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A B S T R A C T  

The goal of this study was to determine the antibacterial activity and combined effect of a 
10% w/v methanol extract of ketepeng cina leaves (Cassia alata) with six selected plant 
extracts against Staphylococcus epidermidis using the diffusion and paper strip methods. 
The results revealed that the average antibacterial activity of each extract inhibited the 
growth of S. epidermidis. The inhibition zones of single extract of C. alata, Excocaria 
cochinchinensis, Ocinum tenuiflorum, Persea americana, Oroxylum indicum, Impatiens 
balsamina, and Peronema canescens were 6.28±0.20 mm, 7.90±0.31 mm, 2.30±0.37 mm, 
3,53±0.50 mm, 4.35±0.52 mm, and 4.69±0.17 mm, respectively. Furthermore, the 
combination of ketepeng cina leaves (C. alata) methanol extract with the six selected 
plants extract in an average diameter of inhibition zone greater than the average 
diameter of inhibition zone of each extract. However, the combined extract's average 
diameter of the inhibition zone was not significantly larger than the sum of the diameters 
of the inhibition zones of each extract. According to the findings of this study, combining 
the methanol extract of C. alata with six selected plant extracts has an 
additive/indifferent effect on the growth of S. epidermidis. 

Keywords: Antibacterial, Additive/Indifferent, Combination, Cassia alata, Staphylococcus   
epidermidis 

 
 
PENDAHULUAN 

Jerawat merupakan salah satu infeksi kulit yang umumnya menyerang para 
remaja. Jerawat itu sendiri disebabkan adanya penyumbatan pori-pori kulit oleh 
timbunan lemak yang kemudian terjadi peradangan yang disebabkan oleh  
Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnes, dan Staphylococcus aureus. 
Pengobatan jerawat biasanya menggunakan antibiotik sebagai antiinflamasi seperti 
klindamisin, dan tetrasiklin, namun karena pemakaian yang tidak tepat dapat 
menyebabkan resistensi bakteri (Lestari et al., 2021). 

Penggunakan obat herbal atau obat tradisional untuk mengobati berbagai 
penyakit termasuk infeksi kulit kembali menjadi trend di Indonesia. Masyarakat 
mempercayai penggunaan obat tradisional memiliki efek negatif yang relatif kecil, 
biasanya mereka mengkonsumsi obat tradisional dengan cara merebus satu jenis 
tumbuhan atau dicampur dengan beberapa jenis tumbuhan yang dipercaya 
memberikan efek yang lebih baik jika dibandingkan dengan mengkonsumsi satu jenis 
tumbuhan saja (Cheesman et al., 2017). Penggunaan kombinasi 2 jenis herbal atau 
lebih tentu saja perlu pembuktian secara ilmiah. 
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Pada penelitian Adfa et al. (2021) telah mengombinasikan ekstrak metanol 
daun ketepeng cina (C. alata ) (A) dengan ekstrak metanol biji alpukat (Persea 
americana) (B) dengan perbandingan konsentrasi A mg/mL : B mg/mL adalah 4 : 4, 4 
: 8, 4 : 12, 8 : 4, dan 12 : 4 yang menghasilkan zona hambat sebesar 4,01; 5,14; 5,66; 
3,81; dan 4,33 mm terhadap bakteri S. epidermidis, dimana efek kombinasi yang 
dihasilkan adalah efek indifferent. Untuk melanjutkan pencarian kombinasi ekstrak 
metanol daun ketepeng cina (C. alata) dengan beberapa ekstrak tanaman herbal 
lainnya dengan aktivitas yang lebih baik maka perlu diselidiki efek kombinasi yang 
ditimbulkan jika ekstrak metanol daun ketepeng cina (C. alata) dikombinasikan 
dengan beberapa ekstrak tumbuhan terpilih lainnya dalam menghambat 
pertumbuhan S. epidermidis. 

Hasil skrining fitokimia tanaman ketepeng cina (C. alata) dilaporkan 
mengandung flavonoid, tannin, saponin, fenol dan alkaloid (Lathifah et al., 2021), dan 
berhasil diisolasi senyawa 3,4 dihidroksi asam sinamat dari daunnya. Disisi lain, 
aktivitas antibakteri 6 ekstrak tumbuhan terpilih yang akan dikombinasikan dengan 
ekstrak ketepeng cina sudah banyak dilaporkan.  Berdasarkan penelitian Nizar dan 
Monika (2015), ekstrak etil asetat daun sambang darah (Excocaria cochinchinensis) 
dengan konsentrasi terendah 0,78% dan tertinggi 50% dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri Escerichia coli dengan zona hambat 7,1 mm dan 12,25 mm. 
Ekstrak metanol daun pacar air (Impatiens balsamina) dapat menghambat 
pertumbuhan S. epidermidis dan P. acnes (Dermawan et al., 2015; Yang et al., 2001). 
Ekstrak tanaman ruku-ruku (Ocinum tenuiflorum) dilaporkan memiliki aktivitas 
antibakteri terhadap Bacillus subtilis, B. cereus dan S. aureus (Chetia et al., 2021). 
Ekstrak etanol daun sungkai (Peronema canescens) dengan konsentrasi 25% dapat 
menghambat pertumbuhan E. coli (Fransisca et al., 2020). Ekstrak daun bungli 
(Oroxylum indicum) memiliki daya hambat terhadap bakteri penyebab infeksi 
saluran kemih, salah satunya pada bakteri S. aureus (Dubey et al., 2021), dan ekstrak 
biji alpukat (Persea americana) menunjukkan hambatan terhadap S. epidermidis 
(Adfa et al., 2021). 

Berdasarkan penelusuran literatur, sejauh ini belum ada laporan aktivitas 
antibakteri kombinasi ekstrak metanol daun ketepeng cina dengan enam ekstrak 
tumbuhan terpilih (sambang darah, pacar air, ruku-ruku, sungkai, bungli dan biji 
alpukat) dalam menghambat pertumbuhan S. epidermidis dan juga belum dilaporkan 
efek apa yang ditimbulkannya. Untuk itu, perlu  diketahui efek kombinasi yang 
ditimbulkan dari penggunaan ekstrak metanol daun ketepeng cina dengan 6 ekstrak 
tumbuhan terpilih tersebut, supaya diketahui keefektifannya dalam menghambat 
pertumbuhan bakteri Staphylococcus epidermidis jika digunakan bersama-sama 
(kombinasi) untuk mengatasi infeksi pada penggunaan obat secara tradisional. 
 
METODE PENELITIAN 
Bahan dan Alat  

Bahan-bahan penelitian adalah ekstrak metanol daun ketepeng cina (Cassia 
alata), ekstrak metanol daun pacar air (Impatiens balsamina), ekstrak metanol daun 
sambang darah (Excoecaria cochichinensis), ekstrak metanol daun ruku-ruku (Ocinum 
tenuiflorum), ekstrak etanol daun sungkai tua (Peronema canescens), ekstrak metanol 
daun bungli (Oroxylum indicum) dan ekstrak metanol biji alpukat (Persea americana), 
serta bakteri uji adalah Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228). Bahan lainnya yang 
digunakan NA (Nutrient Agar, Merck), DMSO (Dimetil Sulfoksida, Merck), dan NB 
(Nutrient Broth, Merck). Alat yang digunakan adalah Spektrofotometer UV-Vis 
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(Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis), neraca analitik (caADAM), inkubator 
(Froilabo), hotplate dan stirrer (Vision), rotary evaporator (Heidolph), laminar air 
flow (Telstar AV-100), oven (Philip Harris Ltd.) dan autoklaf (GEA), serta alat-alat 
gelas yang biasa digunakan untuk uji antibakteri. Alat-alat gelas dan media tumbuh 
yang digunakan telah disterilkan terlebih dahulu (Adfa et al., 2021; Zahrah et al., 
2018). 

 

Peremajaan Bakteri Staphylococcus epidermidis 
Biakan bakteri S. epidermidis (ATCC 12228) didapatkan dari Laboratorium 

Mikrobiologi Institut Pertanian Bogor (IPB). Biakan bakteri S. epidermidis dilakukan 
peremajaan terlebih dahulu pada cawan petri dan tabung reaksi, kemudian 
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam (Adfa et al., 2021; Zahrah et al., 2018). 

 

Uji Skrining Awal Penentuan Efek Kombinasi dengan Metode Difusi Sumuran 
Uji aktivitas antibakteri pada penelitian ini dilakukan dengan metode difusi  

sumuran. Media NA yang telah steril diambil sebanyak 15 mL lalu dimasukkan ke 
dalam cawan petri kemudian ditambahkan sebanyak 1 ml suspensi bakteri dengan 
OD 0,1 dan diaduk dengan memutar cawan secara perlahan-lahan membentuk angka 
delapan. Setelah media memadat dibuat lubang sumuran dengan menggunakan cork 
borer berdiameter 6 mm sebanyak 9 sumuran dalam satu cawan petri. Masing-
masing sumuran ditambahkan sebanyak 10 L larutan sampel uji yang dilarutkan 
dalam DMSO 50% untuk membuat konsentrasi 10% b/v. Untuk sumuran pertama 
ditambahkan larutan sampel utama yaitu ekstrak metanol daun ketepeng cina (C. 
alata), kemudian untuk sumuran kedua dimasukkan ekstrak tunggal daun bungli (O. 
indicum). Untuk sumuran ke-tiga dikombinasikan antara ekstrak metanol daun 
ketepeng cina (C. alata) dengan ekstrak metanol daun bungli (O. indicum), untuk 
sumuran selanjutkan dibuat perlakuan yang sama terhadap 5 ekstrak tumbuhan 
terpilih lainnya. Klindamisin 250 ppm digunakan sebagai kontrol possitif, sedangkan 
DMSO 50% (v/v) sebagai kontrol negatif. Setelah ekstrak terpenetrasi kedalam media 
kemudian diinkubasi selama 24 jam pada incubator dengan suhu 37 °C. Zona 
bening/zona hambat yang terbentuk diukur menggunakan jangka sorong dengan 
cara mengurangi zona bening yang terbentuk dengan diameter lubang sumuran 
(Haryati et al., 2017), uji skrining awal penentuan efek kombinasi dilakukan 3 kali 
pengulangan.  

 

Penentuan Pola Efek Kombinasi Ekstrak dengan Metode Pita Kertas 
Penentuan pola efek kombinasi ekstrak metanol daun ketepeng cina (C. alata) 

dengan 6 ekstrak tanaman terpilih menggunakan metode pita kertas. Pola efek 
interaksi yang terjadi dapat ditentukan dengan melihat efek kombinasi secara visual. 
Masing-masing ekstrak uji yang diteteskan sebanyak 30 L dengan konsentrasi 10% 
b/v pada pita kertas berukuran 3 cm x 0,5 cm, kemudian pita kertas diletakkan di 
atas media agar NA yang telah diinokulasi bakteri uji dengan membentuk sudut 90° 
dan saling tumpang tindih pada sudut siku-siku. Setelah itu, cawan petri diinkubasi 
pada suhu 37 °C selama 24 jam. Pola efek yang terbentuk dapat menunjukkan efek 
synergistic, additive/indifferent atau antagonist dilihat dari pola zona bening yang 
terbentuk pada pertemuan 2 buah pita kertas membentuk sudut 90°. Efek synergistic 
dapat dilihat jika adanya peningkatan zona hambat yang terbentuk pada sudut 90° 
pertemuan 2 buah pita kertas, sedangkan antagonist sebaliknya dan untuk efek 
additive/indifferent dapat dilihat dari tidak ada peningkatan maupun pengurangan 
zona bening yang terbentuk pada sudut 90° jika dibandingkan dengan zona bening 
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pada masing masing pita kertas (Laishram et al., 2017). Uji penentuan pola efek 
kombinasi menggunakan pita kertas dilakukan duplo. 

 

Analisis Data 
Analisis data zona hambat dilakukan secara kuantitatif dengan merata-ratakan 

hasil pengukuran daya hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus epidermidis 
dengan metode sumuran dari 3 kali pengulangan dan dihitung juga standar 
deviasinya menggunakan exel. Data uji pita kertas berupa visual pola zona bening 
yang terbentuk dari 2 kali pengulangan dideskripsikan dengan efek synergistic, 
additive/indifferent atau antagonist. 

 
HASIL DAN DISKUSI 
Aktivitas Antibakteri Kombinasi Ekstrak Metanol Daun Ketepeng Cina (C. alata) 
dengan 6 Ekstrak Tumbuhan Terpilih Menggunakan Metode Sumuran  

Uji aktivitas antibakteri yang dilakukan menggunakan metode difusi sumuran. 
Pemberian ekstrak metanol daun ketepeng cina (C. alata) baik secara tunggal 
maupun dikombinasi dengan 6 ekstrak tumbuhan terpilih memberikan zona hambat 
yang ditandai dengan zona bening yang terbentuk di sekitar lubang sumuran yang 
dapat dilihat pada (Gambar 1 dan Gambar 2).  

Aktivitas antibakteri dari ekstrak metanol daun ketepeng cina dengan 6 
ekstrak tanaman terpilih secara keseluruhan menghasilkan zona hambat yang lebih 
besar jika dibandingkan dengan ekstrak tunggal namun tidak lebih besar dari 
penjumlahan keduanya. Seperti terlihat pada Gambar 3, rata-rata diameter zona 
hambat ekstrak tunggal ketepeng cina, ekstrak metanol daun sambang darah, ekstrak 
metanol daun ruku-ruku dan ekstrak metanol biji alpukat adalah sebesar 6,28±0,20 
mm; 7,90±0,31 mm; 2,30±0,37 mm; dan 1,30±0,05. Zona hambat yang dihasilkan 
ketika ekstrak metanol daun ketepeng cina dikombinasikan dengan ekstrak metanol 
daun sambang darah, ekstrak metanol daun ruku-ruku, dan ekstrak metanol biji 
alpukat menghasilkan zona hambat sebesar 9,41±0,14 mm; 6,73±0,30 mm; dan 
6,95±0,61, berturut-turut.  

Rata-rata diameter zona hambat ekstrak metanol daun ketepeng cina secara 
tunggal bersama dengan ekstrak metanol daun bungli, ekstrak metanol daun pacar 
air dan ekstrak etanol daun tua sungkai adalah sebesar 7,43±0,35 mm; 3,53±0,50 
mm, 4,35±0,52 mm; dan 4,69±0,17 mm. Zona hambat yang dihasilkan ketika 
kombinasi antara ekstrak metanol daun ketepeng cina dengan ekstrak metanol daun 
bungli, ekstrak metanol daun pacar air, dan ekstrak etanol daun tua sungkai 
menghasilkan zona hambat sebesar 8,72±0,24 mm; 7,81±0,20 mm; dan 7,93±0,39 
mm yang dapat dilihat pada Gambar 4.  

Kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri oleh ekstrak metanol daun 
ketepeng cina dan enam ekstrak tumbuhan terpilih lainnya diduga karena kandungan 
kimianya, terutama senyawa metabolit sekunder. Senyawa metabolit sekunder yang 
berhasil diisolasi dari daun ketepeng cina (C. alata) oleh Paul et al. (2013) adalah 3,4 
dihidroksi asam sinamat yang merupakan golongan fenol. Hubungan struktur 
senyawa 3,4 dihidroksi asam sinamat dengan aktivitas antibakteri dipengaruhi oleh 
gugus hidroksil yang mengendalikan pertumbuhan bakteri dengan mengubah 
permeabilitas membran atau mengurangi pH sehingga menyebabkan pertumbuhan 
bakteri menjadi tidak stabil (Sabir, 2005). 

Hasil skrining fitokimia daun sambang darah (E. cochinchinensis ) mengandung 
senyawa flavonoid dan saponin (Oktariza et al., 2013). Hasil isolasi yang dilakukan 
oleh Giang et al. (2005) pada daun sambang darah (E. cochinchinensis) menunjukkan 
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adanya senyawa excoecariosides A dan excoecariosides B yang merupakan senyawa 
glikosida. 

Publikasi Yang et al. (2001) melaporkan daun pacar air (I. balsamina) 
mengandung senyawa 2-metoksi-1,4 naftaquinon yang termasuk golongan kuinon 
yang tersubstitusi gugus metoksi. Hubungan struktur senyawa 2-metoksi-1,4 
naftaquinon dengan aktivitas antibakteri dipengaruhi oleh cincin aromatik dengan 2 
gugus ketonnya, dimana kuinon ini berperan sebagai agen inaktifasi protein yang 
menyebabkan metabolisme mikroorganisme tidak berfungsi dengan baik, selain itu 
juga dapat membuat substrat tidak tersedia bagi mikroorganisme (Cowan, 1999). 
Kitagawa et al. (1994) mengisolasi salah satu metabolit sekunder yang dikandung 
daun sungkai (P. canescens) adalah peronemins B1 yang merupakan golongan 
diterpenoid. Hubungan mekanisme kerja struktur peronemins B1 dengan aktivitas 
antibakteri tidak sepenuhnya diketahui, namun berdasarkan (Cowan, 1999) 
dijelaskan bahwa mekanisme kerja terpenoid diduga melibatkan gangguan membran 
oleh senyawa lipofilik.  

 

 
Gambar 1.  Zona hambat pertumbuhan bakteri S. epidermidis pemberian ekstrak daun 

ketepeng cina (C. alata) (KC), daun sambang darah (SD), daun ruku-ruku (RK) 
dan biji alpukat (BA) secara tunggal dan kombinasi menggunakan metode 
sumuran. Catatan: K+ = Kontrol positif klindamisin 250 ppm, K- = Kontrol 
negatif larutan DMSO 50% (v/v). 

 

 
Gambar 2. Zona hambat pertumbuhan bakteri S. epidermidis pemberian ekstrak daun 

ketepeng cina (C. alata) (KC), daun bungli (BU), daun pacar air (PA) dan daun 
tua sungkai (ST) secara tunggal dan kombinasi menggunakan metode sumuran. 
Catatan: K+ = Kontrol positif klindamisin 250 ppm, K- = Kontrol negatif larutan DMSO 
50% (v/v). 
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Hasil uji fitokimia biji alpukat (P. americana) menunjukkan adanya kandungan 
flavonoid, tanin, alkaloid, antosianin, polifenol, triterpenoid, kuinon, saponin dan 
steroid (Ekom et al., 2022; Leite et al., 2009). Serta, menurut Yamani et al., (2016) 
minyak atsiri daun ruku-ruku (O. tenuiflorum) mengandung senyawa volatil yang 
terdiri dari monoterpena dan seskuiterpena dengan kandungan utamanya adalah 
metil eugenol. Eswari et al., (2018) melakukan uji fitokimia pada daun bungli (O. 
indicum) yang menunjukkan bahwa ekstrak metanol bungli mengandung senyawa 
metabolit sekunder flavonoid, fenol dan tanin. Berdasarkan laporan Ngazizah et al. 
(2016) mekanisme kerja senyawa tanin yang memiliki gugus hidroksil akan 
menyebabkan bakteri menjadi inaktif akibat perbedaan polaritas antara lipid dengan 
gugus hidroksil. Keberadaan senyawa-senyawa metabolit sekunder tersebutlah yang 
diduga mempunyai peranan terhadap aktivitas antibakteri ke-7 ekstrak tanaman 
yang diuji, dimana interaksi senyawa-senyawa tersebut ketika dikombinasikan juga 
berbeda-beda. 

 

 
 

Gambar 3.  Rata-rata diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus 
epidermidis setelah diaplikasikan ekstrak daun ketepeng cina (C. alata) (KC), 
daun sambang darah (SD), daun ruku-ruku (RK) dan biji alpukat (BA)  secara 
tunggal dan kombinasi. Catatan: K+ = Kontrol positif klindamisin 250 ppm, K- 
= Kontrol negatif larutan DMSO 50% (v/v). 

 

  
 

Gambar 4. Rata-rata diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus epidermidis 
setelah diaplikasikan ekstrak daun ketepeng cina (C. alata) (KC), daun bungli 
(BU), daun pacar air (PA) dan daun tua sungkai (ST) secara tunggal dan 
kombinasi. Catatan: K+ = Kontrol positif klindamisin 250 ppm, K- = Kontrol 
negatif larutan DMSO 50% (v/v). 
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Gambar 5.  Visual Zona hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus epidermidis 
kombinasi ekstrak metanol daun ketepeng cina (C. alata) (KC)  dengan 6 
ekstrak tanaman terpilih (a) sambang darah (SD), (b) ruku-ruku (RK), (c) biji 
alpukat (BA), (d) pacar air (PA), (e) bungli (BU), dan (f) sungkai (ST) 
menggunakan metode pita kertas. 

 
Pola Efek Kombinasi Aktivitas Antibakteri Ekstrak Metanol Daun Ketepeng 
Cina (C. alata) dengan 6 Ekstrak Tumbuhan Terpilih Menggunakan Metode Pita 
Kertas  

Pada uji aktivitas kombinasi ekstrak metanol daun ketepeng cina (C. alata) 
sebagai sampel utama dikombinasikan dengan 6 jenis ekstrak tanaman obat 
menggunakan metode pita kertas. Pita kertas yang telah dibuat dengan ukuran 3 x 0,5 
cm diletakkan di atas media yang telah diinokulasikan bakteri dengan membentuk 
sudut 90° dan saling tumpang tindih. Pada Gambar 5 dapat dilihat visual pola efek 
interaksi yang dihasilkan dari enam kombinasi ekstrak sampel uji, terjadi sedikit 
peningkatan zona hambat atau disebut memiliki efek additive/indifferent. Sejalan 
dengan laporan yang disampaikan oleh Yang et al. (2017), ketika kedua ekstrak 
dikombinasikan terjadi sedikit peningkatan zona hambat meskipun tidak sebesar 
efek synergism dikatakan memberikan efek additive/indifferent. Efek kombinasi 
keenam ekstrak tidak dapat dikatakan antagonism karena saat kedua ekstrak 
dikombinasikan tidak menunjukkan penurunan zona hambat yang lebih rendah dari 
zona hambat kedua ekstrak secara individual, dan tidak juga menunjukkan 
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peningkatan zona hambat yang signifikan (synergism) (Cheesman et al., 2017). Pola 
efek kombinasi yang diberikan dengan metode pita kertas ini memperkuat hasil 
pengamatan pengaruh pemberian 2 ekstrak secara bersama/kombinasi dengan 
metode sumuran bahwa tidak terjadi peningkatan zona hambat pertumbuhan bakteri 
secara signifikan, namun juga tidak terjadi penurunan diameter zona hambat secara 
signifikan. Pengamatan secara kuantitatif efek kombinasi dalam penghambatan 
pertumbuhan bakteri dapat ditentukan dengan menghitung indeks Fractional 
Inhibitory Concentration (FIC) yang didapat dengan menentukan Minimum Inhibition 
Concentration (MIC) kombinasi ekstrak dan MIC ekstrak tunggal. Efek synergism jika 
FIC ≤  0,5; additive jika FIC > 0,5-1; indifferent jika FIC  > 1 atau < 2, dan antagonism 
jika FIC ≥ 2 (ESCMID, 2000).   

 
SIMPULAN  

Aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak metanol daun ketepeng cina (C. alata) 
dengan 6 jenis ekstrak tanaman terpilih menggunakan metode sumuran dan pita 
kertas mengalami kenaikan diameter zona hambat dibandingkan aplikasi ekstrak 
secara tunggal, walaupun diameter zona hambat yang dihasilkan tidak lebih besar 
dari penjumlahan diameter zona hambat dari kedua ekstrak secara tunggal terhadap 
bakteri S. epidermidis. Visualisasi penghambatan pertumbuhan bakteri S. epidermidis 
dengan pita kertas mempertegas kesimpulan bahwa kombinasi ekstrak metanol daun 
ketepeng cina (C. alata) dengan enam ekstrak tumbuhan terpilih (daun sambang 
darah, biji alpukat, daun ruku-ruku, daun pacar air, daun bungli, dan daun sungkai 
tua) menghasilkan efek additive/indifferent. Untuk mengetahui efek kombinasi secara 
kuantitatif perlu dihitung indeks FIC.  
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