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LAMPIRAN 

1. Surat Etik Penelitian 
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2. Persiapan Pembuatan Bubuk Calcium Pyrophosphate 

 

  
Pengambilan Bahan Baku limbah Cangkang Mutiara di Pulau 

Bontosua kab.pangkep, Preparasi awal cangkang kerang mutiara 

dilakukan dengan membersihkan cangkang.Cangkang kerang 

disikat hingga bersih. Cangkang kerang dikeringkan dengan 

memanfaatkan panas matahari.  
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Proses pembuatan bubuk bone graft cangkang kerang Mutiara 

• Cangkang kerang dikeringkan selama 24jam dalam oven dengan temperatur 80 C 

.  

• Cangkang yang sudah steril dihancurkan menjadi serbuk, kemudian ayak dengan 

saringan 200 mesh, kemudian kalsinasi selama 2 jam, furnace dengan suhu 1000 

C, maka di dapat Kalsium Oksida (CaO) 

• Serbuk CaO dicampur dengan larutan asam H3PO4 (kemurnian 85%) dengan 

perbandingan Ca dan P adalah 1 banding 1   

• 15 gram CaO dicampur dengan asam fosfat (H3PO4) sebanyak 18,5 ml yang 

ditambah aquades hingga massa larutan menjadi 80 ml. 

• Kemudian larutan di strirrer selama 15 menit pada kecepatan 600 rpm dan 

dimasukkan ke dalam vessel dan dipanaskan pada temperatur 130◦C selama 16 

jam. 

• Setelah proses solvothermal selesai, larutan suspensi disaring dan dicuci dengan 

aseton kemudian dikeringkan pada temperatur 150◦C selama 30 menit  

• Pada tahap terakhir dilakukan proses furnace selama 2jam pada temperatur 800 C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Perlakuan pada Hewan Coba 

 

 

 

 

 

 

 

 Pemeliharaan hewan Coba Cavia Porcellus jantan 
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Proses implantasi 

a. Penelitian dilakukan di klinik hewan  (La Costae Pet Clinic) oleh dokter hewan dan asisten.  

b. Marmut di anestesi menggunakan obat ketamin 50mg/kg dan Xylazine 5 mg/kg yang di campur dan 

diinjeksikan pada femur sebelah kanan marmot dengan dosis 1 mg/kg BB. 

c. Marmut dicukur bulunya pada bagian femur untuk mensterilkan daerah operasi, kemudian didesinfeksi 

dengan povidone iodine 10% 

d. Selanjutnya dilanjutkan insisi sepanjang 2 cm dengan scalpel pada femur marmut (kulit dan otot) yang 

dibuka dengan menggunakan periosteal elevator sehingga daerah yang akan dibuat defek terlihat 

dengan jelas. Kemudian jaringan tulang di bur dengan round bur 3 mm. 

e. Secara acak mamut dibagi menjadi 3 kelompok. kelompok A yaitu kontrol negatif tanpa pemberian 

bone graft , Kelompok B yaitu kelompok perlakuan diisi dengan bone graft cangkang kerang mutiara 

dan kelompok C yaitu kontrol positif  diisi bovine xenograft/BATAN 

f. 30 ekor marmut jantan dilakukan implantasi bonegraft cangkang kerang mutiara, bovine bone graft 

dan tanpa pemberian bone graft pada salah satu femur dan diberi label A1-A10, B1-B10, C1-C10.  

g. Dilakukan penjahitan. dengan benang absorbable (vicryl 5.0) pada kulit dan otot dengan teknik 

interrupted suture. Kemudian diberikan antibiotik profilaksis (Penstrep-400) pada permukaan luar 

bekas jahitan. 

h. Medikasi setelah pembedahan diberikan obat dexamethasone 0,6mg/kg, dan ampicillin 10 mg/kg.  
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4. Sacrifed dan Pengambilan Jaringan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sacrificed dengan 

menggunakan eter yang 

ditetesi dalam kapas  
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5. Pembuatan Slide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proses pengambilan blok tulang adalah sebagai berikut: 

a. 15 ekor marmut jantan akan di sacrificedd pada hari ke-14 dan 21 setelah 

implantasi untuk pengambilan jaringan tulang femur serta pembuatan dan 

pengamatan preparat untuk pemeriksaaan ekspresi OPG. 

b. Marmut jantan A1-A5 , B1-B5, C1-C5 di sacrified pada hari ke 14. 

c. Marmut jantan  A6-A10 , B6-B10, C6-C10 di sacrified pada hari ke 21 

d. Marmut jantan dilakukan euthanasia menggunakan ether yang dimasukkan 

pada toples  

e. Pengambilan spesimen dilakukan dengan menggunakan alat bedah minor 

steril. 

f. Jaringan tulang  ditempatkan dalam pot steril yang berisi formalin 10 % dan 

diberi label, kemudian spesimen tulang dibawa ke Laboratorium PA RSPTN 

Universitas Hasanuddin untuk pembuatan slide 
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Analisis Ekspresi OPG 

1. Blok paraffin berisi jaringan tulang dipotong dengan ketebalan 4 µm menggunakan 

mikrotom 

2. kemudian dilakukan deparafi-nisasi dengan xilol.  

3. Selanjutnya dilakukan rehidrasi dengan etanol konsentrasi menurun, diikuti 

pembilasan dengan Phosphate Buffer Saline (PBS) selama 3x5 menit.  

4. Sediaan jaringan kemudian diinkubasi pada DAKO® Buffer Antigen Retrieval pada 

microwave dengan suhu 94C selama 20 menit dan dilanjutkan dengan pendinginan 

pada suhu ruang selama 20 menit.  

5. Langkah selanjutnya, sediaan dicuci dengan PBS selama 3x5 menit, dan diinkubasi 

pada Blok Peroksidase (Novocastra®) selama 20 menit.  

6. Selanjutnya sediaan dicuci kembali dengan PBS selama 3 × 5 menit dan diinkubasi 

pada Blok Protein selama 20 menit.  

7. Setelah itu dicuci kembali dengan PBS selama 3 × 5 menit dan diinkubasi overnight 

(12-18 jam) dengan antibodi primer protein OPG pada suhu 4°C.  

8. Langkah selanjutnya adalah pembilasan dengan PBS selama 3 × 5 menit dan 

diinkubasi dengan larutan post primary dan post protein selama 45 menit dan 

dilanjutkan dengan inkubasi antibodi sekunder (Novolink® Horse Radish Peroxidase 

(HRP)) selama 60 menit pada suhu ruang. 

9. Setelah inkubasi, sediaan dicuci dengan PBS selama 3 × 5 menit dan dilakukan 

counterstain dengan hematoksilin (Novocastra).  

10. Selanjutnya, dilakukan dehidrasi menggunakan etanol konsentrasi meningkat. Proses 

selanjutnya adalah dilakukan penjernihan dengan xilol, kemudian dilakukan 

mounting.  

11. Keringkan slide lalu tetesi dengan entelan dan tutup dengan deck glass.  

12. Amati di Mikroskop 
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6. Analisis Data 

 

 

Homogeneous Subsets 
 

 

 

OPG 

Tukey HSDa   

KELOMPOK N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

K+ (14) 5 7,40  

K- (21) 5 7,80  

K- (21) 5 8,60  

P (14) 5 10,00 10,00 

K+ (21) 5 10,40 10,40 

P (21) 5  12,00 

Sig.  ,062 ,375 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000. 

 
 

* Chart Builder. 

GGRAPH 

  /GRAPHDATASET NAME="graphdataset" VARIABLES=KELOMPOK MEANSE(OPG, 

1)[name="MEAN_OPG" LOW="MEAN_OPG_LOW" HIGH="MEAN_OPG_HIGH"] 

MISSING=LISTWISE REPORTMISSING=NO 

  /GRAPHSPEC SOURCE=INLINE. 

BEGIN GPL 

  SOURCE: s=userSource(id("graphdataset")) 

  DATA: KELOMPOK=col(source(s), name("KELOMPOK"), unit.category()) 

  DATA: MEAN_OPG=col(source(s), name("MEAN_OPG")) 

  DATA: LOW=col(source(s), name("MEAN_OPG_LOW")) 

  DATA: HIGH=col(source(s), name("MEAN_OPG_HIGH")) 
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  GUIDE: axis(dim(1), label("KELOMPOK")) 

  GUIDE: axis(dim(2), label("Mean OPG")) 

  GUIDE: text.footnote(label("Error Bars: +/- 1 SE")) 

  SCALE: cat(dim(1), include("1", "2", "3", "4", "5", "6")) 

  SCALE: linear(dim(2), include(0)) 

  ELEMENT: interval(position(KELOMPOK*MEAN_OPG), 

shape.interior(shape.square)) 

  ELEMENT: 

interval(position(region.spread.range(KELOMPOK*(LOW+HIGH))), 

shape.interior(shape.ibeam)) 

END GPL. 

 

 
GGraph 
 

 

Notes 

Output Created 19-SEP-2022 13:34:48 

Comments  

Input Data C:\Users\Panasonic\Documen

ts\TNF a mUTH.sav 

Active Dataset DataSet0 

Filter <none> 

Weight <none> 

Split File <none> 

N of Rows in Working Data File 30 
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Syntax GGRAPH 

  /GRAPHDATASET 

NAME="graphdataset" 

VARIABLES=KELOMPOK 

MEANSE(OPG, 

1)[name="MEAN_OPG" 

LOW="MEAN_OPG_LOW" 

HIGH="MEAN_OPG_HIGH"] 

MISSING=LISTWISE 

REPORTMISSING=NO 

  /GRAPHSPEC 

SOURCE=INLINE. 

BEGIN GPL 

  SOURCE: 

s=userSource(id("graphdatase

t")) 

  DATA: 

KELOMPOK=col(source(s), 

name("KELOMPOK"), 

unit.category()) 

  DATA: 

MEAN_OPG=col(source(s), 

name("MEAN_OPG")) 

  DATA: LOW=col(source(s), 

name("MEAN_OPG_LOW")) 

  DATA: HIGH=col(source(s), 

name("MEAN_OPG_HIGH")) 

  GUIDE: axis(dim(1), 

label("KELOMPOK")) 

  GUIDE: axis(dim(2), 

label("Mean OPG")) 
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  GUIDE: 

text.footnote(label("Error Bars: 

+/- 1 SE")) 

  SCALE: cat(dim(1), 

include("1", "2", "3", "4", "5", 

"6")) 

  SCALE: linear(dim(2), 

include(0)) 

  ELEMENT: 

interval(position(KELOMPOK*

MEAN_OPG), 

shape.interior(shape.square)) 

  ELEMENT: 

interval(position(region.spread

.range(KELOMPOK*(LOW+HI

GH))), 

shape.interior(shape.ibeam)) 

END GPL. 

Resources Processor Time 00:00:00,30 

Elapsed Time 00:00:00,33 

 
 

[DataSet0] C:\Users\Panasonic\Documents\TNF a mUTH.sav 
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DESCRIPTIVES VARIABLES=UJI14 KP14 KN14 UJI21 KP21 KN21 

  /STATISTICS=MEAN STDDEV MIN MAX. 

 

 

 

 
Descriptives 
 

 

 

Notes 

Output Created 27-SEP-2022 15:41:51 

Comments  

Input Data D:\folder UMMI\TESIS\tesis k 

ija\TESIS 

AFRI\Olahdatakuji\DANTE\osteo

klas0,14,21ANOVADANTE .sav 

Active Dataset DataSet1 

Filter <none> 

Weight <none> 

Split File <none> 

N of Rows in Working Data File 30 

Missing Value Handling Definition of Missing User defined missing values are 

treated as missing. 

Cases Used All non-missing data are used. 

Syntax DESCRIPTIVES 

VARIABLES=UJI14 KP14 KN14 

UJI21 KP21 KN21 

  /STATISTICS=MEAN STDDEV 

MIN MAX. 
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Resources Processor Time 00:00:00,02 

Elapsed Time 00:00:00,01 

 

 

 

 

 

Descriptive Statistics 

 N Minimum Maximum Mean Std. Deviation 

UJI14 5 8 12 10,00 1,581 

KP14 5 5 10 7,40 2,074 

KN14 5 6 9 7,80 1,304 

UJI21 5 10 14 12,00 1,581 

KP21 5 9 13 10,40 1,673 

KN21 5 7 10 8,60 1,140 

Valid N (listwise) 5     

 
 

ONEWAY Nilai BY KLPperlakuan 

  /MISSING ANALYSIS 

  /POSTHOC=TUKEY LSD ALPHA(0.05). 

 

 

ANOVA 

Nilai   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 76,567 5 15,313 6,085 ,001 

Within Groups 60,400 24 2,517   

Total 136,967 29    
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ONEWAY OPG BY KELOMPOK 

  /STATISTICS DESCRIPTIVES HOMOGENEITY 

  /MISSING ANALYSIS 

  /POSTHOC=TUKEY ALPHA(0.05). 

 

 

Post Hoc Tests 
 

 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Nilai   

 

(I) 

KLPperlakuan 

(J) 

KLPperlakuan 

Mean 

Difference (I-

J) Std. Error Sig. 

95% Confidence 

Interval 

 
Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Tukey HSD Uji14 KP14 2,600 1,003 ,138 -,50 5,70 

KN14 2,200 1,003 ,277 -,90 5,30 

Uji21 -2,000 1,003 ,375 -5,10 1,10 

KP21 -,400 1,003 ,999 -3,50 2,70 

KN21 1,400 1,003 ,729 -1,70 4,50 

KP14 Uji14 -2,600 1,003 ,138 -5,70 ,50 

KN14 -,400 1,003 ,999 -3,50 2,70 

Uji21 -4,600* 1,003 ,001 -7,70 -1,50 

KP21 -3,000 1,003 ,062 -6,10 ,10 

KN21 -1,200 1,003 ,834 -4,30 1,90 

KN14 Uji14 -2,200 1,003 ,277 -5,30 ,90 

KP14 ,400 1,003 ,999 -2,70 3,50 

Uji21 -4,200* 1,003 ,004 -7,30 -1,10 

KP21 -2,600 1,003 ,138 -5,70 ,50 

KN21 -,800 1,003 ,965 -3,90 2,30 
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Uji21 Uji14 2,000 1,003 ,375 -1,10 5,10 

KP14 4,600* 1,003 ,001 1,50 7,70 

KN14 4,200* 1,003 ,004 1,10 7,30 

KP21 1,600 1,003 ,610 -1,50 4,70 

KN21 3,400* 1,003 ,026 ,30 6,50 

KP21 Uji14 ,400 1,003 ,999 -2,70 3,50 

KP14 3,000 1,003 ,062 -,10 6,10 

KN14 2,600 1,003 ,138 -,50 5,70 

Uji21 -1,600 1,003 ,610 -4,70 1,50 

KN21 1,800 1,003 ,488 -1,30 4,90 

KN21 Uji14 -1,400 1,003 ,729 -4,50 1,70 

KP14 1,200 1,003 ,834 -1,90 4,30 

KN14 ,800 1,003 ,965 -2,30 3,90 

Uji21 -3,400* 1,003 ,026 -6,50 -,30 

KP21 -1,800 1,003 ,488 -4,90 1,30 

LSD Uji14 KP14 2,600* 1,003 ,016 ,53 4,67 

KN14 2,200* 1,003 ,038 ,13 4,27 

Uji21 -2,000 1,003 ,058 -4,07 ,07 

KP21 -,400 1,003 ,694 -2,47 1,67 

KN21 1,400 1,003 ,176 -,67 3,47 

KP14 Uji14 -2,600* 1,003 ,016 -4,67 -,53 

KN14 -,400 1,003 ,694 -2,47 1,67 

Uji21 -4,600* 1,003 ,000 -6,67 -2,53 

KP21 -3,000* 1,003 ,006 -5,07 -,93 

KN21 -1,200 1,003 ,243 -3,27 ,87 

KN14 Uji14 -2,200* 1,003 ,038 -4,27 -,13 

KP14 ,400 1,003 ,694 -1,67 2,47 

Uji21 -4,200* 1,003 ,000 -6,27 -2,13 

KP21 -2,600* 1,003 ,016 -4,67 -,53 

KN21 -,800 1,003 ,433 -2,87 1,27 
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Uji21 Uji14 2,000 1,003 ,058 -,07 4,07 

KP14 4,600* 1,003 ,000 2,53 6,67 

KN14 4,200* 1,003 ,000 2,13 6,27 

KP21 1,600 1,003 ,124 -,47 3,67 

KN21 3,400* 1,003 ,002 1,33 5,47 

KP21 Uji14 ,400 1,003 ,694 -1,67 2,47 

KP14 3,000* 1,003 ,006 ,93 5,07 

KN14 2,600* 1,003 ,016 ,53 4,67 

Uji21 -1,600 1,003 ,124 -3,67 ,47 

KN21 1,800 1,003 ,085 -,27 3,87 

KN21 Uji14 -1,400 1,003 ,176 -3,47 ,67 

KP14 1,200 1,003 ,243 -,87 3,27 

KN14 ,800 1,003 ,433 -1,27 2,87 

Uji21 -3,400* 1,003 ,002 -5,47 -1,33 

KP21 -1,800 1,003 ,085 -3,87 ,27 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

 


