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Abstrak

Depresi adalah penyakit mental yang umum terjadi di masyarakat, dengan
manifestasi rasa sedih, rasa bersalah, kurang minat, gangguan makan, serta masalah
tidur dan konsentrasi. Depresi mempengaruhi 3-8% orang di seluruh dunia, dengan
50% dari mereka yang terkena dampak berada dalam rentang usia kerja. Selain
terapi farmakologi, terdapat terapi non-farmakologi seperti penggunaan
aromaterapi, yang dapat membantu mengurangi kecemasan, meningkatkan suasana
hati, serta menghasilkan relaksasi. Minyak atsiri Kenanga (Cananga odorata (L.)
Hook.F. & Thoms) dan Oleoresin Keruing (Dipterocarpus grandiflorus) diketahui
memiliki aktivitas antimikroba, antiinflamasi, dan antioksidan. Penelitian bertujuan
mengevaluasi sediaan serta menguji efek antidepresan dengan metode Conditional
Place Preference (CPP) terhadap mencit jantan (Mus musculus). Evaluasi
menunjukkan semua sediaan lilin memiliki titik leleh stabil (55-65°C), dan waktu
pembakaran konsisten. serta tidak terdapat perubahan warna dan bau. Uji
antidepresan dilakukan pada enam kelompok hewan, terdiri dari empat kelompok
uji (rasio minyak atsiri:oleoresin berturut-turut 20:5, 15:10, 10:15, 5:20) dan dua
kelompok kontrol. Berdasarkan uji statistik Welch Anova menunjukkan nilai
signifikansi 0,427, mengindikasikan tidak terdapat perbedaan yang bermakna pada

perilaku mencit. Sedangkan evaluasi histopatologi jaringan otak menunjukkan

kelompok konsentrasi 20:5 (F1) mengalami kerusakan jaringan yang minimal.
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Sehingga dapat disimpulkan, meskipun tidak signifikan secara statistik pada perilaku
namun dari evaluasi histopatologi, formulasi tersebut menunjukkan potensi sebagai
antidepresan.
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Abstract
Depression is a common mental illness in society that manifests as melancholia, guilt, lack of
interest, eating problems, and difficulty sleeping and remembering things. Depression affects BY NG

3-8% queop]e around the world, with 50% ‘Zf those impacted generally gradu]tbood.
Aromatherapy is a type of non-pharmacological intervention that may help with anxiety
reduction, mood enhancement, and relaxation in addition to pharmaceutical therapy.
Antimicrobial, anti-inflammatory, and antioxidant effects have been reported for the essential
oils of Cananga (Cananga odorata (L.) Hook.F. & Thoms) dan Oleoresin Keruing
(Dipterocarpus grandiflorus). The Conditional Place Preference (CPP) consider was used to
develop and test the antidepressant effect in male mice (Mus musculus). All wax preparations
showed a constant melting point (55-65°C), a consistent burning time, and no colour or odour
changes, according to the investigation. Six animal groups were analysed for antidepressants:
two control groups and four test groups with essential oil:oleoresin ratios of 20:5, 15:10,
110;15, and 5:20, respectively. The Welch Anova statistical test revealed a significance value
of 0.427, suggesting that there was no appreciable variation in the mice’s behaviour. The
20;5 concentration group had very little tissue damage, according to histological analysis of
brain tissue. Thus, it may be said that the formulation has potential as an antidepressant

relying on the histological evaluation, although the behaviour is not statistically significant.

Keywords: aromatic candle, ylang-ylang oil, keruing oleoresin, antidepressant, essential

1 Pendahuluan

Salah satu kondisi Kesehatan mental yang umum adalah depresi. Kesedihan, rasa bersalah,
kelelahan, kehilangan minat atau kesenangan, gangguan makan, kesulitan tidur, dan kesulitan
berkonsentrasi adalah ciri khasnya. Diperkirakan 322 juta individu, atau 4,4% dari populasi dunia,
menderita depresi, menurut perkiraan tahun 2015. Dengan 85,67 juta kasus, atau 27% dari populasi
global, Asia Tenggara memiliki tingkat depresi tertinggi [1]. Prevalensi rata-rata kecemasan dan
depresi sebesar 19,93% di Asia Utara dan antara 20-30% di Asia Tenggara, kecuali di Vietnam
dimana prevalensinya mencapai 31%. Kecemasan dan depresi mempengaruhi 12,8% orang di Asia
Timur dan sekitar 20% orang di Asia Selatan [2]. Prevalensi depresi sebesar 2,2%, Kalimantan Timur
berada di urutan kedua untuk prevalensi kecemasan dan depresi. Angka ini cukup mengejutkan
karena menunjukkan bahwa masalah Kesehatan mental telah meningkat secara signifikan di
masyarakat Kalimantan Timur. [3].

Inhibitor reuptake serotonin selektif (SSRI), inhibitor reuptake serotonin norepinefrin (SNRI),
antidepresan trisiklik (TCA), antidepresan tetrasiklik dan unisiklik, modulator reseptor 5-HT, dan
inhibitor monoamin okidase (MAOI) adalah enam kategori utama terapi farmakologis antidepresan
[4]. Stress, kecemasan dan masalah Kesehatan mental lainnya pada remaja dapat dikelola secara efektif
menggunakan terapi non farmakologis seperti refleksologi, yoga, akupunktur, meditasi, terapi music,
hypnosis, terapi seni, dan aromaterapi, disampaing pengobatan konvensional [5]. Aromaterapi adalah

salah satu pengobatan non-farmakologis yang sering digunakan pada individu yang mengalami depresi,
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aroamterapi ini dapat menurunkan kecemasan, meningkatkan suasana hati dan menimbulkan relaksasi
[6]. Baik otak maupun system penciuman dapat distimulasi oleh aromaterapi. Aromaterapi ini mampu
menstimulasi sistem saraf otak, yang berperan dalam mengendalikan emosi, setelah aroma memasuki
rongga hidung. Aroma yang menenangkan memicu area otak yang meningkatkan daya ingat dan
mengurangi depresi [7].

Tanaman yang memiliki potensi sebagai antidepresan ialah tanaman keruing dengan kandungan
terbanyak adalah golongan terpene, misalnya 3 — bisabolene, Caryophyllene, humulene, dan senyawa
turunannya [8]. Kenanga, di sisi lain, mengandung 10,0% [-caryophyllene; 14,9% farnesen; 13,2%
linalool; 11,8% minyak atsiri [9]. Pada penelitian efek antidepresan, analisis histopatologi menjadi
pelengkap penting untuk menilai dampak biologis suatu perlakuan secara langsung pada jaringan otak.
Stres kronis dapat menyebabkan perubahan struktural pada hipokampus, termasuk penurunan volume
dan kepadatan sinap [10], selain itu hipokampus juga sangat rentan terhadap stres, yang dapat
memengaruhi plastisitas struktural dan fungsional otak [11]. Oleh karena itu, perlu dilakukan evaluasi
mutu dan in vivo menggunakan metode CPP (Conditioned Place Preference) pada potensi
antidepresan dari kombinasi keruing dan kenanga sediaan lilin aromatik pada mencit jantan (Mus
musculus).

2 Metode Penelitian

Pendekatan eksperimental digunakan untuk mengevaluasi lilin aromatik ini, mencit digunakan
sebagai subjek uji sedangkan objek penelitiannya adalah lilin aromatik yang menggabungkan oleoresin
keruing dan minyak kenanga.
2.1 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah oleoresin keruing, beeswax, asam stearat,
minyak kenanga, alumuniun foil, wadah lilin, sumbu lilin dan perekatnya. Sedangkan alatnya terdiri
dari waterbath, timbangan analitik, induksi listrik, CPP (Conditioned Place Preference), hotplate,
gelas ukur (Pyrex), beaker glass (Pyrex), cawan porselen (Pyrex), pembakar spiritus, kaki tiga, kasa
asbes termometer, sendok besi.
2.2 Pembuatan Lilin Aromatik

Lilin aroamtik pada penelitian ini menggunakan formula yang dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Formulasi Pembuatan Lilin Aromatik

Bahan Formula (%)
FO F1 F2 F3 F4
Oleoresin Keruing 0 5 10 15 20
Minyak Kenanga 0 20 15 10 5
Asam Stearat 25 15 15 15 15
Beeswax 75 60 60 60 60

Beeswax dan asam stearat dipanaskan secara terpisah pada cawan porselen di suhu 70°C hingga
meleleh sempurna. Tambahkan oleoresin keruing dan minyak kenanga sesuai konsentrasi dari setiap
formula, kemudian aduk hingga homogen. Letakkan sumbu di tengah campuran setelah
memindahkannya ke dalam wadah yang telah diolesi paraffin. Biarkan campuran tersebut hingga lilin
mengeras separuhnya, setidaknya selama dua jam.

2.3  Evaluasi Lilin Aromatik
2.3.1 Uji Organoleptik
Lilin aromatik yang telah disiapkan dievaluasi berdasarkan bentuk, warna, tekstur dan baunya

[12].
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2.3.2 Uji Titik Leleh

Metode pipet tetes digunakan untuk melakukan uji titik leleh. Setelah lilin ditaruh dalam pipet,
llilin yang telah meleleh disimpan di dalam lemari es pada suhu 4 sampai 10°C selama 16 jam. Pipet
tetes yang telah diikatkan pada termometer diletakkan ke dalam gelas beker 600 ml yang berisi air
setengah bagian. Kemudian beaker glass dipanaskan, kemudian pembacaan suhu dari thermometer
dicatata sebagai titik leleh ketika lilin dalam tabung kapiler mulai bergerak. Uji titik leleh untuk lilin
ini mengacu pada SNI 06-0386-1989, dengan rentang antara 50 - 58°C [13].

2.3.3 Uji Waktu Bakar

Ukur waktu dari saat lilin mulai terbakar dan meleleh hingga padam untuk menentukan waktu
bakar. Perbedaan antara saat lilin mulai terbakar dan saat padam dikenal sebagai periode bakar [13].
2.3.4 Pengujian Aktivitas Antidepresan

Sebanyak 24 ekor hewan uji disiapkan, kemudian ditimbang berat badannya masing-masing dan
diberi tanda. Selanjutnya, hewan dikelompokkan menjadi 6 kelompok, yang terdiri dari empat
kelompok (F1-F4) sesuai Tabel 1, satu kelompok kontrol negatif tanpa mendapatkan terapi (F0),
serta satu kelompok normal yang tidak mendapatkan intervensi apapun.

2.3.5 Induksi Hewan Uji

Mencit jantan diletakkan pada induksi listrik yang dilapisi dengan plat besi dan akan dialiri
arus listrik sebesar 0,4mA-2mA. Setelah hewan uji diletakkan, listrik akan dialirkan dan dihentikan
selama satu menit sebagai periode induksi. Penggunaan induksi ini dikarenakan saraf yang sudah rusak
tidak dapat mengalami proliferasi kembali, schingga hanya diperlukan satu siklus induksi untuk
membuat hewan mengalami depresi akibat paparan induksi stress yang berulang.
2.3.6 Metode Conditioned Place Preference (CPP)

Hewan uji yang telah diinduksi akan diletakkan di ruang CPP dengan desain dinding terang dan
gelap. Evaluasi ini dengan melakukan pengamatan pada gejala stress yang dilihat dari total waktu
hewan uji berada menghabiskan waktu di tempat yang disukai. Pada keadaan normal, mencit
merupakan hewan nokturnal yang menyukai tempat gelap. Namun pada keadaan depresi, mencit
tidak akan membedakan tempat gelap dan terang, dan cendrung berdiam di satu bagian saja dari CPP
[14].

Pemberian lilin aromatik dilakukan selama tiga minggu. Dimana hewan akan ditempatkan pada
suatu ruangan yang telah jenuh dengan uap lilin aromatic selama waktu tertentu, kemudian setelah itu
hewan akan ditempatkan di dalam kotak CPP dan akan dibiarkan bebas bergerak mengakses kedua
kompartemen CPP baik gelap maupun terang. Bila hewan uji yang telah diinduksi stress terlihat aktif
diberi lilin aromatik, dan cendrung menghabiskan waktu didalam kompartemen gelap, maka CPP
berhasil dilakukan dan akan dihitung skor CPP nya sebagai uji perilaku [15].

2.3.7 Metode Histopatologi Jaringan Otak

Pada akhir minggu kedua hewan uji diterminasi dengan cara dislokasi tulang belakang. Cara ini
menmiliki efek sakit dan rasa takut yang minimal, hal ini juga bertujuan untuk meminimalkan efek
kerusakan pada otak hewan uji, seperti cara pembiusan pada umumnya yang dapat berpengaruh pada
kondisi otak hewan uji. Selanjutnya jaringan otak didehidrasi dengan merendamnya dalam larutan
alcohol selama Sembilan hari setelah ditempatkan dalam larutan fiksasi selama dua puluh empat jam
[16]. Setelah preparasi, jaringan otak dimasukan ke dalam wadah yang telah disiapkan, lalu diisi
dengan paraffin cair. Blok paraffin dipotong dengan mikrotom setelah mengeras dan dilakukan
pengamatan.

Pengamatan sediaan histopatologi otak menggunakan metode skoring pada 5LP (Lapang
Pandang) berbeda dengan perbesaran 400x yang dilakukan pengamatan langsung pada gambar,
kemudian direrata. Pengamatan ini dilakukan denga menggunakan kamera mikroskop Optilab dan
mikroskop cahaya (Nikon Eclipse tipe Ei).
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3 Hasil dan Pembahasan

Pengujian sifat fisik lilin aroamterapi bertujuan untuk menentukan berbagai konsentrasi
oleoresin keruin dan minyak kenanga sebagai senyawa aroamtik terhadap sifat fisik lilin aromaterapi.
Setiap pengujian yang dilakukan dapat menentukan kesesuaian hasil pengujian sifat fisik sediaan lilin
yang telah ditentukan oleh SNI [17]. Selain itu pengujian pada CPP dan evaluasi pada hasil histologi

jaringan otak dilakukan untuk menilai keberhasilan uji antidepresi dari sediaan lilin yang telah dibuat.

3.1 Uji Organoleptik
Uji organoleptik dilakukan untuk mengevaluasi lilin aromaterapi dari segi bentuk, warna, dan
bau dari sediaan lilin aromaterapi [18]. Hasil uji organoleptik sangat dipengaruhi oleh variasi
komposisi asam stearat dan beewax, sehingga diperoleh perbedaan bentuk warna dan kepadatan yang
teramati secara fisik pada Tabel 2.
Tabel 2. Hasil Uji Organoleptik Lilin Aromatik

Formula Warna Bentuk Bau
FO Putih Padat Berbau lilin
F1 Putih Pucat Padat Khas kenanga
F2 Putih Pucat Padat Khas kenanga
F3 Putih Pucat Padat Khas kenanga
F4 Putih Pucat Padat Khas kenanga

Lilin aromaterapi yang dihasilkan pada dasarnya memiliki warna yang hampir sama dan bau
aromaterapi dari minyak kenanga yang khas, kecuali pada lilin pada formulasi FO dengan kandungan
0% minyak kenanga dan oleoresin keruing. Formula F1, F2, F3, dan F4 dengan perbandingan minyak
kenanga(%) : oleoresin keruing(%) berturut-turut 20:5, 15:10, 10:15, 20:5 memiliki bentuk yang
cekung, dan lilin cenderung padat dengan kekeruhan warna yang berbeda-beda, dimana F4 memiliki
warna yang cendrung lebih pucat dan terlihat keruh. Lilin yang diproduksi sesuai dengan standar
evaluasi fisik lilin menurut SNI 0386-1989-A/5110348-1980, yaitu lilin yang berwarna putih hingga
kuning.

3.2 Uji Titik Leleh

Mengacu pada SNI 0386-1989-A/SII 0348-1980, standar titik leleh lilin berada pada kisaran
50°C hingga 58°C. Lilin aromaterapi titik leleh biasanya diantara 53,25°C hingga 55,84°C. Hasil
pengujian menunjukkan bahwa titik leleh yang berada dalam rentang 54°C hingga 57°C memenuhi
spesifikasi. Kisaran ini masih berada dalam kisaran titik leleh lilin standar, yakni 50°C—-58°C.

3.3 Uji Waktu Bakar

Berdasarkan hasil evaluasi (Tabel 3), menunjukkan bahwa lilin dari formula F1, memiliki
kandungan minyak atsiri sebesar 20% dan oleoresin keruing 5%, schingga diperoleh hasil waktu
pembakaran tercepat dibandingkan formula lainnya yaitu 132 menit 42 detik. Sebaliknya, FO
memiliki waktu pembakaran terlama, yaitu mencapai 163 menit 28 detik. Hal ini dapat terjadi karena
pada formula tersebut hanya terdapat basis lilin dengan konsentrasi yang lebih besar tanpa adanya
minyak atsiri dibanding formula lainnya [19].

Tabel 3. Uji Waktu Bakar Lilin Aromatik

FO F1 F2 F3 F4
(Menit) (Menit) (Menit) (Menit) (Menit)
163,28 132,42 144,19 141,54 158,33

3.4 Evaluasi Efek Antidepresan
Sebelum dilakukan evaluasi efek antidepresan menggunakan metode conditioned place preference
(CPP), perlu dilakukan validasi prosedur analisis untuk memastikan bahwa perbedaan awaktu atau

skor CPP antar kelompok dapat diukur dengan akurat dan dapat diulang. Uji T antara kelompok
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kontrol normal dan kontrol negatif, digunakan untuk analisis validasi. Metode ini dianggap valid jika
diperoleh nilai p kurang dari 0,05, yang menunjukkan perbedaan signifikan antara kedua kelompok
[20].

Hasil uji Levene, menunjukkan perbedaan varian yang substansial antara kelompok dengan nilai
signifikansi sebesar 0,000 (p<<0,05). Anova Welch digunakan sebagai Analisa tambahan karena data
tidak memenuhi asumsi homogenitas. Hal ini dikarenakan pada uji normalitas Shapiro-Wilk
menghasilkan nilai signifikansi 0,162 (p>0,05), yang menunjukkan bahwa distribusi data tidak
menyimpang secara signifikan dari distribusi normal sehingga data dinyatakan terdistribusi normal
[21].

Pada uji immobility time setelah pemaparan lilin aromatik (Tabel 4) dilakukan pengambilan
waktu rata-rata pre dan post dari setiap hewan uji. Kelompok F3 menunjukkan peningkatan immobility
time, dengan sisi pengamatan adalah di bagian gelap yang secara alami merupakan area normal dari
hewan nocturnal yang menyukai gelap yang secara linier terdapat angka kongesti rendah pada data
histologi jaringan otak. Selain itu pada kelompok F1 dan F2 menunjukkan penurunan immobility time,
namun hasil histopatologinya menunjukkan nilai edema terendah [22].

Tabel 4. Data Immobility Time mencit setelah pemaparan lilin aromatik
Nilai Rerata Immobility Time

Kelompok Kode n (detik) Nilai +5D
Pre Post Pre Post

K Negatif FO 4 201 105,75 150+242 161+65
Kl F1 4 183 83 141 + 239 116 £ 60
Kl F2 4 165 148 125+209 197 +£110
K 11 F3 4 150 162,25 117+194 191+36
KIV F4 4 181,75 121 109+201 165+83
Normal KN 4 199,25 179,75 150+210 205+145

Pemeriksaan histologi dilakukan secara khusus pada bagian hipokampus, yaitu salah satu area
otak yang berperan penting dalam regulasi emosi dan memori [23]. Pada hasil evaluasi histopatologi
(Gambar 1) dapat ditarik hasil sebagai berikut bahwa pada kelompok normal (KN) terdapat banyak
sel saraf sehat dan tidak terdapat sel yang rusak, sedangkan pada kelompok kontrol negatif (FO) dapat
dilihat banyak terjadinya nekrosis sel disertai edema, kongesti dan kebanyakan sel mengalami
kerusakan. Untuk kelompok uji (F1-4) dapat dilihat bahwa pada F1 kerusakan sel saraf minim lebih
banyak dari F2, sedangkan pada F3 banyak terjadi kerusakan sel saraf namun masih terdapat sel schat,
kemudian pada F4 terdapat banyak nekrosis sel saraf yang disertai kongesti dan edema, serta jumlah

sel schat yang sedikit [24].
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Gambar 1. Hasil evaluasi histopatologi jaringan otak (KN: kelompok normal, FO:
Kelompok uji negatif, F1-4: Kelompok uji formula 1-4).
= : Sel Sehat, mmp : Sel Rusak

Kelompok uji F1, F2 dan F3 memiliki kerusakan paling sedikit dibanding dengan kelompok
lainnya dikarenakan formula dari ketiga kelompok tersebut memiliki konsentrasi minyak atsiri sebesar
20%, 15% dan 10% dimana konsentrasi tersebut merupakan konsentrasi terbanyak daripada formula
F4, maupun FO. Semakin banyak kandungan senyawa atsiri dalam suatu minyak atsiri cenderung
meningkatkan potensi recovery sel karena adanya efek sinergis antar komponen bioaktif [24].

4 Kesimpulan

Kombinasi lilin aromatik dari minyak kenanga (Cananga odorata (L.) Hook. F. & Thoms) dan
oleoresin keruing (Dipterocarpus grandifloras) memenuhi persyaratan uji organoleptik, titik leleh dan
waktu bakar. Sedangkan pada efektivitas antidepresan menunjukkan bahwa secara statistik dari hasil
uji perilaku (habitual test) mengacu data immobility time tidak menunjukkan adanya efek antidepresan
pada hewan uji. Namun pada evaluasi histopatologi jaringan otak menunjukkan bahwa kelompok uji
F1 dengan konsentrasi minyak kenanga : oleoresin keruing (20:5) memperlihatkan kerusakan otak
paling minim dibandingkan kelompok uji lainnya.
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