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LAMPIRAN 1.  PROSEDUR SAMPLING DARAH VENA RETROORBITAL 

Prosedur sampling darah vena retroorbital pada tikus : 
75 

 

1) Tikus dianastesi kemudian dibaringkan di meja secara menyimpang, fiksasi 

dengan tangan dengan kepala menghadap ke bawah, ibu jari dan telunjuk 

menarik kulit sekeliling mata ke atas dan ke bawah dengan sedikit tekanan 

hingga bola mata akan mengalami protusi keluar dengan maksimal. 

2) Perhatikan supaya jari tidak menekan trakea terlalu dalam. Masukkan ujung 

pipet Pasteur/pipet hematokrit di sudut bawah cavum orbita. Arahkan 

ujungnya dengan sudut 45
o
 ke arah mediosuperior cavum orbita. 

3) Putar pipet diantara jari selama menusuk. Jangan memindahkan ke sisi lain 

atau mendorong ke belakang. 

4) Tekan sedikit ke bawah dan longgarkan sehingga vena rusak dan darah 

memasuki pipet. 

5) Setelah sedikit darah masuk pipet, mundurkan sedikit supaya darah mengisi 

pipet dengan mudah. 

6) Tutup pipet yang terbuka dengan jari sebelum mencabut ujung pipet supaya 

darah tidak ke luar dari pipet. 

7) Perdarahan biasanya berhenti dengan sempurna setelah pipet dicabut. 

8) Direkomendasikan untuk tidak mengambil sampel darah dari bola mata yang 

sama dalam waktu 2 minggu setelah pengambilan. 
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LAMPIRAN 2.  PROSEDUR PEMBUATAN PREPARAT HISTOLOGI 

I. Pengambilan Jaringan 

Mengambil jaringan dengan pisau tajam secepatnya setelah tikus diterminasi 

(kurang dari 2 jam) dengan ukuran 1x1x1 cm
3
. 

 

II. Fiksasi 

Merendam jaringan dengan formalin 10% selama satu jam. 

 

III. Dehidrasi 

Mengeluarkan air dari jaringan, dengan cara : 

1) Merendam jaringan dalam alkohol 30% masing – masing selama 20 menit 

dalam 3 botol yang berbeda. 

2) Merendam jaringan dalam alkohol 40% selama 1 jam. 

3) Merendam jaringan dalam alkohol 50% selama 1 jam. 

4) Merendam jaringan dalam alkohol 60% selama 1 jam. 

5) Merendam jaringan dalam alkohol 70% selama 1 jam. 

6) Merendam jaringan dalam alkohol 80% selama 1 jam. 

7) Merendam jaringan dalam alkohol 90% selama 1 jam. 

8) Merendam jaringan dalam alkohol 96% selama 1 jam. 
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IV. Cealring (Penejernihan) 

Memasukan jaringan yang telah didehidrasi ke dalam larutan penjernih 

(clearing agent) agar paraffin cair mudah masuk ke dalam jaringan, dengan 

cara : 

1) Antara dehidrasi dan clearing pada umumnya ada cairan antara yaitu 

alkohol 96% dan xylol (1:1) selama 2x20 menit. 

2) Merendam jaringan dalam larutan xylol I selama 20 menit. 

3) Merendam jaringan dalam larutan xylol II selama 20 menit. 

4) Merendam jaringan dalam larutan xylol III selama 20 menit. 

 

V. Embedding (Pengikatan) 

Pengikatan jaringan oleh parafin dengan cara : 

1) Blocking 

a. Jaringan dimasukan dalam parafin cair dan xylol (1:1) selama 20 menit 

dan dimasukan dalam oven 60
o
 supaya tidak beku. 

b. Kemudian dimasukan ke dalam : Parafin I selama 20 menit. 

c. Jaringan dimasukan dalam cetakan logam. 

d. Jaringan didinginkan dalam air es sehingga logam – logam tersebut 

dapat dibuka. 

2) Trimming 

Memotong balok – balok parafin yang berisi jaringan di dalamnya. 
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VI. Sectioning (Pemotongan) 

1) Memotong balok parafin yang telah dipotong dengan mikrotom (Rotary 

Microtom) dengan tebal 3 – 10 mikron. Potongan yang baik adalah potongan 

yang berbentuk pita (parafin ribbon). 

2) Jaringan yang telah dipotong diambil dengan jarum dan diletakan dalam air 

hangat (40 – 45
o
C) dalam water bath agar irisan mengambang, 

3) Mengambil jaringan dengan object glass yang sudah diberi perekat dengan 

gilserin albumin (1:1) 

4) Mengeringkan object glass dan jaringan. 

5) Dapat ditambahkan timol pada preparat setelah ditutup dengan deck glass 

untuk mencegah pembusukan. 

VII. Staining (Pewarnaan) 

1) Meletakan preparat dalam staining yard. 

2) Parafin yang ada dalam irisan jaringan dihilangkan (deparafinisasi) 

3) Slide jaringan dimasukan dalam :  

a. Xylol I selama 10 menit 

b. Xylol II selama 10 menit 

c. Xylol III selama 10 menit 

4) Selanjutnya rehidrasi dengan :  

a. Xylol alkohol (alkohol 96% + xylol) selama 5 menit 

b. Alkohol 80% - 70% - 60% - 50% - 40% - 30% masing – masing dicelup. 

c. Air 
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5) Melakukan pengecatan dengan Hematoxyllin 

a. Merendam dalam larutan Hematoxyllin selama 10 menit 

b. Membilas dengan aquades 

c. Membilas dengan acid alkohol ( alkohol + NaCl 90%) 

d. Menuang ke dalam staining yard dan segera kembalikan ke tempat 

semula berturut – turut deretan alkohol 50% sampai alkohol 96%. 

6) Melakukan pengecatan dengan Eosin  

a. Merendam dengan larutan eosin selama 6 menit 

b. Membilas dengan alkohol 96% A 

c. Membilas dengan alkohol 96% B 

d. Merendam dalam alkohol-xylol 

e. Mengeringkan preparat dalam kertas saring, jaga jaringan supaya kering 

di udara. 

f. Membersihkan object glass dengan kapas alkohol 

g. Merendam dalam xylol I 

h. Merendam dalam xylol II 

i. Menetesi dengan balsam Canada. 

 

VIII. Mounting 

Menutup preparat dengan deck glass. 
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LAMPIRAN 3. PENGUKURAN KADAR TIMBAL DARAH DENGAN 

Atomic Absorbtion Spectrofotometer (AAS) 

I. Pengambilan Darah 

Mengambil darah dengan pipet sebanyak 5 ml kemudian dimasukan ke dalam 

tabung yang telah berisi EDTA. 

 

II. Pemeriksaan dengan ASS 

1) Darah yang telah dicampur dengan EDTA disentrifugasi 

2) Buka katup gas Asetilen pada tabung 

3) Buka dan atur tekanan gas Asetilen pada alat dengan tekanan 1,5 Kgf/cm
2
 

4) Nyalakan kompor 

5) Pilih icon AA6200 pada layar desktop 

6) Pilih wizard pada display AA2600 

7) Klik connect, pindahkan slit sesuai dengan perintah dialog pada dialog 

box, tunggu sampai warna lampu indicator initialize berwarna hijau (± 2 

menit) 

8) Pada connect to instruments, klik next. Pada elemen dialog box bagian 

measure, isi elemen yang akan diukur atau dengan cara mengklik tanda 

…. kemudian pilih elemen. 

9) Siapkan lampu elemen yang akan diukur pada socket yang sesuai. 

10) Klik next, pada optics for lamp adjustment dialog box akan menampilkan: 
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a. Wave length (otomatis diatur oleh alat) 

b. Lamp current (otomatis diatur oleh alat) 

c. Socket (dipilih sesuai dengan lampu elemen yang terpasang dan 

diukur). Pada socket, putar hollow cathode lamp yang digunakan pada 

posisi operating. 

d. Slit Width (diset pada dinding sebelah kiri alat sesuai dengan yang 

tertera pada dialog box) 

e. Lamp on diaktifkan 

f. Pada lamp status, lihat pesan yang tertulis, bila tertulis need to perform 

line search, tekan line search, pilih do line search pada search/beam 

balance dialog box, monokromator akan melakukan setting panjang 

gelombang sesuai dengan elemen yang telah diatur sebelumnya. 

Tunggu beberapa saat sampai setting selsai, lalu klik close. 

11) Periksa sinar pada burner dengan kertas putih (sinar harus sejajar) 

12) Klik next, pada adjustment dialog box, lakukan adjustment pada lampu 

dengan memutar tombol pengaturan (disebelah kanan alat) sampai 

didapatkan energi maksimum 

13) Klik next, pada optics dialog box 

a. Isi lamp mode sesuai dengan metode yang digunakan 

b. Bila pada lamp status terdapat pesan need to perform line search 

lakukan seperti pada nomor 10.f 



91 

 

14) Kilik next, pada quantitation dialog box, pilih method, isi jumlah standar 

dan jumlah konsentrasi serta satuan konsentrasi dari deret standar kurva 

kalibrasi yang akan diukur 

15) Klik next, pada measurement dialog box 

a. Klik pada kotak enable, jika pengukuran sampel blanko pada setiap 

jumlah sampel tertentu, isi jumlah sampel yang akan diukur sebelum 

pengukuran ulang blanko. 

b. Pada repeat condition, diisi pengulangan pada setiap pengukuran 

blanko, standar dan sampel. Klik OK 

16) Klik next, pada sample dialog box, diisi identitas sampel yang akan 

diukur serta jumlah sampel 

17) Klik next, pada gas condition dialog box, periksa gas sesuai yang diatur 

dengan menekan tombol purge  pada alat 

18) Klik finish 

19) Burner  dinyalakan, sampel siap diukur. 
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LAMPIRAN 4. ETICAL CLEARANCE 
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LAMPIRAN 5. SURAT IZIN PENELITIAN DI  LABORATORIUM 

FISIOLOGI HEWAN FMIPA UNIVERSITAS SEMARANG 
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LAMPIRAN 6. SURAT KETERANGAN PENELITIAN DI SPBU TUGU 

SUHARTO  
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LAMPIRAN 7. SURAT KETERANGAN PENELITIAN DI LAB. GAKI 
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LAMPIRAN 8.SURAT IZIN PENELITIAN DAN PEMBUATAN PREPARAT 

DI LABORATORIUM PATOLOGI ANATOMIRSUP DR. 

KARIADI 
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LAMPIRAN 9. SURAT KETERANGAN PENGIRIMAN HEWAN COBA 

 

Keterangan : pengiriman hewan coba dilakukan bersamaan dengan kelompok peneliti lain sehingga 

tikus yang tertera pada surat berjumlah  50 ekor 
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LAMPIRAN 10. SURAT KETERANGAN SEHAT HEWAN COBA 

 

Keterangan : pengiriman hewan coba dilakukan bersamaan dengan kelompok peneliti lain sehingga 

tikus yang tertera pada surat berjumlah  50 ekor 
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LAMPIRAN 11. HASIL PEMBACAAN KADAR TIMBAL DARAH DAN 

GAMBARAN MIKROSKOPIS TESTIS DAN 

 

 

1) Hasil pengukuran kadar timbal darah tikus wistar 

Kelompok Kadar Timbal (Pb) Darah (µg/dl) 

Kontrol 1 6,44 

Kontrol 2 8,32 

Kontrol 3 2,48 

Kontrol 4 5,76 

Kontrol 5 2,40 

Perlakuan 1.1 21,46 

Perlakuan 1.2 11,90 

Perlakuan 1.3 5,12 

Perlakuan 1.4 7,50 

Perlakuan 1.5 10,22 

Perlakuan 2.1 7,80 

Perlakuan 2.2 3,68 

Perlakuan 2.3 12,94 

Perlakuan 2.4 10,90 

Perlakuan 2.5 3,68 
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2) Hasil rerata pembacaan mikroskopis testis tikus wistar 

 

Kelompok Skor Kerusakan Tubulus Kriteria 

Kontrol 1 8 Obstructive case  / Normal 

Kontrol 2 7 Late maturity arrest 

Kontrol 3 8 Obstructive case  / Normal 

Kontrol 4 7 Late maturity arrest 

Kontrol 5 7 Late maturity arrest 

Perlakuan 1.1 4 Early maturity arrest 

Perlakuan 1.2 5 Early maturity arrest 

Perlakuan 1.3 7 Late maturity arrest 

Perlakuan 1.4 7 Late maturity arrest 

Perlakuan 1.5 7 Late maturity arrest 

Perlakuan 2.1 8 Obstructive case  / Normal 

Perlakuan 2.2 7 Late maturity arrest 

Perlakuan 2.3 7 Late maturity arrest 

Perlakuan 2.4 6 Late maturity arrest 

Perlakuan 2.5 7 Late maturity arrest 
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LAMPIRAN 12. HASIL PENGOLAHAN DATA DENGAN SPSS  

 

1) Pengolahan Data Kadar Timbal (Pb) Darah Tikus Wistar 

Explore 

Case Processing Summary 

 
Kelompok Cases 

 Valid Missing Total 

 N Percent N Percent N Percent 

Kadar Timbal (Pb) 

Darah Tikus Wistar 

kontrol 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0% 

perlakuan 1 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0% 

perlakuan 2 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0% 

Descriptives 

 Kelompok Statistic Std. Error 

Kadar Timbal (Pb) 

Darah Tikus Wistar 

kontrol Mean 5.0800 1.15655 

95% Confidence 

Interval for Mean 

Lower Bound 1.8689  

Upper Bound 8.2911  

5% Trimmed Mean 5.0489  

Median 5.7600  

Variance 6.688  

Std. Deviation 2.58612  

Minimum 2.40  

Maximum 8.32  

Range 5.92  

Interquartile Range 4.94  

Skewness .000 .913 

Kurtosis -2.100 2.000 

perlakuan 1 Mean 11.2400 2.80505 

95% Confidence 

Interval for Mean 

Lower Bound 3.4519  

Upper Bound 19.0281  

5% Trimmed Mean 11.0122  
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Median 10.2200  

Variance 39.342  

Std. Deviation 6.27229  

Minimum 5.12  

Maximum 21.46  

Range 16.34  

Interquartile Range 10.37  

Skewness 1.326 .913 

Kurtosis 2.103 2.000 

perlakuan 2 Mean 7.8000 1.87054 

95% Confidence 

Interval for Mean 

Lower Bound 2.6065  

Upper Bound 12.9935  

5% Trimmed Mean 7.7433  

Median 7.8000  

Variance 17.495  

Std. Deviation 4.18265  

Minimum 3.68  

Maximum 12.94  

Range 9.26  

Interquartile Range 8.24  

Skewness .146 .913 

Kurtosis -2.419 2.000 

 

 

Tests of Normality 

 Kelompok Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Kadar Timbal (Pb) 

Darah Tikus Wistar 

kontrol .243 5 .200
*
 .894 5 .378 

perlakuan 1 .258 5 .200
*
 .903 5 .428 

perlakuan 2 .238 5 .200
*
 .891 5 .363 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 



103 

 

 

 
Oneway 
 
 

Test of Homogeneity of Variances 

Kadar Timbal (Pb) Darah Tikus Wistar 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.910 2 12 .429 

  

 
 

ANOVA 

Kadar Timbal (Pb) Darah Tikus Wistar 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 95.296 2 47.648 2.250 .148 

Within Groups 254.097 12 21.175 
  

Total 349.393 14 
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2) Pengolahan Data Pembacaan Mikroskopis Testis Tikus Wistar 

NPar Tests 
Kruskal-Wallis Test 

Ranks 

 Kelompok N Mean Rank 

Kategori Kerusakan Tubulus 

kontrol 5 5.90 

perlakuan 1 5 10.90 

perlakuan 2 5 7.20 

Total 15  

 

Test Statistics
a,b

 

 Kategori 

Kerusakan 

Tubulus 

Chi-Square 4.832 

df 2 

Asymp. Sig. .089 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: Kelompok 
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LAMPIRAN 13. DOKUMENTASI PENELITIAN 

 

 
Pendataan tanda pada tikus tiap kelompok 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Penimbangan berat badan tikus tiap kelompok 
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Letak kandang tikus saat pemaparan di SPBU Tugu Suharto. 

 
Pemberian kenang-kenangan penelitian kepada pihak SPBU Tugu Suharto 

 

 
Pembedahan dan pengambilan organ testis tikus didampingi oleh analis 
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Pengambilan organ testis tikus 

 
Organ testis tikus 

 
Pengamatan dan pengambilan gambar mikroskopik tubulus seminiferus testis  
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