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ABSTRAK

Insomnia merupakan sebuah gangguan tidur yang bisa menimbulkan banyak masalah kesehatan, seperti
menurunnya sistem kekebalan tubuh serta tekanan darah tinggi, sehingga perlu penanganan yang serius.
Penanganan insomnia biasanya dilakukan dengan cara pemberian golongan obat sedatif-hipnotik seperti
benzodiazepin dan barbiturat. Namun, golongan obat tersebut mempunyai efek samping yang berbahaya,
mulai dari mual, sakit kepala ringan hingga vertigo. Penelitian tentang obat insomnia dari bahan alam telah
banyak dilakukan. Salah satunya yaitu mengenai potensi keji beling (Strobilanthes crispa Blume) terhadap
sedatif-hipnotik yang dilakukan secara in silico menggunakan metode molecular docking dan membuktikan
bahwa kandungan d-limonen pada daun keji beling memiliki hasil yang paling baik terhadap aktivitas sedatif-
hipnotik. Penelitian lanjutan ini bertujuan untuk mengetahui keefektifan ekstrak daun keji beling terhadap
efek sedatif-hipnotik pada mencit. Metode yang digunakan adalah fireplace test, dengan parameter pengujian
berupa lamanya waktu mencit untuk keluar dari dalam tabung yang diletakkan di atas penangas, hal ini untuk
mengetahui berapa lama penurunan aktivitas gerak pada mencit. Objek penelitian sebanyak 15 ekor mencit
jantan dibagi menjadi 5 kelompok yaitu, kontrol negatif (akuades), kontrol positif (diazepam 2 mg/70kgBB),
perlakuan dosis | (200 mg/kgBB), dosis 2 (400 mg/kgBB), dan dosis 3 (600 mg/kgBB). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa rata-rata waktu mencit keluar dari tabung pada masing-masing kelompok perlakuan
berturut-turut adalah 5, 120, 87, 118, dan 123 detik. Dari hasil penelitian ini, dosis Il mempunyai efek
sedatif-hipnotik yang lebih baik dari kontrol positif. Dari data yang didapatkan serta analisis ANOVA yang
sudah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa dosis 600 mg/kgBB memiliki efek yang lebih baik jika dibandingkan
dengan kontrol positif yaitu diazepam.

Kata kunci: Fireplace test, insomnia, sedatif-hipnotik, Strobilanthes crispa
ABSTRACT

Insomnia is a sleep disorder that can cause various health problems, so it needs serious treatment. A previous study
on the potential for sedative-hypnotics (Strobilanthes crispa Blume) was conducted in silico using the molecular
docking method and proved that the d-limonene content in keji beling leaves had the best results on sedative-
hypnotic activity. This research is a follow-up study that aims to determine the effectiveness of the keji beling leaf
extract on the sedative-hypnotic effect in mice. The method used is the fireplace test method, with the test
parameter in the form of the length of time the mice try to climb or jump from the tube placed on the bath. The
object of the study were |5 male mice which were divided into 5 groups, namely, negative control group (aquadest),
positive control group (diazepam 2 mg/70kgBW), treatment group at dose | (200 mglkg), dose Il (400 mglkg), and
dose Ill (600 mglkg). The results obtained were analyzed using ANOVA and continued with Duncan's test. The
ANOVA results showed that the Strobilanthes extract had a significant value of p<0.05, which means that there was
an effect of the given extract. Further analysis using Duncan's test in the positive control group with the treatment
group at dose 2 (400 mg/Kg) and dose 3 (600 mg/Kg) showed that the results were not significantly different. This
means that the dose has the same effect when compared to the positive control, namely diazepam.

Keywords: Fireplace test, insomnia, sedative-hypnotic, Strobilanthes crispa

Pendahuluan jarang yang mencari informasi maupun solusinya.

Insomnia merupakan gangguan tidur yang
disebabkan karena psikologis dan fisik secara
signifikan (Alnamer et al. 2012). Seseorang yang
mengalami gangguan tidur seringkali menganggap
lumrah dan remeh pada kebiasaan tersebut dan

Padahal tidur adalah proses otak yang dibutuhkan
seseorang agar bisa berfungsi dengan baik. Risiko
kecelakaan lalu lintas oleh penderita insomnia pun
lebih tinggi daripada yang tidak insomnia. Hal ini
dikemukakan oleh Lin et al. (2021) dimana angka
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risiko kecelakaan lalu lintas pada kelompok usia 18
tahun 1,23 kali lebih tinggi pada orang dengan
insomnia dibandingkan mereka yang tidak menderita
insomnia dan pada kelompok usia 25-44, risikonya
1,80 kali lebih tinggi pada orang dengan insomnia.
Selain itu, risiko kecelakaan lalu lintas dengan
insomnia masing-masing 1,46 dan 1,29 kali lebih
tinggi daripada mereka yang tidak kurang tidur.
Risiko kecelakaan lalu lintas berulang oleh penderita
insomnia 2,06 kali lebih tinggi daripada mereka yang
tidak insomnia. Bahkan Di Amerika Serikat,
kecelakaan yang berhubungan dengan insomnia
memakan biaya tahunan sekitar $ 100 juta (Amir,
2007).

Insomnia disebabkan karena kadar hormon
kortisol (hormon stres) meningkat dan hormon
melatonin (pengatur tidur) menurun di otak (Chang,
2017). Pandemi COVID-19 juga menjadi salah satu
penyebab terjadinya insomnia. 2| penelitian
menyatakan bahwa angka prevalensi insomnia
selama pandemi sebesar 43,76% (Mahmud et al.
2021). Kasus insomnia selama pandemi lebih tinggi
daripada depresi. Hal ini dikemukakan oleh Xu et al,,
(2021) di mana pasien terinfeksi COVID-19 setelah
2 minggu pulang menunjukkan angka prevalensi yang
tinggi (26,45%), sementara angka depresi relatif
rendah (9,92%). Gangguan tidur ini memiliki dampak
negatif yang mempengaruhi kesehatan kognitif, fisik,
dan juga emosional (Berkley et al. 2020).

Untuk mengatasi insomnia, masyarakat luas
biasa  mengonsumsi  obat  sintetik  seperti
benzodiazepin, zaleplon, dopamin, zolpidem, dan
zolpiklon. Obat ini bertindak sebagai sedatif-hipnotik
yang mampu menghambat aktivitas sistem saraf
pusat. Senyawa sedatif-hipnotik memiliki
kemampuan untuk meningkatkan aktivitas GABA
(Gamma Amino Butyric Acid) yang nantinya akan
menghambat proses penghantaran sinyal ditandai
dengan adanya penurunan aktivitas motorik serta
kepekaan pada rangsangan dari lingkungan. Akan
tetapi, beberapa obat tersebut berdampak buruk
bagi kesehatan karena mampu menyebabkan
gangguan pernapasan, mual, dan tekanan darah
menurun. Sehingga, dibutuhkan alternatif obat
insomnia alami yang berasal dari tumbuhan untuk
mengurangi efek samping yang ditimbulkan.

Tumbuhan mengandung beberapa senyawa
aktif yang mampu mencegah dan mengobati berbagai
penyakit (Haida et al. 2020). Salah satunya yaitu
terkait aktivitas sedatif-hipnotik. Tumbuhan memiliki
kemampuan sedatif hipnotik karena mengandung
senyawa d-limonen, linalool, linalil asetat, santalol,
kaemferol, luteolin, b-sitosterol, stigmasterol, dan
baicalein (Guo et al. 2020; Zhong et al. 2019).
Beberapa senyawa tersebut juga terdapat dalam
daun keji beling (Strobilanthes crispus L.) dan telah
dibuktikan oleh (Inayah et al., 2021) secara in-silico
dengan metode molecular docking bahwa kandungan
d-limonen dalam daun keji beling merupakan
senyawa Yyang paling berpotensi sebagai sedatif
hipnotik karena memiliki nilai energi ikatan sebesar

(-4,2 kkal/mol) mendekati nilai energi ikatan dengan
ligan alami reseptor GABA (-4,3 kkal/mol) dan
benzodiazepin  sebagai kontrol positif (-4,4
kkal/mol).

Metode molecular docking merupakan studi
awal untuk mengetahui potensi sedatif hipnotik
dalam daun keji beling. Oleh karena itu, perlu
dilakukan  uji  praklinis  secara  farmakologi
menggunakan variasi konsentrasi ekstrak yang
dilakukan pada hewan uji. Penggunaan variasi dosis
kelompok uji ini mempunyai tujuan untuk
mengetahui dosis dengan pemberian yang tepat.

Metode Penelitian
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan adalah set alat maserasi,
vacum rotary evaporator, corong buchner, stopwatch,
blender, neraca analitik, hotplate, mistar, senter,
sudip, peralatan gelas, timbangan mencit, dan spuit
oral. Bahan yang diperlukan adalah kertas saring
whatman, n-heksana, asam asetat glasial (Ac20),
asam klorida (HCI), kalium iodida (KI), iodium,
serbuk magnesium, feri klorida (FeCls), asam sulfat
(H2SO4), diazepam, dan akuades.

Jalannya Penelitian
|.  Determinasi tumbuhan
Determinasi sampel tumbuhan dilakukan
di Laboratorium Biologi, Fakultas Keguruan dan
llmu Pendidikan, Universitas Muhammadiyah
Sukabumi.
2. Penyiapan sampel
Sampel yang digunakan adalah daun keji
beling yang diperoleh dari daerah Selabintana,
Kabupaten Sukabumi, Jawa Barat. Sampel
dibersihkan, lalu dikering-anginkan. Setelah itu,
dihaluskan hingga berbentuk serbuk (simplisia)
menggunakan blender.
3. Ekstraksi sampel
Simplisia dimaserasi dengan menggunakan
pelarut n-heksana selama 3x24 jam dalam wadah
tertutup. Filtrat yang diperoleh lalu dipekatkan
dengan vacuum rotary evaporator, ekstrak kental
ditimbang lalu dihitung persen rendemennya
menggunakan rumus:

% Rendemen = —ooPotakhir - 5no
Bobot awal

4. Skrining fitokimia (Harborne, 1987)

Uji alkaloid dilakukan dengan
menambahkan ekstrak keji beling ke HCI 1% lalu
ditambahkan | ml pereaksi wagner. Perubahan
warna menjadi cokelat kemerahan menandakan
bahwa ekstrak mengandung alkaloid. Uji saponin
dilakukan dengan menambahkan ekstrak keji
beling dalam 10 ml akuades, lalu dilakukan
pengocokan, jika berbusa menandakan hasil
positif uji saponin. Uji steroid dan triterpeneoid
dilakukan dengan menambahkan ekstrak keji
beling dengan | ml asam asetat glasial dan asam
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sulfat. Terbentuknya warna merah pada lapisan
bawah menandakan adanya triterpenoid dan
adanya warna hijau pada lapisan atas
menandakan positif mengandung steroid. Uji
terpenoid dilakukan dengan menambahkan
ekstrak keji beling pada 2 ml kloroform dan 3
ml asam sulfat pekat, lalu dipanaskan selama 3
menit. Reaksi positif menandakan adanya
terpenoid. Uji  tannin  dilakukan  dengan
menambahkan ekstrak keji beling pada 5 ml
akuades dan beberapa tetes FeCl 5%. Reaksi
positif ditunjukan dengan adanya perubahan
warna menjadi hijau-kehitaman. Uji flavonoid
dilakukan dengan menambahkan ekstrak keji
beling ke dalam 100 ml air panas, lalu didihkan
selama 5 menit dan disaring. Filtrat diambil
sebanyak 5 ml, ditambahkan 0,005 mg serbuk
Mg dan | ml HCI pekat, lalu dikocok. Reaksi
positif ditunjukan dengan adanya perubahan
warna menjadi kuning, merah atau pink.
2. Pengadaptasian hewan uji

Pengadaptasian hewan uji dilakukan di
selama | minggu sebelum nantinya diberi
perlakuan. Sebelum perlakuan, hewan uji harus
dipuasakan selama 18 jam tetapi masih diberi
minum.

3. Pembuatan sediaan uji

Larutan diazepam sebagai kontrol positif
dibuat dengan menggerus tablet diazepam 2
mg/70kgBB, dosis ini kemudian dikonversi ke
dosis mencit lalu serbuk diazepam sesuai diambil
sesuai dengan perhitungan, volume pemberian
untuk mencit yang direkomendasikan adalah 0,5
ml (Nugroho, 2018).

Dosis ekstrak sampel yang dibuat yaitu
200, 400, dan 600 mg/kgBB. Dosis ekstrak
dikonversi ke dosis mencit terlebih dahulu,
setelah mendapat hasil berat sampel yang
ditimbang lalu ekstrak dicampurkan dengan Na-
CMC 0.5%.

4. Pengujian sedatif-hipnotik

Sebanyak 15 hewan uji dibagi menjadi 5
kelompok, masing-masing kelompok
menggunakan 3 mencit yaitu kontrol positif
(diazepam), kontrol negatif (akuades), dosis
(200, 400, dan 600 mg/kgBB). Peneltian ini sudah
memenuhi protokol penggunaan hewan uji,
karena sudah memperoleh surat kaji etik dari
Komisi  Etik Penelitian Kedokteran Dan
Kesehatan Universitas Muhammadiyah Prof. Dr.
Hamka (KEPKK-UHAMKA).

Pengujian menggunakan metode fireplace
test. Mencit ditempatkan dalam gelas kimia,
mencit biasa akan berusaha memanjat keluar
dari tabung dalam waktu 30 detik. Sedangkan
mencit yang memiliki efek sedatif-hipnotik akan
memanjat keluar dari tabung lebih dari 30 detik
(Alnamer, 2012).

Analisa Data

Analisa data menggunakan oneway ANOVA
dengan tingkat kepercayaan 95%, lalu dilanjutkan
dengan post hoc test (uji Duncan).

Hasil dan Pembahasan

Hasil determinasi tumbuhan menyatakan
bahwa tumbuhan dengan nama daerah keji beling
memiliki nama ilmiah Strobilanthes crispa Blume.
Dalam pembuatan ekstrak digunakan metode
maserasi untuk mencegah rusaknya senyawa-
senyawa termolabil pada sampel. Pelarut yang
digunakan untuk proses maserasi pada penelitian ini
adalah n-heksana. Pelarut n-heksana dipilih karena
senyawa target yang akan ditarik dari proses
ekstraksi maserasi ini yaitu d-limonen yang juga
merupakan senyawa non-polar. Berikut Gambar
struktur d-limonen.

Gambar |. Struktur d-limonen.

Bobot ekstrak kental daun keji beling
diperoleh sebesar 3,65gram dengan rendemen
0,5562%. Kecilnya nilai rendemen menunjukan

bahwa senyawa yang bersifat non-polar pada sampel
daun keji beling berjumlah sedikit. Beberapa
penelitian yang menggunakan heksana sebagai
pelarut juga memperoleh rendemen ekstrak yang
kecil, contoh kasus diantaranya yang dilakukan oleh
Romadanu et al. (2014) dan Astuti et al (2014)
menghasilkan rendemen dari ekstrak heksana
berturut-turut adalah sebesar 0,108% dan 1,22%.
Asthary et al. (2014) juga melakukan ekstraksi
dengan pelarut heksana dan diperoleh ekstrak

kental sebesar 15,67gram dari 1,5 kg simplisia
dengan rendemen |%.
Pada Tabel | menunjukkan hasil skrining

fitokimia ekstrak daun keji beling yang bereaksi
positif pada senyawa golongan alkaloid, flavonoid,
saponin, steroid, dan terpenoid.

Tabel I. Hasil skrining fitokimia

Golongan Senyawa Keterangan
Alkaloid +
Saponin +
Tanin -
Flavonoid +
Steroid +
Triterpenoid -
Terpenoid +

d-Limonen yang menjadi senyawa target pada
penelitian ini karena memiliki aktivitas sedatif-
hipnotik termasuk golongan senyawa terpenoid, dan
terbukti pada uji terpenoid ekstrak daun keji beling
memperoleh hasil yang positif, dan terbukti dari
penelitian Sulastri et al. (2018) bahwa daun keji
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beling ini mengandung d-limonen, yang dianalisa
menggunakan GC-MS.

Senyawa yang berperan sebagai sedatif-
hipnotik yang juga ada pada daun keji beling
diantaranya adalah, kaemferol (Al Henhena et al.
2015; Alnamer et al. 2012; Ghasemzadeh et al. 2015;
Guo et al. 2020; Liza et al. 2012), luteolin (Al
Henhena et al. 2015; Alnamer et al. 2012; Guo et al.
2020; Liza et al. 2012), apigenin (Ghasemzadeh et al.
2015; Liza et al. 2012; Zick et al. 2011), stigmasterol,
b-sitosterol (Cheong et al. 2016; Chua et al. 2019;
Guo et al. 2020; Koay et al. 2013; Yaacob et al.
2015), asam kafeik, asam ferulik (Alnamer et al.
2012; Ghasemzadeh et al. 2015), linalool (Chua et al.
2019; Zhong et al. 2019), dan d-limonen (Sulastri et
al. 2018; Zhong et al. 2019). Senyawa tersebut telah
dianalisis secara in silico dengan metode molecular
docking oleh Inayah et al. (2021) dimana d-limonen
menjadi senyawa yang paling berpotensi terhadap
aktivitas sedatif-hipnotik karena mempunyai nilai
afinitas yang mendekati nilai dari kontrol positif
benzodiazepin.

Pengujian sedatif-hipnotik dilakukan secara in
vivo dengan menggunakan metode fireplace test.
Parameter pengujian ditentukan dengan
membandingkan rata-rata waktu mencit mencoba
keluar dari tabung, semakin lama waktu mencit
keluar dari tabung maka semakin baik efek sedatif-
hipnotik yang ditimbulkan. Hal ini diukur untuk
melihat berapa lama waktu penurunan aktivitas
lokomotor pada mencit.

Dosis ekstrak daun keji beling yang digunakan
yaitu 200, 400, dan 600 mg/kgBB. Begum et al.
(2019) menyatakan bahwa dosis 200 dan 400 mg/kg
mempunyai efek sedatif-hipnotik pada tumbuhan
Thunbergia erecta yang satu famili dengan keji beling
yaitu famili Acanthaceae, dan mengandung senyawa
d-limonen. Lim et al. (2012) menguji toksisitas akut
secara oral ekstrak heksana daun keji beling dalam
rentang dosis 150 — 600 mg/kg dan didapatkan hasil
bahwa dalam rentang angka tersebut esktrak daun
keji beling aman.

Berdasarkan Gambar 2, rata-rata lamanya
mencit keluar dari tabung pada masing-masing
kelompok perlakuan adalah 5, 120, 87, 118 dan 123
detik. Jika dibandingkan dengan kontrol positif, dosis
| memiliki waktu yang jauh lebih sebentar, sedangkan
dosis 2 dan dosis 3 memiliki waktu rata-rata yang
hampir sama dengan dengan kontrol positifnya.

Rata-ratalamanya waktu mencit keluar dari
tabung

II'I

5y Konttol () Kentrol
akuade +

Detik

dazepan make)
Gambar 2. Grafik perbandingan rata-rata waktu mencit
keluar dari tabung

Data kuantitatif tersebut juga dianalisis dengan
bantuan program SPSS. Hasil analisis uji duncan
menunjukan bahwa dosis | (200 mg/Kg) dan kontrol
negatif memiliki hasil yang berbeda makna, yang
berarti bahwa pada dosis tersebut tidak memiliki
efek lebih baik dari kontrol positif. Sedangkan, pada
kelompok perlakuan dosis 2 (400 mg/Kg) dan dosis
3 (600 mg/Kg) dengan kontrol positif memberikan
hasil berbeda tidak bermakna, artinya pada dosis
tersebut memiliki efek yang sama jika dibandingkan
dengan kontrol positif yaitu diazepam.

Diazepam adalah golongan obat benzodiazepin
yang menghasilkan efek klinisnya melalui interaksi
dengan komponen pada reseptor GABAa, yang
mengakibatkan terbukanya saluran ion klorida, lalu
memungkinkan masuknya ion klorida ke dalam sel
sehingga peningkatan potensial listrik terjadi di
sepanjang membran sel (Korpi et al. 2009).

Gamma-aminobutyric acid (GABA) merupakan
neurotransmitter penghambat utama dalam sistem
saraf pusat (SSP). GABA mengurangi aktivitas
neuron sel target melalui pengikatannya ke reseptor
GABA yang ada dipermukaan sel. Ada 3 jenis
reseptor GABA vyaituy, GABAA, GABAs, dan
GABAc. Penelitian terdahulu yang dilakukan oleh
Inayah et al. 2021 menyatakan bahwa d-limonen
berinteraksi dengan residu asam amino tirosin dan
fenilalanin. Tirosin dan fenilalanin merupakan asam
amino yang keduanya memiliki efek sebagai anti-
depresan dan berguna dalam pengobatan depresi
dan kecemasan. Tirosin merupakan komponen dari
domain pengikatan GABA yang mengikat pada ligan
dan mengarah pada pembukaan saluran ion sehingga
menyebabkan hiperpolarisasi atau keadaan didalam
neuron lebih negatif daripada diluar neuron (Tores
& Weiss, 2002).

Kesimpulan

Dosis efektif ekstrak heksana daun keji beling
terhadap aktivitas sedatif-hipnotik yaitu dosis 400
mg/kg dan 600 mg/kg, karena memiliki efek yang
sama dengan kontrol positif.
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