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Abstract 

Background: Acne is strongly linked to the overgrowth of Propionibacterium acnes. Because long-term 
use of conventional antibacterials may contribute to resistance and irritation, plant-derived extracts are 

being explored as alternative or complementary options. Orthosiphon aristatus leaves and Mangifera 

indica L. leaves are known to contain secondary metabolites that may help suppress bacterial growth. 
Objective: This study aimed to evaluate the antibacterial effect of combined ethanol extracts of O. 

aristatus and M. indica leaves against C. acnes and to determine which formulation ratio produced the 

best inhibition. Method: Each plant material was extracted separately using ethanol, then blended into 

five different combination formulas (F1–F5). Antibacterial activity was assessed in vitro using the disc 
diffusion technique with a standardized inoculum (0.5 McFarland). The diameter of the clear zone around 

each disc was measured and used to categorize antibacterial strength. Results: Qualitative phytochemical 

screening confirmed that both extracts contained key metabolite groups, including alkaloids, 
tannins/phenolics, flavonoids, and saponins. The negative control showed no clear zone, while 

clindamycin (positive control) produced a strong inhibition zone of 19.2 mm. All combined formulas 

inhibited C. acnes, with inhibition zones between 8.6 mm and 11.5 mm. Formula 3 generated the widest 

zone (11.5 mm; strong category), whereas Formula 2 showed the smallest inhibition (8.6 mm; weak 
category). Conclusion: The ethanol extracts of O. aristatus and M. indica leaves, when combined, were 

able to inhibit C. acnes. The level of inhibition varied with the mixing ratio, and Formula 3 demonstrated 

the most promising antibacterial activity among the tested formulations 
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PENDAHULUAN 

Jerawat (acne vulgaris) merupakan penyakit inflamasi kronik pada unit pilosebasea yang 

dipengaruhi oleh interaksi kompleks antara hiperproduksi sebum, hiperkeratinisasi folikel, disbiosis 

mikrobiota kulit, serta aktivasi inflamasi lokal. Dalam patogenesisnya, Propionibacterium acnes 
berperan penting melalui kolonisasi folikel, pembentukan biofilm, dan aktivasi respons imun bawaan 

yang mendorong pelepasan mediator proinflamasi sehingga memperberat lesi inflamasi [1]. 

Kompleksitas ini membuat jerawat tidak cukup dipandang sebagai “infeksi biasa”, melainkan kondisi 
inflamasi yang membutuhkan strategi intervensi efektif, aman untuk pemakaian berulang, dan 

berorientasi multi-target. 

Terapi standar jerawat mencakup benzoil peroksida dan retinoid topikal, sedangkan antibiotik 
topikal/sistemik (misalnya klindamisin dan makrolida) diberikan pada indikasi tertentu. Namun, tren 

peningkatan resistensi C. acnes terhadap klindamisin/makrolida menjadi tantangan klinis karena dapat 

menurunkan respons terapi, meningkatkan risiko kekambuhan, dan mendorong penggunaan terapi 

kombinasi yang lebih agresif [2]–[4]. Selain itu, determinan genetik terkait resistensi juga telah 
dilaporkan pada strain tertentu, yang menunjukkan bahwa tekanan seleksi antimikroba dapat berdampak 

nyata pada efektivitas terapi [4]. Kondisi ini menguatkan urgensi pengembangan kandidat antimikroba 

alternatif yang lebih rasional, termasuk agen berbasis bahan alam yang diharapkan mampu menghambat 
pertumbuhan bakteri sekaligus memberi keuntungan tambahan melalui efek antioksidan/antiinflamasi. 
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Daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) merupakan tanaman obat yang dilaporkan kaya 
senyawa fenolik dan flavonoid, termasuk rosmarinic acid, sinensetin, dan eupatorin, yang dikaitkan 

dengan aktivitas antioksidan serta potensi antimikroba/antiinflamasi [5], [6]. Sementara itu, daun mangga 

(Mangifera indica L.), termasuk varietas mangga madu, dilaporkan mengandung mangiferin dan 
polifenol lain dengan aktivitas antibakteri dan antiinflamasi, termasuk bukti in vitro pada ekstrak daun 

mangga [7]–[9]. Profil fitokimia tersebut, kombinasi kedua ekstrak berpotensi memberikan efek yang 

lebih luas dibanding ekstrak tunggal, karena memungkinkan kerja multi-target—misalnya peningkatan 
permeabilitas membran, penghambatan enzim/protein kunci, serta modulasi stres oksidatif yang 

berhubungan dengan inflamasi [8]–[10]. 

Meski masing-masing tanaman telah banyak diteliti, sebagian besar studi masih menempatkan 

ekstrak sebagai intervensi tunggal atau membahas fitokimia tanpa menguji optimasi rasio kombinasi 
sebagai variabel utama. Padahal, pada sistem kombinasi bahan alam, perubahan proporsi ekstrak dapat 

mengubah dominasi mekanisme kerja dan berdampak pada besar kecilnya daya hambat. Di sisi lain, isu 

resistensi C. acnes terhadap antibiotik topikal memperkuat kebutuhan kandidat alternatif yang berpotensi 
bekerja melalui multi-target dan mengurangi ketergantungan pada antibiotik konvensional [2]–[4]. 

Karena itu, pemetaan performa beberapa rasio kombinasi ekstrak terhadap C. acnes masih relevan untuk 

menjembatani temuan fitokimia menuju pengembangan kandidat anti-jerawat yang lebih aplikatif. 

Kebaruan penelitian ini terletak pada evaluasi terstruktur beberapa rasio kombinasi ekstrak etanol 
daun kumis kucing dan daun mangga madu terhadap C. acnes menggunakan metode difusi cakram 

sebagai skrining awal, dengan tujuan mengidentifikasi formula paling optimal [1], [8]–[10]. Pendekatan 

ini tidak hanya menilai keberadaan aktivitas antibakteri, tetapi juga menempatkan rasio kombinasi 
sebagai faktor penentu efektivitas, sehingga hasilnya lebih fungsional sebagai dasar pengembangan 

lanjutan (misalnya uji MIC/MBC, indeks sinergi FICI, standardisasi marker seperti mangiferin atau 

rosmarinic acid, dan perancangan sediaan topikal). 
 

METODE PENELITIAN 

Desain penelitian 

Penelitian ini merupakan eksperimen laboratorik in vitro untuk menilai aktivitas antibakteri 
kombinasi ekstrak etanol daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) dan daun mangga madu (Mangifera 

indica L.) terhadap Propionibacterium acnes menggunakan metode difusi cakram. Prosedur difusi 

cakram mengacu pada prinsip dan praktik standar uji difusi cakram untuk penilaian daya hambat 
antimikroba [11]–[13]. 

 

Bahan dan alat 

Bahan utama meliputi daun kumis kucing dan daun mangga madu, etanol 96%, akuades steril, 

media kultur (Mueller–Hinton agar/MHA atau media agar yang sesuai untuk uji difusi), larutan NaCl 

0,9% untuk penyiapan suspensi bakteri, paper disc steril, serta kontrol positif antibiotik dan kontrol 

negatif. Alat utama mencakup timbangan analitik, blender, bejana maserasi, penyaring, rotary 
evaporator/water bath, inkubator 37°C, laminar air flow, dan jangka sorong/penggaris zona hambat. 

 

Pengambilan dan preparasi bahan tanaman 

Daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) dan daun mangga madu (Mangifera indica L.) dipilih 

yang masih segar, tidak berjamur, dan bebas kotoran, kemudian dicuci dengan air mengalir dan ditiriskan 

hingga air permukaan hilang sebagai tahap pra-perlakuan sebelum ekstraksi [14]. Daun selanjutnya 

dikeringkan pada suhu ruang di tempat teduh sampai kadar air menurun dan teksturnya rapuh, karena 
metode serta kondisi pengeringan dapat memengaruhi kualitas bahan kering dan retensi/stabilitas 

senyawa bioaktif [15], [16]. Setelah kering, simplisia disortasi ulang lalu diserbukkan hingga halus untuk 

memperkecil ukuran partikel sehingga luas permukaan meningkat dan kontak dengan pelarut saat 
ekstraksi menjadi lebih optimal [14], [17].  
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Ekstraksi dan pembuatan larutan uji 

Serbuk simplisia daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) dan daun mangga madu (Mangifera 

indica L.) diekstraksi terpisah dengan maserasi menggunakan etanol 96% di wadah tertutup sampai 

seluruh serbuk terendam, lalu dibiarkan sambil sesekali diaduk. Filtrat dipisahkan lewat penyaringan; 
ampas dapat dimaserasi ulang dan seluruh filtrat digabungkan [18]. Filtrat kemudian dipekatkan memakai 

rotary evaporator pada kondisi terkontrol hingga menjadi ekstrak kental, lalu disimpan rapat sampai uji 

antibakteri, karena standar preparasi–ekstraksi membantu menjaga konsistensi dan meminimalkan 
degradasi senyawa bioaktif [14], [18]. Penyerbukan (ukuran partikel lebih halus) ikut mendukung 

efisiensi ekstraksi karena memperbesar luas permukaan kontak bahan–pelarut [17]. 

Untuk pembuatan larutan uji, ekstrak kental masing-masing tanaman ditimbang, kemudian 

dilarutkan dalam DMSO 5% hingga diperoleh larutan stok dengan konsentrasi tertentu. Larutan stok 
selanjutnya dibuat larutan seri pengenceran. Pemilihan DMSO rendah/etanol sebagai pelarut uji lazim 

dilakukan karena membantu melarutkan ekstrak yang kompleks, sekaligus tetap memungkinkan 

interpretasi zona hambat dengan kontrol pelarut [19]–[21]. 
Larutan uji kombinasi dibuat dengan mencampurkan larutan ekstrak daun kumis kucing dan daun 

mangga madu pada perbandingan tertentu sehingga konsentrasi akhir sesuai kelompok perlakuan. Selama 

pengujian, disiapkan kontrol negatif dan positif untuk memastikan perubahan zona hambat benar-benar 

berasal dari aktivitas kombinasi [20], [21]. 
 

Skrining fitokimia  

Skrining fitokimia dipakai buat ngecek secara kualitatif golongan metabolit sekunder pada ekstrak 
etanol daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) dan daun mangga madu (Mangifera indica L.) sebelum 

uji antibakteri terhadap Propionibacterium acnes [22], [23]. Tiap ekstrak diuji terpisah lewat reaksi 

warna/endapan: alkaloid (Mayer/Dragendorff), flavonoid (alkalin atau Mg–HCl), fenolik/tanin (FeCl₃), 
saponin (uji busa), serta terpenoid/steroid (Liebermann–Burchard) [22]–[24]. Hasilnya dicatat 

positif/negatif + ciri perubahan, lalu dirangkum dalam tabel untuk bantu mengaitkan kandungan senyawa 

dengan aktivitas antibakteri [22], [23] 

 

Uji mikroorganisme dan standardisasi inokulum 

Mikroorganisme uji pada penelitian ini adalah Propionibacterium acnes [25]. Kultur diremajakan 

pada media yang sesuai (BHI/blood agar), kemudian diinkubasi pada 37 °C dalam kondisi anaerob hingga 
diperoleh koloni segar untuk pengujian [25], [26]. Standardisasi inokulum dilakukan dengan mengambil 

koloni murni dari biakan segar, lalu disuspensikan ke dalam NaCl fisiologis steril atau media cair dan 

dihomogenkan [26], [27]. Kekeruhan suspensi kemudian disesuaikan dengan standar 0,5 McFarland agar 
jumlah bakteri yang digunakan seragam pada setiap perlakuan [3][28]. Bila diperlukan untuk metode uji 

tertentu, suspensi tersebut dapat diencerkan lagi hingga mencapai konsentrasi kerja sebelum digunakan 

pada uji antibakteri ekstrak tunggal maupun kombinasi [26]. 

 
Variasi formula kombinasi ekstrak 

Kombinasi ekstrak daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) dan daun mangga madu (Mangifera 

indica L.) dibuat dalam beberapa rasio untuk menilai pengaruh proporsi campuran terhadap aktivitas 
antibakteri. Konsentrasi total dijaga tetap, sementara komposisi tiap ekstrak divariasikan. Rancangan 

formula disajikan pada Tabel 1. 

 

Tabel 1. Rancangan Formula 

  Ekstrak Daun (g/mL)  

No Formula Kumis Kucing Mangga Madu 

1 F1 2.0 0.0 

2 F2 1.6 0.4 
3 F3 1.0 1.0 

4 F4 0.5 1.5 

5 F5 0.0 2.0 
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Uji antibakteri metode difusi cakram 

Permukaan media agar diinokulasi menggunakan swab steril yang dicelupkan ke suspensi bakteri 

0,5 McFarland dan disapukan merata untuk membentuk “lawn culture”. Paper disc steril (6 mm) 

kemudian diimpregnasi dengan larutan uji (volume tetap, mis. 10–20 µL/disk) dan diletakkan di atas 
permukaan agar. Cawan diinkubasi pada 37°C selama 24–48 jam. Karena C. acnes bersifat 

anaerob/aerotoleran, inkubasi dapat dilakukan pada kondisi anaerob (misalnya anaerobic jar) sesuai 

ketersediaan fasilitas dan karakter strain [11]–[13], [29]. 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia dilakukan untuk memetakan secara kualitatif kandungan metabolit sekunder 
pada ekstrak etanol 96% daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) dan daun mangga madu (Mangifera 

indica L.). Informasi ini dipakai sebagai pijakan saat menafsirkan potensi antibakteri dan peran masing-

masing ekstrak dalam kombinasi. Ringkasan hasilnya ditampilkan pada Tabel 2. 
 

Tabel 2. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol 96% Daun Kumis Kucing dan Daun Mangga Madu 

Golongan Senyawa Daun Kumis Kucing Daun Mangga Madu 

Alkaloid (+) Endapan kekuningan (+) Endapan oranye 
Tanin (+) Warna hijau kehitaman (+) Warna biru kehitaman 

Flavonoid (+) Warna hitam (+) Merah muda hingga merah 

Saponin (+) Terbentuk busa (+) Terbentuk buih 

Keterangan: (+): Mengandung golongan senyawa kimia; (-): Tidak mengandung golongan senyawa 
kimia 

 

Hasil skrining fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol 96% daun kumis kucing dan daun 
mangga madu sama-sama terdeteksi mengandung alkaloid, tanin/fenolik, flavonoid, dan saponin (reaksi 

warna/endapan sesuai uji). Temuan ini relevan karena etanol termasuk pelarut yang umum digunakan 

untuk menarik metabolit polar–semi polar (terutama fenolik/flavonoid) yang sering terkait dengan 

bioaktivitas antibakteri. Penelitian dan tinjauan terbaru juga menegaskan bahwa komposisi fitokimia dan 
pilihan pelarut sangat memengaruhi profil senyawa yang terekstraksi dan potensi aktivitas biologinya 

[30]. 

Pada daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus), keberadaan senyawa fenolik dan flavonoid 
memang sering dilaporkan sebagai komponen dominan, termasuk kelompok fenolat tertentu yang dapat 

berkontribusi pada aktivitas antimikroba [9], [31]. Pada daun mangga (Mangifera indica), fraksi/ekstrak 

daun juga dilaporkan memiliki peran dalam strategi anti-acne, termasuk target terhadap Cutibacterium 
acnes (nama baru dari Propionibacterium acnes) melalui mekanisme yang relevan dengan patogenesis 

jerawat [32]. Secara umum, golongan metabolit sekunder seperti flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid 

dapat bekerja melalui multi-target (misalnya mengganggu membran sel, menginaktivasi protein/enzim, 

dan efek lain yang melemahkan viabilitas bakteri), sehingga hasil skrining ini masuk akal dijadikan dasar 
untuk mengaitkan kandungan senyawa dengan uji antibakteri berikutnya [33]. 

 

Aktivitas Antibakteri ekstrak kombinasi 

Uji aktivitas antibakteri dilakukan untuk melihat kemampuan kombinasi ekstrak etanol daun kumis 

kucing (Orthosiphon aristatus) dan daun mangga madu (Mangifera indica L.) dalam menghambat 

pertumbuhan Propionibacterium acnes. Daya hambat dinilai dari diameter zona hambat pada metode 
difusi, dengan kontrol negatif dan kontrol positif sebagai pembanding. Ringkasan hasil pengukuran 

disajikan pada Tabel 3, sedangkan perbandingan visualnya ditampilkan pada Gambar 1. 
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Tabel 3. Diameter zona hambat kombinasi ekstrak  

No Perlakuan Diameter (mm) Kekuatan 

1 Kontrol (-)  - Non zona hambat 

2 Kontrol (+) 19,2 Kuat 

3 Formula 1 10,2 Sedang 
4 Formula 2 8,6 Lemah 

5 Formula 3 11,5 Kuat 

6 Formula 4 10,7 Sedang 
7 Formula 5 9,2 Sedang 

 

 
 

Gambar 1. Zona hambat kombinasi ekstrak  

 
Data diameter zona hambat memperlihatkan bahwa kontrol negatif (aquadest) tidak membentuk 

zona hambat, sehingga dapat dipastikan tidak ada efek antibakteri dari pelarut/kontrol tersebut. 

Sebaliknya, kontrol positif klindamisin 150 mg menghasilkan zona hambat 19,2 mm (kuat), menegaskan 

bahwa bakteri uji responsif terhadap antibiotik pembanding dan metode difusi yang digunakan berjalan 
dengan baik [34]. 

Seluruh formula kombinasi ekstrak menunjukkan zona hambat dengan rentang 8,6–11,5 mm, 

artinya kombinasi ekstrak memiliki aktivitas menghambat P. acnes meskipun masih berada di bawah 
kontrol antibiotik. Formula dengan aktivitas terbaik adalah Formula 3 (11,5 mm; kuat), disusul Formula 

4 (10,7 mm; sedang) dan Formula 1 (10,2 mm; sedang). Formula dengan aktivitas terendah adalah 

Formula 2 (8,6 mm; lemah), sedangkan Formula 5 berada pada kategori sedang (9,2 mm). 
Pola ini mengarah pada interpretasi bahwa rasio kombinasi memengaruhi efektivitas, dan 

komposisi “seimbang” pada Formula 3 (berdasarkan rancangan formula) kemungkinan memberikan 

tumpang tindih mekanisme yang lebih optimal antar-metabolit (misalnya fenolik/flavonoid dari kedua 

tanaman + kontribusi alkaloid/saponin). Literatur juga mendukung bahwa senyawa metabolit sekunder 
dapat menghasilkan efek antibakteri melalui beberapa jalur sekaligus dan, pada kombinasi tertentu, 

efeknya dapat meningkat karena target yang lebih luas (multi-site action) [5]. Selain itu, ekstrak daun M. 

indica dilaporkan relevan pada konteks acne melalui target yang berhubungan dengan C. acnes (termasuk 
aspek virulensi/aktivitas terkait) sehingga masuk akal bila kontribusinya ikut memodulasi daya hambat 

saat dikombinasikan [4]. Variasi daya hambat antar formula juga sejalan dengan prinsip bahwa perbedaan 

komposisi fitokimia dan konsentrasi efektif senyawa aktif akan mengubah kekuatan aktivitas antibakteri 

yang teramati pada metode difusi [33], [34]. 
 

KESIMPULAN 

Kombinasi ekstrak etanol daun kumis kucing dan daun mangga madu mampu menghambat 
Propionibacterium acnes, dan efektivitasnya dipengaruhi rasio campuran. Formula 3 memberi zona 

hambat terbesar (paling efektif), sedangkan Formula 2 paling rendah, namun seluruh formula masih di 

bawah kontrol klindamisin. 
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