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Abstrak

Penuaan dini merupakan proses degeneratif pada kulit yang dipengaruhi oleh paparan radikal bebas sehingga menyebabkan
penurunan kadar air, elastisitas, serta munculnya pori-pori besar, peningkatan melanin, dan keriput. Minyak zaitun (Olive oil)
mengandung senyawa antioksidan yang berpotensi sebagai bahan aktif anti-aging, namun memiliki keterbatasan penetrasi ke
dalam kulit. Oleh karena itu, formulasi dalam bentuk nanoemulsi diharapkan dapat meningkatkan stabilitas dan efektivitas
penghantaran zat aktif. Penelitian ini bertujuan untuk mengoptimasi dan mengarakterisasi nanoemulsi minyak zaitun sebagai
kandidat skin anti-aging. Optimasi formula dilakukan menggunakan Response Surface Methodology (RSM) dengan perangkat
lunak Design Expert 13 menggunakan dua faktor, yaitu konsentrasi Tween 80 dan PEG 400, serta dua respon berupa pH dan
persen transmitan. Formula optimum selanjutnya dievaluasi meliputi karakteristik fisik, stabilitas, ukuran partikel, indeks
polidispersitas, tipe nanoemulsi, serta aktivitas anti-aging menggunakan Skin Analyzer pada sukarelawan selama empat
minggu. Hasil penelitian menunjukkan formula optimum diperoleh pada konsentrasi Tween 80 sebesar 36,188% dan PEG 400
sebesar 14,734%, dengan nilai pH 6,67 + 0,06 dan persen transmitan 96,9 + 0,67. Formula optimum menunjukkan peningkatan
kadar air sebesar 84,71%, perbaikan pori 86,15%, penurunan melanin 82,72% dan penurunan keriput 80,77%. Analisis statistik
menunjukkan tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara formula optimum dan basis pada seluruh parameter uji (p>0,05),
meskipun secara deskriptif formula optimum memberikan kecenderungan aktivitas anti-aging yang lebih baik. Dengan
demikian, nanoemulsi minyak zaitun berpotensi dikembangkan sebagai kandidat sediaan anfi-aging, meskipun masih
diperlukan penelitian lanjutan untuk meningkatkan efektivitasnya.

Kata kunci: Minyak zaitun; Nanoemulsi; Anti-aging; Box-Behnken Design; Design Expert; Skin Analyzer
Abstract

Premature aging is a degenerative process in the skin affected by exposure to free radicals, causing a decrease in water
content, elasticity, and the appearance of large pores, increased melanin, and wrinkles. Olive oil contains antioxidant
compounds that have the potential as active anti-aging ingredients, but have limited penetration into the skin. Therefore, the
formulation in the form of nanoemulsions is expected to increase the stability and effectiveness of the delivery of active
substances. This study aims to optimize and characterize Olive oil nanoemulsions as candidates for anti-aging skin. Formula
optimization was carried out using Response Surface Methodology (RSM) with Design Expert 13 software using two factors,
namely the concentration of Tween 80 and PEG 400, and two responses in the form of pH and percent transmittance. The
optimum formula was then evaluated including physical characteristics, stability, particle size, polydispersity index,
nanoemulsion type, and anti-aging activity using a Skin Analyzer on volunteers for four weeks. The results showed that the
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optimum formula was obtained at a concentration of Tween 80 of 36.188% and PEG 400 of 14.734%, with a pH value of 6.67
+ (.06 and a transmittance percentage of 96.9 + 0.67. The optimum formula showed an increase in water content of 84.71%,
pore improvement of 86.15%, a decrease in melanin of 82.72% and a decrease in wrinkles of 80.77%. Statistical analysis
showed no significant difference between the optimum and base formulas in all test parameters (p>0.05), although
descriptively the optimum formula tended to have better anti-aging activity. Thus, Olive oil nanoemulsion has the potential to
be developed as a candidate for anti-aging preparations, although further research is still needed to improve its effectiveness.

Keywords: Olive oil; Nanoemulsion; Anti-aging, Box-Behnken Design; Design Expert; Skin Analyzer

1. PENDAHULUAN

Penuaan adalah proses biologis alami yang dialami oleh semua manusia, namun beberapa individu menunjukkan
tanda-tanda penuaan dini sebelum usia kronologis mereka. Kondisi ini dikenal sebagai penuaan dini. Gejala
penuaan dini dapat terlihat pada berbagai organ dalam tubuh manusia, tetapi paling jelas terlihat pada kulit. Tanda-
tanda penuaan pada kulit meliputi pembentukan kerutan, kulit kering, dan munculnya bintik-bintik gelap atau
noda. Penuaan disebabkan oleh kerusakan pada membran sel dan DNA (Deoxyribonucleic Acid) akibat radikal
bebas. Minyak zaitun mempunyai peranan penting dalam industri kosmetik karena diyakini berkhasiat untuk
menjaga kelembapan dan kelembutan kulit, sehingga kulit tetap awet muda. Hal ini dikarenakan sebagian besar
komposisi minyak zaitun mengandung asam lemak tak jenuh, (oleat, linoleat, dan asam linolenat), mikronutrien
vitamin (A, E, dan B-karoten) dan antioksidan fenolik, yaitu hydroxytyrosol, tyrosol, oleuropein, lignan, serta
squalene [1, 2]. Minyak zaitun mengandung senyawa bioaktif, seperti antioksidan dan vitamin E, yang berfungsi
mempertahankan kelembapan serta kesehatan kulit, sehingga berpotensi dimanfaatkan sebagai pengobatan topikal
untuk beragam masalah kulit. Minyak zaitun bertindak sebagai antioksidan karena kandungan polifenolnya. Pada
satu penelitian antioksidan minyak zaitun extra virgin sebagian besar berasal dari senyawa fenolik, yang dapat
menetralkan radikal bebas. Pada penelitian sebelumnya, minyak zaitun extra virgin telah diformulasikan dalam
bentuk nanoemulsi, kemudian diuji stabilitas dan aktivitasnya sebagai agen anti-aging kulit. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa nanoemulsi minyak zaitun extra virgin stabil hingga 12 minggu penyimpanan dan memiliki
aktivitas anti-aging yang baik. Pada saat ini, berbagai produk anti-aging sedang dikembangkan dalam bentuk
nanoemulsi karena sistem ini menawarkan stabilitas tinggi, ukuran tetesan yang sangat kecil, tidak menyebabkan
iritasi, dan mudah diaplikasikan pada kulit [3, 4].

Meskipun minyak zaitun extra virgin memiliki berbagai manfaat biologis, penggunaan minyak dalam sediaan
topikal masih menghadapi beberapa tantangan, seperti sifat hidrofobik yang menyebabkan kelarutan rendah dalam
fase air, penetrasi kulit yang terbatas, serta stabilitas bahan aktif yang dapat menurun selama penyimpanan. Oleh
karena itu, diperlukan suatu sistem penghantaran yang mampu meningkatkan efektivitas dan stabilitas minyak
zaitun sebagai bahan aktif kosmetik. Salah satu pendekatan yang banyak dikembangkan adalah teknologi
nanoemulsi. Nanoemulsi merupakan sistem dispersi minyak dan air dengan ukuran droplet dalam rentang
nanometer yang dapat meningkatkan luas permukaan kontak, memperbaiki distribusi bahan aktif, serta
meningkatkan kemampuan penetrasi melalui lapisan kulit. Sistem ini juga diketahui mampu meningkatkan
stabilitas fisik dan mempertahankan aktivitas biologis senyawa aktif dibandingkan dengan formulasi minyak
konvensional [5, 6].

Dalam pengembangan nanoemulsi, pemilihan komponen formulasi, terutama jenis dan konsentrasi surfaktan serta
kosurfaktan, menjadi faktor penting yang menentukan karakteristik akhir sediaan. Surfaktan nonionik seperti Span
80 dan Tween 80 banyak digunakan dalam formulasi nanoemulsi karena memiliki kemampuan membentuk dan
menstabilkan sistem emulsi dengan toksisitas rendah serta kompatibilitas yang baik terhadap kulit [7]. Optimasi
formulasi menggunakan pendekatan Design Expert atau Response Surface Methodology (RSM) dapat membantu
menentukan komposisi formula terbaik berdasarkan parameter karakteristik fisik seperti ukuran partikel, indeks
polidispersitas, stabilitas, pH, dan persen transmitansi. Oleh karena itu, pengembangan nanoemulsi minyak zaitun
extra virgin sebagai sistem penghantaran bahan aktif anti-aging menjadi strategi potensial untuk menghasilkan
sediaan kosmetik yang lebih efektif, stabil, dan aman digunakan pada kulit [8-10].
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Pada penerapan desain eksperimen statistik dalam formulasi farmasi membantu menganalisis hubungan
antarvariabel dan mengoptimalkan pengembangan sediaan. Penggunaan perangkat lunak Design Expert
memungkinkan perancangan formulasi dan evaluasi parameter dilakukan secara sistematis, efisien, dan akurat.
Response Surface Methodology (RSM) adalah teknik statistik yang diterapkan untuk memodelkan dan
menganalisis sistem di mana responsnya bergantung pada beberapa variabel, dengan tujuan mengidentifikasi
kondisi optimal. Desain yang umum digunakan adalah Box-Behnken Design (BBD), yang lebih efisien karena
tidak memerlukan titik aksial, sehingga memungkinkan jumlah eksperimen yang lebih sedikit namun tetap
menghasilkan model yang akurat. Berdasarkan uraian di atas, penelitian ini bertujuan untuk mengoptimalkan
konsentrasi surfaktan dan ko-surfaktan untuk menghasilkan sediaan nanoemulsi yang stabil dengan
memanfaatkan minyak zaitun (Olive oil) sebagai agen anti-aging. Proses optimasi dilakukan menggunakan
perangkat lunak Design Expert 13 Trial, dengan variabel bebas berupa kombinasi Tween 80 dan PEG 400. Adapun
variabel terikat meliputi uji pH dan persen transmitan. Aktivitas anti-aging akan dievaluasi berdasarkan beberapa
parameter, yaitu kadar air (moisture), ukuran pori (pore), melanin, dan tingkat keriput (wrinkle) menggunakan
alat Skin Analyzer.

2. METODE

Bahan

Bahan meliputi minyak zaitun (Olive oil) yang berasal dari PT. Lansida, Yogyakarta, Indonesia, Tween 80
(Matangi, India), PEG 400 (Petronas, Malaysia), dan BHT (Butylated Hydroxytoluene) (Lanxess, Jerman),
aquadest, larutan standar (buffer) pH 4, pH 7 dan pH 10.

Alat

Alat antara lain timbangan analitik (Shimadzu, Jepang), hot plate (Thermo Scientific, Amerika Serikat), pH meter
(Ohaus ST300, Amerika Serikat), spektrofotometer FT-IR (Shimadzu, Jepang), sentrifugator (Gemmy PLC,
Taiwan), Particle Size Analyzer (HORIBA SZ-100, Jepang), and Skin Analyzer (Aramo, Korea Selatan).

Prosedur

Pemeriksaan fisikokimia minyak zaitun

Pemeriksaan fisikokimia minyak zaitun meliputi uji organoleptik, analisis FTIR, indeks bias, pH, kelarutan dan
bobot jenis. Uji organoleptik dilakukan secara visual dengan mengamati warna, bau, dan bentuk minyak zaitun.
Analisis FTIR dilakukan dengan memasukkan sejumlah minyak zaitun ke dalam wadah sampel pada
spektrofotometer FT-IR, kemudian dilakukan pengukuran spektrum pada bilangan gelombang 4000-400 cm™.
Spektrum yang diperoleh selanjutnya ditampilkan dalam bentuk gambar dan tabel, kemudian diinterpretasikan.
Pengukuran indeks bias dilakukan menggunakan refraktometer yang terlebih dahulu dikalibrasi menggunakan
larutan standar. Selanjutnya, sampel minyak zaitun ditempatkan pada prisma refraktometer dan diukur pada suhu
yang sama dengan suhu kalibrasi. Pengukuran dilakukan sebanyak tiga kali untuk memastikan keakuratan dan
konsistensi hasil [11, 12].

Pengukuran pH dilakukan menggunakan pH meter yang telah dikalibrasi dengan larutan buffer pH 4, pH 7, dan
pH 10. Elektroda dicelupkan ke dalam sampel hingga diperoleh nilai pH yang konstan. Pengukuran dilakukan
sebanyak tiga kali untuk memastikan keakuratan dan konsistensi hasil. Pemeriksaan kelarutan dilakukan dengan
memasukkan 1 g minyak zaitun ke dalam erlenmeyer, kemudian ditambahkan n-heksan sambil mencatat volume
pelarut yang digunakan hingga sampel larut. Pengukuran bobot jenis dilakukan menggunakan piknometer pada
suhu ruang (25°C). Piknometer yang bersih dan kering terlebih dahulu ditimbang (A), kemudian diisi penuh
dengan air dan ditimbang kembali (A1). Setelah air dikosongkan dan piknometer dibersihkan, piknometer diisi
penuh dengan minyak zaitun dan ditimbang kembali (A2) [13, 14]. Bobot jenis dihitung menggunakan persamaan:

. A2A
Bobot Jenis: X )

Rumus (1). Perhitungan Bobot Jenis
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Penentuan batas bawah dan batas bawah konsentrasi surfaktan dan ko-surfaktan

Tahap ini dilakukan untuk menentukan rentang konsentrasi yang sesuai dari Tween 80 dan PEG 400, yang
berfungsi sebagai sistem surfaktan dan ko-surfaktan untuk formulasi nanoemulsi. Batas atas dan bawah
konsentrasi Tween 80 (35%-45%) dan PEG 400 (14%-24%) ditentukan berdasarkan penelitian sebelumnya.

Pembuatan sediaan nanoemulsi minyak zaitun

Nanoemulsi dibuat menggunakan fase air terdiri dari BHT yang dilarutkan dengan aquadest, kemudian secara
manual mengaduk fase air dengan batang pengaduk. Larutan kemudian dipanaskan diatas /ot plate, didinginkan
dan disaring (Campuran a). Selanjutnya minyak zaitun dilarutkan dengan sebagian PEG 400 (Campuran b).
Masukkan campuran a kedalam beaker glass yang berisi Tween 80, kemudian aduk menggunakan batang
pengaduk. Masukkan campuran b kedalam beaker glass yang berisi Tween 80 dan campuran a, lalu aduk
menggunakan magnetic stirer dengan kecepatan 450 rpm dalam waktu 15 menit [2, 8].

Optimasi sediaan nanoemulsi minyak zaitun

Pengaruh konsentrasi surfaktan dan ko-surfaktan pada formulasi nanoemulsi dievaluasi menggunakan Box-
Behnken (BBD). Hubungan antara dua faktor yang dioptimalkan (Tween 80 dan PEG 400) dan variabel respon
uji transmitansi (90%-100%) dan uji pH (4,5-7,0). Pengujian variabel respon dilakukan pada 17 formula, dan
hasilnya dianalisis menggunakan perangkat lunak Design Expert versi 13. Formula optimum ditentukan
berdasarkan nilai desirabilitas tertinggi (1,0) [2, 8].

Verifikasi formula optimum nanoemulsi minyak zaitun

Verifikasi ormula optimum dilakukan dengan menyiapkan nanoemulsi berdasarkan formula hasil optimasi
menggunakan perangkat lunak Design Expert, kemudian mengukur respon pH dan persen transmitan. Hasil
pengujian dibandingkan dengan nilai prediksi dari perangkat lunak untuk menentukan tingkat kesesuaian formula.
Formula optimum dipilih berdasarkan nilai desirability (1,0) yang berarti memenuhi kriteria. Formula dinyatakan
valid apabila memiliki nilai prediction error <10% [15].

Evaluasi dan uji aktivitas sediaan nanoemulsi minyak zaitun

Evaluasi sediaan nanoemulsi minyak zaitun dilakukan selama 4 minggu pada suhu ruang 25°C. Adapun evaluasi
yang akan dilakukan yaitu uji organoleptis, uji pH, uji sentrifugasi, uji cycling test, pemeriksaan persen transmitan,
pemeriksaan ukuran partikel dan indeks polidispersitas, analisis tipe emulsi serta analisis data [16].

Uji pH

Pemeriksaan pH dilakukan dengan menggunakan alat pH meter, elektroda dicelupkan kedalam sampel pada suhu
ruang (25°C), pada layar pH meter ditunjukkan hasil pengukuran berupa angka. Uji pH untuk menentukan
keasaman sediaan nanoemulsi, obat topikal harus memiliki kisaran. Hasil pengukuran pH diharapkan sesuai
dengan pH kulit yaitu berkisar 4,5-7,0 [17].

Uji sentrifugasi

Sediaan nanoemulsi dimasukkan kedalam eppendorf sebanyak 1,5 mL, kemudian di sentrifugasi selama 30 menit
kecepatannya 3000-4000 rpm dalam waktu 30 menit pada awal pengamatan setelah sediaan dibuat. Persyaratan
uji sentrifugasi memastikan sediaan nanoemulsi stabil tanpa pemisahan fase [18].

Uji cycling test

Evaluasi cycling test ini bertujuan untuk mengevaluasi shelf-life (umur simpan) dari sediaan. Pengujian stabilitas
menggunakan metode cycling test yaitu dengan menyimpan sediaan pada suhu 4°C selama 48 jam, kemudian
dipindahkan ke suhu 45°C selama 48 jam (1 siklus). Setelah itu dilanjutkan sampai enam siklus selesai, dilihat
ada tidaknya pemisahan fase yang terjadi [20].
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Pemeriksaan persen transmitan

Pengujian persen transmitan dilakukan dengan menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis. Sebanyak 50 pl
sampel nanoemulsi dilarutkan ke dalam 5 ml aquadest hingga homogen. Kemudian, masukkan ke dalam kuvet
dan diukur pada panjang gelombang 650 nm. Nilai persen transmitan 90-100% menunjukkan larutan jernih dan
stabil [19].

Pemeriksaan ukuran partikel dan indeks polidispersitas

Pemeriksaan dilakukan dengan menggunakan particle size analyzer (PSA). Sejumlah 10 ml sampel nanoemulsi
dimasukkan ke dalam kuvet yang kemudian dilakukan analisis menggunakan menu particle size hingga diperoleh
nilai ukuran partikel dan indeks polidispersitas. Ukuran partikel yang memenuhi persyaratan nanoemulsi yaitu
10-200 nm. Sedangkan, Indeks polidispersitas yang baik yaitu 0,5 menunjukkan bahwa distribusi globul tidak
seragam. Jika nilai semakin rendah atau mendekati 0, maka ukuran droplet semakin homogen [20].

Analisis tipe emulsi

Pemeriksaan tipe nanoemulsi dilakukan dengan menambahkan zat warna metilen blue, ke permukaan sediaan di
atas kaca objek. Jika nanoemulsi merupakan tipe minyak dalam air, metilen blue akan larut dan menyebar merata
ke seluruh bagian air. Sebaliknya, jika nanoemulsi termasuk tipe air dalam minyak, partikel-partikel metilen blue
akan berkumpul di permukaan [1, 17].

Pengujian aktivitas anti-aging nanoemulsi minyak zaitun

Pengujian aktivitas anti-aging dilakukan terhadap 3 orang sukarelawan berusia 25-30 tahun yang tidak
menggunakan sediaan anti-aging lain dan memiliki aktivitas harian yang serupa. Kondisi awal kulit pada bagian
punggung tangan diukur menggunakan Skin Analyzer meliputi kadar air (moisture), ukuran pori (pore), melanin,
dan kerutan (wrinkle). Selanjutnya, nanoemulsi dioleskan secara merata pada punggung tangan sebanyak 2 kali
sehari yaitu pada pagi dan malam hari selama 4 minggu. Evaluasi kondisi kulit dilakukan pada minggu ke-0, 1, 2,
3, dan 4 menggunakan alat Skin Analyzer untuk menilai perubahan pada setiap parameter [7, 21].

Analisis data

Data uji diolah dengan software Design Expert versi 13 untuk mendapatkan formula yang optimum dari optimasi
formula berdasarkan parameter uji pH dan persen transmitan. Data disajikan untuk menyimpulkan pengaruh
perbedaan konsentrasi pada penggunaan variasi konsentrasi Smix (Tween 80 dan PEG 400) dalam sediaan
nanoemulsi minyak zaitun. Kemudian formula optimum diuji terhadap aktivitas anti-aging dan dianalisis dengan
statistik One Way ANOVA [22].

3. HASIL

Pemeriksaan fisikokimia minyak zaitun

Pemeriksaan fisikokimia minyak zaitun meliputi uji organoleptik, pH, kelarutan, analisis FT-IR, bobot jenis, dan
indeks bias. Hasil pengujian organoleptik menunjukkan bahwa minyak zaitun berbentuk cair, berwarna hijau
kekuningan, dan memiliki bau khas minyak. Nilai pH yang diperoleh sebesar 4,66, sedangkan uji kelarutan
menunjukkan bahwa minyak zaitun larut dalam n-heksan, Tween 80, dan PEG 400. Hasil analisis FT-IR
mengidentifikasi gugus fungsi khas penyusun minyak zaitun, yaitu gugus C-H alkana, C=0 ester, dan C-O ester
yang mengindikasikan keberadaan komponen trigliserida. Selain itu, hasil pengujian bobot jenis berada pada
rentang 0,869-0,8969 g/cm?, sedangkan indeks bias sebesar 1,463. Kedua parameter tersebut memenuhi
persyaratan mutu minyak zaitun berdasarkan rentang yang telah ditetapkan [12].

Analisis FTIR

Analisis spektroskopi FT-IR minyak zaitun menunjukkan pita serapan yang karakteristik untuk gugus fungsional
utama yang diharapkan dalam matriks lipid kaya triasilgliserol. Vibrasi ulur C—H metilen simetris dan asimetris
yang kuat pada 2921,94 dan 2852,61 cm™ konsisten dengan rantai hidrokarbon alifatik panjang dari asam lemak
penyusunnya, terutama asam oleat (C18:1) dan asam linoleat (C18:2), yang secara kolektif mendominasi
komposisi asam lemak minyak zaitun. Serapan karbonil yang intens pada 1744,73 cm™' mengkonfirmasi
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keberadaan ikatan ester yang khas dari arsitektur gliserol triester (triasilgliserol). Pita pada 1463,83 dan 1377,34
cm™ berturut-turut bersesuaian dengan deformasi gunting CH: dan tekuk simetris CHs, yang merupakan ciri
umum material kaya lipid dengan rangkaian metilen yang panjang. Serapan pada 1243,68 cm™ ditetapkan sebagai
vibrasi ulur C-O-C asimetris dari gugus ester, sedangkan pita pada 1160,77 dan 1115,74 cm™ masing-masing
dapat diatribusikan pada moda ulur C-O ester dan ulur simetris C—-O—C yang secara kolektif membentuk sidik
jari sistem ester minyak nabati tak jenuh ganda. Pita pada 721,91 cm™! mencerminkan vibrasi goyang dalam bidang
dari rantai metilen yang mengandung empat atau lebih unit -CH>— berurutan, yang merupakan ciri khas ester asam
lemak rantai panjang. Secara keseluruhan, profil FT-IR ini sepenuhnya sesuai dengan karakteristik spektral yang
terdokumentasi untuk minyak zaitun murni ekstra (extra-virgin olive oil) dan mengkonfirmasi integritas kimiawi
sampel sebelum dilanjutkan ke tahap formulasi nanoemulsi [23, 24] (Gambar 1).

FTIR result of Olive Oil
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Gambear 1. Hasil analisis FTIR minyak zaitun (Olea europaea L)

Optimasi sediaan nanoemulsi minyak zaitun

Penentuan batas atas dan batas bawah konsentrasi surfaktan (Tween 80) dan ko-surfaktan (PEG 400) dilakukan
berdasarkan hasil trial and error untuk memperoleh rentang formulasi yang mampu membentuk nanoemulsi.
Rentang konsentrasi tersebut kemudian digunakan sebagai variabel pada proses optimasi menggunakan metode
Box-Behnken Design (BBD) dalam perangkat lunak Design Expert, sehingga dihasilkan 17 formula rekomendasi
yang selanjutnya dievaluasi berdasarkan respon pH dan persen transmitan [8] (Tabel 1).

Tabel 1. 17 Formula Rekomendasi dan Hasil Evaluasi Terhadap Respon

Run Minyak Faktor 1: Faktor 2: Respon 1: Respon 2:
zaitun (%) Tween 80 (%) PEG 400 (%) Persen transmitan (%) pH
1 5 40 14 99,7 7,96
2 5 45 19 99,5 7,21
3 5 40 24 95,3 6,71
4 5 40 19 100 7,68
5 5 45 14 100,2 7,96
6 5 35 19 98,8 7,96
7 5 40 24 99,3 7,96
8 5 35 14 98,4 7,74
9 5 40 19 99,3 7,96
10 5 40 19 98,9 7,68
11 5 35 24 99,0 6,71
12 5 35 19 94,2 7,49
13 5 40 14 96,8 8,05
14 5 45 19 99,5 7,96
15 5 45 24 96 8,05
16 5 40 19 97,2 7,21
17 5 40 14 7.85 100.3

141



Jurnal Farmasimed (JFM), Volume 9, Nomor 1, Tahun 2026

Berdasarkan hasil optimasi menggunakan perangkat lunak Design Expert, formula optimum diperoleh pada nilai
desirability tertinggi, yaitu 1,0, dengan komposisi Tween 80 (35%) dan PEG 400 (14%). Formula tersebut
diprediksi menghasilkan pH sebesar 6,82 dan persen transmitan sebesar 99,5%, yang keduanya berada dalam
rentang yang diharapkan untuk menghasilkan nanoemulsi kosmetik yang stabil dan sesuai untuk aplikasi pada
kulit. Pola tersebut divisualisasikan melalui contour plot 2D dan 3D (Gambar 2).

a)

Desrabiity 100

b)

Gambar 2. (a,b) Contour plot 2D dan 3D desirabilitas; (c,d) Contour plot 2D dan 3D pH;
dan (e,f) Contour plot 2D dan 3D persen transmitan

Verifikasi formula optimum nanoemulsi minyak zaitun

Verifikasi formula optimum dilakukan dengan membandingkan nilai prediksi dari perangkat lunak Design Expert
terhadap hasil pengujian pH dan persen transmitan. Hasil menunjukkan bahwa formula optimum memiliki
prediction error <10%, sehingga dinyatakan valid. Data lengkap hasil verifikasi disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Verifikasi Formula Optimum Nanoemulsi Minyak Zaitun

Nilai Evaluasi Formula % Prediksi
Variabel Respon Rata-Rata+SD
Prediksi Rep 1 Rep 2 Rep 3 Error
Persen
99,2 97,7 96,5 96,6 96,9 + 0,67 2,31
Transmitan (%)
Uji pH 6,96 6,63 6,65 6,75 6,67 + 0,06 4,16

Evaluasi sediaan nanoemulsi minyak zaitun

Uji pH

Hasil pengukuran pH nanoemulsi minyak zaitun formula optimum selama 4 minggu penyimpanan pada suhu
ruang menunjukkan adanya penurunan nilai pH pada setiap minggu pengamatan. Nilai pH pada minggu pertama
sebesar 6,68 £ 0,06, kemudian menurun menjadi 6,39 £ 0,02 pada minggu kedua, 6,19 + 0,03 pada minggu ketiga,
dan 6,00 + 0,03 pada minggu keempat [25].

Uji sentrifugasi

Hasil evaluasi stabilitas sentrifugasi terhadap formula optimum nanoemulsi minyak zaitun menunjukkan bahwa
tidak terjadi pemisahan fase baik sebelum maupun sesudah pengujian. Pengamatan dilakukan secara visual setelah
proses sentrifugasi untuk melihat adanya perubahan fisik pada sediaan [20].
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Uji cycling test

Hasil uji cycling test terhadap formula optimum nanoemulsi minyak zaitun menunjukkan bahwa karakteristik
nanoemulsi dengan bentuk cairan kental, berwarna putih kekuningan, stabil, dengan bau khas minyak zaitun yang
tidak mengalami perubahan selama 6 siklus. Nilai persen transmitan mengalami perubahan selama cycling test,
yaitu sebesar 96,8+0,81; 97,9+0,51; 96,3+0,3; 97,36+0,77; 96,43+0,66 dan 96,4+0,55 pada siklus pertama hingga
keenam.

Pemeriksaan persen transmitan

Hasil pengukuran persen transmitan nanoemulsi minyak zaitun dilakukan sebanyak tiga kali dan diperoleh nilai
isebesar 97,7%, 96,5%, dan 96,6%, dengan rata-rata persen transmitan sebesar 96,93+0,67%. Data tersebut
menunjukkan bahwa nanoemulsi yang dihasilkan memiliki tingkat kejernihan yang tinggi yaitu 90-100% [26].

Pemeriksaan ukuran partikel dan indeks polidispersitas

Pemeriksaan dilakukan dengan menggunakan particle size analyzer (PSA). Adapun hasil pengukuran ukuran
partikel diperoleh nilai rata-rata 13,07+0,15 nm. Sementara itu, hasil pengukuran indeks polidispersitas diperoleh
nilai rata-rata sebesar 0,155+0,019.

Analisis tipe emulsi

Hasil penentuan tipe nanoemulsi menggunakan uji kelarutan metilen biru menunjukkan bahwa formula optimum
larut secara homogen tanpa adanya penggumpalan. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa formula optimum
nanoemulsi minyak zaitun termasuk dalam tipe minyak dalam air (M/A) [27].

Aktivitas sediaan nanoemulsi minyak zaitun

Pengujian aktivitas anti-aging kulit menggunakan Skin Analyzer terhadap 3 orang sukarelawan selama 4 minggu
menunjukkan bahwa nanoemulsi minyak zaitun memberikan peningkatan pada seluruh parameter yang diamati,
yaitu kadar air, pori, melanin, dan keriput. Pada akhir periode pengamatan, formula optimum menunjukkan
peningkatan kadar air kulit sebesar 84,71%, lebih tinggi dibandingkan basis nanoemulsi yang mencapai 79,37%.
Perbaikan ukuran pori juga lebih besar pada formula optimum dengan nilai 86,15% dibandingkan basis sebesar
81,38%. Pada parameter melanin, formula optimum menunjukkan penurunan sebesar 82,72%, lebih tinggi
dibandingkan basis yang mencapai 70,52%. Sementara itu, parameter keriput menunjukkan penurunan sebesar
80,77% pada formula optimum dibandingkan basis nanoemulsi sebesar 73,84%. Hasil lengkap evaluasi aktivitas
anti-aging kulit terhadap 4 parameter pada basis nanoemulsi dan formula optimum disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Aktivitas Anti-Aging Formula Optimum

Parameter Formula Persen pemulihan (%)
. Basis 79,37
Kadar Air Formula Optimum 84,71
Pori Basis 81,38
Formula Optimum 86,15
Melanin Basis 70,52
Formula Optimum 82,72
. Basis 73,84
Keriput Formula Optimum 80,77

Analisis data

Hasil uji normalitas dan homogenitas, seluruh data untuk parameter kadar air, pori, melanin, dan keriput
menunjukkan sebaran normal serta varians yang homogen, sehingga memenuhi syarat untuk dilakukan analisis
One Way ANOVA. Hasil analisis menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara formula
optimum dan basis pada masing-masing parameter, ditunjukkan oleh nilai signifikansi (p>0,05) yaitu 0,337 untuk
kadar air (moisture), 0,405 untuk pori (pore), 0,393 untuk melanin, dan 0,381 untuk keriput (wrinkle).
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4. PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan untuk mengoptimasi dan mengkarakterisasi nanoemulsi minyak zaitun ( Olive oil) sebagai
kandidat skin anti-aging. Minyak zaitun dipilih karena mengandung senyawa bioaktif seperti antioksidan dan
vitamin E yang berperan dalam menjaga kelembapan serta kesehatan kulit. Pengembangan minyak zaitun dalam
bentuk nanoemulsi bertujuan untuk meningkatkan stabilitas dan mendukung penetrasi senyawa aktif ke dalam
kulit sehingga dapat meningkatkan aktivitas anti-aging [28]. Sebelum dilakukan formulasi, minyak zaitun terlebih
dahulu dikarakterisasi untuk memastikan mutu bahan aktif yang digunakan. Hasil pemeriksaan menunjukkan
bahwa minyak zaitun memiliki bentuk cair, warna kuning kehijauan, bau khas minyak zaitun, dengan nilai pH
4,66. Hasil kelarutan menunjukkan bahwa minyak zaitun larut dalam n-heksan dan Tween 80, namun sukar larut
dalam PEG 400. Karakteristik tersebut sesuai dengan sifat minyak zaitun yang bersifat lipofilik [29].

Hasil analisis FT-IR menunjukkan adanya gugus fungsi C—H alifatik, C=0 ester, dan C—O ester yang merupakan
karakteristik penyusun trigliserida dalam minyak zaitun. Keberadaan gugus tersebut menunjukkan bahwa
komponen utama minyak zaitun masih teridentifikasi dengan baik. Karakterisasi fisikokimia juga dilakukan
melalui pengujian bobot jenis dan indeks bias. Hasil bobot jenis menunjukkan nilai yang masih memenuhi
persyaratan mutu minyak zaitun berdasarkan Farmakope Indonesia edisi VI. Selain itu, nilai indeks bias yang
diperoleh juga berada dalam rentang yang sesuai. Hasil tersebut menunjukkan bahwa minyak zaitun yang
digunakan memiliki karakteristik mutu yang sesuai untuk diformulasikan sebagai bahan aktif nanoemulsi [23,
24].

Analisis spektroskopi FT-IR minyak zaitun menunjukkan pita serapan yang karakteristik untuk gugus fungsional
utama dalam matriks lipid kaya triasilgliserol, meliputi vibrasi ulur C—H metilen simetris dan asimetris pada
2921,94 dan 2852,61 cm™ yang konsisten dengan rantai hidrokarbon alifatik panjang dari asam oleat (C18:1) dan
asam linoleat (C18:2) sebagai asam lemak dominan, serapan karbonil intens pada 1744,73 cm™ yang
mengkonfirmasi keberadaan ikatan ester triasilgliserol, deformasi CH> dan CHs pada 1463,83 dan 1377,34 cm™,
vibrasi ulur C-O-C asimetris pada 1243,68 cm™, serta pita C—O ester dan C—O—C simetris pada 1160,77 dan
1115,74 cm™ yang secara kolektif membentuk sidik jari sistem ester minyak nabati tak jenuh ganda, dan pita
goyang metilen pada 721,91 cm™ yang khas untuk ester asam lemak rantai panjang. Ketiadaan pita serapan
anomali seperti serapan lebar pada 3200-3600 cm™ yang mengindikasikan oksidasi berlebih atau pergeseran
signifikan pada pita karbonil akibat hidrolisis mengkonfirmasi integritas kimiawi sampel sebelum formulasi.
Profil FT-IR ini sepenuhnya sesuai dengan karakteristik spektral minyak zaitun berkualitas tinggi dan mendukung
penggunaannya sebagai fase minyak dalam nanoemulsi topikal anti-penuaan, mengingat dominansi asam oleat
berperan sebagai peningkat penetrasi kulit melalui fluidisasi lipid bilayer stratum korneum, sehingga dapat
memfasilitasi pengiriman konstituen aktif antioksidan ke lapisan dermis yang lebih dalam [23, 24].

Optimasi formula nanoemulsi dilakukan menggunakan Design Expert versi 13 dengan metode Box-Behnken
Design (BBD), dimana Tween 80 dan PEG 400 digunakan sebagai variabel bebas dengan respon pH dan persen
transmitan. Metode BBD dipilih karena mampu menentukan formula optimum dengan jumlah percobaan yang
lebih efisien [11]. Tween 80 digunakan sebagai surfaktan karena memiliki sifat nonionik dan nilai HLB tinggi
yang sesuai untuk pembentukan nanoemulsi minyak dalam air (M/A), sedangkan PEG 400 berperan sebagai ko-
surfaktan dalam membantu menurunkan tegangan antarmuka dan meningkatkan kestabilan sistem. Nilai pH dan
persen transmitan digunakan sebagai parameter optimasi karena berkaitan dengan karakteristik dan kualitas
nanoemulsi. Nilai pH menjadi parameter penting untuk memastikan kesesuaian sediaan dengan kondisi kulit,
dimana rentang pH 4,5-7,0 dianggap sesuai untuk penggunaan topikal. Sementara itu, persen transmitan
digunakan untuk menggambarkan kejernihan sistem, dimana nilai yang tinggi menunjukkan ukuran droplet kecil
dan distribusi partikel yang lebih homogen [1, 12].

Hasil optimasi menunjukkan adanya pengaruh kombinasi Tween 80 dan PEG 400 terhadap respon yang diamati.
Peningkatan konsentrasi Tween 80 cenderung memengaruhi nilai pH, sedangkan peningkatan PEG 400 berperan
terhadap peningkatan persen transmitan. Hubungan antara faktor dan respon terlihat melalui contour plot 2D dan
response surface 3D yang menggambarkan area kombinasi formula dengan karakteristik optimum. Formula
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optimum ditentukan berdasarkan nilai desirability tertinggi. Formula dengan nilai desirability sebesar 1,0 dipilih
karena mampu memenubhi kriteria respon yang telah ditetapkan. Hasil verifikasi menunjukkan bahwa nilai aktual
pH dan persen transmitan memiliki kesesuaian dengan nilai prediksi dari perangkat lunak dengan prediction error
kurang dari 10%, sehingga formula optimum dinyatakan valid [18, 19].

Evaluasi karakteristik fisik nanoemulsi dilakukan untuk mengetahui kestabilan dan kesesuaian sistem yang telah
diperoleh. Hasil uji sentrifugasi menunjukkan bahwa formula optimum tidak mengalami pemisahan fase setelah
pengujian. Hal ini menunjukkan bahwa sistem nanoemulsi mampu mempertahankan kestabilan fisiknya terhadap
pemberian gaya sentrifugal. Pengujian sentrifugasi digunakan untuk mempercepat kemungkinan terjadinya
pemisahan fase akibat perbedaan massa jenis antar komponen dalam sistem. Stabilit as fisik nanoemulsi juga
dievaluasi melalui uji cycling test dengan pemberian perubahan suhu secara berulang. Hasil pengamatan
menunjukkan bahwa formula optimum tetap mempertahankan karakteristik organoleptik berupa bentuk cairan
kental, warna kuning, bau khas minyak zaitun, serta tidak mengalami pemisahan fase selama pengujian. Stabilitas
organoleptik yang tetap terjaga menunjukkan bahwa sistem nanoemulsi mampu mempertahankan karakteristik
fisiknya selama kondisi penyimpanan dengan perubahan suhu [1, 17].

Penentuan tipe nanoemulsi menggunakan metode metilen biru menunjukkan bahwa formula optimum dapat
melarut secara homogen tanpa terbentuknya gumpalan. Hasil tersebut menunjukkan bahwa nanoemulsi minyak
zaitun termasuk dalam tipe minyak dalam air (M/A). Tipe nanoemulsi ini lebih sesuai untuk sediaan topikal karena
memiliki karakteristik yang mudah diaplikasikan dan memberikan kenyamanan penggunaan pada kulit. Hasil
pengukuran persen transmitan menunjukkan nilai yang tinggi pada formula optimum nanoemulsi minyak zaitun.
Nilai transmitan yang tinggi menunjukkan bahwa sistem memiliki kejernihan yang baik akibat terbentuknya
droplet berukuran kecil sehingga hamburan cahaya dapat diminimalkan. Karakteristik tersebut merupakan salah
satu indikator keberhasilan pembentukan sistem nanoemulsi [30].

Pengujian ukuran partikel menunjukkan bahwa formula optimum memiliki ukuran dalam rentang nano. Ukuran
partikel yang kecil menunjukkan bahwa kombinasi Tween 80 dan PEG 400 mampu membentuk sistem dengan
droplet berukuran kecil. Tween 80 berperan dalam menurunkan tegangan antarmuka antara fase minyak dan air,
sedangkan PEG 400 membantu meningkatkan fleksibilitas lapisan antarmuka sehingga mencegah penggabungan
kembali droplet. Hasil ini sesuai dengan penelitian Shabrina dan Khansa (2022) yang melaporkan bahwa
kombinasi Tween 80 dan PEG 400 mampu menghasilkan nanoemulsi dengan ukuran partikel kurang dari 20 nm.
Selain ukuran partikel, nilai indeks polidispersitas (PDI) digunakan untuk mengetahui keseragaman distribusi
ukuran droplet dalam sistem nanoemulsi. Nilai PDI yang diperoleh menunjukkan bahwa formula optimum
memiliki distribusi ukuran partikel yang homogen. Nilai PDI yang rendah menunjukkan distribusi ukuran partikel
yang lebih seragam sehingga sistem lebih stabil terhadap kemungkinan terjadinya agregasi maupun perubahan
ukuran partikel selama penyimpanan [7, 9, 17].

Aktivitas anti-aging nanoemulsi minyak zaitun dievaluasi menggunakan Skin Analyzer dengan parameter kadar
air (moisture), pori (pore), melanin, dan keriput (wrinkle) selama 4 minggu. Hasil pengamatan menunjukkan
bahwa formula optimum memberikan kecenderungan perbaikan pada seluruh parameter dibandingkan dengan
basis nanoemulsi. Pada parameter kadar air (moisture), formula optimum menunjukkan peningkatan kelembapan
kulit yang lebih tinggi dibandingkan basis. Hal ini menunjukkan bahwa nanoemulsi minyak zaitun mampu
membantu mempertahankan hidrasi kulit [31]. Kandungan minyak zaitun yang memiliki sifat emolien serta
ukuran partikel nano yang kecil dapat mendukung distribusi bahan aktif pada permukaan kulit sehingga berpotensi
meningkatkan efek pelembapan. Pada parameter pori (pore), formula optimum menunjukkan kecenderungan
perbaikan ukuran pori yang lebih besar dibandingkan basis. Perubahan tersebut berkaitan dengan peningkatan
kondisi hidrasi kulit yang dapat membantu memperbaiki tampilan permukaan kulit. Parameter melanin
menunjukkan adanya penurunan jumlah noda kulit setelah penggunaan nanoemulsi [3, 13, 14]. Efek tersebut
diduga berkaitan dengan kandungan senyawa antioksidan dalam minyak zaitun yang mampu membantu
melindungi kulit dari pengaruh radikal bebas. Senyawa polifenol dalam minyak zaitun memiliki aktivitas
antioksidan yang berperan dalam mengurangi kerusakan oksidatif pada kulit. Pada parameter keriput (wrinkle),
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formula optimum juga menunjukkan kecenderungan penurunan tingkat keriput dibandingkan basis. Aktivitas
antioksidan dari komponen minyak zaitun berpotensi membantu melindungi komponen struktural kulit dari
kerusakan akibat radikal bebas sehingga mendukung proses pencegahan tanda-tanda penuaan [ 15, 28].

Hasil analisis statistik menggunakan One Way ANOVA menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang
signifikan antara basis nanoemulsi dan formula optimum pada parameter kadar air, pori, melanin, dan keriput
(p>0,05). Meskipun demikian, hasil deskriptif menunjukkan bahwa formula optimum memiliki kecenderungan
memberikan perbaikan kondisi kulit yang lebih baik dibandingkan basis. Perbedaan yang belum signifikan secara
statistik dapat dipengaruhi oleh jumlah sukarelawan yang terbatas, variasi respon individu, serta durasi
penggunaan selama empat minggu.

5. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, optimasi nanoemulsi minyak zaitun menggunakan Response Surface Methodology
dengan bantuan perangkat lunak Design Expert menghasilkan formula optimum dengan konsentrasi Tween 80
sebesar 36,188% dan PEG 400 sebesar 14,734%. Formula optimum tersebut menghasilkan karakteristik pH
dengan nilai rata-rata 6,67+0,06 dan persen transmitan sebesar 96,9+0,67. Formula optimum menunjukkan
potensi aktivitas sebagai anti-aging berdasarkan peningkatan rata-rata parameter kadar air sebesar 84,71%, pori
sebesar 86,15%, melanin sebesar 82,72%, dan keriput sebesar 80,77%. Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa
tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara formula optimum dan basis terhadap seluruh parameter anti-aging
yang diuji (p>0,05). Meskipun demikian, secara deskriptif formula optimum menunjukkan kecenderungan
memberikan peningkatan aktivitas anti-aging yang lebih baik dibandingkan basis pada seluruh parameter
pengujian. Oleh karena itu, minyak zaitun (Olive o0il) tetap memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai bahan
aktif kandidat sediaan anti-aging, meskipun perbedaan efektivitas dibandingkan basis belum menunjukkan
perbedaan yang signifikan secara statistik.
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