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Lampiran 1. Ethical clearance 
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Lampiran 2. Surat keterangan melakukan penelitian 
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Lampiran  3. Cara perhitungan dosis 

1) Berat molekul sebesar 479 g/mol 

2) Dosis lethal Rhodamine B tikus wistar= 887 mg/kgBB/hari 

 

a) Perlakuan pertama = 1 Dosis lethal = 1 x 887 = 887 mg/kgBB/hari.  

b) Perlakuan kedua = 1/2 Dosis lethal = 1/2 x 887 = 443,5 

mg/kgBB/hari.  

c) Perlakuan ketiga = 1/4 Dosis lethal = 1/4 x 887 = 221,75 

mg/kgBB/hari.  

d) Perlakuan keempat = 1/8 Dosis lethal = 1/8 x 887 = 110,88 

mg/kgBB/hari.  

e) Perlakuan kelima = 1/16 Dosis lethal = 1/16 x 887 = 55,44 

mg/kgBB/hari. 

f) Perlakuan keenam (kelompok kontrol) = 0 Dosis lethal = 0 x 887 = 

0 mg/kgBB/hari  
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Lampiran 4. Metode baku histologis pemeriksaan jaringan 

 

A) Cara pengambilan jaringan dan fiksasi 

1)  Mengambil jaringan sesegera mungkin setelah tikus wistar diterminasi 

dengan cara dislokasi leher (maksimal 2 jam)  

2) Kemudian memasukkan ke dalam larutan fiksasi dengan urutan 

sebagai berikut: 

a) Fiksasi dalam larutan formalin 10% 

b) Dehidrasi dengan alcohol 30% selama 20 menit I, 20 menit II, dan 20 

menit III 

Lalu lanjutkan dengan Alkohol 40% 1 jam 

                                           Alkohol 50% 1 jam 

                                           Alkohol 70% 1 jam 

                                           Alkohol 80% 1 jam 

                                           Alkohol 90% 1 jam 

                                           Alkohol 96% 1 jam 

(alkohol 70-80% dapat ditunda sampai keesokan harinya 

c) Larutan xylol alcohol 1 : 1 dengan waktu kurang lebih 24 jam 

d) clearing  dengan larutan xylol 1,2,3 dengan waktu masing-masing 20 

menit, sehingga jaringan terlihat tembus pandang 
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e) xylol parafin 1 : 1 selama 20 menit/24 jam dengan dipanaskan dalam oven 

60
o 
 celcius 

f) Embeding dan bloking : parafin 1,2,3 selama 20 menit, lalu jaringan 

dicetak blok parafin kemudian didinginkan, sehingga cetakan dapat dibuka 

g) Trimming: memotong balok-balok parafin sehingga jaringan mudah 

dipotong 

 

B) Cara pemotong blok (sectioning) 

1) Menyiapkan kaca objek bersih 

2) Kaca objek diberi albumin ditengahnya 

3) Blok yang sudah disiapkan dipotong dengan ketebalan 5 mikron, 

lalu dimasukkan dalam air panas kurang lebih 60
o 

celcius. Setelah 

jaringan mengembang, jaringan diambil dengan kaca objek yang 

sudah diberi albumin 

4) keringkan 

5) parafin yang ada pada kaca objek atau jaringan dihilangkan dengan 

dipanaskan dalam oven 60
o 
celcius atau drngan tungku 

 

C) Komposisi Reagen 

1) MG I        

 0.2 Ponceau               

 0.1 gr Asam Fuchsin             

 100 ml Aquadest             
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2) MG II        

 4 gr Phospotrustif             

 2 gr OG              

 100 ml Aquadest 

 

3) MG III 

 0.2 gr Light Green 

 0.2 ml asam asetat 

 100ml akuades 

 

D) Cara Pengecatan Masson’s Trichrome 

1) Deparafin dengan alcohol 70 % 

2) Weigert ( Van Gieson A + B ) , Perbandingan 1:1 

3) Cuci dengan air, bilas aquadest 

4) MG I   5-10 menit 

5) Cuci dengan Asam Acetat 1 % 

6) MG II   5-10 menit 

7) Cuci dengan Asam Acetat 1 % 

8) MG III   5-10 menit 

9) Cuci dengan Asam Acetat 1 %, keringkan 
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Lampiran 5. Hasil Analisis Pengamatan Histopatologis Paru Tikus Wistar 

Kruskal-Wallis Test 
 
 Ranks 
 

  Kelompok N Mean Rank 

Fibrosis kontrol 5 6.00 

perlakuan1 5 9.30 

perlakuan2 5 11.90 

perlakuan3 5 16.30 

perlakuan4 5 21.50 

Total 25   

 
 
 
 Test Statistics(a,b) 
 

  Fibrosis 

Chi-Square 14.595 

df 4 

Asymp. Sig. .006 

a  Kruskal Wallis Test 
b  Grouping Variable: Kelompok 
 
 
 

Mann-Whitney Test 
 Ranks 
 

  Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Fibrosis kontrol 5 5.00 25.00 

perlakuan1 5 6.00 30.00 

Total 10     

 
 Test Statistics(b) 
 

  Fibrosis 

Mann-Whitney U 10.000 

Wilcoxon W 25.000 

Z -.542 

Asymp. Sig. (2-tailed) .588 

Exact Sig. [2*(1-tailed 
Sig.)] .690(a) 

a  Not corrected for ties. 
b  Grouping Variable: Kelompok 
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Mann-Whitney Test 
 
 Ranks 
 

  Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Fibrosis kontrol 5 3.80 19.00 

perlakuan2 5 7.20 36.00 

Total 10     

 
 
 Test Statistics(b) 
 

  Fibrosis 

Mann-Whitney U 4.000 

Wilcoxon W 19.000 

Z -1.894 

Asymp. Sig. (2-tailed) .058 

Exact Sig. [2*(1-tailed 
Sig.)] .095(a) 

a  Not corrected for ties. 
b  Grouping Variable: Kelompok 
 
 

Mann-Whitney Test 
 Ranks 
 

  Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Fibrosis kontrol 5 3.20 16.00 

perlakuan3 5 7.80 39.00 

Total 10     

 
 Test Statistics(b) 
 

  Fibrosis 

Mann-Whitney U 1.000 

Wilcoxon W 16.000 

Z -2.495 

Asymp. Sig. (2-tailed) .013 

Exact Sig. [2*(1-tailed 
Sig.)] .016(a) 

a  Not corrected for ties. 
b  Grouping Variable: Kelompok 
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Mann-Whitney Test 
 
 Ranks 
 

  Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Fibrosis kontrol 5 3.00 15.00 

perlakuan4 5 8.00 40.00 

Total 10     

 
 Test Statistics(b) 
 

  Fibrosis 

Mann-Whitney U .000 

Wilcoxon W 15.000 

Z -2.677 

Asymp. Sig. (2-tailed) .007 

Exact Sig. [2*(1-tailed 
Sig.)] .008(a) 

a  Not corrected for ties. 
b  Grouping Variable: Kelompok 
 
 

Mann-Whitney Test 
 
 Ranks 
 

  Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Fibrosis perlakuan1 5 4.90 24.50 

perlakuan2 5 6.10 30.50 

Total 10     

 
 Test Statistics(b) 
 

  Fibrosis 

Mann-Whitney U 9.500 

Wilcoxon W 24.500 

Z -.673 

Asymp. Sig. (2-tailed) .501 

Exact Sig. [2*(1-tailed 
Sig.)] .548(a) 

a  Not corrected for ties. 
b  Grouping Variable: Kelompok 
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Mann-Whitney Test 
 
 Ranks 
 

  Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Fibrosis perlakuan1 5 4.10 20.50 

perlakuan3 5 6.90 34.50 

Total 10     

 
 Test Statistics(b) 
 

  Fibrosis 

Mann-Whitney U 5.500 

Wilcoxon W 20.500 

Z -1.565 

Asymp. Sig. (2-tailed) .118 

Exact Sig. [2*(1-tailed 
Sig.)] .151(a) 

a  Not corrected for ties. 
b  Grouping Variable: Kelompok 
 
 

Mann-Whitney Test 
 
 Ranks 
 

  Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Fibrosis perlakuan1 5 3.30 16.50 

perlakuan4 5 7.70 38.50 

Total 10     

 
 Test Statistics(b) 
 

  Fibrosis 

Mann-Whitney U 1.500 

Wilcoxon W 16.500 

Z -2.386 

Asymp. Sig. (2-tailed) .017 

Exact Sig. [2*(1-tailed 
Sig.)] .016(a) 

a  Not corrected for ties. 
b  Grouping Variable: Kelompok 
 

 
 
 
 
 



49 
 

Mann-Whitney Test 
 
 Ranks 
 

  Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Fibrosis perlakuan2 5 4.30 21.50 

perlakuan3 5 6.70 33.50 

Total 10     

 
 Test Statistics(b) 
 

  Fibrosis 

Mann-Whitney U 6.500 

Wilcoxon W 21.500 

Z -1.386 

Asymp. Sig. (2-tailed) .166 

Exact Sig. [2*(1-tailed 
Sig.)] .222(a) 

a  Not corrected for ties. 
b  Grouping Variable: Kelompok 
 
 

Mann-Whitney Test 
 
 Ranks 
 

  Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Fibrosis perlakuan2 5 3.30 16.50 

perlakuan4 5 7.70 38.50 

Total 10     

 
 Test Statistics(b) 
 

  Fibrosis 

Mann-Whitney U 1.500 

Wilcoxon W 16.500 

Z -2.402 

Asymp. Sig. (2-tailed) .016 

Exact Sig. [2*(1-tailed 
Sig.)] .016(a) 

a  Not corrected for ties. 
b  Grouping Variable: Kelompok 
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Mann-Whitney Test 
 
 Ranks 
 

  Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Fibrosis perlakuan3 5 3.90 19.50 

perlakuan4 5 7.10 35.50 

Total 10     

 
 Test Statistics(b) 
 

  Fibrosis 

Mann-Whitney U 4.500 

Wilcoxon W 19.500 

Z -1.890 

Asymp. Sig. (2-tailed) .059 

Exact Sig. [2*(1-tailed 
Sig.)] .095(a) 

a  Not corrected for ties. 
b  Grouping Variable: Kelompok 
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Lampiran 6. Dokumentasi penelitian 

 

Gambar proses penelitian di labotaroium F-MIPA UNNES 

A. Pemilihan hewan sesuai kriteria inklusi dan eksklusi 

B. Pengelompokan hewan 

C. Pembedahan tikus 

D. Organ paru dalam tabung berisi formalin 

 

 

 

 

 

A 

D C 

B 
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