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ABTRACT 
Stool examination is an important diagnostic method for detecting intestinal helminths, 
particularly in tropical regions like Indonesia. Eosin 2% is commonly used to enhance 
microscopic visualization of helminth eggs but raises concerns regarding toxicity and 
environmental impact. This study aimed to evaluate the effectiveness of combining 
roselle (Hibiscus sabdariffa) and red ixora (Ixora javanica) flower extracts as a natural 
substitute for eosin in stool examination. This experimental research used a post-test-
only control group design with four treatment groups: eosin (positive control), and 
three extract concentration combinations (60%:40%, 50%:50%, and 70%:30%). The 
results showed that all extract combinations produced comparable contrast and clarity 
to eosin in visualizing helminth eggs. The Kruskal–Wallis test indicated no significant 
difference between treatments (p>0.05). The combination of roselle and red ixora 
extract can therefore be considered a potential natural alternative to eosin for stool 
examination without reducing microscopic effectiveness. 
 
Keywords: Eosin, Helminth Eggs, Red Ixora (Ixora javanica), Roselle (Hibiscus sabdariffa), Stool Examination 
 
ABSTRAK 
Pemeriksaan feses merupakan metode diagnostik penting untuk mendeteksi infeksi 
cacing usus, terutama di daerah tropis seperti Indonesia. Eosin 2% umumnya 
digunakan untuk meningkatkan visualisasi mikroskopik telur cacing, namun 
penggunaannya menimbulkan kekhawatiran terkait toksisitas dan dampak 
lingkungan. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi efektivitas kombinasi 
ekstrak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa) dan asoka merah (Ixora javanica) 
sebagai pengganti alami eosin dalam pemeriksaan feses. Penelitian eksperimental 
ini menggunakan rancangan post-test only control group dengan empat kelompok 
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perlakuan: eosin (kontrol positif) dan tiga kombinasi konsentrasi ekstrak (60%:40%, 
50%:50%, dan 70%:30%). Hasil penelitian menunjukkan bahwa semua kombinasi 
ekstrak menghasilkan tingkat kontras dan kejernihan yang sebanding dengan eosin 
dalam visualisasi telur cacing. Uji Kruskal–Wallis menunjukkan tidak ada 
perbedaan signifikan antar perlakuan (p > 0,05). Dengan demikian, kombinasi 
ekstrak rosella dan asoka merah dapat dianggap sebagai alternatif alami potensial 
pengganti eosin untuk pemeriksaan feses tanpa mengurangi efektivitas 
mikroskopik. 
 
Kata Kunci: Asoka merah (Ixora javanica), Eosin, Pewarnaan Feses, Rosella (Hibiscus sabdariffa), 
Telur Cacing 
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PENDAHULUAN 
 
Infeksi parasit usus masih menjadi salah satu masalah 
kesehatan masyarakat yang signifikan di negara tropis 
seperti Indonesia. Penyakit ini disebabkan oleh kelompok 
Soil-Transmitted Helminths (STH), meliputi Ascaris 
lumbricoides, Trichuris trichiura, dan Ancylostoma 
duodenale, yang dapat menular melalui tanah yang tercemar 
telur cacing dari feses manusia. Infeksi ini banyak 
ditemukan pada anak-anak dan kelompok berisiko tinggi, 
menyebabkan anemia, malnutrisi, gangguan pertumbuhan, 
serta penurunan produktivitas widiyanti et al., (2021). 

Pemeriksaan feses secara mikroskopis masih menjadi 
metode diagnostik utama untuk mendeteksi infeksi parasit 
usus karena sederhana, murah, dan memiliki tingkat akurasi 
yang cukup tinggi bila dilakukan dengan teknik pewarnaan 
yang tepat Lukiyono (2020). Dalam pemeriksaan 
mikroskopis, pewarna digunakan untuk memperjelas kontras 
antara latar belakang dan struktur telur cacing agar 
pengamatan lebih mudah dilakukan. Pewarna eosin 2% 
merupakan salah satu bahan yang umum dipakai karena 
memberikan warna merah muda yang kontras dan stabil 
pada preparat Primadana et al., (2019). 

Namun, eosin tergolong pewarna sintetis yang 
memiliki risiko toksisitas dan potensi mencemari 
lingkungan laboratorium bila tidak dikelola dengan baik 
Salnus (2021). Oleh sebab itu, perlu dikembangkan 
alternatif pewarna berbasis bahan alami yang aman, mudah 
diperoleh, dan memiliki kemampuan kontras serupa dengan 
eosin. 

Bahan alami seperti bunga rosella (Hibiscus 
sabdariffa) dan asoka merah (Ixora javanica) mengandung 
pigmen antosianin yang dapat menghasilkan warna merah 
hingga ungu. Antosianin termasuk kelompok flavonoid yang 
mampu berinteraksi dengan protein dan polisakarida, 
membentuk kompleks warna stabil Mohamed et al., (2016). 
Pigmen ini juga memiliki intensitas warna tinggi yang dapat 
dimanfaatkan dalam aplikasi mikroskopi. 

Ekstrak kelopak bunga rosella mengandung antosianin 
utama berupa delphinidin-3-sambubiosida dan cyanidin-3-
sambubiosida yang memberikan warna merah keunguan dan 
relatif stabil pada pH asam Djaeni (2017). Sedangkan bunga 
asoka merah diketahui mengandung antosianin, flavonoid, 
serta tanin yang dapat memperkuat intensitas dan daya lekat 
warna pada jaringan Rizki et al., (2023). 

Beberapa penelitian terdahulu menunjukkan potensi 
bahan alami ini sebagai pengganti pewarna sintetis. 
Syafrullah dan Lamato (2018) melaporkan bahwa ekstrak 
rosella dapat menghasilkan kontras warna yang cukup baik 
untuk identifikasi telur cacing nematoda. Selain itu, 
kombinasi pigmen alami dari dua sumber berbeda dapat 
meningkatkan kejernihan warna dan kestabilan hasil 
pewarnaan Mohamed et al., (2016). 

Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini bertujuan untuk 
menilai efektivitas kombinasi ekstrak bunga rosella 
(Hibiscus sabdariffa) dan asoka merah (Ixora javanica) 
sebagai pengganti eosin dalam pemeriksaan parasit pada 
feses, dengan menilai tingkat kejernihan dan kontras hasil 
pewarnaan terhadap telur cacing di bawah mikroskop. 

 
METODE 
 
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental 
laboratorium dengan rancangan post-test only control group 
design. Rancangan ini dipilih untuk membandingkan 
efektivitas beberapa kombinasi ekstrak bunga rosella 
(Hibiscus sabdariffa) dan asoka merah (Ixora javanica) 
terhadap hasil pewarnaan preparat feses yang mengandung 
telur cacing. Setiap perlakuan dilakukan pengulangan 
sebanyak tujuh kali untuk memastikan reliabilitas data, 
sesuai rumus Federer [(t–1)(r–1) ≥ 15]. 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi 
dan Parasitologi, Fakultas Kesehatan, Universitas Nahdlatul 
Ulama Surabaya, pada bulan Januari hingga Maret 2025. 
Lokasi tersebut dipilih karena memiliki fasilitas mikroskopi 
dan alat ekstraksi yang memadai untuk mendukung 
penelitian laboratorium berbasis bahan alami. 

Bahan utama yang digunakan adalah bunga rosella 
kering dan bunga asoka merah segar yang diperoleh dari 
wilayah Lamongan, Jawa Timur. Bahan lain yang digunakan 
yaitu etanol 96% sebagai pelarut, akuades, dan eosin 2% 
sebagai kontrol positif. Alat-alat penelitian meliputi 
mikroskop cahaya, kaca objek, kaca penutup, pipet tetes, 
tabung reaksi, blender, kertas saring Whatman No.1, corong, 
dan rotary evaporator. Semua alat dibersihkan terlebih 
dahulu menggunakan alkohol 70% untuk mencegah 
kontaminasi silang antar sampel.  

Prosedur penelitian dilakukan melalui beberapa tahap 
berikut:  
1. Pembuatan Ekstrak Bunga Rosella dan Asoka Merah 

yaitu: bunga rosella dan asoka merah dicuci bersih, 
dikeringkan, lalu dihaluskan menjadi serbuk. Masing-
masing bahan diekstraksi menggunakan metode 
maserasi dengan pelarut etanol 96% selama 48 jam 
sambil sesekali diaduk. Hasil rendaman disaring 
menggunakan kertas saring, kemudian diuapkan dengan 
rotary evaporator pada suhu 50°C hingga diperoleh 
ekstrak kental.  

2. Formulasi Kombinasi Ekstrak. Ekstrak rosella dan 
asoka merah dikombinasikan dalam tiga rasio, yaitu: 
• Kombinasi I = Rosella 60% : Asoka merah 40% 
• Kombinasi II = Rosella 50% : Asoka merah 50% 
• Kombinasi III = Rosella 70% : Asoka merah 30% 
• Larutan eosin 2% digunakan sebagai kontrol positif 

untuk pembanding hasil pewarnaan. 
3. Pembuatan Preparat dan Pewarnaan Feses 

Sampel feses diambil secara purposif dari individu yang 
berisiko tinggi terinfeksi cacing di wilayah Keputih, 
Surabaya. Sampel diambil sebanyak ±2 mg dan 
ditempatkan di atas kaca objek, lalu diteteskan 1 tetes 
larutan pewarna sesuai perlakuan. Setelah ditutup 
dengan kaca penutup, preparat diamati di bawah 
mikroskop dengan pembesaran 40x untuk mengamati 
kejernihan latar dan struktur telur cacing. 

4. Penilaian Hasil Pengamatan 
Kejernihan hasil pewarnaan dinilai dengan skala ordinal 
sebagai berikut: 
• Skor 3 = sangat jelas (struktur telur tampak lengkap 
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dan latar belakang kontras) 
• Skor 2 = cukup jelas (struktur telur tampak 

sebagian) 
• Skor 1 = kurang jelas (bidang pandang kabur). 

Nilai skor ini diperoleh dari hasil pengamatan mikroskopis 
oleh dua pengamat yang berbeda untuk menghindari bias 
subjektivitas. 

Data hasil pengamatan disajikan dalam bentuk rerata 
skor kejernihan tiap perlakuan. Analisis statistik dilakukan 
menggunakan uji Kruskal–Wallis untuk mengetahui 
perbedaan antarperlakuan nonparametrik. Apabila terdapat 
perbedaan signifikan, dilanjutkan dengan uji Mann–
Whitney antar pasangan perlakuan. Seluruh analisis 
dilakukan dengan tingkat kepercayaan 95% (α = 0,05). 
Hasil analisis digunakan untuk menilai efektivitas 
kombinasi ekstrak rosella dan asoka merah sebagai pewarna 
alternatif terhadap eosin sintetis. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Penelitian ini menggunakan empat perlakuan, yaitu kontrol 
positif eosin 2% serta tiga kombinasi ekstrak bunga rosella 
(Hibiscus sabdariffa) dan asoka merah (Ixora javanica) 
dengan perbandingan konsentrasi 60%:40%, 50%:50%, dan 
70%:30%. 

Hasil pengamatan mikroskopik menunjukkan bahwa 
semua kombinasi ekstrak menghasilkan warna latar yang 
cukup kontras untuk mengidentifikasi telur cacing. Telur 
tampak jelas dan dapat dibedakan dari latar belakang, 
serupa dengan pewarna eosin. 

Tabel 1. Hasil uji kruskal-Wallis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Analisis statistik menggunakan uji Kruskal–Wallis 
menunjukkan bahwa nilai Asymp. Sig sebesar 0,367 (p > 
0,05). Hal ini menandakan tidak terdapat perbedaan yang 
signifikan antara hasil pemeriksaan feses menggunakan 
pewarna eosin dan kombinasi ekstrak rosella–asoka merah. 
Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa pewarna alami 
tersebut memiliki efektivitas yang sebanding dengan eosin 
sintetis. 

 

Hasil uji menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak 
rosella dan asoka merah mampu memberikan hasil 
pewarnaan yang setara dengan eosin dalam pemeriksaan 
feses. Kedua bunga ini mengandung antosianin, pigmen 
alami yang larut dalam air dan mampu memberikan warna 
merah hingga ungu bergantung pada pH larutan Nadhira et 
al., (2023). 

Pigmen delphinidin pada rosella dan pelargonidin 
pada asoka merah berperan dalam memberikan warna 
kontras pada preparat mikroskopik, sehingga telur cacing 
tampak lebih jelas (Rizki et al., 2023). Hasil ini sejalan 
dengan penelitian Syafrullah & Lamato (2018) yang 
menunjukkan bahwa ekstrak rosella 80% dapat 
menghasilkan warna lebih baik dibandingkan kontrol eosin, 
serta penelitian Rizki et al. (2023) yang menemukan bahwa 
ekstrak asoka merah 75% efektif digunakan dalam 
pemeriksaan telur cacing STH. 

Tidak adanya perbedaan signifikan pada uji Kruskal–
Wallis (Tabel 1) menegaskan bahwa kombinasi ekstrak 
rosella dan asoka merah dapat digunakan sebagai alternatif 
pewarna alami pengganti eosin tanpa mengurangi kejelasan 
hasil pengamatan mikroskopik. Selain itu, bahan alami ini 
bersifat tidak toksik, ramah lingkungan, dan mudah terurai, 
berbeda dengan eosin sintetis yang berpotensi mencemari 
lingkungan Vanawati et al., (2021). 

Secara keseluruhan, kombinasi ekstrak rosella dan 
asoka merah dinilai efektif, ekonomis, dan berkelanjutan 
untuk digunakan sebagai reagen pewarna dalam 
pemeriksaan parasit pada feses. 

 

KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian mengenai efektivitas 
kombinasi ekstrak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa) dan 
asoka merah (Ixora javanica) sebagai pengganti eosin 
dalam pemeriksaan parasit pada feses, dapat disimpulkan 
bahwa kombinasi ekstrak dengan berbagai perbandingan 
konsentrasi (60%:40%, 50%:50%, dan 70%:30%) mampu 
menghasilkan kontras warna yang jelas dan memadai untuk 
identifikasi telur cacing, dengan hasil uji Kruskal–Wallis 
menunjukkan nilai p > 0,05 yang menandakan tidak ada 
perbedaan signifikan dibandingkan pewarna eosin 2%. Hal 
ini membuktikan bahwa ekstrak rosella dan asoka merah 
efektif digunakan sebagai alternatif pewarna alami yang 
ramah lingkungan, tidak toksik, serta mudah diperoleh. 
Disarankan agar penelitian selanjutnya meneliti kestabilan 
warna terhadap variasi pH dan waktu penyimpanan, serta 
menguji efektivitas kombinasi ini pada jenis parasit lain 
guna memperluas aplikasi pewarna alami dalam 
pemeriksaan mikroskopik laboratorium. 

KONTRIBUSI PENULIS 

Penulis berperan dalam pengumpulan data dan penyusunan 
artikel. 

PENDANAAN 

  Dana penelitian berasal dari dana mandiri peneliti. 
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