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BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini bersifat eksperimental. Sampel yang digunakan adalah minyak sawit olein merah. Penelitian meliputi perolehan sampel,formulasi sediaan nanoemulsi minyak sawit olein merah, uji mutu fisik sediaan nanoemulsi, uji iritasi, serta uji aktvitas anti-aging. 

3.1.1 
Variabel Penelitian 
Dalam penelitian ini terdapat dua variabel yaitu variabel bebas dan variabel terikat.Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi minyak sawit olein merah dalam sediaan nanoemulsi. Variabel terikat pada penelitian ini adalah karakteristik fisik, uji iritasi dan uji efektivitas Anti-aging dalam sediaan nanoemulsi. 
3.1.2  
Parameter Penelitian 
Parameter penelitian ini meliputi pengujian karakteristik fisik sediaan yaitu: pengamatan organoleptis, pemeriksaan tipe nanoemulsi, pengukuran pH, penentuan viskositas, penentuan ukuran partikel nanoemulsi, serta uji iritasi dan uji efektivitas Anti-aging.
3.2 Jadwal dan Lokasi Penelitian
3.2.1

Jadwal Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada bulan Februari sampai dengan  Juni  2024.

3.2.2 
Lokasi Penelitian
Formulasi nanoemulsi serta uji karakteristik fisik sediaan nanoemulsi dilakukan di Laboratorium Farmasi Terpadu Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah Medan, Ultrasonik Homogenizer dilakukan di Laboratorium NRELAB Ringroad Medan, penentuan ukuran partikel dengan menggunakan alat Particle Size Analyzer (PSA) dilakukan di Laboratorium Nanomedicin Universitas Sumatera Utara.
3.3  Bahan-bahan 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah minyak sawit olein merah, tween 80, larutan sorbitol 60, metilparaben, propilparaben, aquadestilata.
3.4  Peralatan 
Alat-alat yang digunakan antara lain: gelas laboratorium (gelas ukur, beaker gelass), cawan penguap, batang pengaduk, kaca objek, timbangan analitik (Satorius), magnetic stirrer, hot plate, stopwatch, Ph elektroda (milwaukee), viskometer (​B-ONE PLUS), ultrasonic homogenizer, particle size analyzer (PSA), skin analyzer  (Super Cam),. 
3.5  Perolehan Sampel
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah minyak sawit olein merah sebanyak 1 liter. Sampel diperoleh dari Distributor Eteris Nusantara, yang diproduksi sesuai paten sederhana, Playen, Yogyakarta.
3.6 Sukarelawan 
Pemilihan 6 orang sukarelawan berdasarkan kriteria inklusi antara lain (Ditjen POM, 1985b) :

1. Wanita  usia  30 – 35  tahun
2. Menandatangani surat pernyataan responden
3. Tidak memiliki riwayat alergi pada kulit 
4. Sukarelawan bersedia mengikuti penelitian sampai selesai dan bersedia dilakukan uji iritasi dan uji efektivitas sediaan nanoemulsi.
Pemilihan umur sukarelawan bedasarkan penelitian (Rizkyah et al., 2023) yang mengatakan bahwa Penuaan dini secara umum didefinisikan dengan proses penuaan kulit yang lebih cepat dari waktunya yang ditandai dengan munculnya keriput wajah, kusam, dan warna kulit yang berbeda ketika memasuki umur 30 an, sehingga mengakibatkan tubuh kehilangan fungsi dan kemampuannya lebih cepat dari keadaan normal.
3.7  Formulasi Sediaan Nanoemulsi Anti-aging 

Pembuatan nanoemulsi melalui beberapa tahap percobaan pendahuluan untuk mendapatkan formulasi yang tepat sehingga membentuk sediaan nanoemulsi yang stabil. 
Tabel 3.1 Formula Sediaan Nanoemulsi (Arifianti, 2012)
	Komposisi
	Formula nanoemulsi (g)

	
	Blangko
	F1
	F2

	Minyak sawit olein merah
	-
	15
	25

	Tween 80
	60
	60
	60

	Sorbitol
	30
	30
	30

	Metil Paraben
	0,1
	0,1
	0,1

	Propil Paraben
	0,02
	0,02
	0,02

	Aquades (ad)
	150
	150
	150


Keterangan :
F0: Nanoemulsi tanpa minyak sawit olein merah 0 % (blangko)
F1: Nanoemulsi konsentrasi minyak sawit olein merah  15 %
F2: Nanoemulsi konsentrasi minyak sawit olein merah  25  %

3.8  Prosedur Pembuatan Sediaan Nanoemulsi Minyak Sawit Olein Merah
Berdasarkan Tabel 3.1 disiapkan alat dan bahan yang diperlukan, ditimbang semua bahan sesuai pada Tabel 3.1. Pembuatan Fase minyak yaitu dicampurkan minyak sawit olein merah kedalam larutan sorbitol dibeaker gelas lalu diaduk homogen dengan bantuan magnetic stirrer dengan kecepatan 1500 rpm selama 30 menit.

Selanjutnya pembuatan Fase air yaitu dipanaskan aquadest didalam beaker gelas di atas hotplate, kemudian dilarutkan metil paraben dan propil paraben kedalam aquadest yang telah panas aduk hingga larut sempurna. Selanjutnya larutan didinginkan dan Tween 80 yang telah ditimbang dimasukkan ke dalam fase air dilarutkan sampai homogen dengan bantuan magnetic stirrer dengan kecepatan 1500 rpm selama 30 menit. 
Kemudian masukkan fase minyak kedalam fase air dengan menggunakan pipet tetes  dengan cara meneteskannya sedikit demi sedikit, lalu dihomogenkan kembali menggunakan magnetic stirrer dengan kecepatan 1500 rpm selama 30 menit sampai campuran fase minyak dan fase air larut dengan sempurna dan terbentuk sediaan nanoemulsi yang jernih dan transparan. Selanjutnya sediaan disonikasi dengan alat ultrasonikator kecepatan 500rpm, frekuensi 54 kHz waktu 1 jam (Sumaiyah et al., 2019)
3.9
Evaluasi Karekteristik Fisik Sediaan Nanoemulsi Minyak Sawit Olein Merah
3.9.1 
Uji Organoleptis
Pengujian ini dilakukan dengan pengamatan stabilitas sediaan secara visual. Masing-masing formula dilakukan pengamatan secara visual terhadap warna, bau, dan perubahan bentuk selama 4 minggu dengan pengamatan setiap 1 minggu sekali. Pengamatan ini dilakukan pada nanoemulsi yang disimpan pada suhu kamar (Hakim et al., 2018).
3.9.2
Pemeriksaan Tipe Nanoemulsi
Pemeriksaan tipe nanoemulsi dilakukan dengan menaburkan zat warna larut air, yaitu metilen biru, pada permukaan nanoemulsi di atas kaca objek dan diamati. Jika nanoemulsi merupakan tipe minyak dalam air maka zat warna metilen biru akan melarut didalamnya dan berdifusi merata keseluruh bagian dari air. Jika nanoemulsi merupakan tipe air dalam minyak maka partikel-partikel zat warna metilen biru  akan bergerombol pada permukaannya (Martin et al., 1993).
3.9.3 
Pengukuran pH 
Pengukuran Nilai pH diuji menggunakan pH meter dengan mencelupkan elektroda pH ke dalam larutan sampai menunjukkan angka yang stabil. Sebelum pencelupan, elektroda dibilas terlebih dahulu dengan aquades dan dikeringkan menggunakan tisu kering. Pengukuran PH dilakukan setiap minggu selama 4 minggu (Jusnita et al., 2019).
3.9.4 
Penentuan Viskositas 
Pengukuran nilai viskositas diukur dengan menggunakan alat viscosimeter jenis B – ONE PLUS. Sampel sebanyak 200 ml dimasukkan dalam beaker glass. Kemudian diukur viskositasnya menggunakan spidel no 4 dengan kecepatan 100 rpm selama 30 detik. Pengukuran nilai viskositas dilakukan setiap minggu selama 4 minggu (Subagia et al., 2019).
3.9.5 
Pengujian Distribusi Ukuran Partikel Nanoemulsi 
Pengujian ini dikerjakan dengan menggunakan PSA (Particle Size Analyzer), sebanyak 10 ml  sediaan diambil lalu dimasukkan ke dalam kuvet yang sebelumnya sudah dibersihkan tujuannya agar tidak mempengaruhi hasil analisis yang diperoleh. Kuvet yang telah diisi dengan sediaan lalu dimasukkan ke dalam sampel holder dan dilakukan analisis dengan instrumen. Data yang diperoleh adalah ukuran partikel dan nilai polidispersibilitas (distribusi ukuran partikel)  (Destiyana et al., 2018).
3.10  Pengujian Iritasi Terhadap Sukarelawan
Pengujian iritasi dapat dilakukan dengan menggunakan metode uji tempel (patch test). Uji tempel adalah uji iritasi dan kepekaan kulit yang dilakukan dengan cara dioleskan sediaan nanoemulsi sebanyak 1 tetes pada kulit lengan bagian dalam relawan yang telah ditandai, kemudian ditutup dengan kain kasa dan plester. Pengamatan efek iritasi  dilakukan setelah bahan uji dilepas sebanyak 1 x
24 jam selama 24, 48, dan 72 jam (Iskandar, Dian, et al., 2021).
Pengamatan efek iritasi di lakukan pada jam ke 24 ,48 ,72 setelah bahan uji di lepaskan ini bertujuan untuk mengetahui kemungkinan terjadinya reaksi iritasi kulit yang tertunda, karena kulit dapat menunjukkan reaksi yang kecil atau bahkan tidak menunjukkan reaksi saat kontak pertama dengan bahan kimia tetapi dapat ditunjukan setelahnya oleh bahan iritan tertentu pada 24-72 jam (Tama Octi R. Ramli & Mazaya Fadhila, 2022)
3.11 Uji Efektivitas Anti-Aging Nanoemulsi Minyak Sawit Olein Merah 
Pengujian efektivitas Anti-aging dilakukan terhadap sukarelawan sebanyak 6 orang, yang dibagi ke dalam 3 kelompok. Setiap kelompok terdiri dari 2 orang. Kelompok 1 mendapatkan sediaan nanoemulsi blangko, kelompok 2 mendapatkan sediaan nanoemulsi konsentrasi 15%, dan kelompok 3 mendapatkan sediaan nanoemulsi dengan konsentrasi 25%.

Tabel 3.2 Efektivitas Anti-aging
	Kelompok
	Formula
	Jumlah Sukarelawan

	I
	F0  
	2 

	II
	F I  
	2 

	III
	F II 
	2 


Keterangan :
F0 : Nanoemulsi tanpa minyak sawit olein merah 0 % (blangko)
F1 : Nanoemulsi konsentrasi minyak sawit olein merah  15 %
F2 : Nanoemulsi konsentrasi minyak sawit olein merah25  %
          
Setiap sukarelawan diukur kondisi awal meliputi : kelembaban  (moisture), elastisitas (elasticity), dan hiperpigmentasi (hyperpigmentation), menggunakan alat skin analyzer. Perawatan mulai dilakukan dengan mengaplikasikan sediaan nanoemulsi dipakai 2x sehari yaitu dipagi hari dan dimalam hari sebelum tidur untuk pemakaian selama 4 minggu. Pengaplikasian naoemulsi dilakukan dengan cara dibersihkan terlebih dahulu area punggung tangan, pastikan area punggung tangan dalam keadaan kering, kemudian dioleskan nanoemulsi hingga merata di area punggung tangan, tunggu hingga 20 – 25 menit sampai nanoemulsi menyerap kedalam kulit.
Perubahan kondisi kulit diukur setiap minggu selama 4 minggu dengan menggunakan alat skin analyzer. Bandingkan kondisi kuli awal dan setelah pemakaian sediaan pada masing-masing sukarelawan (Iskandar, Dian, et al., 2021),

