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Deparafinisasi adalah suatu tahap sebelum proses
pewarnaan (Staining) dengan menggunakan xylol untuk
menjernihkan jaringan yang dapat mengganggu pewarnaan
sediaan. Deparafinisasi biasanya menggunakan xylol untuk
melarutkan parafin yang berupa lemak. Xylol memiliki efek
toksik, mudah menguap dan terbakar. Penggunaan xylol pada
proses=deparafinisasi pengecatan HE diganti dengan perasan
kulit jeruk nipis. Tujuan penelitian mengetahui konsentrasi dan
intensitas 'pengecatan HE yang paling baik. Jenis penelitian
adalah penelitian deskriptif menggunakan 27 sampel dengan 9
perlakuan, masing-masing perlakuan diulang 3 kali dengan
perasan kulit jeruk nipis konsentrasi 1%, 2%, 3% waktu 1°, 2°,
3’ dan 3 sampel sebagai kontrol. Hasil pengecatan HE dengan
proses deparafinisasi menggunakan xylol diperoleh hasil 3+,
menggunakan perasan kulit jeruk nipis konsentrasi 1% waktu
1’, 27, 3’ diperoleh hasil 1+, perasan kulit jeruk nipis
konsentrasi 2% waktu 1°, 2°, 3’ diperoleh hasil 2+, sedangkan
perasan kulit jeruk nipis konsentrasi 3% waktu 1°, 2°, 3’
diperoleh hasil 3+. Simpulan adalah perasan kulit jeruk nipis
konsentrasi 3% dengan waktu rendam 1°, 2°, 3* dapat digunakan
sebagali alternatif pengganti xylol pada proses deparafinisasi.

Pendahuluan
Deparafinisasi  adalah

efek toksik diantaranya neurotoksisitas akut,
tahap merusak jantung dan ginjal, hepatotoksisitas,

sebelum proses pewarnaan (Staining) dengan
menggunakan xylol untuk menjernihkan
jaringan dari berbagai komponen biokimia
yang dapat mengganggu pewarnaan sediaan.
Larutan yang digunakan pada proses
deparafinisasi harus dapat menyatu dengan
larutan alkohol sehingga dapat mendesak
keluar dan menggantikan suasana jaringan
pada proses deparafinisasi. Deparafinisasi
biasanya menggunakan xylol dan toluol untuk
melarutkan parafin yang berupa lemak
(Sumanto, 2014).

Xylol juga disebut sebagai “Xylene” atau
dimethylbenzene  merupakan  hidrokarbon
sintetis aromatik yang berperan penting
dilaboratorium patologi sejak bertahun-tahun
(Ananthaneni et al. 2014). Xylol memiliki
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diskrasia darah yang fatal, eritema kulit, kulit
kering, kulit mengelupas, infeksi sekunder,
dan juga memiliki efek karsinogenik (Pandey
et al. 2014). Xylol umumnya digunakan
sebagai proses clearing ataudeparafinisasi
dalam histopatologi dan imunohistokimia.
Xylol memiliki karakteristik mudah menguap
dan terbakar. Kelebihan dari xylol membuat
jaringn cepat menjadi transparan dan bekerja
cepat. Namun xylolmemiliki kekurangan
diantaranya harga relatif mahal, bersifat
toksik, berbahaya bagi tubuh manusia dan
menyebabkan pengerutan jaringan jika terlalu
lama direndam (Kunhua et al. 2012).

Jeruk nipis termasuk salah satu genus
citrus dari spesies Citrus aurantiifolia
merupakan jenis tanaman perdu Yyang
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memiliki dahan dan ranting. Tanaman jeruk
umumnya menyukai tempat-tempat yang
dapat memperoleh sinar matahari langsung.
Jeruk nipis mengandung saponin, flavonoid
dan minyak atsiri. Mengandung minyak atsiri
dengan komponen siral, limonene, feladren,
dan glikosida hedperidin. Buah jeruk juga
mengandung zat bioflavonoid, pectin, enzim,
protein, lemak dan pigmen (karoten dan
klorofil). Sari buah jeruk nipis mengandung
asam sitrat 7-7,6% dan minyak atsiri limonene
(Khanifah, 2015). Salah satu langkah untuk
menghilangkan sisa parafin dengan perasan
kulit jeruk nipis sebagai pengganti xylol
karena terkandung asam sitrat yang dapat
melarutkan lemak serta relatif lebih murah
dan aman (Saputri et al. 2015)

Bahan dan Metode

Metode penelitian ini“menggunakan
jenis eksperimental. Bahan menggunakan
jaringan payudara dengan 27 sampel dari
jaringan payudara ( dengan 9 perlakuan,
masing-masing perlakuan - diulang 3 kali
dengan perasan kulit jeruk nipis konsentrasi
1%, 2%, 3% waktu 1°, 2°, 3’ dan 3 sampel
sebagai kontrol.

Analisis Data

Analisis data merupakan bagian yang
sangat penting dalam ‘penelitian, karena
dengan adanya analisis ‘data dapat diuji
kebenarannya untuk selanjutnya dapat diambil
suatu kesimpulan. Data yang diperoleh
ditabulasikan dan dianalisis secara deskriptif.

Prosedur Penelitian

Jaringan yang telah dipotong dari blok
parafin dengan ketebalan 3-4 mikron,
sebelumnya preparat ditetesi dengan albumin,
kemudian dilakukan deparafinisasi dengan
xylol I, 1I, Il sebagai kontrolselama 5
menit.(Rehidrasi) Preparat masuk ke alkohol
95%, 80%, 70% masing-masing 5 menit.
Tahapan berikutnya, preparat dialiri air
mengalir 3 menit, dilanjutkan dengan
pengecatan Inti sel, preparat masuk ke dalam
hematoksilinselama 5 menit setelah itu
preparat dialiri dengan air mengalir selama *
3 menit, dilanjutkan dengan merendam

kedalam alkohol asam 1% sebanyak 1-2 kali
celupan, kemudian preparat dicuci dengan air
mengalir, selanjutnya preparat dimasukkan ke
larutan STWS (blueing) selama5 menit, cuci
dengan air mengalir.Kemudian masukkan
kedalam larutan eosin 0,5% selama 2-3 menit,
cuci dengan air mengalir. Bersihkan tepi-tepi
preparat dengan kain kassa, kemudian
keringkan diatas hot plate. Celupkan preparat
kedalam larutan xylol, kemudian tetesi dengan
canada balsam dan tutup dengan deck glass
(Thermo Scientific, 2011)

Pranata, 2017, mengatakan proses
deparafinisasi menggunakan perasan kulit
jeruk nipis konsentrasi 1% waktu 1°, 2°, 3’
masing-masing 2 Kkali, konsentrasi 2% waktu
1’, 2, 3 masing-masing 2 Kkali, dan
konsentrasi 3% waktu 1°, 2’, 3’ masing-
masing 2 kali pada suhu 60°C, kemudian
dilakukan rehidrasi dengan aquadest suhu
60°C selama 30 detik, dilanjutkan cuci dengan
aquadest suhu ruang selama 1 menit. Sediaan
direndam dengan aguadest selama 3 menit.
Tahap berikutnya dengan pengecatan inti sel
dengan hematoksilin selama 15 menit
kemudian bilas air mengalir + 3 menit
dilanjutkan dengan memasukkan kedalam
larutan eosin selama 5 menit, bilas air
mengalir £ 3 menit kemudian mounting.

Penilaian Pengecatan HE
Penilaian  pengecatan HE
menggunakan kriteria pada tabel 1.

dengan

Tabel 1. Kriteria Penilaian Pengecatan HE
Skor Penilaian
(14) warna biru pada inti sel tidak ada,
Skala  Warna merah (eosin) pada sitoplasma
tidak  dan jaringan ikat tidak jelas serta
baik warna pada preparat tidak seragam.

warna biru pada inti sel kurang jelas,
(2+) warna merah (eosin) pada sitoplasma
Skala  dan jaringan ikat kurang, serta
kurang  keseragaman warna pada preparat
baik  kyrang.

warna biru terang jelas pada inti sel,
(3+) warna merah (eosin) pada sitoplasma
Skala  dan jaringan ikat serta warna pada
baik  preparat seragam.
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Hasil

Hasil pengecatan HE tampak pada bagian
inti sel dan sitoplasma yang akan dinilai
berdasarkan intensitasnya  yaitu  kuat-
lemahnya  penyerapan  cat.  Penilaian
pengecatan HE berdasarkan intensitashya
dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Hasil pengamatan pengecatan HE

Waktu(menit) Konsentrasi Perasan Kulit Jeruk Nipis
1% 2% 3%
Ulangan
I 2’ 3 r 2’ 3’ 1 2’ 3
1 1+ 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+
2 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+

3 1+ 1 Ty 2+ 2+ 3+ 3+ 3+

Hasil pengamatan dari p quf»&rh—llg‘ldgr{& ?;j dan perasan kulit jeruk nipis konsentrasi
1,%, 2%, 3% dengan wakiu rendam 1’ 2’, 3’ dapat di .u.. gambar 1.
'QLH i 1 _? k.

\-'

Gambar 1. Pengecatan HE menggunakan perasan kulit jeruk nipis
A. Skor (1+) dengan konsentrasi 1%
B. Skor (2+) dengan konsentrasi 2%
C. Skor (3+) dengan konsentrasi 3%
D. Kontrol (xylol) perbesaran 1000x

Diskusi pembebasan jaringan dari parafin. Jeruk nipis

Deparafinisasi merupakan suatu tahap mengandung asam sitrat yang dapat
dalam proses penghilangan parafin atau
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melarutkan lemak pada proses deparafinisasi
sebagai pengganti xylol (Sentani et al, 2017).

Berdasarkan Tabel 4 hasil pewarnaan HE
pada proses deparafinisasi menggunakan
perasan kulit jeruk nipis konsentrasi 1%
dengan waktu rendam 1°, 2°, 3’ didapat skor
(1+) dengan warna biru pada inti sel tidak ada,
warna merah (eosin) pada sitoplasma dan
jaringan ikat tidak jelas serta warna pada
preparat tidak seragam sehingga sediaan tidak
bisa didiagnosis.

Konsentrasi 2% dengan waktu rendam
1°, 2°, 3’ didapat skor (2+) warna biru pada
inti sel kurang jelas, warna merah (eosin) pada
sitoplasma dan jaringan ikat kurang serta
keseragaman warna pada preparat kurang
tetapi masih bisa didiagnosis.

Perasan kulit jeruk nipis pada konsentrasi
3% lebih baik hasil pengecatan HE
dibandingkan konsentrasi 1% dan 2%.
konsentrasai 1% dan 2% lebih rendah
sehingga belum bisa membersihkan parafin
pada jaringan sedangkan konsentrasi. 3%
parafin sudah hilang sehingga pengecatan
lebih jelas. Konsentrasi perasan kulit jeruk
nipis 3% menghasilkan intensitas pengectan
HE yang sama dengan xylol sebagai kontrol.
Semakin tinggi konsentrasi perasan kulit jeruk
nipis maka skor penilaian meningkat sehingga
intensitas warna yang didapat semakin jelas.
Hal ini disebabkan karema kandungan asam
sitrat yang semakin pekat sehingga lemak
mudah dilarutkan.

Parafin merupakan lemak yang sering
digunakan dalam proses blockingagar mudah
dipotong, namun dalam pengecatan HE harus
dihilangkan dengan asam sitrat dalam hal ini
dengan perasan kulit jeruk nipis. Pada
penelitian sebelumnya menggunakan sabun
cuci piring Sunlight® dengan bahan dari jeruk
nipis untuk  mengangkat kotoran berupa
minyak atau lemak konsentrasi 1,5%, 2%,
2,5% suhu 90°C selama 1 menit pada proses
deparafinisasi (Pranata, 2017) dan proses
deparafinisasi juga menggunakan larutan
pencuci piring dan air lemon suhu 90°C
selama 1 menit (Ananthaneni, 2014). Perasan
kulit jeruk nipis konsentrasi 3% dengan waktu
rendam 1°, 2°, 3’ suhu 60°C merupakan
konsentrasi yang paling baik untuk

mendapatkan hasil intensitas pewarnaan yang
sama dengan kontrol (xylol).

Hasil pewarnaan HE menunjukan
pewarnaan yang baik pada konsentrasi 3%
waktu 1°, 2°, 3’. Hasil kurang baik atau tidak
baik jika proses deparafinisasi belum
sempurna sehingga cat tidak bisa masuk pada
jaringan. Pengecatan HE memiliki dua cat
warna yaitu hematoxylin dan eosin. Inti sel
yang bersifat asam akan menarik cat
hematoxylin yang bersifat basa sehingga inti
sel terwarnai biru. Sitoplasma yang bersifat
basa akan menarik cat eosin yang bersifat
asam sehingga sitoplasma terwarnai merah
(Khristian & Inderiati, 2017). Keberhasilan
dari suatu pewarnaan tergantung dari proses
awal yang dilakukan. Proses awal salah
satunya yang sangat menentukan keberhasilan
pewarnaan adalah proses deparafinisasi
(Sentani et al. 2017).

Kesimpulan

Berdasarkan hasil pengamatan pada
penelitian dan pembahasan, dapat
disimpulkan sebagai berikut:

a.-Perasan kulit jeruk nipis konsentrasi 1%
dengan waktu rendam 1°, 2°, 3’ didapat
hasil intensitas skala tidak baik (1+).

b. Perasan kulit jeruk nipis konsentrasi 2%
dengan waktu rendam 1°, 2°, 3’ didapat
hasil intensitas skala kurang baik (2+).

c. Perasan kulit jeruk nipis konsentrasi 3%
dengan waktu rendam 1°, 2°, 3’ didapat
hasil intensitas skala baik (3+).

d. Hasil pengecatan HE yang paling baik
pada konsentrasi 3% dengan waktu rendam
1,2, 3.
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