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Abstrak 

Nanoteknologi menjadi strategi efektif untuk meningkatkan sifat fisikokimia dan aktivitas biologis ekstrak bahan alam dalam 

formulasi kosmetik. Penelitian ini membandingkan sistem nanopartikel (NDA) dan nanoemulsi (NEDA) yang mengandung 

ekstrak daun afrika (Vernonia amygdalina) berdasarkan karakteristik fisik dan aktivitas farmakologinya. Nanopartikel dibuat 

dengan metode gelasi ionic menggunakan Kitosan (15%) dan NaTPP (1%), sedangkan nanoemulsi dibuat dengan sonikasi 

waterbath menggunakan Cremophor® RH (12%), PEG 400 (2%), dan Asam Oleat (1%), masing-masing dalam 3 variasi 

konsentrasi. Ekstrak yang diperoleh memiliki rendemen 13,56% dengan kadar flavonoid total 29,066±0,547 mg QE/g 

(2,907±0,055%), menunjukkan kandungan senyawa bioaktif flavonoid yang tinggi. Formula optimum NDA 3 memiliki ukuran 

partikel 91,5±0,74 nm, sedangkan NEDA 3 merupakan formula optimum yang menghasilkan droplet yaitu 71,5±0,70 nm. 

Nilai transmitan nanopartikel berkisar 90,31%-95,01%, sedangkan nanoemulsi 93,01-96,43%, mengindikasikan kejernihan 

dan disperse partikel skala nanometer yang baik. Pada uji aktivitas antioksidan, NEDA 3 menunjukkan  aktivitas lebih tinggi 

(IC50 = 86,697±1,042 ppm) dibanding NDA 3 (IC50 = 120.177±2.270 ppm). Sebaliknya, pada uji antiinflamasi, NDA 3 lebih 

unggul (IC50 = 229,001±1,229 ppm) dibandingkan NEDA 3 (IC50 = 325,612±0,927 ppm). Kesimpulan penelitian ini bahwa 

sistem nanoemulsi lebih efektif meningkatkan aktivitas antioksidan karena meningkatkan kelarutan dan luas permukaan kontak 

senyawa aktif, sedangkan sistem nanopartikel memberikan aktivitas antiinflamasi lebih baik melalui mekanisme pelepasan 

terkendali dan kontribusi aktivitas biologis Kitosan sebagai matriks pembawa.  

Kata Kunci: Bioaktivitas; Flavonoid; Herbal; Nanosistem; Stabilitas. 

Abstract 

Nanotechnology-based delivery systems have become an effective strategy to enhance the physicochemical properties and 
biological activity of natural extracts in cosmetic formulations. This study comparatively evaluated nanoparticle (NDA) and 
nanoemulsion (NEDA) systems containing African leaf extract (Vernonia amygdalina) based on their physical characteristics 
and pharmacological activity. Nanoparticles were prepared via ionic gelation using Chitosan (15%) and NaTPP (1%), while 
nanoemulsions were prepared via waterbath sonication using Cremophor® RH (12%), PEG 400 (2%), and Oleic Acid (1%), 
each at three different concentration ratios. The extract yielded 13.56% with a total flavonoid content of 29.066±0.547 mg 
QE/g (2.907±0.055%), indicating a high bioactive compound content. Particle size analysis showed that the optimum 
nanoparticle formula (NDA 3) had a particle size of 91.5±0.74 nm, while the optimum nanoemulsion formula (NEDA 3) 
produced a smaller droplet size of 71.5±0.70 nm. Transmittance values ranged from 90.31–95.01% for nanoparticles and 
93.01–96.43% for nanoemulsions, indicating good clarity and nanoscale particle dispersion. In antioxidant testing, NEDA 3 
exhibited higher activity (IC50 86.697±1.042 ppm) than NDA 3 (IC50 251.947±3.457 ppm). Conversely, in anti-inflammatory 
testing, NDA 3 showed better activity (IC50 229.001±1.229 ppm) than NEDA 3 (IC50 325.612±0.927 ppm), with Diclofenac 
Sodium as positive control (IC50 47.193±0.706 ppm). These findings indicate that the nanoemulsion system is more effective 
in enhancing antioxidant activity by improving solubility and surface contact area of active compounds, while the nanoparticle 
system provides superior anti-inflammatory activity through controlled-release mechanisms and the intrinsic biological 
contribution of chitosan as the carrier matrix. 
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1. PENDAHULUAN 

Kulit merupakan organ terluar tubuh yang berfungsi sebagai barrier fisik dan biologis dalam mempertahankan 

homeostatis, mengurangi kehilangan air melalui Transepidermal Water Loss (TEWL), serta melindungi jaringan 

dari berbagai paparan lingkungan. Paparan radiasi ultraviolet (UV), polusi udara, asap rokok, dan factor 

lingkungan lainnya dapat mengganggu keseimbangan sistem oksidan dan antioksidan pada kulit melalui 

peningkatan pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS). Ketika produksi ROS melebihi kapasitas sistem 

antioksidan endogen, terjadi stress oksidatif yang dapat menyebabkan peroksidasi lipid, oksidasi protein, 

kerusakan DNA, gangguan fungsi barrier, inflamasi, serta perubahan struktur kolagen dan elastin. Akumulasi 

proses tersebut berperan penting dalam terjadinya penuaan kulit ekstrinsik, yang dapat ditandai dengan kulit 

kering, penurunan elastisitas, perubahan pigmentasi, dan pembentukan kerutan. Chen et al (2021) menjelaskan 

bahwa stress oksidatif akibat paparan UV merupakan salah satu mekanisme utama photoaging, dengan UVA 

memiliki kemampuan kuat dalam menghasilkan ROS dan memicu perioksidasi lipid serta kerusakan serat kolagen 

dan elastin pada dermis [1].  

Masalah paparan lingkungan yang berpotensi meningkatkan stress oksidatif memiliki relevansi yang luas pada 

Tingkat populasi. World Health Organization (WHO) melaporkan bahwa pada tahun 2019 sekitar 99% populasi 

dunia tinggal di wilayah dengan kualitas udara yang tidak memenuhi pedoman kualitas udara WHO. Data WHO 

juga menunjukkan bahwa populasi udara ambien berkontribusi terhadap sekitar 4.2 juta kematian premature setiap 

tahun, sedangkan kombinasi polusi udara ambien dan rumah tangga berkaitan dengan sekitar 6.7 juta kematian 

premature per tahun. Data tersebut memang menggambarkan dampak sistemik polusi udara dan tidak secara 

spesifik menunjukkan prevalensi kerusakan kulit, tetapi menegaskan tingginya Tingkat paparan populasi terhadap 

factor lingkungan yang berkaitan dengan stress oksidatif [2]. Penelitian mengenai penuaan kulit juga 

menunjukkan bahwa hilangnya keseimbangan redoks pada extrinsic skin aging berkaitan dengan berbagai factor 

lingkungan, terutama radiasi UV, polusi, dan asap rokok. Peningkatan ROS yang disertai penurunan pertahanan 

antioksidan dapat menyebabkan perubahan structural dan penurunan kemampuan regenaratif kulit [3]. Dengan 

demikian, pengembangan bahan aktif yang mampu memberikan aktivitas antioksidan sekaligus mengendalikan 

proses inflamasi menjadi salah satu pendekatan yang relevan dalam perlindungan kulit terhadap efek stress 

oksidatif.  

Salah satu tanaman yang berpotensi dikembangkan sebagai sumber bahan aktif alami adalah daun Afrika 

(Vernonia amygdalina). Tanaman ini diketahui mengandung berbagai metabolit sekunder, terutama senyawa 

fenolik dan flavonoid, yang berkontribusi terhadap aktivitas biologisnya. Bukti farmakologis yang lebih mutakhir 

dilaporkan oleh Luo et al. (2020) melalui penelitian yang membandingkan ekstrak air dan ekstrak etanol daun 

Afrika. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa ekstrak air memiliki kandungan polifenol dan flavonoid 

serta kemampuan penangkapan radikal DPPH dan perlindungan DNA yang lebih tinggi, sedangkan ekstrak etanol 

menunjukkan aktivitas penghambatan inflamasi yang lebih kuat. Kedua ekstrak mampu menurunkan ekspresi 

mediator inflamasi yang diinduksi lipopolisakarida, termasuk COX-2, iNOS, NO, TNF-α, dan IL-1β, serta 

mempengaruhi jalur MAPK p38 dan NF-κB. Temuan tersebut memberikan dasar farmakologis bahwa daun Afrika 

tidak hanya berpotensi sebagai sumber antioksidan, tetapi juga mempunyai aktivitas antiinflamasi yang relevan 

dengan kondisi stress oksidatif dan inflamasi pada jaringan [4]. 

Penggunaan ekstrak tanaman secara langsung dalam sediaan topical menghadapi beberapa keterbatasan, antara 

lain kelarutan senyawa aktif yang rendah, stabilitas fisik dan kimia yang terbatas, serta penetrasi melalui barrier 

kulit yang tidak optimal. Pengembangan sistem penghantaran berukuran nano merupakan salah satu strategi yang 

dapat digunakan untuk mengatasi keterbatasan tersebut. Sistem nano dapat meningkatkan luas permukaan 

spesifik, mendukung disperse dan kelarutan senyawa aktif, melindungi komponen bioaktif dari degradasi, serta 

memodifikasi pelepasan dan interaksi bahan aktif dengan permukaan biologis. Literatur mengenai penghantaran 

topical bahan herbal juga menunjukkan bahwa sistem disperse berukuran kecil dapat meningkatkan absorpsi kulit 

dari senyawa aktif tanaman, meskipun aspek konsentrasi surfaktan dan potensi iritasi tetap harus diperhatikan 

dalam pengembangan formulasi topical [5]. 
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Dalam penelitian ini, dua sistem penghantaran yang dibandingkan adalah nanopartikel ekstrak daun afrika (NDA) 

dan nanoemulsi ekstrak daun afrika (NEDA). Kedua sistem memiliki karakteristik yang berbeda. nanopartikel 

berbasis polimer dapat mengenkapsulasi atau mengikat bahan aktif dalam matriks pembawa dan memungkinkan 

pelepasan yang lebih terkontrol, sedangkan nanoemulsi merupakan sistem disperse dengan ukuran droplet sangat 

kecil yang bepotensi meningkatkan solubilisasi dan distribusi bahan aktif. Perbedaan komposisi pembawa, ukuran 

partikel atau droplet, luas permukaan, dan interaksi antara bahan aktif dengan matriks pembawa dapat 

menghasilkan perbedaan tidak hanya pada karakteristik fisik, tetapi juga pada aktivitas farmakologis bahan aktif. 

Oleh karena itu, evaluasi nanoemulsi dalam penelitian ini tidak cukup hanya berdasarkan ukuran partikel dan 

kejernihan sediaan, tetapi perlu dihubungkan dengan aktivitas antioksidan dan antiinflamasi sesuai dengan tujuan 

farmakologis pengembangan ekstrak daun Afrika.  

Bukti mengenai pengaruh nanoformulasi terhadap aktivitas farmakogis EDA juga telah dilaporkan oleh Suresh et 

al. (2023) dimana mengembangkan nanopartikel tembaga yang dimediasi daun Afrika dan mengevaluasi aktivitas 

antioksidan, antiinflamasi, serta sitotoksisitasnya. Pada pengujian antiinflamasi, persentase inhibisi mencapai 

85.7% pada 40 µl dan 92.6% pada 50 µl, sedangkan aktivitas antioksidan nanopartikel pada beberapa konsentrasi 

dilaporkan sebanding atau lebih tinggi dibandingkan standar yang digunakan. Walaupun sistem tersebut berbeda 

dengan nanopartikel kitosan dan nanoemulsi yang digunakan dalam penelitian ini, hasil tersebut mendukung 

bahwa pengembangan daun Afrika dalam sistem nano dapat mempertahankan atau meningkatkan aktivitas 

biologisnya [5]. Penelitian Amiri, Sepahvand, Radi, dan Abedi (2024) membandingkan thymol-loaded 

nanostructured lipid carriers (NLC) dengan thymol nanoemulsion (NE) menghasilkan karakterisasi ukuran NLC 

sekitar 140 nm, sedangkan ukuran droplet nanoemulsi lebih kecil, yaitu 86.39 nm. Efisiensi enkapsulasi masing-

masing sistem mencapai 97% pada NLC dan 94% pada nanoemulsi. Perbedaan karakteristik kedua sistem tersebut 

juga diikuti oleh perbedaan kinerja fungsional, dan formulasi yang mengandung NLC maupun nanoemulso 

mampu menekan parameter oksidatif serta pertumbuhan mikroba pada sistem yang di teliti [6].  

Berdasarkan uraian tersebut, penelitian ini dilakukan untuk membandingkan NDA dan NEDA berdasarkan 

karakteristik fisik serta aktivitas farmakologinya. Karakteristik sistem dilakukan melalui evaluasi ukuran partikel 

dan transmitansi, sedangkan aktivitas farmakologi dievaluasi berdasarkan aktivitas antioksidan menggunakan 

metode DPPH dan aktivitas antiinflamasi melalui penghambatan denaturasi protein.  

2. METODE  

Desain penelitian  

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan desain komparatif yang bertujuan untuk 

membandingkan karakteristik fisik dan aktivitas farmakologi ekstrak daun Afrika yang diformulasikan dalam dua 

sistem penghantaran nano, yaitu nanopartikel ekstrak daun Afrika (NDA) dan nanoemulsi ekstrak daun Afrika 

(NEDA). Masing-masing sistem dibuat dalam tiga formula dengan variasi konsentrasi ekstrak daun Afrika sebesar 

1%, 2%, dan 3%, sedangkan komponen pembentuk sistem nano dipertahankan sesuai dengan formula yang telah 

ditetapkan. Tahapan penelitian meliputi preparasi dan ekstraksi daun afrika, formulasi NDA menggunakan metode 

gelasi ionic dan NEDA menggunakan metode sonikasi, serta evaluasi karakteristik fisik dan aktivitas farmakologi. 

Berdasarkan hasil karakteristik fisik, formula optimum dari masing-masing sistem dipilih untuk pengujian 

aktivitas farmakologi dan selanjutkan dibandingkan dengan ekstrak daun afrika (EDA) serta control positif yang 

sesuai. Perbandingan tersebut digunakan untuk mengevaluasi pengaruh jenis sistem penghantaran nano terhadap 

karakteristik fisik serta aktivitas antioksidan dan antiinflamasi ekstrak daun afrika.  

 

Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi daun Afrika, kitosan, NaTPP, asam oleat, 

Cremophor® RH40, Polietilen Glikol 400 (PEG 400), DPPH, etanol pa, etanol 96%, air suling, metanol p.a, 

kuersetin, asam askorbat, Albumin Serum Sapi Tipe A9647 (Sigma Aldrich, MERCK), natrium diklofenak, asam 

kojik, aluminium klorida, natrium asetat, fosfat. 
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Alat 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi timbangan analitik (Mettler Toledo® XS205, Amerika 

Serikat), pengaduk magnetik (IKA® RW 20 Digital, Jerman), rotary evaporator Heldoph® RV 10 (Jerman), 

sonikator tipe bath (Nagoya S Ultrasonic Cleaner GB-928), spektrofotometer UV-visibel (Beckman® DU 7500i, 

Amerika Serikat), penganalisis ukuran partikel dan potensial zeta (Delsa™ Nano C Particle Analyzer, Beckman 

Coulter, Amerika Serikat), mikroskop elektron transmisi (TEM, JEOL JEM 1400, Jepang), pembaca Elisa 

(TECAN Infinite 200 pro), pH meter (Mettler Toledo® S20 dan Beckman® 50), ruang iklim, kuvet sekali pakai, 

tungku, oven, penangas air, dan peralatan gelas lainnya yang umum digunakan di laboratorium. 

 

Prosedur  

Persiapan Sampel Daun Afrika  

Sampel daun afrika dikumpulkan dari Desa Remban, Kecamatan Rawas Ulu, Kabupaten Musi Rawas Utara, 

Sumatera Selatan. Sepuluh kilogram sampel dicuci dengan air mengalir dan ditiriskan. Kemudian dijemur dan 

diangin-anginkan hingga daun berubah warna agak kecoklatan sehingga menghasilkan berat kurang lebih 7 

kilogram. Daunnya kemudian dipisahkan dari uratnya, menghasilkan kurang lebih 4 kilogram. Ekstrak daun afrika 

yang sudah kering diperoleh, dihaluskan dengan blender hingga mencapai kurang lebih 2 kilogram, kemudian 

diayak menggunakan saringan halus. 

Pembuatan Ekstrak Daun Afrika  

Ekstraksi kurang lebih 2 kg daun afrika kering dilakukan dengan metode maserasi ultrasonik menggunakan etanol 

96% selama 24 jam, dengan penggantian pelarut setiap 6 jam dan dilakukan ultrasonikasi. Ekstrak yang telah 

direndam disaring untuk memisahkan residu dan filtratnya. Filtrat dipisahkan dari pelarut menggunakan rotary 

evaporator pada suhu 70°C hingga diperoleh ekstrak pekat [11].  

 

Pembuatan Sediaan Nanopartikel Ekstrak Daun Afrika (NDA) 

Larutan kitosan 0,2% ditimbang, 0,2 gram bubuk kitosan dilarutkan dalam 100 ml asam asetat 1%, kemudian 

diaduk menggunakan pengaduk magnet dengan kecepatan 1000 rpm selama 30 menit. 

 

Tabel 1. Desain Formulasi NEDA and NDA 

Bahan 

Nanoemulsi (NEDA) Nanopartikel (NDA) 

Konsentrasi (%) Konsentrasi (%) 

F1 F2 F3 F1 F2 F3 

EDA 1 2 3 1 2 3 

Cremophor® RH 40 12 12 12 0 0 0 

PEG 400 2 2 2 0 0 0 
Asam Oleat 1 1 1 0 0 0 

Aquadeion Ad 100 Ad 100 Ad 100    
Kitosan 0 0 0 15 15 15 

Natrium TPP 0 0 0 1 1 1 

 

Larutan NaTPP 0,1% dibuat dengan cara melarutkan 0,1 gram serbuk NaTPP dalam 100 ml air suling 

menggunakan pengaduk magnet dengan kecepatan 1000 rpm selama 30 menit. Metode yang digunakan untuk 

memproduksi nanopartikel ekstrak daun Afrika adalah gelasi ionik. NEDA disiapkan dengan menimbang semua 

bahan yang tercantum dalam tabel formulasi. Kemudian, EDA, bahan aktif, dan kitosan, penstabil dan pengikat, 

dicampur, lalu diaduk menggunakan pengaduk magnetik dengan kecepatan 1500 rpm selama 30 menit. 

Selanjutnya, NaTPP ditambahkan sebagai agen pengikat, diaduk menggunakan pengaduk magnetik dengan 

kecepatan 1500 rpm selama 30 menit. Pada tahap akhir, surfaktan (Tween 80) ditambahkan menggunakan 

pengaduk magnetik dengan kecepatan 1500 rpm selama 30 menit. Setelah itu, proses sonikasi dilakukan selama 

60 menit [12]. 
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Pembuatan Sediaan Nanoemulsi Ekstrak Daun Afrika (NEDA) 

Nanoemulsi dibuat menggunakan metode sonikasi yang dimodifikasi yang dikembangkan oleh Agustin [13]. 

Formula nanoemulsi ekstrak daun Afrika ditunjukkan pada Tabel 1. Fase minyak terdiri dari asam oleat, 

Cremophor® RH 40 sebagai surfaktan, PEG 400 sebagai ko-surfaktan, dan aquadeion sebagai pelarut. 

Pencampuran dilakukan secara bertahap: ekstrak daun Afrika, asam oleat, dan Cremophor® RH 40 digabungkan, 

kemudian diaduk menggunakan pengaduk magnetik pada 500 rpm selama 15 menit. PEG 400 kemudian 

ditambahkan sebagai ko-surfaktan ke dalam campuran, dan diaduk menggunakan pengaduk magnetik pada 400 

rpm selama 90 menit. Setelah itu, pengurangan ukuran partikel dilakukan menggunakan sonikator tipe bak selama 

45 menit. Nanoemulsi yang terbentuk ditambahkan aquadeion hingga 100% sambil diaduk dengan kecepatan 

rendah menggunakan pengaduk magnetik dan terbentuk nanoemulsi ekstrak daun Afrika (NE-DA) [13]. 

Evaluasi Sediaan NDA dan Sediaan NEDA 

Uji Kadar Flavonoid Total NDA dan NEDA 

Pengujian dilakukan dengan menimbang 0,2 g ekstrak, menambahkan 25 ml etanol ke dalam labu Erlenmeyer 

dan diaduk selama 30 menit dengan pengaduk magnetik. Larutan disaring ke dalam labu volumetrik 25 ml, dan 

etanol ditambahkan hingga tanda batas. Untuk larutan referensi, 10 mg kuersetin ditimbang dan dilarutkan dalam 

etanol hingga tanda batas dalam labu volumetrik 25 ml. Serangkaian pengenceran larutan referensi disiapkan pada 

konsentrasi 30-90 ppm [13]. 

Pengujian kadar flavonoid total dilakukan menggunakan instrumen alat Spektrofotometer UV-Visible. Uji 

dilakukan dengan memipet 0,5 ml larutan uji dan masing-masing larutan referensi secara terpisah ke dalam wadah 

yang sesuai, menambahkan 1,5 ml etanol, 0,1 ml aluminium klorida 10%, 0,1 ml natrium asetat 1 M, dan 2,8 ml 

air. Campuran dikocok dan didiamkan selama 30 menit pada suhu ruang. Absorbansi pada panjang gelombang 

415 nm diukur untuk kuersetin sebagai larutan referensi dengan variasi konsentrasi (30,40,50,60,70 ppm). 

Pengukuran blanko dilakukan dengan cara yang sama tanpa penambahan aluminium klorida [14]. 

Uji Ukuran Partikel dan Distribusi Globul 

Uji ini menggunakan Particle Size Analyzer (PSA). Sampel 1 ml preparat NDA dan NEDA ditempatkan ke dalam 

kuvet, kemudian kuvet tersebut diletakkan di dalam wadah sampel selama 15 menit untuk mendapatkan ukuran 

globula dan kurva distribusi. Kuvet bekas harus dicuci kembali untuk menghilangkan lemak [15]. 

Uji Organoleptik 

Uji organoleptik dilakuan dengan pengamatan sediaan antara lain warna, dan tekstur setiap formula yang dibuat 

dengan menggunakan panca indera atau visual [16]. 

Uji Transmitan  

Pengamatan kejernihan sediaan nanopartikel dan nanoemulsi dilakukan menggunakan spektrofotometri UV-

Visible dengan mengukur persen transmitansi sediaan nanoemulsi pada panjang gelombang 630 nm dengan 

aquades blanko. Nilai persen transmitansi yang mendekati 100% menunjukkan bahwa ukuran tetesan globul 

nanopartikel dan nanoemulsi telah mencapai ukuran nanometer, hal ini terlihat secara visual dari transparansi 

sistem yang dihasilkan [17]. 

Uji Aktivitas Antioksidan 

Aktivitas antioksidan ekstrak dan sediaan NDA dan NEDA ditentukan dengan menggunakan DPPH (2,2-difenil-

1-pikrilhidrazil), yang merupakan metode yang digunakan oleh Blois (1958), seperti yang dijelaskan oleh Agustin 

[14] dengan beberapa modifikasi. Persiapan dimulai dengan larutan stok DPPH 50 ppm sebagai pereaksi 

penangkap radikal bebas. Larutan standar atau kontrol positif yang digunakan adalah asam askorbat atau vitamin 

C dengan variasi konsentrasi 0,5-2,5 ppm, larutan ekstrak daun afrika dibuat dengan variasi konsentrasi 50-350 

ppm, dan larutan nanopartikel dan nanoemulsi dibuat dengan variasi konsentrasi 50-300 ppm. 
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Aktivitas penangkapan radikal bebas (DPPH) pada sampel (ekstrak, NDA dan NEDA) dan larutan standar diuji 

menggunakan rasio 1:1, yang diinkubasi pada suhu 25ºC selama 30 menit dalam botol gelap dan kedap cahaya. 

Absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer UV-visibel pada panjang gelombang 517 nm. 

Uji Aktivitas Antiinflamasi 

Uji aktivitas antiinflamasi menggunakan metode denaturasi protein yang dijelaskan oleh Farida et al. (2018) 

dengan beberapa modifikasi. Pembuatan dimulai dengan pembuatan larutan uji antara lain larutan Tris Buffer 

Saline (TBS), larutan BSA (Bovine Serum Albumin) 1% dalam TBS, larutan natrium diklofenak sebagai kontrol 

positif dengan konsentrasi larutan stok 1000 ppm, kemudian divariasi konsentrasi 100-600 ppm; larutan kontrol 

negatif air suling dan BSA 1% dalam TBS; larutan uji yang terdiri dari larutan ekstrak dengan konsentrasi 900-

2300 ppm; serta sediaan nanoemulsi dan nanopartikel dengan konsentrasi 100-900 ppm untuk NDA 3 dan 100-

1100 ppm untuk NEDA 3 [14]. 

Uji aktivitas anti inflamasi dilakukan dengan memipet 500 µL larutan natrium diklofenak, larutan ekstrak, dan 

larutan nanoemulsi masing-masing variasi konsentrasi. Kemudian larutan BSA 1% ditambahkan ke dalam larutan 

hingga volume 5 ml. Masing-masing larutan diinkubasi selama 30 menit pada suhu ±25°C, kemudian dipanaskan 

selama 5 menit pada suhu 70±72°C dalam penangas air, kemudian didinginkan selama 25 menit pada suhu kamar. 

Absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 660 nm. Nilai IC50 dihitung 

dengan membuat persamaan regresi linier antara konsentrasi dan persentase penghambatan denaturasi protein 

[14]. 

 

3. HASIL  

 

Hasil Uji Kadar Flavonoid Total  

Pengujian kadar flavonoid total dilakukan untuk menentukan kandungan senyawa flavonoid dalam ekstrak daun 

afrika (EDA). Penetapan kadar dilakukan sebanyak tiga kali replikasi dan hasilnya dinyatakan sebagai milligram 

ekuivalen kuersetin per gram ekstrak (mg QE/g) serta dalam bentuk persentase. Hasil pengujian kadar flavonoid 

total ekstrak daun afrika disajikan pada Tabel 2. 

 

Tabel 2. Hasil Uji Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Afrika 

Jumlah 

Replikasi  

Konsentrasi Ekstrak  

(mg QE/g) 

Konsentrasi Ekstrak 

(%) 

1 29,616 2,962 

2 29,059 2,906 

3 28,523 2,852 

Rata-Rata 29,066±0,547 2,907±0,055 

 

Berdasarkan Tabel 2, kandungan flavonoid total pada 3 kali replikasi nilai rata-ratanya sebesar 29,066±0,547 mg 

QE/g (2,907±0,055%). Nilai simpangan baku yang relative kecil menunjukkan bahwa hasil pengukuran antar 

replikasi relative konsisten. Hasil tersebut menunjukkan adanya kandungan flavonoid yang terukur dalam ekstrak 

daun afrika yang selanjutnya berpotensi berkontribusi terhadap aktivitas biologis ekstrak.  

 

Hasil Uji Ukuran Partikel dan % Transmitan 

Karakteristik ukuran partikel dan persen transmitan dilakukan untuk mengevaluasi karakteristik sistem 

nanopartikel daun afrika (NDA) dan nanopartikel ekstrak daun afrika (NEDA) pada masing-masing formula. 

Ukuran partikel ditentukan menggunakan Particle Size Analyzer (PSA) sedangkan persen transmitan diukur 

menggunakan Spektrofotometer UV-Visible. Parameter ukuran partikel digunakan untuk menggambarkan 

dimensi partikel yang terbentuk, sementara nilai transmitan memberikan Gambaran mengenai kejernihan sistem. 

Hasil pengujian seluruh formula disajikan pada Tabel 3. : 
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Tabel 3. Hasil Uji Ukuran Partikel dan Transmitan 

No Formula Ukuran Partikel (nm) % Transmitan 

1. F0 NDA 106±1.41 99±0,00 

2. NDA 1 243±16.87 90,31 % ± 0,06 

3. NDA 2 114.5±4.64 92,62 % ± 0,03 

4. NDA 3 91.5±0.74 95,01 ± 0,02 

5. F0 NEDA 98,04±1.41 99±0,00 

6. NEDA 1 146±26.87 93,01 ± 0,02 

7. NEDA 2 99.5±4.94 95,35 ± 0,03 
8. NEDA 3 71.5±0.70 93,01 ± 0,02 

Berdasarkan Tabel 3, ukuran partikel formula NDA berkisar antara 91.5-243 nm, sedangkan formula NEDA 

berada pada rentang 71.5-146 nm. Pada kelompok NDA, ukuran partikel terkecil diperoleh pada NDA 3 sebesar 

91,5 ± 0,74 nm, sedangkan pada kelompok NEDA ukuran terkecil diperoleh pada NEDA 3 sebesar 71.5±0.70 nm. 

Nilai transmitan formula NDA berada pada rentang 90.31-95.01%, sedangkan formula NEDA berada pada 

rentang 93.01-95.35%, diluar formula control F0 yang menunjukkan transmittan sebesar 99.00%. Secara 

keseluruhan, hasil menunjukkan bahwa formulasi menghasilkan partikel berukuran nanometer dengan nilai 

transmitan yang relative tinggi.  

 

Hasil Uji Aktivitas Antioksidan  

Aktivitas antioksidan ekstrak daun afrika dan sediaan nanopartikelnya di evaluasi menggunakan metode DPPH. 

Aktivitas antioksidan dinyatakan sebagai nilai IC50 yaitu konsentrasi sampel yang diperlukan untuk menghambat 

50% radikal DPPH. Semakin rendah nilai IC50, semakin tinggi aktivitas antioksidan sampel. Asam askorbat 

digunakan sebagai kontrol positif. Hasil pengujian aktivitas antioksidan disajikan pada Tabel 4. : 

 

Tabel 4. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Sampel Uji 

Sampel 
% inhibisi  

Nilai IC50 (ppm) 

Asam Askorbat (Control +)  3,046±0,656 

EDA  251,947±3,457 

NEDA  86,697±1,042 

NDA  120,177±2,270 

 

Berdasarkan Tabel 4, asam askorbat sebagai kontrol positif menunjukkan nilai IC50 terendah, yaitu 3,046±0,656 

ppm. Diantara sampel uji, NEDA menunjukkan nilai IC50 terendah sebesar 86,697±1,042 ppm, diikuti NDA 

sebesar 120,177±2,270 ppm dan EDA sebesar 251,947±3,457 ppm. Dengan demikian, NEDA menunjukkan 

aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan NDA dan EDA sebelum diformulasikan dalam sistem 

nanopartikel. 

 

Hasil Uji Aktivitas Antiinflamasi  

Aktivitas antiinflamasi sampel di evaluasi secara in vitro menggunakan metode penghambatan denaturasi protein. 

Aktivitas dinyatakan sebagai nilai IC50 yang menggambarkan konsentrasi sampel yang diperlukan untuk 

menghasilkan penghambatan denaturasi protein sebesar 50%. nilai IC50 yang lebih rendah menunjukkan aktivitas 

penghambatan denaturasi protein yang lebih tinggi. Natrium diklofenak digunakan sebagai kontrol positif dalam 

pengujian. Hasil pengujian aktivitas antiinflamasi masing-masing sampel disajikan pada Tabel 5. : 

 

Tabel 5. Hasil Uji Aktivitas Antiinflamasi Sampel Uji 

Sampel Nilai IC50 (ppm) 

Diclofenac Sodium (Control +) 47,193±0,706 

EDA 574,968±30,573 

NEDA 325,612±0,927 

NDA 229,001±1,229 
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Berdasarkan Tabel 5, natrium diklofenak sebagai kontrol positif menghasilkan nilai IC50 sebesar 47,193±0,706 

ppm. Di antara sampel uji, nilai IC50 terendah diperoleh pada NDA sebesar 229,001±1,229 ppm, diikuti NEDA 

sebesar 325,612±0,927 ppm, sedangkan EDA menunjukkan nilai IC50 tertinggi sebesar 574,968±30,573 ppm. 

Hasil tersebut menunjukkan bahwa NDA memiliki aktivitas penghambatan denaturasi protein yang lebih tinggi 

dibandingkan NEDA dan EDA, meskipun aktivitasnya masih lebih rendah dibandingkan kontrol positif natrium 

diklofenak. 

 

4. PEMBAHASAN 

 

Hasil penelitian ini menunjukkan hubungan antara komposisi bahan aktif, sistem nanoformulasi yang digunakan, 

dan hasil karakterisasi fisik serta aktivitas farmakologis yang diperoleh. Ekstrak daun Vernonia amygdalina yang 

digunakan memiliki hasil sebesar 13,56%, yang mencerminkan efisiensi proses ekstraksi dalam mengekstrak 

senyawa bioaktif, terutama flavonoid dan senyawa fenolik lainnya. Kandungan flavonoid total sebesar 29,066 ± 

0,547 mg QE/g (2,907 ± 0,055%) menunjukkan bahwa ekstrak ini kaya akan komponen antioksidan alami. 

Flavonoid bertindak sebagai penangkap radikal bebas melalui mekanisme donasi atom hidrogen atau elektron, 

dan mampu mengkelat ion logam yang berperan dalam pembentukan radikal bebas. Selain itu, flavonoid juga 

diketahui menghambat jalur inflamasi dengan menekan ekspresi enzim siklooksigenase (COX) dan lipoksigenase 

(LOX), sehingga berkontribusi pada aktivitas anti-inflamasi (Panche et al., 2016; Maleki et al., 2019). Oleh karena 

itu, keberadaan flavonoid merupakan faktor kunci dalam menjelaskan aktivitas biologis yang diamati dalam 

penelitian ini. 

 
Gambar 1. Hasil Optimasi Formula NDA F0(1), F1(1), F2(2), F3(3) 

 

Dalam sistem nanopartikel (NDA), formulasi yang digunakan mengandung 15% kitosan sebagai agen penstabil 

dan 1% natrium tripolifosfat (NaTPP) sebagai agen pengikat melalui gelasi ionik. Kitosan adalah polimer kationik 

yang mampu membentuk nanopartikel melalui interaksi elektrostatik dengan anion seperti TPP, menghasilkan 

matriks yang mampu mengkapsulasi senyawa aktif [18]. Variasi konsentrasi ekstrak (1%, 2%, dan 3%) 

memengaruhi ukuran partikel yang dihasilkan, dengan formulasi optimal (NDA 3) menghasilkan ukuran partikel 

91,5 nm. Ukuran ini menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak dapat dipertahankan dalam sistem 

nanopartikel tanpa menyebabkan agregasi yang signifikan. Kitosan juga memiliki sifat bioadhesif dan 

kemampuan untuk meningkatkan permeabilitas membran, sehingga meningkatkan penetrasi flavonoid ke dalam 

jaringan biologis. Selain itu, sifat-sifat kitosan yang mampu melindungi senyawa aktif dari degradasi enzimatik 

dan oksidatif berkontribusi pada peningkatan stabilitas flavonoid dalam sistem nanopartikel [19,20]. 

 

 
Gambar 2. Hasil Optimasi Formula NEDA F0-F4 (Kiri ke Kanan) 
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Sistem nanoemulsi (NEDA) diformulasikan menggunakan kombinasi surfaktan dan ko-surfaktan, yaitu 

Cremophor® RH 40 (12%) dan PEG 400 (2%), serta fase minyak yang terdiri dari asam oleat (15%) dengan 

penambahan hingga 100% air deionisasi. Cremophor® RH 40 adalah surfaktan nonionik yang mampu secara 

signifikan mengurangi tegangan antarmuka, sehingga menghasilkan tetesan yang sangat kecil. PEG 400 berfungsi 

sebagai ko-surfaktan, meningkatkan fleksibilitas lapisan antarmuka, sehingga memungkinkan pembentukan 

sistem nanoemulsi yang stabil. Asam oleat, dalam fase minyak, tidak hanya berfungsi sebagai pelarut untuk 

senyawa lipofilik tetapi juga memiliki aktivitas biologis tambahan, termasuk efek anti-inflamasi melalui modulasi 

jalur eikosanoid [21,22]. Hasil pengukuran menunjukkan bahwa ukuran partikel nanoemulsi optimum (NEDA 3) 

mencapai 71,5 nm, yang lebih kecil dari ukuran nanopartikel. Hal ini menunjukkan bahwa kombinasi surfaktan 

dan ko-surfaktan dapat menghasilkan sistem dispersi yang lebih halus dan homogen. 

Ukuran partikel nanoemulsi yang lebih kecil berbanding lurus dengan nilai transmitansinya yang lebih tinggi yaitu 

mencapai 96,43% dibandingkan nanopartikel yang berkisar antara 90–95%. Nilai transmitansi yang tinggi ini 

menunjukkan bahwa sistem nanoemulsi mempunyai distribusi ukuran partikel yang lebih seragam dan tidak 

mengalami agregasi. Secara fisik, hal ini mencerminkan keberhasilan formulasi dalam menghasilkan sistem nano 

yang stabil secara kinetik. Ukuran droplet yang sangat kecil juga meningkatkan luas permukaan kontak antara 

senyawa aktif dengan medium, sehingga mempercepat proses difusi dan interaksi dengan target biologis [23]. 

Karakteristik fisik sistem nano yang dihasilkan dalam penelitian ini terbukti berkorelasi erat dengan peningkatan 

aktivitas antioksidan ekstrak daun Vernonia amygdalina. Penurunan nilai IC₅₀ yang signifikan dari ekstrak 

konvensional (251,947 ppm) menjadi nanopartikel (120,177 ppm) dan selanjutnya ke nanoemulsi (86,697 ppm) 

mencerminkan peningkatan substansial dalam kapasitas penangkapan radikal bebas. Secara ilmiah fenomena 

tersebut dapat dijelaskan melalui transformasi sifat fisikokimia senyawa aktif khususnya flavonoid ketika 

diformulasikan ke dalam sistem nano. Flavonoid, yang secara alami memiliki keterbatasan dalam kelarutan dan 

stabilitas, terutama dalam lingkungan biologis yang kompleks, mengalami peningkatan dispersibilitas dan 

perlindungan dari degradasi oksidatif ketika hadir dalam sistem nano. Pada nanoemulsi, ukuran tetesan yang 

sangat kecil (71,5 nm) menghasilkan luas permukaan antarmuka yang sangat besar, sehingga meningkatkan 

kemungkinan kontak antara molekul flavonoid dan radikal bebas seperti DPPH. Selain itu, sistem nanoemulsi 

yang terdiri dari fase minyak (asam oleat), surfaktan (Cremophor® RH 40), dan ko-surfaktan (PEG 400) 

menciptakan lingkungan mikro yang mendukung pelarutan senyawa semi polar, sehingga flavonoid dapat 

terdistribusi secara optimal pada fase antarmuka minyak-air. Kondisi ini secara signifikan meningkatkan efisiensi 

transfer elektron atau atom hidrogen dari flavonoid ke radikal bebas yang merupakan mekanisme utama aktivitas 

antioksidan [23,24]. 

Keberadaan surfaktan nonionik seperti Cremophor® RH 40 berkontribusi tidak hanya mengurangi tegangan 

antarmuka tetapi juga meningkatkan permeabilitas membran biologis melalui mekanisme fluidisasi bilayer lipid. 

Hal ini memungkinkan peningkatan penetrasi senyawa aktif ke dalam sistem pengujian, sehingga mempercepat 

interaksi dengan target radikal bebas. PEG 400 sebagai ko-surfaktan juga berperan dalam meningkatkan 

fleksibilitas lapisan antarmuka sehingga menghasilkan sistem yang lebih stabil secara kinetik dan mampu 

mempertahankan ukuran droplet dalam skala nanometer. Di sisi lain, asam oleat sebagai fase minyak mempunyai 

sifat lipofilik yang mampu melarutkan komponen bioaktif tertentu, dan diketahui memiliki aktivitas biologis 

tambahan yang dapat berkontribusi terhadap efek antioksidan secara tidak langsung melalui modulasi stres 

oksidatif [22].  

Kombinasi sinergis dari komponen-komponen tersebut menjadikan nanoemulsi sebagai sistem yang sangat efektif 

dalam meningkatkan aktivitas antioksidan dibandingkan dengan nanopartikel. Meskipun nanopartikel 

menunjukkan peningkatan aktivitas antioksidan dibandingkan dengan ekstrak konvensional, efektivitasnya masih 

lebih rendah daripada nanoemulsi. Hal ini disebabkan oleh struktur matriks kitosan, yang membentuk sistem 

nanopartikel melalui mekanisme gelasi ionik dengan NaTPP. Dalam sistem ini, flavonoid dienkapsulasi di dalam 

matriks polimer, sehingga pelepasannya ke lingkungan uji lebih terbatas dan bergantung pada difusi atau 

degradasi matriks. Ini menguntungkan dalam hal stabilitas dan perlindungan senyawa aktif, tetapi dapat 

menghambat interaksi langsung antara flavonoid dan radikal bebas dalam uji antioksidan in vitro, yang umumnya 
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membutuhkan ketersediaan senyawa aktif yang cepat dan bebas. Oleh karena itu, meskipun nanopartikel 

meningkatkan bioavailabilitas dibandingkan dengan ekstrak, mekanisme pelepasan yang lebih lambat 

mengakibatkan aktivitas antioksidannya tidak setinggi nanoemulsi [25]. 

Dalam hal aktivitas antiinflamasi, sistem nanopartikel sebenarnya menunjukkan efektivitas yang lebih tinggi 

(IC₅₀= 229,001 ppm) dibandingkan dengan nanoemulsi (IC₅₀= 325,612 ppm). Perbedaan ini dapat dijelaskan 

secara mekanistik melalui karakteristik pelepasan obat dan interaksi sistem penghantaran dengan target biologis 

yang terlibat dalam proses inflamasi. Sistem nanopartikel berbasis kitosan memiliki kemampuan untuk 

memberikan pelepasan zat aktif yang terkontrol, yang memungkinkan flavonoid dilepaskan secara bertahap dalam 

jangka waktu yang lebih lama. Pelepasan berkelanjutan ini sangat penting dalam memodulasi respons inflamasi, 

yang melibatkan proses biologis kompleks dan berlangsung dalam waktu yang relatif lama. Flavonoid yang 

dilepaskan secara bertahap dapat secara konsisten menghambat enzim pro-inflamasi seperti COX dan LOX, serta 

menekan produksi mediator inflamasi seperti prostaglandin, oksida nitrat (NO), dan sitokin pro-inflamasi [26]. 

Selain itu, kitosan, sebagai polimer utama dalam sistem nanopartikel, juga menawarkan manfaat farmakologisnya 

sendiri.  

Kitosan dikenal memiliki aktivitas anti-inflamasi dengan menghambat aktivasi makrofag dan mengurangi 

produksi mediator inflamasi seperti TNF-α dan IL-6. Interaksi antara kitosan bermuatan positif dan membran sel 

bermuatan negatif juga dapat meningkatkan retensi sistem nanopartikel di tempat kerja, sehingga memperpanjang 

waktu kontak dengan jaringan target [20,27]. NaTPP, sebagai agen pengikat, berperan dalam membentuk struktur 

jaringan polimer yang stabil, sehingga mendukung mekanisme pelepasan terkontrol. Dengan demikian, efek anti-

inflamasi yang dihasilkan oleh nanopartikel merupakan hasil sinergi antara pelepasan flavonoid yang terkontrol 

dan aktivitas intrinsik kitosan sebagai eksipien fungsional. Sebaliknya, dalam sistem nanoemulsi, pelepasan 

senyawa aktif cenderung lebih cepat karena flavonoid berada dalam fase terdispersi dan tidak terikat erat pada 

matriks. Meskipun ini menguntungkan untuk aktivitas yang membutuhkan respons cepat, seperti antioksidan, hal 

ini kurang optimal untuk aktivitas antiinflamasi yang membutuhkan efek berkelanjutan. Lebih lanjut, meskipun 

komponen seperti asam oleat memiliki potensi antiinflamasi, kontribusinya dalam sistem ini tidak cukup dominan 

untuk mengimbangi keunggulan mekanisme pelepasan terkontrol pada nanopartikel. Oleh karena itu, nanoemulsi 

menunjukkan aktivitas antiinflamasi yang lebih rendah daripada nanopartikel, meskipun masih lebih unggul 

daripada ekstrak konvensional.Secara keseluruhan, hasil ini menegaskan bahwa interaksi antara senyawa aktif 

dan sistem nanodelivery, termasuk jenis eksipien yang digunakan, secara signifikan menentukan profil aktivitas 

farmakologis yang dihasilkan [14]. 

Nanoemulsi lebih unggul dalam meningkatkan aktivitas antioksidan melalui peningkatan pelarutan dan luas 

permukaan kontak, sedangkan nanopartikel lebih efektif dalam aktivitas antiinflamasi melalui mekanisme 

pelepasan terkontrol dan efek sinergis kitosan. Temuan ini menunjukkan bahwa desain formulasi harus 

disesuaikan secara rasional dengan tujuan terapeutik yang diinginkan, dengan mempertimbangkan sifat 

fisikokimia senyawa aktif dan karakteristik setiap sistem penghantaran. 

 

5. KESIMPULAN 

a) Ekstrak daun Afrika (Vernonia amygdalina) memiliki rendemen sebesar 13,56% dan kandungan flavonoid 

total sebesar 29,066±0,547 mg QE/g, serta berhasil diformulasikan menjadi sistem nanopartikel dan 
nanoemulsi dengan ukuran partikel dalam rentang nanometer. Formula terbaik nanopartikel (NDA 3) 

memiliki ukuran partikel 91,5±0,74 nm, sedangkan nanoemulsi (NEDA 3) memiliki ukuran 

droplet 71,5±0,70 nm dengan nilai transmitan yang lebih tinggi. 

b) Formulasi nano terbukti mampu meningkatkan aktivitas antioksidan dan antiinflamasi ekstrak daun Afrika 

dibandingkan ekstrak tanpa formulasi. Nanoemulsi menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih baik 

dengan nilai IC₅₀ sebesar 86,697±1,042 ppm, sedangkan nanopartikel menunjukkan aktivitas antiinflamasi 

yang lebih baik dengan nilai IC₅₀ sebesar 229,001±1,229 ppm. 
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