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INTISARI

AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL HERBA ALFALFA
(Medicago sativa L..) TERHADAP Propionibacterium acnes SECARA IN
VITRO

Herba alfalfa diduga mengandung flavonoid yang dapat berkhasiat sebagai
antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak
etanol herba alfalfa (EEHA) terhadap bakteri Propionibacterium acnes, serta
kandungan flavonoidnya.

Herba alfalfa dimaserasi menggunakan etanol 70%. Uji antibakteri EEHA
dilakukan pada 7 kelompok yaitu K1 (Klindamisin disk), K2 (DMSO 50%), K3
(EEHA 40%), K4 (EEHA 50%), KS (EEHA 60%), K6 (EEHA 70%) dan K7
(EEHA 80%). Data uji antibakteri berupa diameter daerah hambat yang dianalisis
secara statistik menggunakan uji Anova satu jalan kemudian dilanjutkan dengan
uji Post Hoc Tukey dengan taraf kepercayaan 95 %.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa EEHA mengandung flavonoid.
Seluruh konsentrasi uji EEHA (40, 50, 60, 70, dan 80)% memiliki aktivitas
antibakteri terhadap P. acnes dengan rata rata diameter daerah hambat iradikal
masing masing (14,60; 14,89; 15,56; 16,52; dan 18,59) mm.

Kata Kunci : Ekstrak Etanol, Herba Alfalfa, Propionibacterium acnes,
Antibakteri, Flavonoid.
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ABSTRACT

ACTIVITIES OF ALFALFA HERB EXTRACT (Medicago sativa L.) ON
Propionibacterium acnes IN VITRO

Alfalfa herb is thought to contain flavonoids which can be efficacious as
antibacterial. This study aims to determine the antibacterial activity of ethanol
extract of herbal alfalfa (AHEE) against Propionibacterium acnes, as well as its
flavonoid content.

The alfalfa herb was macerated using 70% ethanol. AHEE antibacterial
tests were carried out in 7 groups namely K1 (Clindamycin disk), K2 (DMSO
50%), K3 (AHEE 40%), K4 (AHEE 50%), K5 (AHEE 60%), K6 (AHEE 70%) and
K7 (AHEE 80%). Antibacterial test data in the form of inhibitory diameter were
analyzed statistically using the one-way Anova test then continued with the Post
Hoc Tukey test with a 95% confidence level.

The results showed that EEHA contained flavonoids. All EEHA test
concentrations (40, 50, 60, 70, and 80)% had antibacterial activity against P.
acnes with an average diameter of the respective iradic inhibitory area (14,60;
14,89; 15,56, 16,52; and 18.59) mm.

Keywords : Ethanol Extract, Alfalfa Herb, Propionibacterium acnes,
Antibacterial, Flavonoids.
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BAB I. PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Bakteri Propionibacterium acnes merupakan bakteri Gram positif anaerob
yang dapat menyebabkan terjadinya jerawat melalui proses inflamasi
(Brzuszkiewicz, dkk., 2011). Bakteri tersebut mengeluarkan enzim hidrolitik yang
menyebabkan kerusakan folikel polisebasea dan menghasilkan enzim lipase,
hialuronidase, protease, lesitinase, dan neurimidase yang memegang peranan
penting pada proses peradangan (Harahap, 2000).

Pengembangan obat dengan bahan alam untuk mengendalikan infeksi
Propionibacterium acnes pada jerawat, salah satunya dapat menggunakan herba
alfalfa (Medicago sativa L.). Herba alfalfa mengandung senyawa alkaloid,
isoflavonoid, saponin, kumarin, steroid, karbohidrat dan pektin metilesterase
(Newall dkk., 1996). Susilowati dkk. (2014) melaporkan bahwa ekstrak etanol
herba alfalfa mengandung flavonoid dengan kadar total 8,13 %, alkaloid dengan
kadar 48,86 ppm dan kumarin dengan kadar 229,83 ppm.

Penelitian Sundu dkk. (2018) menyatakan bahwa ekstrak etanol umbi paku
atai merah (Angiopteris ferox Copel) mengandung senyawa flavonoid dan
memiliki aktivitas antibakteri terhadap Propionibacterium acnes. Penelitian
tersebut terdapat kesamaan dalam penelitian ini dengan pelarut ekstrak yang sama
yang diujikan pada bakteri Propionibacterium acnes.

Hasil penelitian Doss dkk. (2011) bahwa ekstrak etanol herba alfalfa
(Medicago sativa L.) mengandung flavonoid dan memiliki aktivitas antibakteri

terhadap Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis,



Pseudomonas aeruginosa, dan Klebsiella pneumonia dengan metode difusi agar
sumuran. Doss dkk. (2011) telah membuktikan bahwa EEHA mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif atau Gram negatif, sehingga
peneliti tertarik untuk melakukan penelitian EEHA terhadap bakteri lain yaitu
Propionibacterium acnes. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas
antibakteri ekstrak etanol herba alfalfa terhadap bakteri Propionibacterium acnes
yang dinyatakan dengan nilai diameter daerah hambat (DDH) serta kandungan

flavonoidnya.

B. Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian latar belakang tersebut, maka rumusan masalah dalam
penelitian ini yaitu :
1. Apakah ekstrak etanol herba alfalfa (Medicago sativa L.) memiliki aktivitas
antibakteri terhadap Propionibacterium acnes?
2. Apakah ekstrak etanol herba alfalfa (Medicago sativa L.) mengandung

flavonoid?

C. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini sebagai berikut :
1. Mengetahui adanya ekstrak etanol herba alfalfa (Medicago sativa L.) memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Propionibacterium acnes.
2. Menetapkan kandungan flavonoid dari ekstrak etanol herba alfalfa (Medicago

sativa L..).



D. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat serta informasi kepada
peneliti selanjutnya khususnya para ahli farmakologi mengenai potensi herba
alfalfa (Medicago sativa L.) sebagai antibakteri yang memberikan kontribusi

dalam pengembangan penggunaan obat tradisional.

E. Tinjauan Pustaka
1. Propionibacterium acnes (P.acnes) Penyebab Jerawat
Propionibacterium acnes (Gambar 1) adalah mikrobiota kulit yang biasanya
sering ditemukan pada kulit yang kaya akan kelenjar sebasea seperti di kulit
kepala dan muka (Jawetz dkk., 2005). P. acnes termasuk jenis bakteri gram positif
berbentuk batang yang berperan dalam pembentukan jerawat. P. acnes adalah
bakteri yang bersifat anaerob aerotoleran yang berbentuk batang dan memiliki

lebar 0,5-0,8 um dan panjang 3-4 um (Loop, 2011).

Gambar 1. Tampilan mikroskopis bakteri Propionibacterium acnes (Science Photo Library, 2020)



Mekanisme timbulnya jerawat yaitu peningkatan produksi minyak oleh
kelenjar sebaseus. Sebum yang dihasilkan keluar melewati saluran pilosebasea dan
mencapai permukaan kulit, kemudian sebum memproduksi asam linoleat yang
disalurkan ke keratinosit melalui folikel rambut. Asam lemak bebas terbentuk oleh
rangsangan faktor pencetus jerawat sehingga asam lemak bebas memicu produksi
sitokin inflamasi seperti IL-8, IL-6, IL-1B, dan TNF-a yang menyebabkan
peradangan dan peningkatan aktivitas keratinosit. Keratinosit yang menumpuk dan
menyumbat menghasilkan asam linoleat yang dibawa oleh sebum berubah menjadi
komedo yang berkembang dan membentuk menjadi jerawat (Prasad, 2016;
Tuchayi, dkk., 2015).

Jerawat ditandai adanya komedo, papul, pustul, nodus, dan kista pada daerah
wajah, leher, lengan atas, dada, dan punggung (Lai dan Mercurio, 2009;
Kurokawa, dkk., 2009). Meskipun tidak memiliki pengaruh yang signifikan,
jerawat dapat mempengaruhi kualitas hidup seseorang dengan memberikan efek
psikologis yang buruk (Hafez, dkk., 2009).

Klasifikasi Propionibacterium acnes menurut Loop (2011) :

Kingdom : Eukariotik

Phylum : Antinobacteria

Class : Actinomyceles

Order : Propionibacterineae
Family : Propionibacteriaceae
Genus : Propionibacterium
Spesies : Propionibacterium acnes



2. Alfalfa (Medicago sativa L.)
a. Morfologi Tanaman

Alfalfa (Medicago sativa L.) dikenal dengan nama Queen of Forages yang
memiliki kaya gizi, protein, vitamin, dan mineral yang dapat digunakan sebagai
sumber energi untuk memenuhi kebutuhan hidup ternak karena mempunyai serat
yang tinggi (Orloff, 1997). Pertumbuhan alfalfa membutuhkan sinar matahari dan
kadar kapur yang cukup dan tahan pada temperatur tinggi tetapi tidak tahan pada
kelembaban tinggi.

Alfalfa (Gambar 2) merupakan tanaman tahunan berupa herba berakar dalam,
bercabang, dan membentuk rhizom. Alfalfa memiliki batang mendatar, menanjak
sampai tegak, berkayu pada bagian dasar, cabang-cabang pada bagian dasar.
Batang alfalfa memiliki tinggi sekitar 30-120 cm, satu tangkai berdaun tiga
(trifoliat), panjang daun 5-15 mm, dan berbulu pada permukaan bawah. Pada
tangkai alfalfa memiliki daun berbulu. Alfalfa memiliki bunga berbentuk tandan
yang rapat berisi sekitar 10-35 bunga dan mahkota yang memliki beraneka ragam

warna yaitu ungu, biru dan putih (Mannetje dan Jones, 2000).




Klasifikasi tanaman alfalfa menurut USDA (2011) :

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Phylum : Tracheophyta
Subphylum : Spermatophytina
Super division  : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Super class : Angiospermae
Class : Gymnospermae
Subclass : Dicotyledonae
Order : Fabales

Family : Fabaceae

Genus : Medicago
Spesies : Medicago sativa L.

b. Kandungan dan Khasiat Alfalfa

Tanaman alfalfa mengandung protein dan serat yang tinggi dan sangat cocok
digunakan sebagai pakan ternak maupun sebagai suplemen. Senyawa yang
terkandung dalam alfalfa yaitu flavonoid, apigenin, glikosida, luteolin, dan
adenosin yang berkhasiat sebagai antibakteri, antiperadangan, antibodi, antiparasit
dan antioksidan (Rahmayanti dan Sitanggang, 2006).

Alfalfa mempunyai khasiat yang sangat baik untuk tubuh sebagai antianemia,

antiinflamasi, antiparasit, antioksidan, analgetika, defox, diuretika, pelancar ASI,



pencahar, probiotik, mempercepat penyerapan gizi, regulator pH darah, dan
tonikum (Rahmayanti dan Sitanggang, 2006).

Identifikasi flavonoid menggunakan uji shinoda dengan cara menguapkan
larutan uji yang ditambahkan etanol 96 % sebagai pelarut dengan penambahan
pereaksi serbuk Mg dan HCI pekat (Djamil dan Yenni, 2014).

3. Flavonoid

Senyawa flavonoid adalah salah satu kelompok senyawa fenol yang terbesar
dengan struktur kimia C6-C3-C6 (Gambar 3) yang ditemukan di alam. Senyawa
ini merupakan zat warna merah, ungu dan biru dan sebagai zat warna kuning yang

ditemukan dalam tumbuh-tumbuhan (Markham, 1988).
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Gambar 3. Stuktur Kimia Flavonoid Golongan Aglikon (Mursyidi, 1990)

Flavonoid merupakan senyawa polar yang memiliki sejumlah gugus
hidroksil yang tidak tersubstitusi. Flavonoid dapat tersari oleh pelarut polar seperti
metanol, aseton, etanol, air, dan isopropanol (Suryani, dkk., 2016). Flavonoid
yang terkandung dalam alfalfa adalah flavonoid golongan isoflavonoid (Newall,
dkk., 1996). Flavonoid memiliki aktivitas antibakteri terhadap Propionibacterium
acnes dari gugus alkohol pada flavonoid yang bereaksi dengan dinding sel bakteri
yang terdiri atas lipid dan asam amino sehingga dinding sel rusak dan senyawa

tersebut masuk ke inti sel bakteri (Cushnie dan Lamb, 2005)



F. Landasan Teori

Herba alfalfa mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, vitamin, dan
kumarin (Susilowati, dkk., 2014). Pelarut etanol dapat menarik senyawa flavonoid
karena memiliki sifat polaritas yang sama (Robinson, 1995). Penelitian Doss dkk.
(2011) menyatakan bahwa ekstrak etanol herba alfalfa (Medicago sativa L.)
mengandung senyawa flavonoid dan memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri S. aureus, S. pyogens, P. mirabilis, P. aeruginosa, K. Pneumoniae
menggunakan metode agar sumuran dengan hasil DDH berturut turut sebesar 11,6
mm; 10,2 mm; 9,3 mm; 8,9 mm; dan 9,13 mm.

Penelitian Tenda dkk. (2017) menyatakan bahwa ekstrak etanol kulit pohon
faloak (Sterculia sp.) mengandung senyawa flavonoid dan memiliki aktivitas
antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dengan diameter daerah hambat
(DDH) berturut-turut sebesar 1,33 cm; 1,66 cm; 1,90 cm; dan 2,13 cm pada
konsentrasi 250 mg/mL, 500 mg/mL, 750 mg/mL, 1000 mg/mL. Penelitian
tersebut terdapat kesamaan pada penelitian yang dilakukan, meliputi pelarut etanol
dalam ekstraksi dan bakteri yang memiliki karakteristik Gram positif yang dapat
menyebabkan jerawat. Penelitian Yuliawati dkk. (2016) mengatakan bahwa
ekstrak etanol selada air (Nasturtiualm officine) dan pohpohon (Pilea trinervia)
mengandung senyawa flavonoid dan memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Propionibacterium acnes dengan DDH yang dihasilkan berada dalam rentang 10-
20 mm. Penelitian tersebut telah membuktikan bahwa etanol dapat menyari
senyawa flavonoid dan ekstraknya memiliki aktivitas antibakteri terhadap

Propionibacterium acnes. Mekanisme flavonoid sebagai antibakteri dengan



menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sel, dan

menghambat metabolisme energi (Cushnie dan Lamb, 2005).

G. Hipotesis
Berdasarkan uraian tersebut dapat dirumuskan hipotesis yaitu :
1. Ekstrak etanol herba alfalfa (Medicago sativa L.) memiliki aktivitas antibakteri
terhadap bakteri Propionibacterium acnes.

2. Ekstrak etanol herba alfalfa (Medicago sativa L..) mengandung flavonoid.



BAB II. METODE PENELITIAN
A. Bahan dan Alat yang Digunakan
. Bahan
. Bahan Preparasi Ekstrak Etanol Herba Alfalfa (Medicago sativa L.)

Bahan wuji yang digunakan dalam penelitian ini yaitu herba alfalfa
(Medicago sativa L.) diperoleh dari Desa Tlatar, Kabupaten Boyolali, Jawa
Tengah. Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi herba alfalfa (Medicago sativa
L.) yaitu etanol 70% (teknis).

. Bahan Uji Kandungan Flavonoid

Bahan uji kandungan flavonoid yang digunakan dalam penelitian ini adalah
etanol 96 %, serbuk Mg dan HCI pekat.
. Bahan Uji Aktivitas Antibakteri

Bahan uji antibakteri yang digunakan penelitian adalah bakteri P. acnes,
kertas cakram klindamisin (2 pg/disk), dimetilsulfoksida (DMSO) 50%, larutan
NaCl 0,9 %, media Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck), larutan standar Mc.

Farland 1 (10® CFU/ml), Brain Heart Infusion (BHI), dan akuades steril.

. Alat

. Alat-alat yang digunakan untuk pembuatan simplisia adalah pisau, talenan,
nampan, lemari pengering (Memmert), mesin penyerbuk yang dilengkapi
ayakan, moisture balance (Ohaus), timbangan digital (Ohaus).

. Alat-alat yang digunakan untuk ekstraksi maserasi adalah bejana kaca, batang

pengaduk kayu, pompa vakum (Buchi V500), corong Buchner (Pyrex), alat-alat
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gelas (Pyrex), klem dan statif, timbangan analitik (Ohaus), dan penguap vakum
putar (Buchi B-490).

c. Alat yang digunakan untuk uji Shinoda adalah alat-alat gelas (Pyrex), rak
tabung, kompor listrik, dan cawan porselin (Pyrex).

d. Alat yang digunakan untuk uji aktivitas antibakteri adalah micropipete 5-50
pL, 10-100 pL, 100-1000 pL (Gilson), yellow dan blue tip (Brand), inkubator
(Binder BD 115), cawan petri (Pyrex), Laminar Air Flow (Labconco), pinset,

ose bulat, bunsen, autoklaf (Hirayama), serta alat-alat gelas (Pyrex).

B. Jalannya Penelitian

1. Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman bertujuan untuk mengetahui identitas tanaman herba
alfalfa yang akan dilakukan dalam penelitian. Determinasi dilakukan dengan
mengidentifikasi sifat morfologi tanaman tersebut dan mecocokkannya dengan
kunci kunci determinasi dalam buku Flora of Java (Backer dan Brink, 1980).
Determinasi tanaman dilakukan di Laboratorium Ekologi dan Biosistematika,
Jurusan Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Diponegoro, Semarang.
2. Pembuatan Simplisia Herba Alfalfa

Herba alfalfa disortasi basah untuk menghilangkan kotoran dan bahan-bahan
asing lainnya pada daun. Herba alfalfa dicuci dengan air mengalir, kemudian
dikeringkan dengan lemari pengering pada suhu 40°C sampai kering. Simplisia
yang sudah kering jika bagian daun dari tanaman mudah hancur bila diremas
dengan tangan. Tujuan pengeringan adalah untuk mendapatkan simplisia yang

tidak mudah rusak dalam penyimpanan yang lama (Harborne, 1987).
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Simplisia yang sudah kering disortasi kering terlebih dahulu dihaluskan dengan
menggunakan mesin pernyerbuk yang sudah disertai pengayak lalu diukur kadar
airnya dengan alat moisture content balance. Persyaratan kadar air pada simplisia
kering yaitu kurang dari 10 %. Setelah itu disimpan dalam wadah tertutup rapat
dalam ruangan terlindung dari cahaya matahari supaya tidak terjadi kerusakan
dekomposisi kandungan senyawanya (Depkes RI, 1986).

3. Pembuatan Ekstrak Etanol Herba Alfalfa

Pembuatan ekstrak etanol herba alfalfa dilakukan dengan metode maserasi
dengan perbandingan bahan dan pelarut adalah 1:10. Cairan pelarut yang
digunakan untuk maserasi yaitu etanol 70 %. Serbuk simplisia yang digunakan
850 gram dengan pelarut 8,5 L. Proses pertama yang dilakukan adalah serbuk
simplisia herba alfalfa ditimbang sebanyak 850 gram dimasukkan ke dalam toples
kaca ditambahkan pelarut etanol 70 % sebanyak 6,375 L (75 %) selama 3 hari dan
campuran diaduk perlahan-lahan. Pengadukan dilakukan minimal 3 kali sehari.
Setelah 3 hari campuran tersebut disaring menggunakan corong Buchner dan
Pompa vakum, disebut maserat I.

Proses remaserasi dilakukan dengan menambahkan sisa pelarut 2,125 L (25 %)
ke dalam ampas dari proses maserasi di dalam toples, campuran diaduk perlahan
dan proses ini dilakukan selama 2 hari. Setelah proses penyaringan diperoleh
maserat [I. Hasil maserat I dan II kemudian dicampurkan.

Maserat diuapkan menggunakan penguap vakum putar pada suhu 55°C untuk
mendapatkan ekstrak kental herba alfalfa. Ekstrak kental tersebut ditimbang

beratnya lalu dimasukkan ke dalam wadah botol gelap bertujuan untuk mencegah
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reaksi fotolitik yang dikatalisis oleh cahaya matahari. Ekstrak kental kemudian
dihitung rendemennya dan disimpan dalam desikator (Depkes RI., 1985)

Perhitungan rendemen ekstrak dihitung dengan rumus sebagai berikut :

Berat ekstrak yang didapatkan (g)
Bobot serbuk simplisia herba alfalfa (g)

Rendemen = X 100 %

4. Identifikasi Kandungan Senyawa Flavonoid
Senyawa golongan flavonoid diujikan dengan uji Shinoda sebanyak 2 mg

ekstrak etanol herba alfalfa (Medicago sativa L.) dimasukkan ke dalam cawan
petri. Kemudian ditambahkan 3 tetes etanol 70 % dan diaduk hingga homogen.
Ekstrak divapkan dan ditambahkan etanol 96 % sebanyak 1 mL. Serbuk Mg
ditambahkan sebanyak 100 mg ke dalam larutan uji, lalu diberikan 3 tetes
larutan HCI pekat. Perubahan warna kuning, orange, merah atau biru
menunjukkan adanya senyawa golongan flavonoid (Depkes RI., 1995).

5. Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Herba Alfalfa (EEHA)

a. Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA)

Media Mueller Hinton Agar ditimbang sebanyak 11,4 gram dan dilarutkan
dalam 330 mL aquadest di dalam erlenmeyer, lalu dipanaskan di atas kompor
listrik dan diaduk hingga media terlarut sempurna. Media disterilisasi dengan
autoclave suhu 121°C selama 15 menit, kemudian dipindahkan ke dalam
cawan petri dalam Laminar Air Flow (LAF) dan dibiarkan memadat, lalu

diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C (Fatimah dkk., 2006).
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b. Pembuatan Media BHI (Brain Heart Infusion)
Media BHI ditimbang sebanyak 0,74 gram dan dilarutkan dengan aquadest
20 mL, dipanaskan di atas kompor listrik hingga larut dan homogen. Media
disterilisasi dengan autoklaf (Pakekong dkk., 2016)
c. Pembuatan larutan Standar 0,5 Mc. Farland I
Larutan BaCl, 1% sebanyak 0,05 mL dan larutan asam sulfat 1% sebanyak
9,95 mL dicampurkan dalam tabung reaksi, kemudian ditutup rapat agar tidak
terjadi penguapan dan dikocok sampai terbentuk larutan yang keruh.
Kekeruhan digunakan sebagai standar kerapatan suspensi bakteri uji. Larutan
standar Mc. Farland 0,5 (biakan cair kekeruhannya setara dengan 0,5 Mc.
Farland I dengan kerapatan populasi bakteri (1x10® CFU/ml) (Pakekong dkk.,
2016).
d. Pembuatan Biakan Bakteri
Bakteri Propionibacterium acnes dari induk ditanam kembali pada
permukaan media MHA yang digoreskan secara zig-zag menggunakan ose
bulat lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C (Nurjanah, dkk., 2018).
e. Pembuatan Suspensi Bakteri
Bakteri P. acnes dalam cawan petri diambil menggunakan kawat ose bulat,
kemudian disuspensikan ke dalam media BHI. Biakan bakteri tersebut
kemudian dilakukan inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Suspensi bakteri
diambil sebanyak 200 uL kemudian dimasukkan ke dalam larutan NaCl 0,9%

b/, sebanyak 10 mL, tingkat kekeruhan suspensi bakteri dibandingkan dengan
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0,5 Mc Farland I dengan kerapatan bakteri 1x10® CFU/ml (Nurjanah, dkk.,
2018).
. Pembuatan Seri Konsentrasi Larutan Uji

Larutan stok uji ekstrak etanol herba alfalfa (Medicago sativa L.) dibuat
sebanyak 400 pL dengan melarutkan senyawa uji dalam DMSO 50 %
perbandingan 1 : 1 (g/mL) sehingga diperoleh konsentrasi 100%. Larutan stok
ekstrak etanol herba alfalfa dibuat seri konsentrasi 40%, 50%, 60%, 70%, dan
80% ad 80 pL larutan DMSO (Doss, dkk., 2011). Konsentrasi EEHA 40 %
setara dengan 4000 ug/disk, EEHA 50 % setara dengan 5000 ug/disk, EEHA
60 % setara dengan 6000 ug/disk, EEHA 70 % setara dengan 7000 pg/disk,
dan EEHA 80 % setara dengan 8000 pg/disk.
. Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Herba Alfalfa

Media Mueller Hinton Agar dituang ke dalam cawan petri hingga media
memadat, kemudian suspensi bakteri sebanyak 50 uL dituangkan di permukaan
media dan diratakan menggunakan spiner. Kontrol negatif (K2 DMSO 50 %)
dan seluruh konsentrasi larutan uji (K3 EEHA 40 %), (K4 EEHA 50 %), (K5
EEHA 60 %), (K6 EEHA 70 %), (K7 EEHA 80 %), diteteskan 10 uL pada
masing-masing kertas cakram dalam petri steril dan didiamkan 10 menit agar
larutan uji menyebar secara merata pada kertas cakram. Kontrol positif (K1
cakram klindamisin 2 pg/disk) ditempelkan pada permukaan media yang sudah
diberi suspensi bakteri kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Setelah 24 jam, DDH yang terbentuk ditandai dengan zona jernih di sekitar

kertas cakram baik yang telah diteteskan larutan uji (K3-K7), DMSO 50 %
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maupun cakram klindamisin 2 pg/disk. Zona jernih tersebut diukur
menggunakan jangka sorong dan ditentukan dalam satuan milimeter (mm)

(Doss, dkk., 2011). Skema jalannya penelitian tersaji pada Gambar 4.

Herba Alfalfa

Pengeringan dengan suhu 50°C

A\ 4

Serbuk kering simplisia

Maserasi dengan etanol 70%

Maserat

Dipekatkan dengan penguap vakum
putar pada suhu 55°C

Ekstrak kental Uji fitokimia

A4

Uji aktivitas antibakteri

A\ 4 \ 4 A 4 A 4 l 4
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7
Cakram Antibiotik DMSO EEHA EEHA EEHA EEHA EEHA
Klindamisin 2 pg/disk 50% 40% 50% 60% 70% 80%
/'y yy Y 7 Y 7'y

Pengukuran Diameter Daerah Hambat

v

Analisis Data

Gambar 4. Skema jalannya penelitian

16



C. Analisis Data

Data diameter daerah hambat (DDH) ekstrak etanol herba alfalfa pada bakteri
P. acnes dianalisis secara statistik menggunakan software SPSS 16. Data DDH
diuji sebaran datanya menggunakan uji Shapiro Wilk, sedangkan homogenitas
varian data menggunakan uji Levene s test. Hasil uji yang diperoleh menunjukkan
terdistribusi normal dan homogen maka dilanjutkan uji beda >2 variabel
menggunakan One Way Anova (p<0,05) dilanjutkan dengan uji Pos Hoc Tukey
dengan taraf kepercayaan 95%. Ekstrak etanol herba alfalfa dikatakan mempunyai
aktivitas antibakteri jika nilai DDH lebih besar secara signifikan dibanding kontrol
negatif, sedangkan EEHA dikatakan mengandung flavonoid dengan uji skrining
fitokimia yang menunjukkan perubahan dari warna hijau pekat menjadi merah

kecoklatan (Jangnga, 2018).
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BAB IV. KESIMPULAN DAN SARAN
A. Kesimpulan
Kesimpulan penelitian ini adalah :
1. Ekstrak etanol herba alfalfa memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Propionibacterium acnes berupa zona iradikal.
2. Ekstrak etanol herba alfalfa mengandung senyawa flavonoid.

B. Saran

Saran yang diberikan untuk penelitian selanjutnya adalah :

1. Perlu dilakukan fraksinasi EEHA dengan pelarut non polar untuk
menghilangkan resin sebagai zat pengotor.

2. Perlu dilakukan uji antibakteri EEHA terhadap bakteri lain baik Gram positif
maupun Gram negatif untuk lebih mengetahui potensi EEHA sebagai

antibakteri.
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