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[bookmark: _Toc196419168][bookmark: _GoBack]BAB III
[bookmark: _Toc196419169]METODE PENELITIAN

[bookmark: _Toc196419170]3.1  Rancangan Penelitian
Penelitian ini bersifat eksperimen. sampel yang digunakan adalah daun tembakau (Nicotiana tabacum L.). Data yang dikumpulkan berupa data kualitatif dan kuantitatif. Penelitian meliputi pengelolaan sampel, skrining fitokimia, karakterisasi simplisia, pembuatan ekstrak etanol daun tembakau dengan menggunakan metode maserasi, penetapan kadar nikotin dengan menggunakan titrasi asidimetri, uji kualitatif ekstrak daun tembakau dengan menggunakan GC-MS dan uji aktivitas hipnotik- sedatif pada mencit ( Mus musculus L. ) dengan menggunakan metode fireplace test dan uji annova.
[bookmark: _Toc196419171]3.1.1 Variabel Penelitian 
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah daun tembakau segar, ekstrak daun tembakau,  sedangkan variabel terikat dalam penelitian ini adalah karakteristik pada simplisia daun tembakau, golongan senyawa metabolit sekunder pada simplisia daun tembakau. Penetapan kadar nikotin ekstrak etanol daun tembakau dengan metode titrasi asidimetri , uji kualitatif dan kuantitatif ekstrak daun tembakau dengan metode GC-MS  dan uji aktivitas hipnotik sedatif pada mencit (Mus musculus L.) dengan menggunakan metode fireplace test dan uji annova.
Penelitian ini adalah pemeriksaan karakteristik, skrining fitokimia, penetapan kadar nikotin, dan uji aktivitas Hipnotik Sedatif pada mencit (Mus musculus L.) .
[bookmark: _Toc196419172]3.2 Jadwal dan Lokasi Penelitian  
[bookmark: _Toc196419173]3.2.1 Jadwal dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2024 sampai Februari 2025  di Laboratorium Farmasi Terpadu Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah Medan dan Dibidang Laboratorium Forensik Polda Sumut.
[bookmark: _Toc196419177]3.3 Bahan dan peralatan
[bookmark: _Toc196419178]3.3.1 Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah nikotin murni (PT. Brewer s arsenal), daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) umur 2-3 bulan dari desa kuta sange Kec. Terangun Kab. Gayo Lues Aceh, etanol 96% , toluene, raksa (II) klorida, asam klorida 2N,  aquadest, metanol, asam sulfat, kalium iodida, iodium, bismuth (III) nitrat, asam sulfat, besi (III) klorida, timbal (II) asetat, sebuk  Mg, kloroform, Petrolium eter, NaOH p.a (Merck), indikator Metil merah, isopropanol, natrium sulfat anhidrat, n- heksana p.a (Merck), diazepam (PT. Meprofarm bandung), Na CMC, mencit (Mus musculus L.) .
[bookmark: _Toc196419179]3.3.2 Alat
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah GC-MS (Agilent Technologies dengan GC system 7890B dan MSD 5977A – USA), Azeotropi, rotary evaporator, tanur, neraca analitik, elemenyer, beaker gelas, gelas ukur, water bath, batang pengaduk, blender, tabung reaksi dan rak tabung, cawan penguap, timbangan analitik, cawan krus,  labu tentukur, lemari pengering, kertas perkamen, pipet tetes,biuret, Stopwach, dan spuit.


[bookmark: _Toc196419180]3.4 Persiapan Sampel 
[bookmark: _Toc196419181]3.4.1 Determinasi Sampel 
[bookmark: _Toc196419182]Determinasi tumbuhan yang memiliki tujuan untuk memastikan kebenaran bahan penelitian yang digunakan. Determinasi tumbuhan dilakukan oleh Herbarium Medanense (MEDA) Departemen Biologi FMIPA Universitas Sumatera Utara (USU).
[bookmark: _Toc196419183]3.4.2 Pengambilan Sampel 
Daun tembakau umur 2-3 bulan yang diambil didesa Kuta Sange Kec. Terangun Kab. Gayo Lues Provinsi Aceh. Proses pengumpulan daun tembakau dilakukan secara Purposive sampling yaitu tidak membandingkan dengan tumbuhan yang sama dari daerah lain.
[bookmark: _Toc196419184]3. 5 Pembuatan Simplisia
Sebanyak 2 Kg daun Tembakau yang telah dikumpulkan, dicuci bersih dengan air mengalir, dipilih bagian daun yang bagus dan dilakukan perajangan untuk mempermudah pengeringan, kemudian ditimbang dan diperoleh 1.3 Kg daun Tembakau segar yang sudah bersih dari tanah atau kotoran yang menempel pada daun, kemudian daun dimasukkan kedalam lemari pengering dengan suhu 50-60 oC. Proses pengeringan dianggap kering bila dapat diremas, rapuh dan bisa hancur. Dilakukan sortasi kering untuk memisahkan dari benda-benda asing yang ikut dalam proses pengeringan. Simplisia diserbukkan dengan menggunakan blender sampai halus,kemudian diayak dan ditimbang berat keringnya, dan di dapat 1kg kemudian disimpan didalam wadah kering dan terlindung dari cahaya matahari (Arsyat,2023).

[bookmark: _Toc196419185]3.6  Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Tembakau
        Pembuatan ekstrak dilakukan secara maserasi dengan menggunakan pelarut etanol 96%, dengan menimbang 500 g serbuk simplisia daun tembakau dimasukkan ke dalam bejana, kemudian dituangkan dengan 75 bagian etanol 96% sebanyak (3.750 ml) sambil diaduk sesekali dibiarkan 5 hari. Setelah 5 hari diserkai, diperas, dengan kain flanel sehingga didapat maserat I. Kemudian dibilas ampas maserat I dengan 25 bagian etanol 96% sebanyak 1.250 ml diserkai, digabungkan maserat I dan II diamkan selama 2 hari. Diserkai kembali, dipekatkan dengan alat rotary evaporator suhu tidak lebih 50 oC hingga diperoleh ekstrak kental (Depkes,1979).
Filtrat yang diperoleh lalu dipekatkan dengan vacuum rotary evaporator pada suhu 50◦C, Hasil pemekatan berupa ekstrak kental dipanaskan diatas waterbath. Ekstrak kental ditimbang lalu dihitung % rendemennya dengan rumus  ( Novelatika,2023).
% Rendemen = Berat ekstrak etanol x 100%
                         Berat simplisia kering  

[bookmark: _Toc196419186]3.7 Pemeriksaan Karakteristik Simplisia
[bookmark: _bookmark91]Pemeriksaa karakteristik simplisia meliputi: pemeriksaan makroskopik, pemeriksaan mikroskopik, Penetapan kadar air, penetapan  kadar sari larut dalam air, peneteapan kadar sari larut etanol, penetapan kadar abu total dan kadar abu tidak larut asam.
[bookmark: _bookmark92][bookmark: _Toc196419187]3.7.1 Pemeriksaan Mikroskopik Simplisia
Pemeriksaan mikroskopik dilakukan terhadap daun tembakau (Nicotiana tabacum L. ) dengan diletakkan diatas kaca objek, lalu ditetesi dengan kloralhidrat, ditutup dengan cover glass, kemudian diamati dibawah mikroskopik untuk melihat fragmen pengenal dalam bentuk sel, isi sel atau jaringan  (Mayasari, 2018)
[bookmark: _bookmark93][bookmark: _Toc196419188]3.7.2 Pemeriksaan Makroskopik Simplisia
Uji makroskopik bertujuan untuk menentukan ciri khas simplisia dengan pengamatan secara langsung berdasarkan bentuk simplisia dan ciri-ciri daun tembakau gayo (Mayasari, 2018).
[bookmark: _Toc196419189]3.7.3 Penetapan Kadar Air
Penetapan kadar air dilakukan dengan metode Azeotropi (destilasi toluen)    Prosedur kerja :
1. Penjenuhan Toluen
Sebanyak 200 ml toluen dan 2 ml air suling dimasukkan kedalam labu alas bulat, dipasang alat destilasi, kemudian didestilasi selama 2 jam sampai tetesan air selesai. Destilasi dihentikan dan dibiarkan dingin selama 30 menit, kemudian volume air dalam tabung penerima dibaca dengan ketelitian 0,05 ml.
2. Penetapan kadar air
[bookmark: _bookmark94]Masukkan 5 g serbuk simplisia yang telah ditimbang seksama kedalam labu yang berisi toluen jenuh. Labu dipanaskan dengan hati-hati selama 15 menit, apabila toluena mulai mendidih, atur penyulingan 2 tetes/detik lalu 4 tetes/detik. Setelah semua toluena mendidih, pendingin dicuci dengan toluena sambil dibersihkan dengan sikat kecil dan sulingan dilanjutkan selama 5 menit. penerima mendingin sampai temperatur kamar. Setelah lapisan air dan toluena memisah sempurna, volume air dibaca dan dihitung kadar air dalam % terhadap berat simplisia (Kemenkes,2017).
[bookmark: _Toc196419190]3.7.4 Penetapan Kadar Sari Larut Dalam Air
Timbang 5 gram serbuk simplisia. Tambahkan 100 ml air jenuh kloroform dalam labu tersumbat. Kocok secara berkala selama 6 jam pertama kemudian biarkan selama 18 jam. Saring, uapkan 20 ml filtrat pada suhu 105˚C hingga bobot tetap. Hitung kadar dalam persen sari larut air. (Kemenkes, 2017)
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% Kadar air  =

Bobot sari setelah dikeringkan (g) x 5 Berat simplisia (g)

x 100%


[bookmark: _bookmark95][bookmark: _Toc196419191]3.7.5 Penetapan Kadar Sari Larut Dalam Etanol
Timbang 5 g serbuk simplisia. Tambahkan 100 ml etanol 96% dalam labu tersumbat, kocok secara berkal selama 6 jam pertama, biarkan selama 18 jam. Saring, uapkan 20 ml filtrat pada suhu kurang dari 78°C hingga bobot tetap. Hitung kadar dalam persen sari larut etanol (Kemenkes, 2017).
% Kadar sari larut dalam etanol = 			                                Bobot sari setelah dikeringkan (g) x 5
57
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[bookmark: _Toc196419192]3.7.6 Penetapan Kadar Abu Total
Sebanyak 2 g serbuk simplisia dimasukkan kedalam krus porselen yang telah ditara pada oven dengan suhu 105oC. Krus dipijarkan perlahan-lahan hingga arang habis, pemijaran dilakukan pada suhu 600oC selama 3 jam. kemudian didinginkan dan ditimbang sampai diperoleh bobot tetap. Kadar abu dihitung terhadap bahan yang dikeringkan di udara (Kemenkes,2017).
 Kadar Abu Total = Bobot abu yang diperoleh (g) x 100 %Bobot simplisia (g)

[bookmark: _Toc196419193]3.7.7  Penetapan Kadar Abu Tidak Larut Asam
Abu yang diperoleh pada penetapan kadar abu total ditambahkan dengan 25 ml asam klorida encer dididihkan selama 5 menit, disaring melalui kertas saring bebas abu, kemudian dicuci dengan air panas. Residu dan kertas saring dipijarkan suhu 600oC, didinginkan dan ditimbang. Kadar abu yang tidak larut dalam asam dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan di udara (Kemenkes, 2017).
 Kadar Abu Tidak Larut Asam = bobot abu dipijar (g)	 x 100%bobot sampel abu mula-mula (g)



[bookmark: _Toc196419195]3.8 Pembuatan Larutan Pereaksi
[bookmark: _bookmark100][bookmark: _Toc196419196]3.8.1 Larutan Pereaksi Bouchardat
Sebanyak 4 g kalium iodida dilarutkan dalam 20 mL aquades, kemudian ditambahkan sedikit demi sedikit 2 g iodium dan dicukupkan dengan aquades hingga 100 mL (Depkes RI, 1995).

[bookmark: _bookmark101][bookmark: _Toc196419197]3.8.2 Larutan Pereaksi Mayer
Sebanyak 1,596 g raksa (II) klorida, dilarutkan dalam 60 ml aquades di dalam gelas ukur 100 ml. Pada wadah lain ditimbang sebanyak 5 g kalium iodida lalu dilarutkan dalam 10 ml aquades. Kedua larutan dicampurkan dalam labu takar 100 ml, lalu diencerkan dengan aquades sampai garis tanda batas (Indrayani,et all 2022).
[bookmark: _bookmark102][bookmark: _Toc196419198]3.8.3 Larutan Pereaksi Dragendroff
Sebanyak 0,85 g ml bismuth (II) nitrat dilarutkan dengan 20 ml asam nitrst dan 8 g kalium iodide dilarutkan dalam 20 mL aquadest. Dicampur kedua larutan dan diamkan sampai memisah sempurna. Diambil larutan jenuh dan diencerkan dengan aquades secukupnya hingga 100 mL (Depkes RI 1995).
[bookmark: _bookmark103][bookmark: _Toc196419199]3.8.4 Larutan Pereaksi Molish
Sebanyak 3 g alfa-naftol dimasukkan kedalam labu ukur 100 ml dilarutkan dalam asam nitrat 0,5 N sampai garis tanda hingga 100 ml (Depkes RI, 1995)
[bookmark: _Toc196419200]3.8.5 Larutan Pereaksi Asam Klorida 2N
Sebanyak 17 ml asam klorida (p) diencerkan dalam aquades hingga 100 ml (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _bookmark105][bookmark: _Toc196419201]3.8.6 Larutan Pereaksi Besi (III) Klorida 1%
Sebanyak 1 g besi (III) klorida dilarutkan dengan aquades hingga 100 mL (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc196419202]3.8.7 Larutan Pereaksi Timbal (II) Asetat 0,4 M
Sebanyak 15,17 g timbal (II) asetat dimasukkan kedalam labu ukur 100 ml lalu dilarutkan dalam aquades bebas CO2 sampai garis tanda (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc196419203]3.8.8 Larutan Pereaksi Kloralhidrat
Sebanyak 50 g ditimbang lalu dilarutkan dalam 20 ml aquade di dalam labu ukur (Depkes, 1995).
[bookmark: _Toc196419204]3.8.9 Larutan Pereaksi Liberman-Bouchardat
Sebanyak 20 ml asam asetat anhidrat dicampurkan dengan 1 ml asam sulfat pekat dalam gelas ukur 100 mL (Depkes, 1995).
[bookmark: _Toc196419205]3.8.10 Larutan Pereaksi Asam Nitrat 05 N
Sebanyak 3,84 ml asam nitrat dimasukkan ke dalam labu ukur 100 ml lalu diencerkan dengan aquades sampai garis tanda (Depkes, 1995).
[bookmark: _Toc196419206]3.9 Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia serbuk simplisia dan ekstrak daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) meliputi pemeriksaan senyawa golongan alkaloid, flavonoid, saponin, tannin,  triterpenoid/steroid dan glikosida.
[bookmark: _bookmark111][bookmark: _Toc196419207]3.9.1 Pemeriksaan Alkaloid
[bookmark: _bookmark104][bookmark: _bookmark106]Serbuk simplisia dan ekstrak ditimbang sebanyak 0,5 g, kemudian (Depkes RI, 1995)
Ditambahkan 1 ml asam klorida 2N dan aquadest 9 ml, dipanaskan di atas penangas air selama 2 menit, didinginkan dan disaring. Filtrat yang diperoleh dipakai tes alkaloid :

1. 3 tetes filtrat ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi Mayer terbentuk endapan putih atau kunig.
2. 3 tetes filtrat ditambahkan dengan 2 tetes Bouchardat terbentuk endapan coklat sampai hitam.
3. 3 tetes filtrat ditambahkan dengan 2 tetes Dragendorff, terbentuk merah atau jingga.
Alkaloid dianggap positif jika terjadi endapan pada dua atau tiga dari percobaan diatas (Lestari,2023).
[bookmark: _bookmark112][bookmark: _Toc196419208]3.9.2 Pemeriksaan Flavonoid
Sebanyak 0,5 g serbuk simplisia dan ekstrak daun tembakau ditambahkan 5 ml air panas, didihkan selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas.   Filtrat yang diperoleh kemudian diambil 5 ml lalu ditambahkan 0,1 g serbuk Mg dan 1 ml asam klorida pekat dan 2 ml amil alcohol kemudian dikocok dan dibiarkan memisah. Flavonoid positif jika terbentuk warna merah, kuning, jingga pada lapisan alkohol (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _bookmark113][bookmark: _Toc196419209]3.9.3 Pemeriksaan Tanin
Sebanyak 0,5 g serbuk simplisia dan ekstrak daun tembakau dimasukkan kedalam tabung reaksi ditambahkan 10 ml aquades dipanaskan diatas penangas air selama 3 menit, didinginkan dan di saring. Larutan diambil 2 ml ditambahkan 1 sampai 2 tetes besi (III) klorida. Jika terjadi warna biru kehitaman atau hijau kehitaman menunjukkan adanya tanin (Depkes RI, 1995).

[bookmark: _Toc196419210]3.9.4 Pemeriksaan Saponin
Sebanyak 0,5 g serbuk simplisia dan ekstrak daun tembakau dimasukkan kedalam tabung reaksi, ditambahkan 10 ml aquades panas, didinginkan dan dikocok kuat-kuat selama 10 detik. Terbentuk buih yang stabil selama tidak kurang lebih dari 10 menit setinggi 1 cm sampai 10 cm. Pada penambahan 1 tetes asam klorida 2 N buih tidak hilang menunjukkan adanya saponin (Depkes RI,1995).
[bookmark: _bookmark115][bookmark: _Toc196419211]3.9.5 Pemeriksaan Steroid/Triterpenoid
Sampel serbuk simplisia dan ekstrak etanol daun tembakau  sebanyak 1 g dimaserasi dengan 20 ml n-heksana selama 2 jam, lalu disaring. Filtrat diuapkan dalam cawan penguap kemudian ditambahkan 3 tetes asam asetat anhidrat dan 3 tetes asam sulfat pekat (pereaksi Liberman-Bouchardat). Timbulnya warna biru atau biru hijau menunjukkan adanya steroida, sedangkan warna merah, merah muda atau ungu menunjukkan adanya triterpenoida (Depkes RI, 1995). 
[bookmark: _bookmark116][bookmark: _Toc196419212]3.9.6 Pemeriksaan Glikosida
Sebanyak 3 g serbuk simplisia dan ekstrak ditambahkan dengan 30 ml campuran etanol 7 bagian (95%), 3 bagian aquades (7:3) dan 10 ml asam klorida 2N direfluk 10 menit, dinginkan dan disaring. Diambil filtrat 20 ml ditambahkan ditambahkan 20 ml aquades dan 20 ml timbal (II) asetat 0,4 M, didiamkan selama 5 menit lalu disaring. Filtrat ditambahkan kloroform 18 ml dan isopropanol 12 ml didalam cawan porselin diuapkan selama 5 menit. Diambil 1 ml filrat diuapkan dalam tabung reaksi selamag 2 menit diatas penangas air. Kemudian ditambahkan 2 ml aquades dan 5 tetes pereaksi Molish, secara perlahan ditambahkan 2 ml asam sulfat pekat melalui dinding tabung. Menandakan positif glikosida jika terbentuknya cincin berwarna coklat, coklat keunguan, ungu pada batas antara  kedua cairan menunjukkan adanya ikatan gula (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc176014050][bookmark: _Toc196419213]3.10  Penetapan Kadar Nikotin Secara Titrasi Asidimetri
3.10.1 Standarisasi Hcl dengan Boraks
Sebanyak 10 mL larutan Na2B4O7 dimasukkan ke dalam Erlenmeyer kemudian ditambahkan 5 tetes indikator metil merah . Larutan kemudian dititrasi dengan larutan standard HCl sampai terjadi perubahan warna dari kuning menjadi merah muda ( Qomariyah,2022).
3.10.2 Penetapan kadar nikotin ekstrak etanol daun tembakau
Sampel tembakau ditimbang secara seksama sebanyak  1 gram, masukkan ke dalam Labu Erlenmeyer tutup asah. Kemudian ditambahkan 1 ml Natrium Hidroksida dalam Alkohol (3 bagian NaOH  dan 1 bagian Alkohol 96%) lalu tambahkan petroleum eter 20 ml. Erlenmeyer tutup asah ditutup dengan baik lalu dikocok dan dibiarkan satu setengah jam sampai endapan turun ke dasar labu Erlenmeyer. Cairan jernih dalam labu tadi diambil 10 ml untuk diuapkan sampai volume kira-kira 1 ml, kemudian ditambahkan aquadest 10 ml dan 3 tetes indikator metil merah, larutan inilah yang akan ditetapkan kadar nikotinnya dengan cara dititrasi dengan larutan standar Hcl 0,1 N ( Tumbel,  2010).
1 ml HCl 01, N setara dengan 162 mg 
% nikotin = V x Fp x 0,162 x NHcl
W	      

Keterangan: V : volume hasil titrasi (ml)
                     Fp: factor pengenceran 
                    N.Hcl : Normalitas Hcl (N)
                     W  : Berat sampel (g)
                    0,162 : 1ml Hcl setara dengan 162mg Nikotin atau 0,162 g

[bookmark: _Toc196419214]3.11 Uji Kualitatif Ekstrak daun Tembakau
[bookmark: _Toc196419215]3.11.1 Preparasi Sampel
Ekstrak etanol daun tembakau 1 ml diencerkan dengan 5 ml metanol 96% dan sampel disaring melalui filter membrane sebelum dianalisis GC-MS. (Hossain & Salehuddin, 2013)
[bookmark: _Toc196419216]3.11.2 Analisis GCMS
Uji Kualitatif sampel dengan menggunakan GCMS Agilent Technologies GC system 7890B dan MSD 5977A, kolom yang digunakan DB-5MS (30 m x 0,250 mm x 0,25 µm), dan gas pembawa Helium, flow rate 1 mL/min, ekstrak etanol daun tembakau diinjekkan sebesar 1µL dengan split 20:1,dengan pengaturan temperatur awal 100°C, kemudian dinaikkan 15°C/menit sampai 290°C, lalu ditahan 5 menit sehingga temperatur akhir dan Velocity gcms 34 cm/sec dengan menggunakan internal library wiley seri 2024 terbaru ( Supiyani,2023).


[bookmark: _Toc196419217]3.12 Uji aktivitas Hipnotik-Sedatif Pada Mencit (Mus musculus L.)
[bookmark: _Toc196419218]3.12.1 Pengadaptasian hewan uji 
Pengadaptasian hewan uji dilakukan di selama 1 minggu sebelum nantinya diberi perlakuan. Sebelum perlakuan, hewan uji harus dipuasakan selama 18 jam tetapi masih diberi minum (Hasanuddin,2023). Mencit sangat sering digunakan sebagai hewan uji dikarenakan kemiripan dari struktur anatomi dan fisiologisnya dengan manusia (Khairani et al., 2024).
[bookmark: _Toc196419219]3.12.2 Perlakuan Hewan Uji
Menggunakan 21 ekor mencit (Mus musculus L.) jantan umur ± 2 bulan dengan berat badan ± 20 gram. Hewan percobaan yang digunakan adalah mencit jantan. Penelitian ini sudah memenuhi tatisti penggunaan hewan uji, karena sudah memperoleh surat kaji etik dari Komite Etik Penelitian Hewan Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam- Universitas Sumatera Utara (Animal Research Ethics Committees / AREC). Mencit dibagi ke dalam kelompok mencit control dan kelompok mencit perlakuan dosis esktrak daun tembakau. Kelompok mencit terdiri atas kelompok kontrol negatif (-) yakni kelompok yang hanya diberi CMC 1% dan kelompok kontrol positif (+), yakni kelompok yang diberi diazepam dosis 2mg/ 70kg bb manusia yang kemudian dikonversi ke berat mencit. Sedangkan kelompok mencit perlakuan ekstrak daun tembakau terdiri atas :
· kelompok P1, yakni mencit yang diberi ekstrak daun tembakau dengan konsentrasi 1% .
· kelompok P2, yakni mencit yang diberi Ekstrak daun tembakau dengan 1.3%.
· kelompok P3, yakni mencit yang diberi Ekstrak daun tembakau dengan 1,5%.
· kelompok P4, yakni mencit yang diberi Ekstrak daun tembakau dengan 2%.
· kelompok P5, yakni mencit yang diberi Ekstrak daun tembakau dengan 2,5%.
Pemberian Diazepam maupun ekstrak daun tembakau, dilakukan per oral. Masing-masing kelompok terdiri atas 3 ekor mencit dan semua mencit tersebut diaklimatisasi terlebih dahulu selama satu minggu serta tetap diberi pakan dan minum standard (Friatna, 2023).
[bookmark: _Toc196419220]3.12.3 Pengujian Hipnotik-Sedatif
	Pengujian Hipnotik-Sedatif pada hewan dilakukan dengan Metode Fireplace test dan Uji Anova.Yang dimana :
1. Uji fireplace test dengan menggunakan hewan uji yang diletakkan kedalam tabung kaca, hewan normal akan berusaha lompat keluar dari tabung dalam waktu 30 detik sedangkan hewan abnormal yang telah memiliki efek hipnotik-sedatif akan keluar tabung kaca 250ml lebih dari 30 detik. Pengamatan dilakukan dengan melihat waktu lompat hewan keluar dari tabung setiap rentang waktu pengujian (Friatna, 2023).
2. Data primer yang telah diperoleh dalam penlitian ini dilanjutkan dengan uji menggunakan uji One Way ANOVA dibantu dengan program SPSS (Hasanuddin,2023).


