm. 

2) Fiksasi di atas bunsen hingga kering. 

3) Rendam dalam larutan kristal violet selama 1 menit, 

lalu cuci dengan aquades. 

4) Rendam dalam larutan lugol selama 1 menit, cuci 

dengan aquades. 

5) Rendam dalam larutan alkohol selama 30 detik, bilas 

dengan aquades. 

6) Rendam dalam larutan safranin selama 1 menit, lalu 

cuci dengan aquades. 

7) Observasi preparat menggunakan mikroskop dengan 

pembesaran 100x dan oil emersi. 

b. Pewarnaan Gram (Eksperimen) 

1) Siapkan preparat pada objek kaca dalam bentuk 

lingkaran dengan diameter 2-3 cm. 

2) Fiksasi di atas bunsen hingga kering. 

3) Rendam ekstrak umbi uwidengan variasi konsentrasi 

20%, 40%, 60%, 80%, dan 100% selama 1 menit, 

lalu bilas dengan aquades. 

4) Rendam dalam larutan lugol selama 1 menit, 

kemudian cuci dengan aquades. 

5) Rendam dalam larutan alkohol selama 30 detik, 

kemudian bilas dengan aquades. 
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6) Rendam dalam safranin selama 1 menit, lalu bilas 

dengan aquades. 

7) Amati preparat menggunakan mikroskop dengan 

pembesaran 100x. 

2. Pasca Analitik 

Interpretasi hasil: 

Pewarnaan Gram bakteri Staphylococcus aureus dengan 

kristal violet (sebagai kontrol positif) menunjukkan warna 

ungu pekat pada sel berbentuk kokus yang tersusun 

bergerombol seperti anggur, sesuai ciri khas bakteri Gram 

positif. 

Namun, saat dilakukan pewarnaan dengan ekstrak umbi 

uwi (Dioscorea alata), semua konsentrasi (100%, 80%, 

60%, 40%, dan 20%) menghasilkan warna merah dengan 

intensitas yang berbeda-beda. Sel bakteri tetap tampak 

berbentuk kokus bergerombol, tetapi tidak menunjukkan 

warna ungu seperti yang diharapkan pada Gram positif. 

Dengan demikian, ekstrak umbi uwi tidak mampu 

mempertahankan karakteristik pewarnaan Gram positif 

pada Staphylococcus aureus. 
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H. Alur Penelitian 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 : Alur Penelitian 

 

I. Pengolahan dan Analisa Data 

1. Pengolahan Data 

a. Pengeditan data adalah proses memeriksa kelengkapan dan 

konsistensi dari data yang sudah dikumpulkan. 

b. Pengkodean data adalah tahap dimana data diberi kode 

untuk memperlancar analisis dan mempercepat proses entri 

data. 

Sampling 

Sampel Umbi Uwi 

Pengujian Laboratorium 

Pra Analitik Analitik Pasca Analitik 

Ekstraksi Umbi Uwi Pencatatan Hasil Persiapan alat 

dan bahan 

Kesimpulan Pewarnaan Gram 
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c. Tabulasi merupakan langkah berikutnya setelah 

pengkodean, yang melibatkan penyusunan data ke dalam 

tabel agar lebih mudah untuk dianalisis. 

2. Analisis Data 

Analisis dilakukan dengan mengumpulkan data eksperimental 

yang relevan, termasuk waktu inkubasi, konsentrasi pewarna 

dari ekstrak umbi uwi, dan respon bakteri.Setelah itu, data akan 

dianalisis secara deskriptif. 

J. Etika dan Ijin Penelitian 

Penelitian ini terlebih dahulu dengan memohon izin kepada  

program studi DIII Teknologi Laboratorium Medis Stikes Panrita 

Husada Bulukumba.Setelah peneliti mendapatkan responden untuk 

penelitian, baru kemudian penelitian dilaksanakan dengan 

memperhatikan aspek etika yang terdiri dari: 

1. Kejujuran, yaitu berkomitmen untuk jujur dalam pengumpulan 

data, pengumpulan bahan, serta pelaksanaan metode dan 

prosedur penelitian. 

2. Keadilan, peneliti harus bersikap adil dalam pelaksanaan 

penelitian, dengan integritas dan profesionalisme. 

3. Manfaat, diharapkan penelitian ini dapat memberikan 

keuntungan bagi orang lain serta meminimalkan kesalahan 

dalam desain eksperimen. 
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4. Ketelitian, berupaya untuk meminimalkan kesalahan dalam 

prosedur dan secara sistematis mencatat hasil penelitian 

dengan akurat. 

K. Jadwal Penelitian 

Jenis 

Kegiatan 

  Tahun 2024-2025 

NOV DES JAN FEB MAR APR MEI JUN JUL 

Screening 

Judul dan 

ACC 

         

Penyusunan 

Proposal 

         

Pembimbingan 

Proposal 

         

Ujian Proposal          

  

Tabel 3.1 : Jadwal  Penelitian 
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 BAB IV  

HASIL PEMBAHASAN 

A. Hasil Penelitian 

Penelitian yang digunakan dengan ekstrak umbi uwi 

(Dioscorea alata) sebagai pewarna alami pengganti kristal violet 

pada pewarnaan gram yang dilaksanakan pada Laboratorium 

Mikrobiologi Prodi Analis Kesehatan Stikes Panrita Husada 

Bulukumba pada bulan Juli 2025 dengan tujuan melihat hasil 

pewarnaan yang menggunakan ekstrak umbi uwi. Adapun hasil 

penelitian sebagai berikut. 

 

Tabel 4.1Hasil pewarnaan bakteri Staphylococcus aureus menggunakan ekstrak 
umbi uwi dan kontrol positif 

No Konsentra

si 

Gambar Hasil Identifikasi 

1. Kontrol 

Positif 

 

Sel bakteri 

menunjukkan warna 

ungu yang dalam, 

mengindikasikan hasil 

Gram positif dengan 

pewarnaan yang sangat 

efektif dan merata. 
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2. Ekstrak 

100% 

  

 

Sel bakteri tampak 

berwarna merah cerah, 

dengan distribusi warna 

yang merata, tingkat 

kecerahannya 

mencapai(9/10), 

meskipun tidak 

berwarna ungu. 

3. Ekstrak 

80% 

 

Sel bakteri tampak 

berwarna merah, 

meskipun tidak secerah 

ekstrak 100%, 

kecerahannya berada di 

angka (8/10),  tetap  

tidak menunjukkan 

warna ungu. 

4. Ekstrak 

60% 

 

Sel bakteri tampak 

merah stabil. Kecerahan 

berada di kisaran (7/10), 

tetapi tidak 

menunjukkan warna 

ungu. 
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5. Ekstrak 

40% 

 

Pewarnaan 

menghasilkan rona 

merah muda yang relatif 

pudar. Tingkat 

kecerahan hanya sekitar 

(6/10), tetapi tidak 

menunjukkan tanda-

tanda warna ungu. 

6. Ekstrak 

20% 

 

Hasil pewarnaan sangat 

lemah, sel bahteri hanya 

menunjukkan warna 

pucat atau hampr tidak 

tampak dengan 

intensitas rendah 

(2/10),sehingga kontras 

pengamatan menjadi 

kurang optimal dan tidak 

menunjukkan warna 

ungu seperti yang 

diharapkan. 

 

Dalam penelitian ini bakteri gram positif yaitu 

Staphylococcus aureus yang dilakukan pewarnan 

menggunakan ekstrak umbi uwi (Dioscorea alata) sebagai 

alternatif kristal violet menghasilkan warna merah pada 

bakteri.Sebagai perbandingan, kontrol positif menunjukkan 

warna ungu pada bakteri.Pengamatan dilakukan di bawah 
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mikroskop dengan empat kali pengulangan dan tiga kontrol 

positif. 

B. Pembahasan 

Penelitian ini bertujuan untuk menilai kemampuan 

perbandingan teknik pewarnaan gram pada bakteri 

Staphylococcus aureus dengan menggunakan ekstrak umbi uwi 

(Dioscorea alata) dan kristal violet.Staphylococcus aureus 

adalah bakteri Gram positif yang ketika diberi pewarna dengan 

metode Gram menggunakan kristal violet, akan 

mempertahankan warna ungu atau biru keunguan karena 

kompleks kristal violet-iodin terperangkap dalam dinding sel 

yang kaya akan peptidoglikan. 

Namun, dari pengamatan mikroskopis terhadap preparat 

yang diwarnai dengan ekstrak umbi uwi, terlihat bahwa tidak 

ada sel bakteri yang mampu menyerap warna ungu seperti 

diharapkan.Sebaliknya, semua sel Staphylococcus aureus yang 

mendapatkan perlakuan dengan ekstrak umbi uwi menunjukkan 

warna merah atau pink setelah ditambahkan safranin sebagai 

pewarna tambahan.Ini menunjukkan bahwa ekstrak umbi uwi 

tidak memiliki daya adhesi atau interaksi yang memadai dengan 

struktur dinding sel Gram positif, sehingga warnanya mudah 

terhapus saat proses dekolorisasi dengan alkohol. 

Fenomena ini menunjukkan bahwa ekstrak umbi uwi tidak 

dapat membentuk kompleks yang stabil dengan iodin, atau 
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tidak memiliki muatan serta komposisi kimia yang mendukung 

penetrasi dan penahanan di dalam dinding sel Gram 

positif.Ketika pewarna alami ini hilang, bakteri menyerap 

safranin dan menjadi tampak berwarna merah, menyerupai 

bakteri Gram negatif (Ramadani, Rahayu, Nasution, dan 

Yuniarti, 2023). 

Umbi uwi diketahui mengandung antosianin, yaitu pigmen 

alami dari kelompok flavonoid yang biasanya berwarna ungu 

hingga biru pada pH netral atau basa.Sayangnya, antosianin 

sangat rentan terhadap perubahan pH, di mana dalam kondisi 

pH asam, ia berubah menjadi bentuk flavylium kation yang 

berwarna merah.Oleh sebab itu, sangat mungkin ekstrak yang 

digunakan berada dalam keadaan pH asam, sehingga tidak 

menunjukkan warna ungu seperti yang diinginkan, dan secara 

visual tampak menyerupai safranin (Hamidah, Rianingsih, dan 

Romadhon, 2019). 

Konsentrasi ekstrak juga berperan dalam memengaruhi 

kekuatan warna, di mana semakin meningkatnya konsentrasi 

ekstrak (seperti 100%), maka warna yang dihasilkan cenderung 

lebih intens.Namun, hal ini tidak mengubah sifat mendasar 

warnanya, yang tetap merah.Tidak ada konsentrasi ekstrak 

umbi uwi yang dapat mendekati atau menyerupai warna ungu 

yang dihasilkan oleh pewarnaan menggunakan kristal violet. 
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Temuan ini semakin mengkonfirmasi bahwa senyawa aktif 

dalam umbi uwi tidak memiliki afinitas kimia yang cukup tinggi 

terhadap dinding sel peptidoglikan seperti kristal violet.Kristal 

violet, sebagai pewarna dasar, mampu membuat kompleks 

yang tidak larut dengan iodium (mordan) di dalam sitoplasma 

bakteri Gram positif.Kompleks tersebut akan terperangkap 

dalam dinding sel dan tetap ada setelah proses 

dekolorisasi.Sementara itu, pigmen dalam umbi uwi mungkin 

tidak memiliki muatan, ukuran molekul, atau stabilitas yang 

mendukung proses ini. 

Hasil dari penelitian sebelumnya yang sejalan dengan studi 

ini, (Widyasari dan Azizah, 2024) dalam penelitiannya 

mengenai “Pemanfaatan ekstrak daun bayam merah 

(Alternanthera amoena voss) sebagai pewarna alami pada 

pewarnaan bakteri Klebsiella Pneumoniae”, menemukan bahwa 

pewarnaan dengan pigmen alami tersebut juga menghasilkan 

warna merah muda, bukan ungu, sehingga tidak dapat 

menggantikan peran kristal violet.Sedangkan penelitian oleh 

(Hidayanti et al., 2021) dan (Shafa, 2025) juga menunjukkan 

bahwa pewarna alami seperti bayam merah dan kol ungu 

bersifat tidak stabil, sangat dipengaruhi oleh pH, dan belum 

memiliki kemampuan diferensiasi Gram yang setara dengan 

pewarna sintetis. 
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Dari sudut pandang kimia, antosianin adalah senyawa 

alami yang cukup aman, tidak beracun, dan ramah 

lingkungan.Namun, senyawa ini memiliki masalah signifikan 

terkait kestabilan warna, terutama terhadap paparan cahaya, 

suhu, lama penyimpanan, dan tingkat pH.Di sisi lain, kristal 

violet menunjukkan keterikatan dan ketahanan warna yang 

sangat baik, sehingga tetap menjadi pilihan utama untuk 

aplikasi dalam diagnostik mikrobiologi. 

Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk secara rinci 

mengidentifikasi senyawa kimia dalam ekstrak umbi uwi yang 

mungkin memiliki kemampuan sebagai pewarna, serta untuk 

memahami cara kerjanya saat berinteraksi dengan sel 

bakteri.Variasi dalam tingkat konsentrasi ekstrak, pH larutan, 

atau durasi inkubasi mungkin juga perlu diteliti untuk 

menentukan apakah ada kondisi yang ideal yang bisa 

mendukung proses pewarnaan.Meskipun demikian, 

berdasarkan temuan saat ini, umbi uwi tidak dapat disarankan 

sebagai pengganti kristal violet untuk proses pewarnaan 

Staphylococcus aureus dalam metode pewarnaan Gram 

standar (Safira et al., 2021). 
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BAB V 

PENUTUP 

A. Kesimpulan 

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan mengenai perbandingan 

teknik pewarnaan Gram pada bakteri Staphylococcus aureus 

menggunakan umbi uwi (Dioscorea alata) serta kristal violet, dapat 

dipahami bahwa ekstrak umbi uwi tidak dapat menggantikan peran 

kristal violet sebagai pewarna utama dalam proses pewarnaan 

Gram. 

B. Saran 

1. Para peneliti di masa yang akan datang sebaiknya 

mempertimbangkan faktor pH, kestabilan pigmen dalam ekstrak 

umbi uwi, metode pewarnaan, dan waktu pencelupan dalam 

tahap pewarnaan. 

2. Penelitian juga bisa diperluas untuk mengeksplorasi senyawa 

aktif yang dominan dalam ekstrak umbi uwi yang mungkin 

memiliki kemampuan sebagai pewarna, baik dalam kondisi 

asam maupun basa. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Lembar Persetujuan Judul Proposal 
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Lampiran 2. Lembar Persetujuan Acc Proposal 
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Lampiran 3. Surat Permohonan Izin Dari Lembaga UPPM 
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Lampiran 4. Surat Izin Penelitian Dari DPMPTSP Provinsi Sulawesi Selatan 
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Lampiran 5. Rumus Jumlah Total Sampel 

(𝒕 − 𝟏)(𝒏 − 𝟏) ≥ 𝟏𝟓 

Keterangan : 

t : total jumlah kelompok perlakuan = 6 

n : total jumlah yang dilakukan pengulangan  

15 : Derajat kebebasan minimal 

Dengan demikian, perhitungan sampel dilakukan sebagai berikut : 

(𝑡 − 1)(𝑛 − 1) ≥ 15 

(6 − 1)(𝑛 − 1) ≥ 15 

5 (𝑛 − 1) ≥ 15 

5𝑛 − 5 ≥ 15 

5𝑛 − 5 + 15 

5𝑛 = 20 

𝑛 =
20

5
 

 

 

 

 

 



 
 

69 
 

Lampiran 6. Dokumentasi Pribadi Penelitian 

 Sterilisasi Alat 

  

 
 Pembuatan Ekstrak Umbi Uwi 

  

 

 

 

 



 
 

70 
 

 Pembuatan Media NA 

  

 

 Peremajaan Bakteri 

  

 

 Pembuatan Preparat 
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 Pewarnaan Gram 

 
 

 

 Pengamatan Di Mikroskop 

  

 

 Hasil Pengamatan Eksperimen 

 

Konsentrasi 100% : slide 1,2,3. 
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Konsentrasi 80% : Slide 1,2 dan 3 

   

    

Konsentrasi 60% : Slide 1,2 dan 3 

   

 

Konsentrasi 40% : Slide 1,2 dan 3 

   

 

Konsentrasi 20% : Slide 1,2 dan 3 
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 Hasil Pengamatan Kontrol Positif 

Kontrol Positif 1,2 dan 3 
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DAFTAR RIWAYAT HIDUP 

 

A. Identitas Pribadi 

Nama : Nurul Mutmainnah 

Tempat, Tanggal Lahir : Bulukumba, 07 September 2003 

Agama : Islam 

Nama Ayah : Jamaluddin 

Nama Ibu : Nuraimah  

Alamat : Dusun Moti, Kelurahan Bajiminasa, Kec. Gantarang 

keke, Kab. Bantaeng, Provinsi Sulawesi Selatan, 

Indonesia. 

B. Pendidikan 

SD : Tahun 2010-2016 SD Negeri 31 Bontoraja 

SMP : Tahun 2017-2019 SMP Negeri 7 Bulukumba 

SMA : Tahun 2020-2022 SMA Negeri 3 Bantaeng 

Kuliah:Tahun 2023-2025 Stikes Panrita Husada Bulukumba 

Demikian daftar riwayat hidup ini dibuat sesungguhnya. 

Bantaeng, Agustus 2025 

 

Nurul Mutmainnah 


