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ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL BIJI LABU (Cucurbita
moschata Durch)  TERHADAP LAMA WAKTU TIDUR MENCIT YANG

DIINDUKSI FENOBARBITAL

Oleh

JIHAN NUR PRATIWI

Latar Belakang : Gangguan tidur merupakan gabungan kondisi pada kualitas,
kuantitas, dan waktu tidur, yang dapat memberikan dampak buruk bagi kesehatan
fisik dan psikologi manusia. Tidur diatur oleh sistem aktifitas retikular yang
dipengaruhi oleh neurotransmiter triptofan. Biji labu merupakan bahan alam
dengan kandungan triptofan yang tinggi, triptofan dapat meningkatkan kualitas
tidur dengan memproduksi serotonin dan melatonin sebagai inisiasi tidur.
Metode : Penelitian menggunakan kuasi eksperimental dengan metode post test
only controlled group design. Sampel menggunakan 25 mencit yang dibagi dalam
lima kelompok yaitu kontrol negatif (K0) diberikan NaCl 0,9%, kontrol positif
(K1) diberikan fenobarbital 40 mg/kgBB, perlakuan satu (P1) diberikan ekstrak
etanol biji labu 40mg/gBB dan fenobarbital 40 mg/kgBB, perlakuan dua (P2)
diberikan ekstrak etanol biji labu 80 mg/kgBB dan fenobarbital 40 mg/kgBB,
perlakuan tiga (P3) diberikan ekstrak etanol biji labu 160 mg/gBB dan
fenobarbital 40 mg/kg. Waktu tidur mencit diukur mulai dari mencit kehilangan
reflek righting dan kembali dapat melakukan reflek righting.
Hasil : Penelitian ini menunjukan adanya peningkatan lama waktu tidur mencit
yang diberikan ekstrak etanol biji labu pada dosis 40 mg/gBB, 80 mg/gBB, dan
120 mg/gBB dengan waktu tidur tertinggi pada dosis 120 mg/gBB yaitu sebesar
95,9 menit.
Simpulan : Pemberian ekstrak etanol biji labu dapat meningkatkan lama waktu
tidur mencit.

Kata Kunci : Biji labu, fenobarbital, tidur, triptofan



ABSTRACT

THE EFFECT OF PUMPKIN SEED (Cucurbita moschata Durch) ETHANOL
EXTRACT TOWARD SLEEP DURATION OF MICE INDUCED BY

PHENOBARBITAL

By

JIHAN NUR PRATIWI

Background : Sleep disorders are a combination of quality, quantity, and sleep
time, which can provide adverse effect for physical health and human psychology.
Sleep is regulated by the reticular system which depend on tryptophan
neurotransmitters. Pumpkin seeds are natural source contain with highest
tryptophan, tryptophan can improve sleep quality by producing serotonin and
melatonin as initiators of sleep.
Method : This study used a quasi-experimental research method with post test
only controlled group design. The sample were 25 mice divided into five groups,
negative control (K0) given NaCl 0.9%, positive control (K1) given phenobarbital
40 mg/kgBB, first treatment (P1) was given ethanol extract of 40 mg/gBB
pumpkin seeds and phenobarbital 40 mg/kgBB, second treatment (P2) was given
ethanol extract of pumpkin seeds 80 mg/gBB and phenobarbital 40 mg/kgBB,
third treatment (P3) were given ethanol extract of 160 mg/gBB pumpkin seeds
and phenobarbital 40 mg/kgBB. Bedtime of mice was measure starting from the
mice lose the righting reflex and re-doing the righting reflex.
Results : This study showed an increase in sleep duration of mice given pumpkin
seed ethanol extract at dose of 40 mg/gBB, 80 mg/gBB, and 120 mg/gBB with the
highest sleep duration at dose of 120 mg/gBB for about 95.9 minutes.
Conclusion : Pumpkin seed ethanol extract extends mice sleep time

Keywords : Pumpkin seed, phenobarbital, sleep, tryptophan
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Gangguan tidur adalah gabungan kondisi pada kualitas, kuantitas, dan waktu

tidur pada seseorang (Dawson, 2007). Gangguan tidur menurut International

Classification Of Sleep Disorder edisi ketiga meliputi insomnia, gangguan

tidur terkait pernapasan, gangguan sentral dari hipersomnolen, gangguan tidur

irama sirkadian, parasomnia, dan gangguan tidur terkait gerakan (Michael &

Sateia, 2014).

Prevalensi gangguan tidur terutama gangguan terbanyak di dunia yaitu jenis

insomnia, pada laki-laki sebesar 22,2% dan pada perempuan sebesar 34,2%

(Sivertsen et al., 2018). Penelitian yang dilakukan pada bulan Mei 2009 di

SLTP Negeri 92 Kelurahan Jati, Jakarta Timur dengan sampel penelitian

pelajar berusia 12-15 tahun, menyebutkan 62,9% remaja mengalami gangguan

tidur dan gangguan transisi tidur-bangun sebagai gangguan tidur terbanyak

(58%). Gangguan tidur yang diteliti, memiliki hubungan dengan kebiasaan

tidur, yakni lama tidur di hari kerja atau sekolah dan aktivitas yang dilakukan

sebelum tidur (Haryono et al., 2009).
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Secara fisiologis, keadaan tidur atau bangun sangat dipengaruhi oleh system

Ascending Reticulary Activity System (ARAS). Bila aktivitas ARAS meningkat

seseorang ada dalam keadaan sadar. Sebaliknya, ketika aktivitas ARAS

menurun, seseorang akan berada dalam keadaan tidur. Aktifitas ARAS ini

sangat dipengaruhi oleh aktivitas neurotransmiter seperti triptofan, sistem

serotoninergik, noradrenergik, kolinergik, histaminergik (Czeisler, 2000).

Gangguan tidur merupakan salah satu gejala stres yang ditunjukkan dengan

pengukuran menggunakan polisomnografi terjadi peningkatan latensi tidur,

aktivitas fase Rapid Eye Movement (REM), peningkatan aktivitas

Elektroensefalogram (EEG) frekuensi cepat, dan penurunan EEG slow-wave

pada tahap Non Rapid Eye Movement (NREM). Stres menyebabkan

metabolisme glukosa otak menjadi lebih tinggi pada tahap NREM sehingga

terjadi overarousal atau mudah terbangun (Germain et al., 2004)

Triptofan banyak terdapat pada bahan alam salah satunya ada pada biji labu

kuning. Triptofan adalah asam amino esensial yang terkandung dalam biji labu,

dan 5-hidroksitriptofan (5-HTP) adalah hasil metabolit intermediet dari

triptofan dalam bentuk neurotransmitter serotonin. Oleh karena itu, triptofan

dapat menginduksi tidur dan ketenangan (Payne, 2010). Selain itu biji labu juga

mengandung asam amino lain seperti lisin, metionin, tirosin, dan kaya akan zat

besi (Patel, 2013). Biji labu salah satu bahan alam yang potensial untuk

mengurangi masalah gangguan tidur. Biji labu mengandung 30% asam lemak

tidak tersaturasi (asam lemak linoleik and oleik) yang mampu meningkatkan

nutrisi. Kandungan lain yang juga penting yaitu triterpenoid, flavonoid,
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coumarin, saponin, cucurbitacin, vitamin, mineral, dan tinggi asam amino zinc

(Dar et al., 2017). Pada sebuah penelitian yang dilakukan Halson, yaitu

menilai faktor yang mempengaruhi kualitas dan kuantitas tidur pada populasi

atlit dan pengaruh potensi intervensi nutrisi. Pada perlakuan atlit yang

diberikan dosis triptofan sebanyak 1 gram dapat meningkatkan baik latensi

tidur maupun kualitas tidur. Hal ini dapat dicapai dengan mengonsumsi

kurang lebih 200 gram biji labu. Hormon melatonin dan makanan yang

memiliki konsentrasi melatonin dapat menurunkan onset waktu tidur. Sintesis

dari 5-HT bergantung pada ketersediaan prekursor pada otak, dan 5-HT adalah

prekursor melatonin di kelenjar pineal (Halson, 2014).

Penelitian mengenai perbandingan antara penggunaan triptofan yang berasal

dari makanan dengan farmatikal triptofan terhadap penderita insomnia di

Ontario, Canada, menunjukan kelompok makanan 1 (25 gram minyak biji labu

kuning dan 25 gram dekstrosa) dan kelompok makanan 2 (250 mg triptofan,

25 gram dekstrosa, 25 gram oat) memiliki hasil yang signifikan (p≤0,05) dalam

menurunkan waktu terbangun saat tidur pada malam hari (19.2% dan 22.1%),

meningkatkan efisiensi tidur (5.19% dan 7.36%), dan meningkatkan kualitas

tidur subjektif (12.2% dan 11.8%) dibandingkan dengan kelompok makanan 3

(50 gram oat). Total 57 subjek (44 wanita, 12 lelaki) secara acak dimasukan ke

dalam salah satu dari tiga perlakuan yaitu 20 orang pada kelompok makanan 1,

20 orang pada kelompok makanan 2, dan 17 orang pada kelompok makanan 3.

Makanan yang mengandung triptofan termasuk biji labu kuning telah

menunjukan peningkatan kualitas tidur. Makanan yang mengandung protein
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triptofan dalam kombinasi dengan tinggi glikemik karbohidrat menunjukan

peningkatan kualitas tidur pada penderita insomnia berat (Hudson et al., 2005).

Labu kuning merupakan sumber bahan pangan lokal yang selama ini diolah

dengan cara direbus, dikukus, atau digunakan sebagai makanan olahan. Jumlah

produksi labu kuning pada tahun 2010 pada data BPS mencapai 369.846 ton.

Namun tingkat konsumsi labu kuning di Indonesia masih sangat rendah yaitu

kurang dari 50 kg per kapita per tahun (Santoso et al., 2013).

Berdasarkan hal di atas, penelitian ini penting dilakukan untuk meneliti potensi

bahan alam berupa biji labu (Cucurbita moschata Durch) terhadap lama waktu

tidur mencit yang diinduksi fenobarbital.

1.2 Perumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, didapatkan rumusan masalah penelitian

adalah apakah pemberian biji labu (Cucurbita moschata Durch) dapat

meningkatkan lama waktu tidur mencit yang diinduksi fenobarbital?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh

pemberian biji labu (Cucurbita moschata Durch) terhadap lama waktu

tidur mencit yang diinduksi fenobarbital.
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1.3.2. Tujuan Khusus

1. Mengetahui perbedaan lama waktu tidur mencit diberi dan

diinduksi fenobarbital dengan yang diberikan fenobarbital saja.

2. Mengetahui apakah kenaikan dosis biji labu yang diberikan

memiliki pengaruh terhadap lama waktu tidur mencit.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Bagi Instansi Terkait

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi data dasar untuk instansi terkait

dan sebagai pengetahuan mengenai kandungan biji labu yang dapat

mengatasi gangguan tidur.

1.4.2 Bagi Masyarakat

Hasil penelitian ini dapat menambah pengetahuan dan wawasan

masyarakat mengenai bahan alam biji labu untuk mengatasi gangguan

tidur.

1.4.3 Bagi Peneliti

Dengan penelitian ini diharapkan dapat menerapkan ilmu yang telah

didapat selama perkuliahan. Serta menambah pengalaman dan

pengetahuan peneliti terkait bahan alam dan aplikasinya pada

kehidupan sehari-hari.

1.4.4 Bagi Peneliti Lain

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi acuan untuk dilakukan

penelitian lanjutan dengan menggunakan metode yang lebih baik
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tidur

2.1.1 Fisiologi Tidur

Tidur merupakan keadaan berhenti badan dan kesadaran (biasanya

dengan memejamkan mata), mengistirahatkan badan dan kesadarannya,

berbaring, atau keadaan tidak aktif (KBBI, 2016). Tidur adalah proses

aktif, bukan hanya hilangnya keadaan terjaga, yang terdiri dari periode-

periode tidur paradoksal dan gelombang lambat yang bergantian.

Tingkat aktivitas otak keseluruhan tidak berkurang selama tidur.

Selama tahap-tahap tertentu tidur, penyerapan oksigen oleh otak bahkan

meningkat melebihi tingkat normal sewaktu terjaga (Sherwood, 2014).

Dalam pandangan ilmu pengetahuan, tidur didefinisikan sebagai dasar

dari prilaku seseorang ketika sadar dan berhubungan dengan perubahan

psikologis yang muncul pada ritme kelistrikan otak yang sadar ketika

tertidur (Chokroverty, 2010). Pola tidur terdiri dari dua jenis yang

ditandai oleh pola EEG yang berbeda yaitu periode tidur gelombang-

lambat atau Non Rapid Eye Movement (NREM) dan tidur paradoksal

atau Rapid Eye Movement (REM) (Sherwood, 2014).
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2.1.2 Non Rapid Eye Movement (NREM)

Periode tidur gelombang lambat atau NREM memiliki empat tahapan

yang masing-masing memperlihatkan gelombang EEG yang semakin

pelan dengan amplitudo semakin besar. (Sherwood, 2014). Stadium

NREM terdiri dari (Tortora & Derrickson, 2014):

1. Stadium 1 adalah stadium transisi antara sadar dan tidur yang

normalnya berlangsung 1-7 menit. Seseorang akan merasa relaks

dengan mata tertutup, namun mudah terbangun dan mengatakan

bahwa mereka tidak merasa tertidur.

2. Stadium 2 adalah tidur ringan yang merupakan stadium pertama dari

tidur sejati. Pada stadium ini seseorang mulai sulit untuk

dibangunkan. Mimpi telah terjadi dan mata bergerak dari sisi ke sisi.

3. Stadium 3 adalah periode sedang pada tidur mendalam. Suhu tubuh

dan tekanan darah menurun, semakin sulit seseorang terbangun.

Stadium ini muncul 20 menit dimulai sejak seseorang mulai terlelap.

4. Stadium 4 adalah level terdalam dari tidur. Meskipun metabolisme

otak dan suhu tubuh menurun secara signifikan, kebanyakan refleks

utuh dan tonus otot sedikit menurun. Tidur sambil berjalan biasa

terjadi pada stadium ini.

2.1.3 Rapid Eye Movement (REM)

Tidur paradoksal atau REM jika dibandingkan dengan tidur NREM yang

memperlihatkan gelombang EEG lambat, pada tidur paradoksal terdapat

gambaran gelombang yang serupa dengan EEG pada orang sadar penuh.
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Aktivitas motorik ditandai tonus otot, pada gelombang-lambat masih

cukup dan sering bergerak. Sementara pada tidur paradoksal, terjadi

inhibisi mendadak tonus otot sehingga tidak ada gerakan. Tidur

gelombang-lambat juga menunjukan adanya penurunan ringan pada

kecepatan jantung, kecepatan pernapasan, dan tekanan darah, berbeda

dengan tidur paradoksal yang menunjukkan perubahan ireguler.

Bermimpi sering muncul pada tidur paradoksal dibanding dengan tidur

gelombang-lambat, sejalan dengan sulitnya tidur paradoksal

dibangunkan dibanding dengan tidur gelombang-lambat yang mudah

terbangun. Presentase lamanya waktu tidur yaitu 80% pada tidur

gelombang-lambat dan 20% pada tidur paradoksal (Sherwood, 2014).

2.1.4 Gangguan Tidur

Irama tidur merupakan pola tingkah laku berhubungan dengan interaksi

pada sistem aktivasi retikular. Perangsangan daerah retikularis yang

merupakan suatu daerah gabungan antara nuclei dan serabut-serabut,

dimana nuclei menerima serabut afferen dari tractus ascendens (seperti

tractus spinothalamicus) dan dari serabut descendens dari cortex

cerebri, tectum, corpus striatum, cerebellum dan nucleus ruber, akan

menyebabkan kondisi terjaga/waspada pada hewan di laboratorium.

Sedangkan kerusakan pada daerah tersebut menyebabkan hewan

mengalami kondisi koma menetap. Sistem aktivasi retikular diatur oleh

kontrol nukleus raphe dan locus coeruleus. Di mana sel-sel dan nucleus

raphe mensekresi serotonin dan locus coeruleus mensekresi
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epinephrine. Jika nukleus raphe dirusak atau sekresinya dihambat, pada

hewan percobaan dapat menimbulkan kondisi tidak tidur/berkurangnya

jam tidur yang mirip dengan kejadian insomnia. Sedangkan bila locus

coeruleus yang dirusak, akan terjadi penurunan atau hilangnya tidur

REM, sedangkan tidur non REM tak berubah. Sistim limbik, yang kita

kenal sebagai pusat emosi, juga berhubungan dengan terjaga/waspada.

Mungkin hal inilah yang menyebabkan mengapa kondisi ansietas dan

gangguan emosi lainnnya dapat mengganggu tidur, dan menyebabkan

insomnia (Al-Shaarawy, 2011).

Berdasarkan International Classification of Sleep Disorder, gangguan

tidur dibagi menjadi enam divisi utama meliputi:

a. Insomnia

Insomnia adalah kesulitan yang terjadi secara terus-menerus pada

inisiasi tidur, durasi, konsolidasi, atau kualitas yang terjadi

meskipun ada peluang dan keadaan yang cukup untuk tidur, dan

menghasilkan beberapa bentuk gangguan pada siang hari.

b. Gangguan tidur terkait pernapasan

Gangguan tidur terkait pernapasan adalah gangguan yang

mencakup beberapa kondisi, ditandai oleh gangguan pernafasan

saat tidur: gangguan tidur apnea (Obstuctive Sleep Apnea),

gangguan tidur apnea sentral, gangguan hipoventilasi terkait tidur,

dan gangguan hipoksemia terkait tidur. Lebih dari satu kondisi ini

sering hadir pada pasien yang sama.
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c. Gangguan tidur dari hipersomnolen

Gangguan tidur dari hipersomnolen atau kantuk di siang hari, yaitu

ketidakmampuan untuk tetap terjaga dan waspada selama episode

utama terjaga pada siang hari, yang mengakibatkan periode tidur

tidak dapat diredam atau serangan tidak sadar dari rasa kantuk atau

tidur, adalah keluhan utama dalam kelompok gangguan ini.

d. Gangguan tidur irama sirkadian

Gangguan tidur irama sirkadian adalah gangguan yang disebabkan

oleh perubahan sistem pengatur waktu sirkadian, mekanisme dari

ketidaksejajaran ritme sirkadian endogen dan lingkungan eksternal.

e. Parasomnia

Parasomnia adalah gangguan yang ditandai dengan terjadinya

motorik yang kompleks atau peristiwa/pengalaman perilaku saat

tidur, dalam tidur atau gairah dari tidur. Parasomnia dapat terjadi

selama setiap tahap tidur: NREM, REM atau selama transisi ke dan

dari tidur.

f. Gangguan tidur terkait gerakan

Gangguan tidur terkait gerakan yaitu berhubungan dengan tidur

relatif sederhana, sering gerakan stereotip yang terjadi selama tidur

atau pada permulaan tidur (Michael & Sateia, 2014).

2.2 Zat yang Berperan pada Proses Tidur

Aktivasi ARAS dipengaruhi oleh beberapa neurotransmitter. Neurotransmitter

merupakan substansi sel saraf yang digunakan untuk berkomunikasi dengan sel
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saraf lainnya (Sukohar, 2015). 5-Hidroksitriptofan (5- HTP) adalah metabolit

intermediet asam amino esensial L-triptofan (LT) dalam biosintesis serotonin.

Serotonin (5-HT) adalah neurotransmitter monoamine yang memainkan peran

utama dalam beberapa fungsi fisiologis termasuk irama sirkadian,

termoregulasi, emosi, kognisi dan nosisepsi. Area preoptik dari hipotalamus

yang mengandung area preoptik ventrolateral (VLPO) adalah satu-satunya

wilayah otak di mana prekursor 5-HT dapat mengembalikan periode tidur yang

lama. VLPO menjadi struktur otak utama yang menginduksi tidur gelombang

lambat (NREM), itu kemudian dihipotesiskan bahwa modulasi 5-HT aktivitas

saraf dalam struktur ini sangat penting untuk pengaturan tidur (Rancillac,

2016).

2.2.1 Triptofan

Triptofan adalah asam amino esensial yang ditemukan dalam banyak

makanan berbasis protein termasuk daging, susu, buah-buahan, dan biji-

bijian. Indeks glisemik tinggi dan makanan glikemik berlebih juga

meningkatkan ketersediaan triptofan. Kadar triptofan plasma ditentukan

oleh keseimbangan antara asupan makanan dan pemindahannya dari

plasma sebagai bagian dari peran penting dalam biosintesis protein.

Selain perannya dalam pembentukan protein, triptofan merupakan

prekursor untuk sejumlah metabolit (Friedman & Levin, 2012)
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Gambar 1 Efek diet ambilan triptofan dan sistem syaraf pusat (Halson, 2014).

2.2.2 Serotonin

Sintesis serotonin terjadi di perifer dalam neuron usus, sel-sel

enterochromaffin, dan di pusat dalam neuron-neuron raphe pada batang

otak (Sánchez et al., 2015). Agar produksi serotonin sentral terjadi,

triptofan perlu mendapatkan akses ke sistem saraf pusat (SSP) melalui

sawar darah-otak. Setelah di SSP, L-triptofan dihidroksilasi menjadi 5-

hidroksitriptofan oleh enzim triptofan hidroksilase tipe 2, diikuti oleh

dekarboksilasi selanjutnya melibatkan enzim asam L-aromatik

dekarboksilase menjadi serotonin (5-hydroxytryptamine atau 5-HT).

Serotonin kemudian dibawa ke dalam vesikel oleh isoform 2 transporter

vesicular monoamine dari neuron raphe. Degradasi serotonin adalah

melalui monoamin oksidase tipe A dan aldehid dehidrogenase menjadi

asam serotonin metabolit utama 5-hydroxyindoleacetic acid (5HIAA).

Kadar serotonin juga dipengaruhi oleh enzim pendegradasi triptofan,

indoleamin 2,3-dioksigenase, dan tetrahidrobiopterin, kofaktor triptofan

hidroksilase. Serotonin memodulasi beragam fungsi termasuk tidur,

Ambilan jaringan
selektif dari asam

amino bebas

Triptofan bebas

Asam amino

Pembawa
Protein

Triptofan

Serotonin

Melatonin

Diet karbohidrat
dengan indeks
glikemik tinggi

Latihan

Diet tinggi
lemak Albumin

darah Sistem saraf Pusat
Diet tinggi protein
(rendah triptofan)
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mengontrol nafsu makan dan suhu, suasana hati dan kognisi (Jenkins et

al., 2016).

5-HTP telah terbukti bermanfaat dalam mengobati insomnia, terutama

dalam meningkatkan kualitas tidur dengan meningkatkan tidur REM.

Delapan subyek normal dipantau untuk menentukan efek 5-HTP pada

tidur rapid eye movement (REM). Sebanyak 600 mg 5-HTP diberikan

kepada subjek dengan cara berikut: 200 mg pada 9:15 sore, diikuti oleh

400 mg pada 11:15 sore. Peningkatan yang signifikan dalam jumlah tidur

REM diamati ketika subjek mengambil 5-HTP (118±14 menit vs 98±11

menit, p<0,005) (Timothy & Birdsall, 1998).

2.2.3 Melatonin

Melatonin atau N-acetyl-5-methoxy tryptamine merupakan hormon yang

dihasilkan dan disekresikan oleh kelenjar pineal, selain kelenjar pineal,

retina dan usus juga memproduksi melatonin. Prekursor awal melatonin

adalah triptofan. Sintesis melatonin dikontrol baik secara endogen

melalui irama sirkadian dan oleh rangsangan cahaya dari luar. Melatonin

diproduksi baik dalam keadaan gelap, kenaikan produksi melatonin

mulai terjadi 2 jam sebelum tidur dan mencapai puncak produksinya pada

jam 2-4 malam (Zhu & Zee, 2013).
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Gambar 2 Alur Konversi L-Tryptophan menjadi Serotonin (Zagajewski, 2012).

Sintesis melatonin tergantung pada ketersediaan prekursornya, triptofan

(TRP), yang merupakan asam amino esensial dan komponen penting dari

makanan. Jika asupan TRP sangat terbatas, sintesis melatonin berkurang

secara signifikan pada manusia. Sintesis melatonin dikendalikan oleh

irama sirkadian endogen dan oleh cahaya lingkungan (Peuhkuri et al.,

2012). Tiga efek fisiologis: 1) promosi onset tidur; 2) pemeliharaan tidur;

dan 3) pergeseran fase irama sirkadian, tindakan tidak langsung, dan

ritme diurnal dalam melatonin itu sendiri telah dikaitkan dengan

pemberian melatonin. Pemberian melatonin secara fisiologis (0,1 hingga

0,3 mg) telah terbukti memengaruhi kualitas tidur dan pemeliharaan,

sedangkan jumlah yang lebih besar (0,5 mg) memengaruhi tindakan

pemindahan fase melatonin. Jumlah oral yang sangat kecil (0,3 mg atau

kurang) melatonin dapat meningkatkan melatonin plasma siang hari ke

level malam hari (Brzezinski & Wurtman, 2010).

2.2.4 Seng

Seng terdapat pada berbagai jenis bahan makanan, khususnya makanan

sumber protein. Seng kadar tinggi ditemukan pada berbagai jenis

L-triptofan

Indol-3 asam asetat
Kinurenin

Asam antranilik
Serotonin

5-OH triptofan

Melatonin

Triptamin
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makanan di antaranya daging sapi, ayam, buncis, kacang-kacangan, ikan

laut jenis tertentu, biji-bijian, sereal difortifikasi dan susu, biji waluh atau

labu, biji matahari, protein hewani, telur, kerang (Widowati et al., 2008).

Seng mencapai beberapa kompartemen spesifik SSP setelah meningkat

dengan cepat dalam darah, sehingga mengaktifkan jalur sinyal yang

bertanggung jawab untuk menginduksi tidur. Aktivitas seng di otak

berfokus pada interaksi reseptor glutamatergik, sebab seng berada

terutama di vesikel presinaptik dari neuron glutamatergik yang akan

dirilis bersama dengan glutamat. Seng tidak hanya ditemukan pada

terminal akson glutamatergik tetapi juga di beberapa penghambat

terminal akson, glikinergik, otak kecil, dan di sumsum tulang belakang

(Cherasse & Urade, 2017).

Pada tahun 2009, sebuah studi populasi pada 890 penduduk Jinan yang

sehat di Cina mengevaluasi hubungan antara konsentrasi serum seng dan

beberapa faktor fisiologis seperti jenis kelamin, usia, perilaku minum dan

merokok, dan tidur. Mengenai tidur, konsentrasi rata-rata tembaga serum

tetap konstan terlepas dari lama waktu tidur; Namun, konsentrasi

tertinggi serum seng ditemukan pada subyek yang tidur dengan lama

waktu normal yaitu pada 7 sampai 9 jam per malam (1,337-1,442 mg/L),

dibandingkan dengan yang tidur pendek (<7 jam) dan panjang (> 9 jam)

(0,789-0,934 mg/L) (Zhang et al., 2009).
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2.3 Biji labu

2.3.1 Morfologi Biji Labu

Biji labu atau dikenal juga sebagai pepita, memiliki bentuk pipih, warna

biji hijau tua yang diselubungi kulit biji berwarna kuning pudar. Biji

lunak, kenyal, perpaduan rasa manis dan kacang-kacangan. Biji labu

masuk ke dalam keluarga Cucurbitaceae antara lain Cucurbita pepo,

Cucurbita maxima, Cucurbita moschata, dan Cucurbita mixta (Patel,

2013).

Gambar 3. Labu kuning dan bijinya (Patel, 2013).

Taksonomi labu kuning adalah sebagai berikut:

Tabel 1. Toksonomi Labu Kuning (Cronquist, 1998))

Klasifikasi Nama
Kingdom Plantae

Subkingdom Viridiplantae
Divisi Tracheophyta
Klass Magnoliopsida

Subklass Theria
Ordo Cucurbitales

Family Cucurbitaceae
Genus Cucurbita L.
Spesies Cucurbita moschata Duchene
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2.3.2 Komponen Biji Labu

Pada penelitian Milovanovic (2014) menemukan bahwa komponen

kimia yang terkandung dalam biji labu terdiri dari air 5.26%, abu

3.26%, protein 24.46%, lemak 38.53%, dan serat kasar 14.77%. Biji

dari jenis C. pepo dan C. moschata dipertimbangkan memiliki lebih

banyak gamma tokoferol dibandingkan dengan jenis C. maxima yang

justru memiliki tingkat beta karoten tertinggi. Biji C. pepo diyakini

memiliki lebih banyak beta-sitosterol dibandingkan dengan seluruh

jenis biji labu. Telah ditemukan bahwa biji labu mengandung paling

banyak zat besi dan nutrisi gizi dibandingkan 11 jenis kacang-kacangan

lainnya (Chung et al., 2013).

Biji labu juga dikenal untuk kegiatan farmakologis seperti anti-jamur,

anti-diabetes, aktivitas anti-bakteri, anti-peradangan, dan efek anti-

oksidan. Selain itu, biji labu banyak mengandung asam amino seperti

triptofan, lisin, metionin, tirosin dan juga kaya zat besi, oleh karena itu

biji ini bermanfaat bagi remaja untuk menyembuhkan anemia yang

disebabkan karena kekurangan zat besi (Patel, 2013).
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Kandungan asam amino dan mineral tertinggi pada labu dapat dilihat

pada tabel 2 berikut;

Tabel 2. Kandungan Asam Amino dan Mineral Biji Labu (USDA, 2007)

Amount per 100 gram %DV
Protein 18,5 g 37%
Tryptophan 326 mg
Leucine 1572 mg
Lysine 1386 mg
Arginine 3049 mg
Aspartic Acid 1873 mg
Glutamic Acid 3262 mg
Potassium 919 mg 26 %
Magnesium 262 mg 65%
Zinc 10,3 mg 69%

2.4 Fenobarbital

Fenobarbital adalah obat golongan barbiturat dengan rumus kimia 5, fenil-5,

etil barbiturat. Barbiturat adalah obat sedatif-hipnotik yang bekerja pada

sistem saraf pusat. Sedatif yakni menghilangkan iritabilitas dan kegadungan,

sedangkan hipnotik yakni menginisiasi tidur. (Longnecker et al., 2008).

Fenobarbital dan pentobarbital adalah obat golongan barbiturat yang

digunakan untuk anastesi binatang pengerat (Gargiulo et al., 2012).

Gambar 4 Rumus kimia fenobarbital (Katzung, 2012).
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Fenobarbital dan obat golongan barbiturat lainya bekerja dengan

mempengaruhi reseptor GABA, resptor GABA yang dipengaruhi barbiturat

adalah subtipe A (GABAA) dan B (GABAB). Barbiturat akan

memperpanjang pembukaan kanal ion klorida pada reseptor GABA, yang

akan mengakibatkan keadaan hiperpolariasi menjadi lebih panjang sehingga

terjadi peningkatan proses inhibisi. Barbiturat dapat mengurangi depolarisasi

pada reseptor glutamat. Pada dosis tinggi barbiturat dapat bersifat GABA

mimetik, sehinga dapat mengaktifkan reseptor GABA tanpa adanya GABA

(Katzung et al., 2012). Fenobarbital diberikan secara peroral maupun secara

intravena, terdistribusi luas, dapat melewati sawar darah otak dan plasenta.

Fenobarbital adalah obat golongan barbiturat yang memiliki waktu paruh

terpanjang, yakni pada dewasa adalah 4-5 hari (Longnecker et al., 2008).

Komplikasi yang berkaitan dengan penggunaan fenobarbital adalah koma,

kesulitan bernapas hingga depresi pernapasan, serta penurunan tekanan darah.

Dosis toksik fenobarbital didapatkan pada pemakaian 1 gram peroral, dosis

letal didapatkan pada pemakaian 2 gram atau pada pemakaian 40 sampai 80

mcg/mL. Adapun gejala yang ditimbulkan seperti gangguan kognitif,

penurunan denyut nadi, inkoordinasi, mual, kelemahan otot, polidipsi,

midriasis, dan penurunan suhu tubuh (Lewis & Adams, 2019).
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2.5 Mencit

Gambar 5. Mencit Spesies Mus musculus (Dutta & Sengupta, 2016)

Taksonomi mencit adalah sebagai berikut:

Tabel 3. Toksonomi Mencit Mus musculus

Klasifikasi Nama
Kingdom Animalia

Subkingdom Bilateria
Filum Chordata
Klass Mamalia

Subklass Theria
Ordo Rodentia

Family Muridae
Genus Mus

Spesies Mus musculus l
Sumber: (Integrated Taxonomic Information System, 2010)

Mencit merupakan hewan yang biasa digunakan untuk hewan percobaan di

labolatorium dengan presentase sekitar 59%, mencit memiliki masa hidup

maksimal yang jauh berbeda dengan manusia yaitu mencit 4 tahun sedangkan

manusia 120 tahun. Namun, mencit memiliki banyak kesamaan dengan

manusia dari hal sistem organ, fisiologi tubuh, dan patologis penyakit (Dutta

& Sengupta, 2016).

Mencit termasuk ke dalam hewan pengerat, rambut pada tubuhnya berwarna

putih atau abu-abu, matanya dapat berwarna merah atau hitam, kulit
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berpigmen, namun pada bagian perut sedikit pucat. Pada saat lahir mencit

memiliki berat 1-2g, saat dewasa berat mencit jantan biasanya diantara 20-

30g sedangkan untuk yang betina 18-35g. Mencit dewasa pada umur 8-12

minggu, rata-rata 10 minggu dan rata-rata usia untuk mencit adalah 24 bulan

(Dutta & Sengupta, 2016).

2.6 Refleks Righting

Righting reflex atau labyrinthine righting reflex merupakan refleks untuk

mengembalikan posisi tubuh/orientasi tubuh ke posisi yang normal. Refleks ini

diinisiasi oleh reseptor pada labirin pada sistem vestibular yang mendeteksi

posisi tubuh tidak pada kondisi yang seharusnya, refleks righting akan

menghilang jika hewan dalam keadaan tidak sadar (Verhoeven et al., 2015).

Adapun jenis refleks lain untuk menilai kesadaran hewan tercantum pada tabel

4 berikut:
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Tabel 4. Jenis Refleks untuk menilai sadar tidaknya hewan (Verhoeven et al., 2015).

Refleks Definisi

Muncul di hewan
pada keadaan Bergantung

pada
Sadar

Tidak
Sadar

Refleks Batang Otak Refleks yang berasal
dari batang otak

Fungsi saraf
kranial pada
batang otak

Refleks Kornea

Mengedip secara
volunter sebagai
respon dari stimulasi
kornea

+ (−) − (+)
Fungsi saraf
kranial V, VII,
dan otot mata

Refleks Palpebra

Mengedip secara
volunter sebagai
respon dari memegang
kantus media pada
mata

+ (−) − (+)
Fungsi saraf
kranial II, III,
dan otot mata

Refleks Pupil Pupil mengecil akibat
respon terhadap cahaya + _

Fungsi kranial
V, VII, dan otot
mata

Refleks Perlakuan

Mengedip secara
volunter atau kepala
bergerak menjauh
sebagai respon
terhadap jari atau
tangan yang diarahkan
ke mata hewan

+ _

Fungsi saraf
kranial VII, otot
mata, dan
integrasi korteks
motorik

Refleks Spinal Refleks yang berasal
dari medula spinalis

Membutuhkan
fungsi medula
spinalis, tapi
tidak begitu
penting dalam
koordinasi
serebral

Refleks Menghindari
Nyeri

Gerakan menjauh
tubuh yang diberi
rangsang nyeri

+ (−) − (+)

Refleks Pedal

Gerakan menjauh kaki
sebagai respon dari
mencubit jempol
hewan

+ (−) − (+)

Refleks Righting

Mengondisikan badan
pada posisi normal
ketika badan
dibalikkan

+ (−) − (+)

Adapun prosedur dalam melakukan refleks righting adalah sebagai berikut

1. Tes semua mencit untuk refleks merangkak dan mencengkram.
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2. Injeksi 40 mg/Kg BB (0,5 cc) Fenobarbital secara intraperitoneal (IP) pada

tiap mencit (catat waktu injeksi)

3. 15 menit setelah injeksi lakukan lagi tes untuk merangkak dan

mencengkram pada tiap mencit. Catat hasilnya.

4. Ulangi tes setelah 30 menit injeksi. Catat hasilnya.

Dengan catatan 30 cm benang yang kencang ditaruh secara horisontal dengan

tinggi 45 cm. Gantung kaki belakang  mencit ke benang. Normalnya, mencit

akan segera menggantungkan badannya ke benang (refleks mencengkram) dan

mencit dapat memanjat benang sekitar 5 detik  menggunakan kaki depannya

(kemampuan merangkak). Interpretasinya yaitu:

1. Efek Neuroleptic : Kehilangan kemampuan merangkak tetapi masih ada

efek mencengkram

2. Efek Hypnotic : Kehilangan kemampuan mencengkram (mencit jatuh

karena tidur)



24

2.7 Kerangka Teori

Gambar 6. Kerangka Teori
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2.8 Kerangka Konsep

Gambar 7. Kerangka Konsep

Keterangan:

Memperpanjang

2.9 Hipotesis

Hipotesis penelitian ini adalah terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol

biji labu (Cucurbita moschata Durch) terhadap lama waktu tidur mencit yang

diinduksi fenobarbital.

Ekstrak Etanol Biji
Labu (Cucurbita
moschata Durch)

Lama Waktu Tidur
Mencit

Variabel Independen Variabel Dependen
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian kuasi eksperimental. Desain rancangan

yang digunakan adalah Post Test Only Controlled Group Design, yaitu jenis

penelitian yang mengukur pengaruh perlakuan pada kelompok eksperimen

dengan cara membandingkan kelompok kontrol (Notoatmodjo, 2010).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di area Laboratorium Farmakologi Fakultas

Kedokteran Universitas Lampung, untuk proses pemeliharan akan dilakukan

di Animal House Fakultas kedokteran Universitas Lampung. Waktu

pelaksanaan penelitian dilakukan pada bulan Agustus hingga November

tahun 2019.

3.3 Populasi dan Sampel

3.3.1 Populasi Penelitian

Populasi adalah suatu kelompok yang terdapat di satu wilayah yang mana

subjek dan objek penelitian yang memiliki kualitas dan karakteristik

tertentu yang ditetapkan oleh peneliti untuk diajari dan kemudian ditarik
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kesimpulannya. Populasi penelitian ini adalah mencit jantan berumur 10

sampai 16 minggu.

3.3.2 Sampel Penelitian

Sampel adalah bagian dari populasi yang dipilih dengan cara tertentu

sehingga dianggap dapat mewakili populasinya. Jumlah sampel pada

penelitian ini ditentukan dengan menggunakan rumus Federer (Federer,

1991).

Keterangan:

n = besar sampel tiap kelompok

t = banyak kelompok

Besar sampel yang dibutuhkan untuk tiap kelompok:

5(n-1) ≥ 15

5n-5 ≥ 15

5n ≥ 20

n ≥ 4

Berdasarkan perhitungan mengunakan rumus Federer maka, dalam

percobaan ini digunakan sampel sebanyak 4 ekor mencit setiap

perlakukan, sehingga jumlah total sampel yang digunakan adalah 20

ekor mencit. Untuk mengantisipasi adanya kriteria eksklusi maka

dilakukan koreksi dengan menambahkan 10% dari jumlah anggota tiap

kelompok.

t(n-1)>15

10% x 4 = 0,4 perkelompok
perlakuan
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Jadi, sampel yang dibutuhkan untuk cadangan sebanyak satu ekor mencit

perkelompok perlakuan, sehingga tiap kelompok terdapat 5 ekor mencit

jantan. Oleh karena itu, penelitian ini menggunakan 25 mencit jantan

yang dibagi menjadi lima kelompok. Adapun 5 kelompok tersebut yaitu:

1. Kelompok kontrol negatif (K0): 5 ekor mencit jantan diberikan

pakan standar selama 7 hari dan saat perlakuan diberikan NaCl

0,9% IP dengan dosis 1 cc.

2. Kelompok kontrol positif (K1): 5 ekor mencit jantan diberikan

pakan standar selama 7 hari dan saat perlakuan diberikan

fenobarbital IP dengan dosis 40 mg/kgBB.

3. Perlakuan satu (P1): 5 ekor mencit jantan, diberi pakan standar

selama 7 hari dan saat perlakuan diberikan ekstrak etanol biji labu

sebanyak 40 mg/gBB, lalu 30 menit setelahnya diberikan

fenobarbital IP dengan dosis 40 mg/kgBB.

4. Perlakuan dua (P2): 5 ekor mencit jantan, diberi pakan standar

selama 7 hari dan saat perlakuan diberikan ekstrak etanol biji labu

sebanyak 80 mg/gBB, lalu 30 menit setelahnya diberikan

fenobarbital IP dengan dosis 40 mg/kgBB.

5. Perlakuan tiga (P3): 5 ekor mencit jantan, diberi pakan standar

selama 7 hari dan saat perlakuan diberikan ekstrak etanol biji labu

sebanyak 160 mg/gBB, lalu 30 menit setelahnya diberikan

fenobarbital IP dengan dosis 40 mg/kgBB.
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3.4 Kriteria Penelitian

3.4.1 Kriteria Inklusi

1. Mencit jantan

2. Berusia 10-16 minggu

3. Berat 20-40 gram

4. Kondisi fisik sehat dan tidak nampak cacat secara anatomis

5. Bergerak aktif

3.4.2 Kriteria Eksklusi

1. Mencit tampak sakit sebelum perlakuan (rambut rontok, kulit

kusam)

2. Didapatkan penurunan badan sebesar 10% selama masa adaptasi

3. Mati selama perlakuan

3.5 Identifikasi Variabel Penelitian

3.5.1 Variabel Independen

Variabel independen atau varian bebas dalam penelitian ini adalah

ekstrak etanol biji labu (Cucurbita moschata Durch) berbagai dosis.

3.5.2 Variabel Dependen

Variabel dependen atau variabel terikat dalam penelitian ini adalah

waktu tidur mencit.
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Tabel 5. Definisi Operasional

No Variabel Definisi Alat Ukur Hasil
Ukur Skala

1 Ekstrak etanol
biji labu

Ekstrak etanol dari biji
labu murni. Mikropipet gram Numerik

2 Waktu tidur Diukur mulai dari mencit
tidak dapat melakukan
reflek righting sampai
dapat kembali melakukan
reflek righting. Cara
mengukur reflek righting:
1. Tes semua mencit

untuk refleks
merangkak dan
mencengkram.

2. 30 cm benang yang
kencang ditaruh
secara horisontal
dengan tinggi 45 cm.
Gantung kaki
belakang mencit ke
benang.

3. Injeksi 40 mg/Kg BB
(1 cc) Fenobarbital
secara intraperitoneal
(IP) pada tiap mencit
(catat waktu injeksi)

4. 15 menit setelah
injeksi lakukan lagi
tes untuk merangkak
dan mencengkram
pada tiap mencit.
Catat hasilnya.

5. Ulangi tes setelah 30
menit injeksi. Catat
hasilnya.

Stopwatch Menit Numerik

3.6. Alat dan Bahan Penelitian

3.6.1 Alat penelitian

Adapun alat yang digunakan pada penelitian ini adalah:

1. Kandang mencit

2. Sonde lambung

3. Gelas ukur

4. Timbangan
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5. Stopwatch

6. Sarung tangan karet

7. Tempat makan dan minum mencit

8. Spuit

9. Mikropipet

3.6.2 Bahan Penelitian

Adapun bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah:

1. Mencit jantan

2. Ekstrak etanol biji labu, bahan dari produk adalah biji labu murni

tanpa bahan tambahan.

3. Fenobarbital

4. Pakan standar mencit

5. Air minum mencit

3.7 Prosedur dan Alur Penelitian

3.7.1 Pembuatan Ekstrak Etanol Biji Labu

Prosedur untuk mendapatkan ekstrak etanol biji labu kuning sebagai

berikut:

1. Menimbang biji labu kering sebanyak 500 g.

2. Menyiapkan dan mengeringkan biji labu kuning dalam suhu kamar.

3. Menghaluskan dengan blender biji labu kuning kemudian

didapatkan serbuk biji.

4. Merendam serbuk biji labu kuning dengan etanol 96% selama 72 jam.
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5. Memisahkan fraksi etanol dari serbuk biji labu kuning yang telah

direndam dengan cara disaring.

6. Melakukan evaporasi etanol dengan menggunakan rotary evaporator

dan hasilnya berupa ekstrak etanol biji labu kuning yang kental.

3.7.2 Penentuan Dosis dan Sumber Bahan

a. Dosis Ekstrak Etanol Biji Labu

Menurut USDA Food Composition Databases, kandungan asam

amino triptofan dalam biji labu kuning adalah 326 mg per 100 g.

Proses ekstraksi akan menyisakan 10% dari berat awal dengan

jumlah kandungan triptofan yang tetap, sehingga dapat disimpulkan

bahwa 32,6 mg triptofan terdapat dalam 1 g ekstrak etanol biji labu

kuning. Dosis triptofan yang dianjurkan untuk dikonsumsi oleh

manusia sehingga menimbulkan kualitas tidur subjektif dan

meningkatkan latensi tidur minimal sebanyak 1 gram perhari dengan

pemberian konsumsi biji labu terhadap atlit (Halson, 2014). Dosis 1

g triptofan terdapat pada 30,7 g ekstrak biji etanol labu kuning.

Konversi dosis manusia ke mencit menggunakan koefisien 0.0026

(Laurence & Bacharach, 1964). Dosis untuk mencit 0,0026 x 30,7 g

ekstrak etanol biji labu kuning = 0,0798 g ≈ 0,08 g = 80 mg ekstrak

etanol biji labu kuning. Dosis yang akan diberikan ke mencit adalah

setengah dari dosis, dosis penuh, dan dua kali dosis, yaitu: 40, 80,

dan 160 mg/gBB.
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b. Dosis Fenobarbital

Fenobarbital yang digunakan pada penelitian berupa sediaan ampul

sebanyak 40mg/kgBB yang diinjeksikan secara Intra Peritoneal (IP)

untuk menimbulkan efek sedatif-hipnotik (Wijaya et al., 2018).

c. Sumber Bahan

Biji labu didapatkan dari produk online biji labu kering (Pumpkin

Butternut Squash, Cucurbita moschata, Labu Madu, Labu Parang)

dari toko benih Arkadia Garden, Depok, Jawa Barat. Fenobarbital

didapatkan jenis ampul 1 ml (50 mg) produksi PT. Pharos Tbk.

3.7.3 Penelitian Pendahuluan

Sebelum melakukan penelitian, terlebih dahulu dilakukan uji

pendahuluan terhadap dosis yang diperoleh dari penelitian sebelumnya.

Uji pendahuluan bertujuan untuk memastikan dosis yang didapat dari

penelitian sebelumnya efektif. Uji pendahuluan dilakukan

menggunakan prosedur penelitian tanpa kelompok kontrol negatif dan

positif. Kelompok perlakuan antara lain:

1. Kelompok Perlakuan 1: 3 ekor mencit jantan, diberi pakan standar

selama 7 hari dan saat perlakuan diberikan ekstrak etanol biji labu

sebanyak 40 mg/gBB, lalu 30 menit setelahnya diberikan

fenobarbital IP dengan dosis 40 mg/kgBB.

2. Kelompok Perlakuan 2: 3 ekor mencit jantan, diberi pakan standar

selama 7 hari dan saat perlakuan diberikan ekstrak etanol biji labu
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sebanyak 80 mg/gBB, lalu 30 menit setelahnya diberikan

fenobarbital IP dengan dosis 40 mg/kgBB.

3. Kelompok Perlakuan 3: 3 ekor mencit jantan, diberi pakan standar

selama 7 hari dan saat perlakuan diberikan ekstrak etanol biji labu

sebanyak 160 mg/gBB, lalu 30 menit setelahnya diberikan

fenobarbital IP dengan dosis 40 mg/kgBB.

3.7.4 Prosedur Penelitian

1. Proses aklimatisasi mencit jantan selama 7 hari yang dilakukan

pada Animal House Fakultas Kedokteran Univeritas Lampung,

selama proses aklimitisasi mencit diberikan pakan standar.

2. Secara acak hewan percobaan dibagi 5 kelompok, tiap kelompok

terdiri dari 4 mencit (kelompok kontrol positif, kelompok kontrol

negatif, dan 3 kelompok perlakuan dengan dosis bertingkat).

3. Mencit dipuasakan selama 8 jam sebelum dilakukan perlakuan.

4. Bahan coba diberikan peroral dengan sonde lambung, pada K1

diberikan fenobarbital 40 mg/kgBB. Pada perlakuan diberikan

ekstrak biji labu (Cucurbita moschata Durch) terlebih dahulu lalu

30 menit kemudian diberikan fenobarbital 40 mg/kgBB.

5. Mencatat waktu dari mencit kehilangan righting refleks sampai

mencit kembali dapat melakukankan righting refleks.
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3.7.5 Alur Penelitian

Gambar 8. Alur Penelitian
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3.8 Rencana Pengolahan dan Analisis Data

3.8.1 Pengolahan Data

Data diolah menggunakan program software uji statistik dengan nilai

α=0,05. Kemudian, proses pengolahan data menggunakan program

komputer ini terdiri beberapa langkah:

1. Coding, untuk mengkonversikan (menerjemahkan) data yang

dikumpulkan selama penelitian ke dalam simbol yang cocok untuk

keperluan analisis.

2. Data entry, memasukkan data ke dalam komputer.

3. Verifikasi, pemeriksaan secara visual terhadap data yang telah

dimasukkan kedalam komputer.

4. Output komputer, hasil yang telah dianalisis oleh komputer

kemudian dicetak.

3.8.2 Analisis Data

Analisis statistik menggunakan program statistik dengan 2 macam

analisis data, yaitu analisa univariat dan analisis bivariat.

1. Analisis Univariat

Analisis ini digunakan untuk menentukan distribusi frekuensi

variabel bebas dan variabel terikat. Analisis univariat ini akan

menentukan distribusi dari rerata waktu tidur mencit antara kontrol

dan perlakuan.

2. Analisis Bivariat

Analisis yang digunakan dalam penelitian ini adalah (Dahlan, 2014):
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a. Uji normalitas data

Tujuannya mengetahui normalitas distribusi dari suatu data. Data

yang digunakan berupa uji Shapiro-Wilk karena besar sampel ≤50

(20 sampel). Jika data yang telah ditransformasikan ke dalam

bentuk p nilainya di atas 0,05 maka distribusi data dinyatakan

bawah hasil data adalah normal dan jika nilainya di bawah 0,05

maka diinterpretasikan sebagai tidak normal.

b. Uji Parametri

Pengujian parametrik dilakukan untuk menguji ada tidaknya

perbedaan waktu tidur antara kelompok kontrol dan perlakuan.

Dilakukan uji One-Way ANOVA diikuti dengan post hoc

Bonferroni. Bila tidak memenuhi syarat uji parametrik atau data

dinyatakan tidak normal maka digunakan uji Kruskal-Wallis.

3.9 Etika Penelitian

Penelitian ini diajukan kepada Komite Etik Penelitian Kesehatan Fakultas

Kedokteran Universitas Lampung dan disetujui dengan nomor surat No.

3127/UN26.18/PP.05.02.00/2019. Tiga prinsipnya yaitu: Replacement:

mengganti dengan hewan yang lebih rendah ordonya, atau mengganti hewan

dengan kultur/jaringan atau dengan program komputer. Reduction:

mengurangi penggunaan hewan coba dengan tetap memberikan hasil yang

valid/sahih. Refinement: mengurangi stress/rasa nyeri dengan prosedur yang

benar atau menggunakan metoda non-invansif (Russel & Burch, 1959).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Penelitian diawali dengan aklimatisasi mencit yang diperoleh dari Palembang

Tikus Center yang dilakukan pada September-November 2019 di Animal

House, Fakultas Kedokteran, Universitas Lampung. Sebelum melakukan

penelitian, penulis melakukan uji pendahuluan yang bertujuan untuk

memastikan dosis yang didapat dari penelitian sebelumnya efektif. Dari uji

pendahuluan ini, didapatkan kesimpulan bahwa dosis 40 mg/gBB, 80

mg/gBB, dan 160 mg/gBB memiliki pengaruh terhadap lama waktu tidur

mencit yang diinduksi fenobarbital dan dapat digunakan sebagai dosis

penelitian. Adapun distribusi waktu tidur mencit dapat dilihat pada Bagan 1:

Bagan 1. Distribusi Waktu Tidur Uji Pendahuluan
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4.1.1 Analisis Univariat

Pada pengukuran lama waktu tidur mencit didapatkan hasil bahwa

semakin bertambah dosis pemberian ekstrak etanol biji labu maka

semakin bertambah pula lama waktu tidur dibandingkan dengan kontrol

positif dan kontrol negatif. Adapun hasil distribusi rata-rata waktu tidur

mencit dapat dilihat pada Bagan 2:

Bagan 2. Distribusi Waktu Tidur Penelitian

4.1.2 Analisis Bivariat

4.1.2.1 Normalitas Data

Uji normalitas yang digunakan pada penelitian ini adalah uji

Shapiro-Wilk dikarenakan jumlah sampel kurang dari 50 (25

sampel). Didapatkan hasil kelompok kontrol positif, perlakuan

satu, perlakuan dua, dan perlakuan tiga terdistribusi normal

(p>0,05).
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4.1.2.2 Uji Homogenitas

Syarat untuk melakukan uji One-Way ANOVA adalah data

berdistribusi normal dan memiliki varian yang sama.

Berdasarkan uji varian Levene didapatkan nilai p=0,122, berarti

data penelitian ini memiliki varian yang sama (p>0,05).

4.1.2.3 Uji One-Way ANOVA

Uji One-Way ANOVA dilakukan untuk mengetahui apakah

perbedaan dari keempat kelompok mencit bermakna atau tidak.

Berdasarkan uji One-Way ANOVA yang dilakukan didapatkan

nilai p=0,001 hasil tersebut menunjukan bahwa setidaknya

terdapat dua kelompok yang memiliki perbedaan yang bermakna

(p<0,05).
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4.1.2.4 Uji Post hoc Bonferroni

Uji post hoc Bonferroni dilakukan untuk mengetahui pada

kelompok manakah terdapat perbedaan yang bermakna

(p<0,05). Didapatkan hasil berupa perbedaan yang bermakna

pada setiap kelompok uji (p=0,001) yang dapat dilihat pada

Tabel 6:

Tabel 6. Uji post hoc Bonferroni

Kelompok Signifikansi (p)
K0 K1 0,001*

P1 0,001*
P2 0,001*
P3 0,001*

K1 K0 0,001*
P1 0,001*
P2 0,001*
P3 0,001*

P1 K0 0,001*
K1 0,001*
P2 0,001*
P3 0,001*

P2 K0 0,001*
K1 0,001*
P1 0,001*
P3 0,001*

P3 K0 0,001*
K1 0,001*
P2 0,001*
P3 0,001*

Keterangan :  *) p<0,05 = terdapat perbedaan yang bermakna

4.2 Pembahasan

Berdasarkan hasil percobaan didapatkan waktu rerata tidur kelompok kontrol

negatif yang diberikan NaCl 0,9% adalah 0 menit dan waktu rerata tidur

kelompok kontrol positif yang diberikan fenobarbital dengan dosis 40

mg/kgBB adalah 31,8 menit. Fenobarbital memiliki waktu yang lebih lama

dikarenakan termasuk dalam obat golongan barbiturat yang memiliki efek

sedatif dan hipnotik. Fenobarbital merupakan golongan barbiturat yang
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bekerja dengan cara memperpanjang pembukan kanal ion klorida pada resptor

GABA sehingga keadaan hiperpolarisasi (perubahan potensial membran sel

yang membatnya lebih negatif) menjadi lebih panjang yang akan

mengakibatkan proses inhibisi pada sistem saraf pusat (Smyth & FitzGerald,

2012). Penggunaan fenobarbital sebagai kontrol positif bertujuan untuk

menginduksi mencit agar tertidur melalui efek sedatif dan hipnotiknya.

Sementara pemberian cairan NaCl 0,9% tidak memberikan efek apapun

terhadap fisiologis mencit, sehingga tidak didapatkan efek sedatif dan

hipnotif pada mencit. NaCl 0,9% merupakan cairan kristaloid dengan bahan

aktif berupa natrium dan klorida. Cairan ini digunakan sebagai pengganti

cairan dan elektrolit natrium dan klorida pada kondisi kekurangan cairan

(Stoneham & Hill, 1997).

Efek sedatif dan hipnotik yang didapatkan dari induksi fenobarbital

didapatkan dengan pengamatan pada reflek mencengkram mencit pada

strimin kandang atau pada Hanger Test. Serta menilai reflek balik badan

mencit. Waktu tidur dinyatakan sebagai periode waktu kehilangan reflek

tegaknya yaitu bila mencit tidak mempunyai kemampuan untuk menyentuh

permukaan diam dengan seluruh kakinya dan dapat diletakkan kembali pada

sisinya atau punggungnya tanpa segera tegak kembali. Akhir periode tidur

adalah saat hewan uji tidak lagi rebah pada sisi atau punggungnya tanpa

segera tegak tetapi kembali dengan sendirinya ke posisi tegak. Prinsip uji ini

adalah menggunakan dosis sedatif dan hipnotik yang relatif kecil yang dapat

menginduksi tidur pada mencit (Vogel, 2002).
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Kelompok P1 merupakan kelompok perlakuan pertama yang diberikan

fenobarbital dengan dosis 40 mg/kgBB dan diberikan ekstrak etanol biji labu

(Cucurbita moschata Durch) sebanyak 40 mg/gBB. Berdasarkan hasil

pengamatan waktu tidur mencit pada Kelompok P1, didapatkan rerata waktu

tidur mencit adalah 45,8 menit. Pada uji post hoc Bonferroni didapatkan

perbedaan yang bermakna antara kelompok K dengan kelompok P1. Hasil ini

sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Rahimi et al. menggunakan

jenis labu berbeda, yakni ekstrak maserasi biji labu air (Lagenaria vulgaris)

pada dosis 50 mg/kg (1 mg/gBB) dan 100 mg/kg (10 mg/gBB) memperlama

waktu tidur mencit yang diinduksi diazepam sebesar 52 menit dan 44 menit.

Sementara ekstrak maserasi buah labu manis (Cucurbita pepo) pada dosis 200

mg/kg (4 mg/gBB) secara signifikan meningkatkan waktu tidur mencit yang

diinduksi diazepam selama 36 menit (Rahimi et al., 2018).

Kelompok P2 merupakan kelompok perlakuan kedua yang diberikan ekstrak

biji labu (Cucurbita moschata Durch) sebanyak 80 mg/gBB dan diberikan

fenobarbital dengan dosis 40 mg/kgBB. Berdasarkan hasil pengamatan waktu

tidur mencit pada kelompok P2, didapatkan rerata waktu tidur mencit adalah

75,6 menit. Pada uji post hoc Bonferroni didapatkan perbedaan yang

bermakna antara kelompok K dengan kelompok P2. Hasil ini sesuai dengan

penelitian Halson bahwa dengan mengkonsumsi ayam kalkun minimal 300

gram atau biji labu minimal 200 gram sehari, yang mengandung triptofan

sekitar 1 gram, dapat meningkatkan kualitas tidur dengan menilai latensi tidur

pada atlit berupa durasi dari persiapan tidur hingga tertidur (Halson, 2014).
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Makanan yang mengandung protein triptofan pada penelitian Hudson et al.

diteliti dengan menggabungkan biji labu sebanyak 25 mg dan 25 mg

dekstrosa, dapat meningkatkan lama waktu tidur sebesar 16,66 menit per

malam selama intervensi dan meningkat setelah intervensi sebesar 21,91

menit. Selain itu juga dapat meningkatkan efisiensi tidur dan mengurangi

waktu terbangun di malam hari, dibandingkan dengan diberikan sumber

karbohidrat saja (Hudson et al., 2005).

Kelompok P3 merupakan kelompok perlakuan ketiga yang diberikan

fenobarbital dengan dosis 40 mg/kgBB dan diberikan ekstrak etanol biji labu

(Cucurbita moschata Durch) sebanyak 160 mg/gBB. Berdasarkan hasil

pengamatan waktu tidur mencit pada kelompok P3, didapatkan rerata waktu

tidur mencit adalah 95,9 menit. Pada uji post hoc Bonferroni didapatkan

perbedaan yang bermakna antara kelompok P3 dengan kelompok K dan

terdapat perbedaan bermakna antara kelompok P3 dan kelompok P2. Belum

terdapat penelitian yang menggunakan dosis lebih besar dari 80 mg/gBB.

Peningkatan dosis ekstrak etanol biji labu berbanding lurus dengan

peningkatan triptofan yang masuk ke dalam tubuh.

Berdasarkan analisis yang dilakukan Hudson terhadap berbagai sumber

triptofan, biji labu diketahui memiliki kandungan triptofan tertinggi (Hudson,

et al, 2005). Triptofan yang ada pada biji labu yakni sekitar 326 mg per 100

gram (USDA, 2007). Pada penelitian lain menyatakan bahwa makanan yang

mengandung protein triptofan dalam jumlah tinggi atau sekitar 250 mg
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berpotensi menjadi alternatif bagi triptofan tingkat farmasi (Hartmann &

Spinweber, 1979). Mekanisme triptofan dalam memperngaruhi kualitas tidur

dapat dinilai secara objektif dan subjektif. Secara objektif yaitu dengan

menilai lama waktu tidur, efisiensi tidur, frekuensi terbangun di malam hari,

dan waktu terbangun di tengah malam. Secara subjektif yaitu dinilai dengan

menggunakan indeks kualitas tidur (Hudson, 2005).

Pada penelitian yang dilakukan oleh Haghjoo et al. efek hipnotik dan efikasi

dari kandungan triptofan pada minyak labu (Cucurbita moschata Durch)

terhadap pasien dengan insomnia menunjukkan bahwa terdapat perbedaan

skor Insomnia Severity Index (ISI) dan kuesioner Pittsburgh indeks yang

signifikan pada kelompok minyak labu dan kelompok plasebo setelah

intervensi dua minggu. Hasil menunjukan kualitas tidur meningkat pada

kelompok dengan pemberian minyak labu (Haghjoo et al., 2019). Pada uji

klinis yang dilakukan Saito et al. pada 2011 menunjukan bahwa teh yang

dibuat dari biji labu manis (Cucurbita pepo) dapat  meningkatkan kualitas

tidur (Saito et al., 2011).

Pada penelitian yang dilakukan Lieberman et al. menyatakan bahwa

konsumsi makanan mengandung triptofan rata-rata 826 mg/hari tidak

memiliki efek samping terhadap fungsi metabolisme hati dan ginjal namun

menurunkan level depresi dan meningkatkan lama waktu tidur (Lieberman et

al., 2016). Triptofan adalah asam amino esensial yang ditemukan pada

makanan berprotein termasuk daging-dagingan, produk susu, buah-buahan,
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dan biji-bijian. Produk tinggi indeks glikemik juga dapat meningkatkan

ketersediaan triptofan (Friedman & Levin, 2012). Hal ini dikarenakan adanya

Triptofan Paradoks, ketika asam amino lain dan triptofan di dalam darah

meningkat, maka sebaliknya triptofan di dalam otak akan menurun (Palego,

2016). Umpan balik ini dapat ditekan dengan adanya sumber karbohidrat

pada biji labu yakni sekitar 50 mg per 100 gram sajian. Karbohidrat akan

diubah menjadi insulin di dalam tubuh dan akan mempengaruhi asam amino

lain kecuali triptofan sehingga kadarnya menurun (Daniel et al., 1981).

Triptofan akhirnya dapat melewati sawar darah otak dan meningkatkan

triptofan di dalam otak.

Triptofan adalah prekursor tunggal serotonin yang diproduksi secara perifer

dan pusat. Serotonin juga merupakan prekursor dalam pembentukan

melatonin di kelenjar pineal (Jenkins et al, 2016). Kandungan triptofan yang

tinggi dapat meningkatkan sintesis serotonin yang dapat memodulasi

gangguan mood dan tidur. Regulasi tidur oleh serotonin ditentukan oleh

neuron pemicu tidur Tipe-1 dan Tipe-2. Neuron tipe-2 lebih eksitabel/sensitif

dan dapat mengintegrasikan dorongan tidur homeostatik serta berperan dalam

persiapan serta inisiasi tidur. Aktifasi neuron tipe-2 juga dapat mengurangi

frekuensi input penghambat ke neuron tipe-1 kemudian akan menghambat

sistem arousal atau pembangkit sehingga memelihara tidur gelombang

lambat (NREM). Tempat regulasi serotonin bekerja adalah pada area preoptik

ventrolateral (Ventrolateral Pre-Optic/VLPO) di hipotalamus (Rancillac,

2016).
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Melatonin dan agonis melatonin memainkan peran penting dalam mengatasi

gangguan tidur seperti insomnia dengan mengaktifkan reseptor melatonin

MT1 dan MT2. Aktifitas gelombang lambat selama fase tidur NREM pada

orang dengan insomnia dibandingkan dengan orang sehat, meningkatkan

tidur stadium 1 dan stadium 4. Dengan mengaktifkan reseptor MT1 dan MT2,

melatonin dan agonis reseptor MT1 dan MT2 non selektif telah terbukti

meningkatkan kualitas tidur, meningkatkan total waktu tidur, meningkatkan

efisiensi tidur, dan mengurangi latensi onset tidur pada penderita gangguan

tidur termasuk insomnia (Xie et al, 2017).
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BAB V
SIMPULAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan dari hasil penelitian dan pembahasan yang telah dilakukan,

maka dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Pemberian ekstrak etanol biji labu (Cucurbita moschata Durch)

memperlama waktu tidur mencit yang diinduksi fenobarbital.

2. Kenaikan dosis ekstrak etanol biji labu (Cucurbita moschata Durch)

berbanding lurus dengan lama waktu tidur mencit yang diinduksi

fenobarbital.

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh pemberian

ekstrak etanol biji labu (Cucurbita moschata Durch) terhadap indikator

penilaian kualitas tidur lainnya.

2. Pada penelitian selanjutnya perlu dilakukan pengondisian lokasi sehingga

dapat mengontrol pengaruh luar seperti suara, cahaya, dan suhu yang bisa

mempengaruhi kualitas tidur mencit.
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