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ABSTRAK: Kecacingan merupakan salah satu penyakit yang menyerang manusia pada daerah
tropis. Penyebab infeksi cacing di masyarakat yaitu dari kelompok cacing Seoil Transmitted Helminth
(STH), namun pemerintah kurang memberikan perhatian terhadap hal tersebut. Pada proses
identifikasi telur cacing selama ini menggunakan eosin 2% yang ternyata menghasilkan limbah yang
sulit terurai. Sappan lignum merupakan pewarna alami karena mengandung brizilin yang dapat
memberikan warna merah, sehingga dapat digunakan sebagai pewarna telur cacing mengantikan
eosin 2%. Penelitian ini bertujuan untuk menguji apakah ckstrinsalppam lignum dapat menjadi zat
warna pada pemeriksaan feses dalam mendeteksi infeksi SHT . Penelitian ini merupakan penelitian
dekskriptif. Pemeriksaan telur cacing dengan metode direct feses yang dilakukan dengan pewarna
ekstrak sappan lignum dengan pelarut etanol 96% dan eosin 2% sebagai kontrol positif. Penelitian
ini memperlihatkan bahwa ekstrak etanol sappan lignum pada perbandingan pewarnaan 1:3
merupakan pewarna yang paling baik dibandingkan dengan perbandingan yang lainnya dan dapat
digumllnl sebagai pengganti pewarna eosin. Simpulan penelitian ini yaitu ekstrak etanol sappan
lignum dapat digunakan sebagai pewarna alami dalam identifikasi telur cacing.

Kata Kunci: Sappan Lignum, Soil Transmirted Helminth (STH), Eosin, Telur Cacing, Pewarnaan.

ABSTRACT: Worms are a disease that attacks hwmans in tropical areas. The cause of worm
infections in the community is from the Soil Transmitted Helminth (STH) worm group, but the
government pays little attention to this. In the process of identifying worm eggs, 2% eosin has been
used, which apparently produces waste that is difficult to decompose. Sappan lignum is a natural
dye because it contains brizilin which can give a red color, so it r be used as a worm egg dye
replacing 2% eosin. This study aims to test whether sappan lignum extract can be used as a dye in
Jfecal examination to detect SHT infections. This research is descriptive research. Examination of
worm eggs using the direct feces method was carried out using sappan lignum extract dye with 96%
ethanol and 2% eosin as a positive control. This research shows that sagam lignum ethanol extract
at a coloring ratio of 1:3 is the best dyve compared to other ratios and can nused as a substitute
for eosin dye. The conclusion of this research is that sappan lignum ethanol extract can be used as
a natural dye in identifying worm eggs.
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PENDAHULUAN

Angka kejadian infeksi cacingan yang tinggi tidak terlepas dari keadaan
Indonesia yang beriklim tropis dengan kelembaban udara tinggi dan kesuburan
tanah merupakan lingkungan yang optimal bagi kehidupan cacing. Infeksi cacingan
tersebar luas, baik di pedesaan maupun perkotaan (Oktari & Mu’tamir, 2017).
Cacing usus yaitu salah satu penyakit kecacingan yang penyebarannya melalui
tanah atau biasa dikenal dengan istilah soil transmitted helminths (Maulina et al.,
2022). Populasi cacing ini merupakan salah satu yang menyebabkan adanya infeksi
cacing di masyarakat, namun sampai saat ini belum banyak mendapatkan perhatian
khusus dari pemerintah (Susilawati & Smaut, 2017).

Cacing yang ditularkan melalui tanah merupakan nematoda usus yang
memerlukan kondisi tanah tertentu untuk mencapai tahap infektif dalam siklus
hidupnya. Salah satu cara yang sederhana untuk mendeteksi adanya telur nematoda
pada usus dengan menggunakan metode pewarnan eosin secara langsung. Alasan
penggunaan reagen ini yaitu memiliki sifat dan berwarna oranye-merah. Tujuan
penggunaan pewarna ini adalah supaya telur mudah dibedakan antara telur dengan
lingkungan sekitarnyg}. Selain itu juga, eosin 2% dapat memberikan warna merah
pada latar belakang telur yang berwarna kekuningan dan memisahkan feses dari
debris (@ktari & Mu’tamir, 2017).

Salah satu penyakit kecacingan tersebut adalah infeksi cacing usus yang
Bhularannya melalui tanah atau dikenal dengan istilah soil transmitted helminths
(STH) yang merupakan masalah gloffpl terutama pada negara berkembang.
Diperkirakan 1 miliar orang di seluruh dunia menderita infeksi parasit. Penelitian
di beberapa kota besar di Indonesia menunjukkan angka infeksi cacing gelang
(Ascaris lumbricoides) sekitar 25-35% dan angka infeksi cacing cambuk (Trichuris
trichiura) sekitar 65-75% (Panjaitan, 2022).

Salah satu prediksi adanya infeksi cacing digunakan diagnosa infeksi STH
dengan pemeriksaan feses. Pemeriksaan feses dilakukan untuk mengetahui ada
tidaknya telur cacing ataupun larva yang infektif. Pemeriksaan feses ini juga
dilakukan untuk tujuan mendiagnosa tingkat infeksi cacing parasit usus pada orang
yang diperiksa fesesnya (Widiyanti et al., 2020). Tentu saja sebagai media
pengujian kesehatan, parasitologi tidak lepas dari penggunaan bahan-bahan kimia
sebagai bagian dari metode pengujiannya. Sebagian besar bahan kimia ini dapat
menyebabkan masalah kesehatan ringan atau berat (Wahyuni & Sabban, 2022).
Salah satu zat yang paling umum digunakan sebagai pewarna dalam penelitian
parasitologi adalah eosin. Eosin adalah cairan berwarna merah yang digunakan
untuk mewarnai spesimen parasit (Ozawa & Sakaue, 2020). Namun, eosin bersifat
karsinogenik dan terdaftar sebagai karsinogen Kelas 3 IARC (Kartini & Angelia,
2021).

7
Sappan lignum (Caesalpinia sappan L.) merupakan simplisia yang banyak
digunakan sebagai obat tradisional, pewarna tekstil. dan pewarna makanan.
Brazilin merupakan kandungan utama dari sappan lignum (Sulistiani et al.,2018).
Selain mengandung brazilin, semplisia ini juga mengandung beberapa metabolit
sekunder seperti steroid, flavonoid, lignin, triterpenoid, dan diterpenoid. Sappan
lignum mengandung senyawa brazil, yaitu kristal berwarna kuning-oranye yang

mengeluarkan warna merah jika direndam dalam pelarut seperti metanol, etanol,
5
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dan air (Putri et al., 2018). Sappan lignum memiliki sifat antioksidan dan
antibakteri. Selain itu juga, memiliki kemampuan melawan radikal bebas (Rina,
2017) dan memiljg efek farmakologis seperti efek antiinflamasi, photoaging,
hipoglikemik, dan anti alergi (Olanwanit & Rojanakorn, 2019). Menurut Irawan et
al. (2022) menemukan bahwa indeks antioksidan ekstrak sappan lignum lebih
tinggi dibandingkan antioksidan komersial (BHT/BHA). Oleh sebab itu, perlu
dikembangkan sappan lignum sebagai bahan pewarna alami yang lebih aman
penggunaannya dan kandungan kimianya memberikan dampak positif bagi
kesehatan tubuh.

Pengamatan telur yang paling mudah yaitu dengan menggunakan
pewarnaan secara langsung menggunakan reagen eosin 2% (Nurhidayanti &
Permana, 2021). Eosin merupakan pewarna sintetis yang masuk dalam golongan
xanthene (Triana, 2021). Penggunaan pewarna tersebut dimaksudkan supaya telur
cacing dapat dibedakan dengan jelas dengan kotoran di sekitarnya. Selain itu juga,
pewarna ini dapat mewarnai latar belakang menjadi merah sehingga dapat
dibedakan antara telur yang berwarna kekuningan dan juga memisahkan feses dari
debris (Khatimah et al., 2022). Eosin sendiri sulit terurai dan menghasilkan limbah
berbahaya dan mudah terbakar. Oleh karena itu diperlukan metode pewarnaan
alternatif dengan menggunakan bahan alami, seperti penggunaan pewarna alami
(Salnus et al., 2021). Selain itu, ditinjau harganya eosin tergolong mahal sehingga
perlu penggunaan zat warna alternatif penganti eosin yang ramah lingkungan.
Bahan alami yang dapat digunakan sebagai pewarna alami adalah brazilin, dimana
brazilin adalah senyawa yang memberi warna merah pada kayu secang dengan
struktur CeHi40s (Dewi & Rusita, 2018).

Sappan lignum (Caesalpinia sappan L.) mengandung brazilein yang
termasuk dalam senyawa flavonoid, yang dapat berperan sebagai antioksidan
(Ambari et al., 2020). Menurut penelitian yang dilakukan oleh Wulandari er al.
(2019) dan Zamrudah (2021) menjelaskan bahwkandungam brazilin dalam kayu
secang dapat dijadikan pewarna alami, terutama dapat digunakan sebagai pewarna
pengganti eosin dan giemsa dalam mewarnai telur cacing pada pemeriksaan feses.
Penelitian ini bertujuan untuk menguji apakah ekstrak sappan lignum dapat menjadi
zat warna pada pemeriksaan feses dalam mendeteksi infeksi SHT.

METODE

Penelitian ini dirancang berdasarkan studi eksperimental menggunakan
ekstrak sappan lignum sebagai pewarna alami untuk mewarnai sediaan parasitologi.
Rancangan penelitian ini meliputi 4 perlakuan dengan perbandingan konsentrasi
ekstrak etanol sappan lignum (Caesalpinia sappan L.) yang bervariasi. Konsentrasi
yang digunakan yaitu konsentrasi larutan induk/murni atau 100% ekstrak murni,
konsentrasi 1:1 yaitu 10 tetes ekstrak etanol sappan lignum (Caesalpinia sappan
L.) : 10tetes etanol 96% , konsentrasi 1:2 yaitu 10 tetes ekstrak etanol sappan lignum
(Caesalpinia sappan L.) : 20 tetes etanol 96%, dan konsentrasi 1:3 yaitu 10 tetes
ekstrak sappan lignum (Caesalpinia sappan L.) : 30 tetes etanol 96%. Populasi dari
penelitian ini yaitu ekstrak sappan lignum dan feses babi. Sedangkan sampel dari
penelitian ini yaitu ekstrak etanol sappan lignum dan feses babi yang terdapat telur
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cacing STH. Teknik sampling yang digunakan yaitu random sampling, karena
menggunakan sampel feses babi yang terdapat telur cacing STH.
Pembuatan Ekstrak Sappan Lignum (Caesalpinia sappan L.)

Ekstraksi dilakukan dengan merendam 2.5 gram serbuk sappan lignum
masing-masing dalam 50 ml etanol 96%. Rendaman didiamkan selama 1 minggu
dengan penggojokan berkala setiap 24 jam. Setelah 1 minggu, larutan dipisahkan
dari residu dan disimpan dalam botol kaca hingga siap digunakan. Luaran yang
diperoleh ekstrak dari sappan lignum berupa cairan dengan pelarut etanol 96%.
Pembuatan Larutan Uji

Pembuatan larutan uji ekstrak sappan lignum (Caesalpinia sappan L.) yaitu
dengan mengencerkan hasil ekstrak etanol sappan lignum (Caesalpinia sappan L.)
dengan etanol 96% dengan perbandingan (1:1). Caranya dengan masukkan 10 tetes
ekstrak etanol sappan lignum (Caesalpinia sappan L.) dan 10 tetes etanol 96% ke
dalam botol vial dan dihomogenkan. Langkah berikutnya sama untuk konsentrasi
(1:2) dan (1:3).

Pemeriksaan Telur Cacing Menggunakan Eosin 2% (Perlakuan Kontrol)

Menyiapkan dan membersihkan kaca benda supaya tidak berminyak.
Meletakkan larutan eosin 2% pada kaca benda sebanyak 1-2 tetes. Mengambil
seujung batang lidi (+ 2 mg) feses kemudian mencampurkan dengan larutan eosin
2%. Setelah bagian kasar dihilangkan, menutup dengan kaca penutup hingga kaca
penutup menutupi spesimen secara merata untuk menghindari terbentuknya
gelembung udara. Langkah berikutnya mengamati sampel pada mikroskop
menggunakan perbesaran 100x hingga 400x, serta mengambil foto menggunakan
optilab (Departemen Kesehatan, 2012).

Pemeriksaan Telur Cacing dengan Ekstrak Sappan Lignum (Caesalpinia
sappan L.)

Objek tidak berlemak, diambil 1 tetes ekstrak etanol sappan lignum
(Caesalpinia sappan L.) diteteskan di atas kaca benda, dengan masing-masing
sampel uji larutan murni/induk, dan perbandingan konsentr@ji 1:1, 1:2, dan 1:3.
Adapun cara kerjanya yaitu mengambil feses seujung lidi (x 2 mg) dan
mencampurkan dengan 1-2 tetes masing-masing konsentrasi ekstrak etanol sappan
lignum (Caesalpinia sappan L.), lalu dihomogenkan. Setelah bagian kasar
dihilangkan, menutup dengan kaca penutup hingga kaca penutup menutupi
spesimen secara merata untuk menghindari terbentuknya gelembung udara.
Langkah berikutnya mengamati sampel pada mikroskop menggunakan perbesaran
100x hingga 400x, serta mengambil foto menggunakan optilab.

Pengumpulan Data

Teknik pengumpulan data dari penelitian ini yaitu melihat apakah telur
cacing dapat terwarnai dari latar belakang maupun telurnya berdasarkan kriteria
penilaian :

1) Latar belakang tidak terwarnai, warnanya tidak meresap ke dalam telur dan
beberapa bagian telur tidak terlihat;

2) Latar belakang kurang terwarnai, warnanya tidak meresap ke dalam telur dan
beberapa bagian telur tidak terlihat;

3) Latar belakang kurang terwarnai, warna terserap pada telur dan kurang jelas;
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4) Latar belakang terwarnai, warna kurang terserap pada telur dan bagian telur

terlihat jelas; dan

5) Latar belakang terwarnai, warna terserap pada telur dan bagian telur terlihat
jelas.

Analisa Data

Data penelitian ini dianalisis menggunakan SPSS versi 24 menggunakan uji
Kruskal-Wallis serta uji Mann-U-Whitney@Kriteria penilaian efektivitas pewarnaan
menggunakan penilaian 1, 2, 3, 4, dan 5 dengan kriteria merujuk pada penelitian
Oktari & Mutamir (2017) yang telah dimodifikasi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian telah dilaksanakan terhadap ekstrak etanol sappan lignum
(Caesalpinia sappan L.) pada pemeriksaan telur cacing dengan menggunakan feses
positif telur cacing mengguffakan 4 perlakuan dan kontrol berupa pewarna eosin
29 . Hasil pengamatan pada setiap perlakuan dapat dilihat pada Tabel 1 dan Gambar
1.

Tabel 1. Hasil Pewarnaan Telur Cacing dengan Ekstrak Etanol Sappan Lignum dan Kontrol

Eosin 2%.
i Konsentrasi Ekstrak Etanol Sappan Lignum Kontrol Eosin
Murni 1:1 1:2 1:3 2%
1 2 2 4 4 5
2 4 4 4 4 5
3 3 3 2 4 5
4 3 4 4 4 5

Keterangan Kriteria Penilaian:

1) Latar belakang tidak terwarnai, warnanya tidak meresap ke dalam telur dan beberapa bagian
telur tidak terlihat;

2) Latar belakang kurang terwarnai, warnanya tidak meresap ke dalam telur dan beberapa bagian
telur tidak terlihat;

3) Latar belakang kurang terwarnai, warna terserap pada telur dan kurang jelas;

4) Latar belakang terwarnai, warna kurang terserap pada telur dan bagian telur terlihat jelas: dan

5) Latar belakang terwarnai, warna terserap pada telur dan bagian telur terlihat jelas.

Gambar 1. A) Telur Cacing Ascaris lumbricoides dengan Pewarna Murni; B) Telur Cacing
Ascaris lumbricoides dengan Perbandingan 1:1; C) Telur Cacing Ascaris lumbricoides
dengan Perbandingan 1:2; D) Telur Cacing Ascaris lumbricoides dengan Perbandingan
1:3; dan E) Telur ca&g Ascaris lumbricoides Menggunakan Pewarna Eosin 2% .
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Gambar 1 terlihat gambar A sampai D dengan jelas menunjukkan gorfologi
kulit telur dan kandungan telur cacing Ascaris lumbricoides yang terdiri dari tiga
lapisan telur yaitu albuminoid, hyalin, dan vitelin. Sebaliknya pada gambar E, latar
belakang dengan eosin 2% lebih gelap dibandingkan Caesalpinia sappan L., namun
morfologi telurnya masih terlihat jelas dan kulit telur serta isi telurnya berwarna
kuning kecoklatan.

Hasil penelitian pada Tabel 1 menunjukkan bahwa perbandingan ekstrak
sappan lignum (Caesalpinia sappan L.) memberikan kualitas pewarnaan yang
berbeda signifikan terhadap kontrol yaitu eosin 2%. Setelah dihitung mean rank,
terlihat mutu pewarna ekstrak sappan lignum mendekati mutu dari pewarna eosin
2% adalah konsentrasi ekstrak sappan lignum (Caesalpinia sappan L.) 1:3. Sebab
dilihat dari mutu pewarna ekstrak sappan lignum (Caesalpinia §ppan L.) semakin
tinggi konsentrasi (1:3) menunjukkan mutu pewarna tersebut semakin baik yaitu
susunan telur terlihat jelas pada konsentrasi yang lebih tinggi (Oktari & Mu’tamir,
2017).

Hasil uji statistik menggunakan uji Kruskal Wallis atau Mann-U Whitney
didapatkan nilai mean ranks yang mengambarkan dari kualitas pewarnaan telur
dengaf@menggunakan ekstrak sappan lignum (Caesalpinia sappan L.). Semakin
tinggi nilai mean ranks dapat menunjukkan kualitas dari pewarnaan yang semakin
baik yakni mendekati kategori preparat pevfdirnaan yang baik yaitu latar belakang
terwarnai dan telur menyerap warna serta bagian telur terlihat jelas. Nilai mean
ranks yang sama antar perlakuan memberikan gambaran bahwa mutu pewarnaan
pada preparat telur cacing adalah sama (Oktari & Mu’tamir, 2017).

Pada perlakuan ekstrak murni merupakan pewarna yang kurang baik (mean
rank = 5,5) dibandingkan dengan perwarna lainnya. Perbandingan ekstrak dengan
pelarut 1:1 (mean rank = 7,25) memiliki kualitas yang baik dibandingkan dengan
ekstrak murni. Perbandingan pewarna antara ekstrak dengan pelarut 1:2 (mean rank
= 9,75) memiliki makna yaitu kualitas pewarnanya lebih baik daripada
perbandingan pewarna antara ekstrak dengan pelarut 1:1. Perbandingan pewarna
antara ekstrak dengan pelarut 1 menunjukkan nilai mean rank sebesar 11,5, yang
diartikan bahwa mutu pewarna I@ih baik dari perlakuan lainnya dengan nilai mean
rank 9,75. Penggunaan pewarna eosin 2% sebagai kontrol menunjukkan nilai mean
rank sebesar 18,5 yang merupakan nilai mean rank tertinggi yang artinya mutu
pewarna dengan eosin 2% memberikan mutu pewarna yang terbaik.

Setelah melihat nilai mean rank, dilihat apakah mutu pewarnaannya
memiliki perbedaan yang nyata dengan melakukan uji Kruskal-Wallis untuk
melihat apakah ada perbedaan nilai mean grade antar perlakuan. Berdasarkan uji
ini terdapat perbedaan yang nyata (nilai sig < 0,05) diantara kelima pewarna.
Artinya ada satu pewarna yang memberikan hasil lebih signifikan dibandingkan
yang lain. Namun, pengujian lebih lanjut antar peghrna diperlukan untuk analisis
lebih rinci. Uji coba selanjutnya dilakukan dengan membandingkan satu
perlakuan dengan perlakuan lainnya dengan menggunakan uji Mann- U-Whitney.

Penggunaan uji Mann-U-Whitney mengarah pada simpulan bahwa
penggunaan pelarut etanol pada berbagai konsentrasi ckstrak sappan lignum
menghasilkan kualitas warna yang berbeda dari perlakuan kontrol. Namun
demikian, berdasarkan E:ngujian nilai mean rank, dapat ditentukan bahwa mutu
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pewarnaan pewarna soil transmitted helminths yang mendekati eosin 2% (kontrol)
muncul dari perbandingan pewarna 1:3 antara ekstrak sappan lignum dan pelarut.

Hasil penelitian memperlihatkan bahwa ekstrak sappan lignum
(Caesalpinia sappan L.) dapat dimanfaatkan sebagai pewarna telur cacing soil
transmitted helminths, karena struktur kulit dan isi telur terlihat jelas. Sappan
lignum (Caesalpinia sappan L.) mengandung brassillin yang merupakan
kandungan senyawa terbesar dari ekstrak ini (Sulistiani et al., 2018). Selain brasilin,
ekstrak ini juga mengandung flavonoid, lignin, steroid, triterpenoid, dan diterpenoid
(Nurjanah, 2023). Sappan lignum mengandung senyawa brazilin, yaitu kristal
berwarna kuning-oranye yang mengeluarkan warna merah jika diekstrak
menggunakan metanol, etanol, dan air (Putri ef al., 2018). Warna merah tersebut
ternyata mampu menjadi warna alami pada pewarnaan telur cacing soil transmitted
helminths sebagai pengganti warna eosin 2%.

Saat menggunakan pewarna kontrol eosin 2%, struktur dan isi cangkang
telur mudah terlihat. Namun, konsentrasi kontrol eosin lebih paten dibandingkan
dengan ekstrak sappan lignum (Caesalpinia sappan L.). Eosin adalah pewarna
fluoresen befjvarna merah, yang dihasilkan oleh interaksi fluorescein dan brom.
Pewarna ini digunakan untuk pewarnaan sitoplasma, kolagen, dan serat otot untuk
diperiksa dengan menggunakan mikroskop. Khususnya, ada dua senyawa yang
terkait erat dengan eosin yaitu Yws (eosin kuning) dan eosin B (eosin biru, kunyit,
eosin merah, atau rfgjrah kaisar). Kedua pewarna tersebut diperlukan untuk
pewarnaan, dengan eosin 2% menghasilkan warna merah pada sitoplasma,
menciptakan area kontras, dan membantu pengamatan mikroskopis (Rizki et al.,
2023).

Variasi warna yang diamati antara ekstrak dan eosin 2% dapat dikaitkan
dengan banyaknya jumlah asam lemak yang ada dalam ekstrak tersebut.
Kelimpahan ini mengakibatkan kurangnya kontras pada bidang visual dan
ketidakmampuan telur menyerap warna. Perbedaan tingkat pH antara konsentrasi
eosin dan perlakuan pewarnaan juga dapat menjadi faktor penyebab perbedaan ini.
Misalnya, eosin 2% memiliki pH 5, sedangkan konsentrasi ekstrak memiliki pH 6.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian terkait optimasi fBwarna ekstrak sappan
lignum (Caesalpinia sappan L.) sebagai pewarna alami pengganti eosin 2% pada
pewarnaan telur cacing soil transmitted helmints didapatkan hasil yaitu pewarna
yang paling optimum yaitu ekstrak sappan lignum (Caesalpinia sappan L..) dengan
perbandingan (1:3). Sebab penggunaan ekstrak sappan lignum lebih jelas terlihat
dinding telurnya dibandingkan dengan zat warna dari eosin 2%.

SARAN

Saran dari penelitian ini yaitu perlu adanya isolasi senyawa brazilin untuk
memaksimalkan penggunaan pewarna dari ekstrak sappan lignum sebagai pewarna
telur cacing, khususnya pada feses manusia.
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