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Kata Kunci  
Fiksasi, mikroskopis 
preparat, pewarnaan 
HE 
 

Fiksasi adalah proses kimia pengawetan jaringan biologis sehingga 
mencegah autolysis atau proses pembusukan. Cairan fiksasi yang rutin 
digunakan untuk mengawetkan jaringan dalam pemeriksaan histopatologi 
adalah NBF10% (Neutral Buffer Formalin 10%). Selain Neutral Buffer 
Formalin 10% larutan fiksasi yang dapat digunakan adalah Alkohol 70%. 
Alkohol adalah sebagai cairan fiksasi sediaan sitologi namun dalam 
keadaan terpaksa dapat digunakan sebagai fiksasi sediaan histopatologi. 
Alkohol lebih mudah diperoleh dan lebih murah jika dibandingkan dengan 
Neutral Buffer Formalin 10%.Tujuan penelitian ini untuk mengetahui 
perbandingan fiksasi Neutral Buffer Formalin 10% dan Alkohol 70% pada 
jaringan dengan pewarnaan HE (Hematoxilin Eosin). penelitian ini yaitu 
bersifat deskriptif analitik. Sampel jaringan tonsil difiksasi dalam waktu 
48 jam menggunakan Neutral Buffer Formalin 10% dan Alkohol 70%dan 
diolah menjadi preparat didapatkan 16 preparat jaringan yang 
menggunakan fiksasi Neutral Buffer Formalin 10% dan 16 preparat 
jaringan yang menggunakan alkohol 70%. Hasil pengolahan yang baik 
menunjukkan gambar mikroskopis berwarna biru terang pada inti sel dan 
warna merah (eosin) pada sitoplasma. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa kualitas sediaan jaringan tonsil dengan menggunakan fiksasi 
Neutral Buffer Formalin 10% terdapat gambar mikroskopis warna biru 
terang pada inti sel dan warna merah (eosin) pada sitoplasma 
menunjukkan hasil yang baik (skor 3) (100%) dan kualitas sediaan 
jaringan tonsil dengan menggunakan fiksasi Alkohol 70% terdapat 
gambar mikroskopis warna biru pada inti sel kurang, warna merah (eosin) 
pada sitoplasma kurang tetapi masih bisa didiagnosis menunjukkan hasil 
yang kurang baik (skor 2) (100%). 
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Pendahuluan 
Prosesing jaringan histologi masih 

menjadi “gold standard” penentuan 
terapi dan prognosis pasien. Hasil yang 
baik dapat memberikan gambaran tentang 
bentuk, susunan sel, inti sel, sitoplasma, 
susunan serat jaringan  ikat, otot dan lain 
sebagainya sesuai dengan gambaran 
jaringan dalam kondisi pada waktu masih 
hidup. Hal ini juga dapat dipengaruhi 
oleh tahapan prosessing seperti 
suhu,reagen dan waktu alat prosesing 
jaringan (Mescher, 2016). 

Dalam proses pengolahan  jaringan  
terdiri dari beberapa tahap  yang saling 
menentukan satu sama lain, dengan 
urutan yaitu fiksasi, dehidrasi, 
penjernihan, parafinisasi, perendaman 
dalam parafin, pemotongan, 
deparafinisasi, dan pewarnaan (Miranti, 
2010). 

Tahapan  fiksasi  merupakan  
tahapan  yang paling penting dalam 
membuat sediaan histologi, karena jika  
terjadi  kesalahan pada tahap ini akan 
memberikan gambaran yang buruk pada 
sediaan histologi, jadi hasil akhir sediaan 
histologi yang baik sangat tergantung 
pada cara melakukan fiksasi dengan baik 
(Nuralim,dkk., 2017). 

Fiksasi adalah proses kimia 
pengawetan jaringan biologis sehingga 
mencegah autolisis atau proses 
pembusukan (Ganjali, 2009). Tujuan 
dari fiksasi adalah mencegah 
perubahan otolisis, mempertahankan 
morfologi sel dan jaringan agar dapat 
sama dengan saat terakhir jaringan 
tersebut dari tubuh hewan atau 
manusia selama hidup, dan 
mengeraskan jaringan agar dapat 
diproses lanjut dengan mengubah 
proses lanjut konsistensi sel dari semi 
cair menjadi semi padat (Miranti, 
2010). 

Cairan fiksasi yang rutin digunakan 
untuk mengawetkan jaringan dalam 
pemeriksaan histopatologi adalah NBF 
10% (Neutral Buffer Formalin 10%) dan 
Alkohol 70%. Kelebihan dalam 

menggunakan cairan Neutral Buffer 
Formalin 10% adalah memliki pH=7 
(merupakan pH yang sangat baik) 
penggunaanya lebih mudah dan dapat 
digunakan untuk mengawetkan jaringan 
dalam kurun waktu yang cukup lama. 
Namun kekuranganya adalah daya 
fiksasinya lebih lambat yakni 12 sampai 
24 jam (Miranti, 2010). 

Alkohol yang utama adalah sebagai 
cairan fiksasi sediaan sitologi namun 
dalam keadaan terpaksa dapat digunakan 
sebagai fiksasi sediaan histopatologi. 
Kekurangan dari alkohol yaitu daya 
tembus alkohol yang kurang baik karena 
jaringan cepat menjadi keras dan 
mengkerut sehingga sediaan sukar 
dipulas (Nassar, 2008). Sedangkan 
kelebihan dari Alkohol yaitu alkohol 
harganya murah dan mudah 
mendapatkannya dipasaran serta memiliki 
kemampuan penetrasi yang cepat, dapat 
mengkoagulasi protein dan presipitasi 
glukogen serta melarutkan lemak 
(Luna,2000). 

Hematoxilin dan Eosin adalah 
metode pewarnaan yang banyak 
digunakan dalam pewarnaan jaringan 
sehingga diperlukan dalam diagnosa 
medis dan penelitian. Hematoxilin adalah 
bahan pewarna yang sering digunakan 
pada pewarnaan histoteknik (Junquera & 
Carneiro, 2007). 

Tujuan penelitian untuk mengetahui 
perbandingan fiksasi Neutral Buffer 
Formalin 10% dan Alkohol 70% pada 
pewarnaan HE (Hematoxilin Eosin)  
Bahan dan Metode 
       Jenis penelitian yang digunakan pada 
penelitian perbandingan fiksasi Neutral 
Buffer Formalin 10% dan Alkohol 70% 
pada jaringan dengan pewarnaan HE 
(Hematoxilin Eosin) yaitu bersifat 
deskriptif analitik. Desain penelitian 
dengan Cross Sectional. Objek penelitian 
ini adalah Neutral Buffer Formalin 10% 
dan Alkohol 70%.  

Analisis data dilakukan dengan cara 
menentukan skor terhadap hasil 
pengamatan tiap preparat yang difiksasi 
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menggunakan Neutral Buffer Formalin 
10% dan Alkohol 70% dengan kategori 
“Baik” diberi skor 3, ”Kurang Baik” 
diberi skor 2 dan “Tidak Baik” diberi 
skor 1 (Aryadi,2017). Untuk mengetahui 
perbedaannya, data hasil penelitian diolah 
dengan menggunakan uji mann whitney. 

Penelitian ini dilaksanakan di 
Laboratorium Biologi Molekuler 
Universitas Muhammadiyah Semarang 
dan Klinik Sentral Patologi Akurat 
Semarang, Jawa Tengah. 

Objek penelitian yang digunakan 
adalah jaringan tonsil yang  di fiksasi 
menggunakan Neutral Buffer Formalin 
10% dan Alkohol 70%, hasil dari fiksasi 
ini dibuat dalam 16 preparat yang 
difiksasi menggunakan Neutral Buffer 
Formalin dan 16 preparat yang difiksasi 
menggunakan Alkohol 70%. Data yang 
diperoleh kemudian dianalisa deskriptif. 
Data disajikan dalam bentuk tabel dan 
grafik hasil dari pewarnaan HE 
(Hematoxilin Eosin) yang diperoleh 
seperti tertera dalam tabel dibawah ini. 
Hasil  

Pembacaan pewarnaan HE 
(Hematoxilin Eosin) menggunakan 
fiksasi Neutral Buffer Formalin 10% 
dan Alkohol 70% 
Tabel 1. Hasil pembacaan pewarnaan HE 

(HematoxilinEosin) menggunakan 
fiksasi Neutral Buffer Formalin 10 
% dan Alkohol 70% 

Kriteria Bnf 10% Alkohol 
70% 

% 
 

Baik 16 0 100 
Kurang baik 0 16 100 
Tidak baik  0 0 0 
Total  16 16 0 

Sumber: Data Primer (2018) 
      Rekapitulasi tabel diatas menunjukan 
bahwa dari 16 preparat jaringan tonsil 
yang difiksasi menggunakan larutan 
Neutral Buffer Formalin 10% didapatkan 
hasil semuanya rata-rata dalam kategori 
baik dan 16 preparat jaringan tonsil yang 
difiksasi menggunakan larutan Alkohol 
70% didapatkan hasil semuanya rata-rata 
dalam kategori kurang baik. 

  Pewarnaan HE (Hematoxilin Eosin) 
menggunakan fiksasi Neutral Buffer 
Formalin 10% dan Alkohol 70% pada 
jaringan tonsil didapatkan hasil 
mikroskopis sebagai berikut : 

 
Gambar 1. NBF 10% pewarnaan HE 

(Hematoxilin Eosin) (400x), (a) inti 
sel berwarna biru terang, (b) 
sitoplasma berwarna merah (eosin) 

 
Gambar 2. Alkhol 70% pewarnaan HE 

(Hematoxilin Eosin) (400x), (c) 
berwarna biru pada inti sel kurang, 
(d) warna merah (eosin) pada 
sitoplasma kurang. 

Uji Analisis 
Perbedaan hasil pewarnaan HE 

(Hematoxilin Eosin) pada jaringan tonsil 

a 

b 

d 

c 
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yang difiksasi menggunakan Neutral 
Buffer Formalin 10% dan Alkohol 70%. 
Tabel 2. Uji Mann-Whitney  
 Hasil 
Mann-Whitney U  
Wilcoxon W 136.000 
Z -5.568 
Asymp. Sig. (2-tailed) .000 
Exact Sig. [2*(1-tailed 
Sig.)] 

000 

Berdasarkan hasil uji statistik 
diperoleh nilai signifikansi sebesar 0,000 
< α (0,05) maka h0 ditolak.Artinya 
terdapat perbedaan yang signifikan antara 
fiksasi menggunakan Neutral Buffer 
Formalin 10% dan alkohol 70 % pada 
jaringan tonsil dengan pewarnaan HE 
(Hematoxilin Eosin). 
Pembahasan 
      Fiksasi jaringan adalah proses 
mengawetkan jaringan agar jaringan tetap 
utuh. Tujuan dari fiksasi sendiri adalah 
untuk mempertahankan struktur dan 
komponen sel, mempertahankan sel dari 
larutan hipertonis, menambah afinitas 
protoplasma terhadap pewarnaan, 
menghambat proses pembusukan 
pengawetan jaringan dan pengerasan 
jaringan sehingga dapat dilakukan proses 
berikutnya.Dalam penelitian ini peneliti 
menggunakan Neutral Buffer Formalin 
10% dan alkohol 70% sebagai larutan 
untuk fiksasi.  
    Neutral Buffer Formalin 10% 
digunakan dalam proses fiksasi pada 
pemeriksaan histopatologi, karena lebih 
sederhana dari segi ekonomis lebih murah 
dan senyawa tersebut memiliki pH netral 
sehingga dapat menghambat pembusukan 
dari jaringan tersebut. Dalam penelitian 
ini sampel yang di fiksasi menggunakan 
larutan Neutral Buffer Formalin 10%  
dengan waktu 48 jam. 

Berdasarkan hasil pengamatan 
secara mikroskopis pada 16 preparat 
jaringan tonsil yang difiksasi 
menggunakan Neutral Buffer Formalin 

10% ditemukan pada bagian inti 
berwarna biru terang dan pada bagian 
sitoplasma berwarna merah. Hal ini 
berdasarkan teori yang ada pewarnaan 
HE (Hematoxilin Eosin) dikatakan baik 
apabila dari hasil pengamatan ditemukan 
inti berwarna biru dan warna merah eosin 
pada sitoplasma. Maka dapat diambil 
kesimpulan bahwa dari 16 preparat 
jaringan tonsil yang fiksasi menggunakan 
Neutral Buffer Formalin 10% berada 
dalam kategori baik (Skor 3). Neutral 
buffer formalin 10% merupakan 
campuran antara sodium hidrogen fosfat 
dan disodium hidrogen fosfat. Buffer 
sendiri merupakan larutan penyangga 
dengan adanya larutan tersebut dalam 
suatu larutan maka derajat keasaman pH 
jaringan tetap konsisten dengan pH yang 
netral maka sifat maupun struktur 
jaringan tidak akan berubah. daya fiksasi 
formalin cenderung lambat yakni 12-24 
jam, meskipun daya penetrasinya lambat 
namun formalin memberi rincian 
sitoplasma dan inti dengan baik. 
Pengerutan dan kerapuhan terjadi bukan 
disebabkan oleh formalin melainkan 
pengaruh alkohol pada proses pengolahan 
(dehidrasi) (Prasetyani, 2017). 

Alkohol merupakan larutan dengan 
daya dehidrasi yang kuat dan 
menyebabkan pengerasan dan pegerutan 
jaringan. Fungsi alkohol yang utama 
adalah sebagai bahan  fiksasi sediaan 
sitologi namun dalam keadaan terpaksa 
dapat digunakan sebagai fiksasi sediaan 
histopatologi. Dari hasil pengamatan 
secara mikroskopis dari 16 preparat 
jaringan tonsil yang difiksasi 
menggunakan alkohol 70% ditemukan 
warna biru pada inti sel kurang (luntur) 
dan warna merah pada bagian sitoplasma 
kurang(buram), hal ini disebabkan karena 
daya tembus alkohol yang kurang baik 
sehingga menyebabkan jaringan cepat 
mengkeras dan mengkerut sehingga 
sediaan sukar dipulas (Nassar, 2008).  
Pengamatan ini dapat disimpulkan bahwa 
dari 16 preparat yang diamati semuanya 
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berada pada kategori kurang baik (Skor 
2). 

Berdasarkan hasil uji statistik 
menggunakan uji Man-Whitney diperoleh 
nilai dengan taraf signifikansi untuk 
hipotesis sebesar 0,000 pada tingkat taraf 
kepercayaan 0,05 atau 95%. Hasil 
perhitungan diperoleh nilai signifikansi 
sebesar 0,000 < α (0,05) maka h0 

ditolak.Artinya terdapat perbedaan yang 
signifikan antara fiksasi menggunakan 
Neutral Buffer Formalin 10% dan 
alkohol 70 % pada jaringan tonsil dengan 
pewarnaan HE (Hematoxilin Eosin). 

Dari hasil uji statistik diperoleh ada 
perbedaan yang signifikan antara jaringan 
yang difiksasi menggunakan Neutral 
Buffer Formalin 10 % dan Alkohol 70% 
yang ditunjukan pada warna biru pada 
inti sel kurang (luntur) dan warna merah 
(Eosin) pada sitoplasma kurang (buram) 
pada fiksasi menggunakan alkohol 70 % 
sedangkan yang difiksasi menggunakan 
Neutral Buffer Formalin 10% pada 
umumnya terlihat normal. 

Berdasarkan uraian yang telah 
dijelaskan didapatkan hasil tidak ada 
pengaruh fiksasi Neutral Buffer Formalin 
10% dan terdapat pengaruh pada fiksasi 
Alkohol 70% terhadap sampel tonsil 
menggunakan pewarnaan HE 
(Hematoxilin Eosin), karena alkohol 
bersifat asam dan daya tembus alkohol 
yang kurang baik sehingga menyebabkan 
jaringan cepat menjadi keras. 
Kesimpulan 

Berdasarkan hasil uji statistik 
dengan analisis perbedaan menggunakan 
uji mann-whitney bahwa ada perbedaan 
yang signifikan antara fiksasi 
menggunakan Neutral Buffer Formalin 
10% dan Alkohol 70% pada jaringan 
dengan pewarnaan HE (Hematoxilin 
Eosin). 
Saran 
        Perlu dilakukan penelitian 
perbandingan fiksasi Neutral Buffer 
Formalin 10 % dan Alkohol 70% dengan 
variasi waktu 12 jam, 24 jam dan 48 jam 
pada jaringan yang berbeda-beda. 
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