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ABSTRAK 

 

Fiksasi merupakan proses kimia yang menjadi tahap penting dalam pembuatan preparat jaringan hewan. Larutan 

fiksatif yang umum digunakan yaitu NBF 10%, bouin, dan etanol 50%. Organ yang digunakan pada penelitian 

ini adalah ren yang merupakan jaringan lunak. Penelitian ini bertujuan menganalisis gambaran glomerulus 

melalui proses pencucian setelah difiksasi dengan menggunakan  NBF 10%, bouin, dan etanol 50% selama satu 

minggu. Ren difiksasi dengan NBF 10%, bouin, dan etanol 50% selama satu minggu. Hasil menunjukkan 

berbeda nyata (P<0,05) pada ruang kapsula bowman, ukuran sel glomerulus dan ukuran inti sel glomerulus. 

Tampak kerusakan yang signifikan terhadap keutuhan glomerulus, bentuk sel glomerulus, bentuk inti sel 

glomerulus, warna sel glomerulus, dan warna inti sel glomerulus. Pada penelitian ini  dapat disimpulkan bahwa 

tahap pencucian setelah fiksasi dapat meminimalisir kerusakan preparat yang difiksasi selama satu minggu 

dengan NBF 10%.  

 

Kata kunci: fiksatif, ren, histologi 

 

ABSTRACT 

 

Fixation is a chemical process that is an important stage in the preparation of animal tissue preparations. 

Commonly used fixative solutions are 10% NBF, bouin, and 50% ethanol. The organ used in this study was the 

kidney, which is a soft tissue. This study aims to analyze the glomerular image through the washing process 

after being fixed using 10% NBF, bouin, and 50% ethanol for one week. The kidney was fixed with 10% NBF, 

bouin, and 50% ethanol for one week. The results showed significant differences (P<0.05) in bowman's capsule 

space, the size of the glomerular cells and the size of the glomerular cell nucleus.There was significant damage 

to the integrity of the glomerulus, the shape of the glomerular cells, the shape of the glomerular cell nucleus, 

the color of the glomerular cells, and the color of the glomerular cell nucleus. In this study, it can be concluded 

that the washing stage after fixation can minimize damage to preparations fixed for one week with 10% NBF. 

Keywords: fixative, ren, histology

 

PENDAHULUAN 

 

Fiksasi merupakan proses kimia yang 

dilakukan untuk mengawetkan jaringan sehingga 

mencegah autolisis atau proses dekomposisi 

jaringan. Proses pengawetan jaringan biologis 

bertujuan untuk mempertahankan kondisi jaringan 

seperti saat jaringan masih hidup (Allimi dkk. 

2023). Tahap fiksasi sangat menentukan langkah 

berikutnya dalam proses pembuatan preparat, 

khususnya mempengaruhi tahap pencucian dan 

pewarnaan dalam pembuatan mikroteknik. 

Pembuatan preparat dengan tahap fiksasi membuat 

jaringan lebih mudah ditembus oleh reagen 

sehingga mempermudah proses pengamatan 

jaringan (Singh et al., 2019). Proses fiksasi 

dilakukan dengan menggunakan larutan fiksatif.  

Pemilihan fiksatif dilakukan berdasarkan 

komponen jaringan yang akan diamati serta jenis 

pewarnaan yang digunakan karena setiap fiksatif 
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memiliki mekanisme pengawetan yang berbeda 

terhadap komponen jaringan. Larutan fiksatif 

mampu menghambat terjadinya autolisis dan 

memberikan perbedaan gambaran mikroskopik 

yang baik (Musyarifah & Agus, 2018). Penggunaan 

larutan fiksatif yang berbeda akan memengaruhi 

proses pemberian reagen pada tahap berikutnya. 

Larutan NBF 10% memiliki daya penetrasi yang 

lama dan membuat pH jaringan menjadi netral 

untuk mencegah nekrosis sel dan kerusakan protein 

(Fajrina dkk., 2018). Larutan fiksatif bouin dapat 

memfiksasi jaringan atau organ lebih cepat yaitu 

selama 6 jam sampai 24 jam. Bouin mengandung 

asam pikrat sehingga jaringan atau organ yang 

difiksasi lebih dari 24 jam akan berwarna kuning 

(Howat & Wilson, 2014). Fiksatif etanol 50% 

merupakan larutan fiksatif koagulan yang memutus 

ikatan hidrogen sehingga mengendapkan protein 

dalam jaringan dan menghentikan aktivitas ezim 

serta mencegah kerusakan sel (Rahman et al., 

2022).  

Pembuatan preparat mikroteknik pada 

beberapa literatur tidak melakukan tahap pencucian 

(washing) sehingga dalam pembuatan preparat 

langsung dilakukan tahap dehidrasi setelah fiksasi 

(Anthony & Mescher 2016; Harijati dkk., 2017). 

Tahap pencucian yang tidak dilakukan akan 

menyebabkan adanya residu larutan fiksatif di 

dalam jaringan yang dapat mengganggu proses 

pengamatan sehingga perlu dilakukan 

pengembangan penelitian melalui proses pencucian 

jaringan organ (washing) sebanyak 4x30 menit. 

Pencucian preparat histologi pada penelitian ini 

dilakukan dengan menggunakan jenis larutan yang 

berbeda sesuai dengan jenis pelarut bahan fiksatif 

yang digunakan. Preparat yang difiksasi dengan 

menggunakan NBF 10% dicuci dengan 

menggunakan akuades, preparat yang difiksasi 

dengan bouin akan dicuci dengan menggunakan 

alkohol 70% dan preparat yang difiksasi dengan 

etanol 50% akan dicuci dengan menggunakan 

alkohol 50%. 

Preparat yang dibuat dengan larutan fiksatif 

yang berbeda pada durasi yang lama akan 

menghasilkan beberapa kerusakan yang berbeda-

beda, sehingga dapat dilakukan analisis untuk 

menentukan perbedaan gambaran sel glomerulus 

pada setiap preparat. Kerusakan pada preparat dapat 

diminimalisirkan dengan proses pencucian preparat 

setelah difiksasi karena tahap pencucian dapat 

membersihkan sisa fiksatif di dalam jaringan 

(Daningsih & Mardiyyaningsih, 2021). Kondisi ini 

memerlukan pengembangan penelitian untuk 

membuktikan pengaruh proses pencucian terhadap 

sel penyusun glomerulus Rattus norvegicus yang 

difiksasi dengan fiksatif berbeda selama satu 

minggu. Penelitian ini dilakukan melalui variabel 

keutuhan preparat, bentuk sel, ukuran sel, bentuk  

inti sel, ukuran inti sel, warna inti sel dan warna 

sitoplasma (Mahendra & Fitria, 2024). 

Penelitian yang berfokus pada gambaran sel 

glomerulus Rattus norvegicus melalui proses 

pencucian  setelah fiksasi dengan NBF 10%, Bouin, 

dan Etanol 50% selama satu minggu. Tujuan dari 

penelitian ini adalah menganalisis gambaran sel 

glomerulus Rattus norvegicus melalui proses 

pencucian setelah fiksasi dengan NBF 10%, Bouin, 

dan Etanol 50% selama satu minggu. Penelitian ini 

diharapkan bermanfaat dalam memberikan 

informasi ilmiah yang dapat dijadikan acuan 

referensi untuk penelitian lebih lanjut mengenai 

gambaran sel glomerulus yang dibuat melalui 

proses pencucian (washing) setelah difiksasi 

dengan menggunakan fiksatif NBF 10%, bouin, dan 

etanol 50% selama satu minggu. 

 

METODE PENELITIAN 

 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium 

Biologi Struktur dan Fungsi Hewan (BSFH), 

Departemen Biologi, Fakultas Sains dan 

Matematika, Universitas Diponegoro. Penelitian ini 

dilakukan selama 6 bulan. Penelitian ini merupakan 

penelitian eksplanasi dengan rancangan percobaan 

rancangan acak lengkap (RAL) menggunakan 10 

potongan organ ren diambil dari 5 tikus putih 

dengan 3 perlakuan yaitu perendaman dengan 

larutan fiksatif NBF 10%, bouin, dan etanol 50% 

(tabel 1).  Masing-masing perlakuan diulang 

sebanyak 10 kali. Setiap potongan organ dibuat 

menjadi 1 slide preparat sehingga diperoleh total 

preparat terdapat 30 slide preparat.  
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Isolasi organ 

 

 Isolasi organ merupakan tahap pengambilan 

organ yang diinginkan melalui proses pembedahan. 

Proses isolasi organ diawali dengan anestesi atau 

pembiusan secara inhalasi dengan pemberian 

kloroform pada kapas yang dimasukkan ke dalam 

toples. Tikus dimasukkan ke dalam toples dan 

ditutup lalu dibiarkan sampai tikus kehilangan 

kesadaran. Tikus yang sudah kehilangan kesadaran, 

diletakkan di atas bak parafin. Keempat kaki tikus 

ditahan dengan jarum supaya tidak bergeser. Isolasi 

organ dilakukan dengan membedah tikus dari aksis 

tubuh bagian posterior ke arah kolateral anterior 

(Nugraheni dkk., 2018). Organ yang telah diisolasi 

kemudian dimasukkan ke dalam NaCl 0,9% untuk 

membersihkan organ dari darah dan kotoran 

lainnya. Pembuatan preparat dilakukan sesuai 

dengan Harijati dkk., (2017) dan Anthony & 

Mescher, (2016) dengan modifikasi adanya 

penambahan tahap pencucian. 

 

Fiksasi 

 

Organ yang telah diisolasi dan dibersihkan 

dengan NaCl 0,9%, kemudian dipotong menjadi 

ukuran yang lebih kecil untuk difiksasi. Tahap 

fiksasi dilakukan dengan memotong satu organ ren 

menjadi tiga bagian. Tebal potongan organ yaitu 5 

mm sehingga larutan fiksasi dapat memfiksasi 

organ lebih cepat karena tebal jaringan sangat 

menentukan volume larutan dan kecepatan fiksasi 

yang diperlukan. Organ yang sudah dipotong 

menjadi ukuran yang lebih kecil, dimasukkan ke 

dalam larutan fiksatif yang mempertahankan 

struktur sel dan jaringan (Anthony & Mescher, 

2016).  

Ren yang sudah dipotong, kemudian 

dimasukkan ke dalam 3 glass jam yang masing-

masing berisi larutan NBF 10%, larutan bouin dan 

larutan etanol 50%. Organ yang telah dimasukkan 

ke dalam glass jam berisi larutan fiksatif, disimpan 

selama satu minggu. 

 

Pembuatan preparat 

 

Pembuatan preparat dilakukan dengan 

menggunakan metode parafin. Tahap pembuatan 

preparat secara garis besar yaitu fiksasi, dehidrasi 

atau menghilangkan air di dalam jaringan, 

penjernihan, infiltrasi parafin ke dalam jaringan, 

penanaman organ dalam parafin parafin, 

pemotongan, penempelan, deparafinasi, rehidrasi, 

pewarnaan, dehidrasi, penjernihan dan penutupan 

preparat  (Apriani dkk., 2023). 

Pencucian  merupakan tahap yang dilakukan 

setelah tahap fiksasi yang bertujuan untuk 

menghilangkan sisa fiksatif dari jaringan yang telah 

difiksasi. Larutan yang digunakan untuk proses 

pencucian disesuaikan dengan jenis larutan fiksatif 

yang digunakan. Fiksatif NBF 10% dicuci dengan 

menggunakan akuades, bouin dicuci menggunakan 

alkohol 70% dan etanol 50% dicuci dengan alkohol 

50%. Tahap pencucian dilakukan dengan 

membuang larutan fiksatif kemudian diganti 

dengan menggunakan pelarut fiksatif. Pada 

penelitian ini, proses pencucian dilakukan dengan 

merendam potongan organ  selama 12 jam di dalam 

pelarut fiksatif. 

Dehidrasi dilakukan dengan memasukkan 

tissue cassete yang berisi jaringan organ, ke dalam 

perendam organ yang berisi alkohol bertingkat 

secara bertahap dengan urutan waktu sebagai 

berikut : alkohol 70% (2x 30 menit), alkohol 80% 

(2x 30 menit), alkohol 96% (2x 30 menit), alkohol 

absolut (2x 30 menit). 

Penjernihan dilakukan untuk mengeluarkan 

alkohol dari dalam jaringan menggunakan silol. 

Jaringan atau organ yang sudah melewati tahap 

dehidrasi direndam ke dalam larutan silol sebanyak 

2 kali masing-masing selama 10 menit dengan 

menggunakan wadah kaca.  

Infiltrasi  merupakan tahap memasukkan 

media penanaman berupa parafin ke dalam 

jaringan. Tahap infiltrasi dilakukan dengan proses 

perendaman dalam parafin cair (60oC) : silol untuk 

mengisi jaringan dengan parafin. Perendaman 

parafin murni dilakukan selama 60 menit setelah itu 

tissue cassette dikeluarkan dan ditiriskan pada 

termperatur 60oC untuk sementara waktu sebelum 

pencetakan blok parafin dilakukan (Pawlina, 2016). 

Penanaman merupakan proses saat jaringan 

yang telah diinfiltasi dengan parafin kemudian 

dimasukkan ke dalam cetakan yang berisi parafin 

cair lalu didinginkan sampai mengeras. Tahap 

penanaman organ dalam parafin dilakukan dengan 

menyiapkan cetakan yang sudah dihangatkan pada 
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suhu 60oC, lalu masukkan jaringan dan diatur letak 

jaringan di dalam setiap cetakan. Tuangkan parafin 

cair secara perlahan ke dalam cetakan sampai 

seluruh jaringan terendam. Parafin dibiarkan 

membeku diatas mesin pendingin. Blok parafin 

dilepas dari cetakan kemudian disimpan di freezer 

dengan suhu -20oC sebelum dilakukan tahap 

pemotongan (Harijati dkk., 2017). 

Pemotongan  merupakan tahap pemotongan 

organ yang telah dilapisi dengan blok parafin. 

Ketebalan pemotongan blok parafin yaitu 5 µm 

dengan menggunakan mikrotom putar. Potongan 

pita parafin diletakkan secara hati-hati dan 

dirapikan di atas permukaan air dalam waterbath 

bersuhu 40oC (Iriani & Yusfiati, 2015). Ambil 

potongan pita parafin dan ditempelkan pada kaca 

objek secara perlahan dan rapi. Jaringan yang sudah 

ditempelkan pada kaca objek kemudian disusun di 

dalam rak khusus dan dimasukkan ke dalam 

inkubator bersuhu 40oC selama 24 jam untuk 

memastikan jaringan sudah kering dan siap untuk 

diwarnai (Pawlina, 2016). 

Pewarnaan bertujuan untuk mewarnai 

komponen jaringan sehingga dapat dibedakan 

komponen satu sel dan komponen sel lainnya. 

Tahap pewarnaan diawali dengan deparafinasi 

dengan menggunakan larutan silol sebanyak 3 kali 

selama 5 menit. Rehidrasi dilakukan secara 

bertahap dengan urutan waktu sebagai berikut : silol 

(3x 5 menit), alkohol absolut (1x 1 menit), alkohol 

96% (1x 1 menit), alkohol 80% (1x 1 menit), 

alkohol 70% (1x 1 menit), air mengalir (1 menit), 

larutan hematoksilin (10 menit), air mengalir (5 

menit), larutan eosin (2 menit), air mengalir (1 

menit). Dehidrasi dengan alkohol absolut (3x 5 

celup). Tahap penjernihan dengan larutan silol 

sebanyak (3x 5 menit) (Pawlina, 2016). 

Penutupan preparat menggunakan cairan 

perekat enthelan dan selanjutnya ditutup dengan 

kaca penutup. Jaringan diamati dibawah mikroskop 

untuk melihat kerusakan organ yang difiksasi 

selama satu minggu (Pawlina, 2016). 

 

Pengambilan data 

 

 Pengamatan preparat histologi ginjal Rattus 

norvegicus yang telah di fiksasi selama satu minggu 

dilakukan di Laboratorium Biologi Struktur dan 

Fungsi Hewan. Preparat histologi diamati dengan 

menggunakan kamera optilab pada mikroskop 

fotomikrograf yang sudah terkoneksi dengan laptop 

perbesaran 400x. Pengamatan dilakukan dengan 

mengamati 5 glomerulus pada setiap preparat yang 

dipilih secara acak pada masing-masing irisannya. 

Variabel ukuran inti sel dan ukuran sel dilakukan 

dengan analisis morfometri dengan cara mengukur 

diameter terpanjang ditambah dengan diameter 

terpendek, hasil penjumlahan diameter terpanjang 

dan terpendek dibagi dua (Purba dkk., 2021). 

Variabel keutuhan preparat, bentuk sel, bentuk  inti 

sel, warna inti sel dan warna sel diamati secara 

deskriptif. Pengamatan dilakukan dengan 

mengamati preparat secara morfologi untuk 

mengetahui perbedaan hasil dari setiap perlakuan.  

   

Analisis data 

 

Analisis data kualitatif yang digunakan untuk 

variabel keutuhan potongan organ, bentuk sel, 

bentuk inti sel, dan tampilan zat warna dilakukan 

secara deskriptif dengan mendeskripsikan hasil 

penelitian. Analisis data kuantitatif untuk 

pengukuran variabel ukuran sel dan ukuran inti sel 

dilakukan validasi data, kemudian data diuji pola 

distribusinya dan homogenitas data. 

Uji normalitas data dilakukan dengan uji 

shapiro-wilk. Hasil uji data yang mengikuti pola 

distribusi normal dan homogen selanjutnya diuji 

dengan one way ANOVA dengan ⍺= 5% (Santoso, 

2020). Hasil uji ANOVA yang menunjukkan 

berbeda nyata antar kelompok perlakuan 

dilanjutkan dengan uji Duncan. Data yang tidak 

terdistribusi normal dan homogen, di uji dengan 

Krusskal wallis dan uji lanjut Mann Whitney U 

(Suyatno & Gio, 2017). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Hasil analisis variabel penelitian (tabel 1) 

menunjukkan bahwa terdapat perbedaan nyata 

mengenai ukuran sel dan ukuran inti sel yang 

difiksasi dengan NBF 10% dan pencucian dengan 

akuades, fiksasi bouin dengan pencucian alkohol 

70% dan fiksasi etanol 50% dengan pencucian 

alkohol 50%. Ukuran sel dan inti sel glomerulus 

yang di fiksasi dengan etanol 50% memiliki ukuran 
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terkecil, berbeda nyata dengan ukuran sel yang di 

fiksasi dengan NBF 10% dan bouin. Ukuran sel dan 

inti sel glomerulus yang difiksasi dengan NBF 10% 

lebih besar dari sel dan inti slyang difiksasi dengan 

etanol 50% dan ukuran lebih kecil dari sel yang 

difiksasi dengan bouin. Ukuran sel dan inti sel 

glomerulus yang difiksasi dengan bouin memiliki 

ukuran terbesar dibandingkan dengan sel dan inti 

sel glomerulus yang difiksasi menggunakan NBF 

10% dan etanol 50%. Ukuran ruang kapsula 

bowman juga menunjukkan perbedaan nyata antar 

perlakuan. Ruang kapsula bowman terbesar pada 

perlakuan fiksatif etanol. Hal ini menunjukkan 

glomerulus pada kelompok perlakuan ini 

mengalami pengerutan. Ruang kapsula bowman 

pada kelompok perlakuan fiksatif bouin terlihat 

terkecil, hal ini akibat glomerulus pada kelompok 

perlakuan ini mengalami pembengkakan. 

 

Tabel 1. Data hasil analisis ukuran sel dan ukuran nukleus glomerulus melalui tahap pencucian  setelah difiksasi 

dengan NBF 10%, bouin, dan etanol 50% selama satu minggu. 

 

Variabel NBF 10% 

x̄±SD 

Bouin 

x̄±SD 

Etanol 50% 

x̄±SD 

Ukuran sel 11,92b ± 0,61 14,09c ± 0,33 10,34a ± 0,59 

Ukuran inti sel 3,97e ± 0,14 4,71f ± 0,21 3,15d ± 0,30 

Ruang kapsula 

Bowman         

9,86 h ± 0,45 7,24 g ± 0,36 11,05 i ± 0,55 

Keterangan : data ditampilkan dalam bentuk rata-rata ± standar deviasi. Hasil uji  Anova menunjukkan berbeda nyata 

pada taraf kepercayaan 95% (P<0,05). Angka yang diikuti superskrip yang berbeda pada baris yang sama 

menunjukkan berbeda nyata. 

 

 

Perlakuan P1 (gambar 1) adalah gambaran histologi 

glomerulus yang difiksasi dengan NBF 10% pada 

keutuhan potongan jaringan tampak utuh dan tidak 

hancur. Bentuk inti sel tampak inti sel bulat dan 

tidak pecah. Snyder et al., (2022) menyatakan 

bahwa NBF 10% mengandung buffer fosfat 

sehingga memiliki pH netral yaitu sekitar 7,2 

sampai 7,4 sehingga dapat mencegah pembentukan 

artefak pada sel yang dapat mengganggu 

interpretasi histologis. Bentuk sel, tampak 

sitoplasma utuh. Fiksatif NBF 10% memiliki pH 

netral sehingga sel tidak mengalami kerusakan, 

perubahan morfologi, dan tidak terdapat artefak. 

Fajrina dkk., (2018) menjelaskan bahwa, NBF 10% 

memiliki daya penetrasi dalam waktu lama dan pH 

netral sehingga tidak menyebabkan kerusakan sel, 

perubahan morfologi, nekrosis sel dan tidak 

merusak protein. Sel yang difiksasi dengan NBF 

10% tidak mengalami penyusutan karena struktur 

jaringan dipertahankan oleh formalin yang terdapat 

di dalam NBF 10%. Allimi dkk., (2023) 

menjelaskan bahwa formalin menjaga struktur 

jaringan tetap utuh.  

Warna inti sel glomerulus yang difiksasi 

dengan fiksatif NBF 10% tampak normal dan hasil 

pewarnaan baik yang ditunjukkan dengan inti 

berwarna biru keunguan karena adanya pewarna 

hematoksilin yang berikatan dengan asam nukleat 

di dalam inti sel sehingga memberikan warna biru 

atau ungu pada inti. Badjuri dkk., (2023) 

menyatakan bahwa larutan hematoksilin mewarnai 

komponen basofilik yang mengandung asam 

nukleat sehingga menghasilkan warna biru atau 

ungu. 

Warna sitoplasma, gambaran sitoplasma 

yang difiksasi dengan NBF 10% menghasilkan 

pewarnaan yang baik dan jelas yang ditunjukkan 

sitoplasma tampak berwarna merah muda karena 

adanya pewarna eosin yang bersifat asam sehingga 

memberikan warna merah muda pada sitoplasma. 

Peckham (2011) menjelaskan bahwa eosin 

merupakan pewarna yang bersifat asam yang 

berikatan dengan jaringan yang bersifat basa dalam 

sel sehingga jaringan yang terwarnai akan tampak 

merah atau merah muda. Proses pencucian fiksatif 

NBF 10% selama satu minggu dengan akuades 

dapat meminimalisir kerusakan  fiksasi yang terlalu 

lama sehingga sel glomerulus tidak hancur dan hasil 

pewarnaan preparat terlihat dengan jelas. Suzuki et 

al., (2012) menyatakan bahwa proses pencucian 

(washing) dapat meminimalisir kerusakan preparat 

yang disebabkan karena over fiksasi menggunakan 
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NBF 10%  sehingga menjaga kondisi jaringan dan 

memberikan hasil pewarnaan yang optimal. 

Pencucian sel glomerulus yang difiksasi selama 

satu minggu dengan fiksatif NBF 10% dapat 

mengalami oksidasi dan perubahan pH sehingga 

proses pencucian dilakukan menggunakan 

menggunakan larutan akuades untuk menjaga 

kestabilan pH di dalam NBF 10%. Grizzle (2009) 

menyatakan bahwa formalin di dalam NBF dapat 

teroksidasi menjadi asam format seiring waktu. 

Asam format bersifat asam dan dapat menyebabkan 

pembentukan artefak granular berwarna cokelat tua 

hingga hitam yang mengganggu interpretasi 

mikroskopis. 

 

 
 

Gambar.1 Histologi glomerulus Rattus norvegicus umur 2 bulan setelah perlakuan fiksasi selama satu minggu dan 

melalui proses pencucian (washing) dengan pewarnaan hematoksilin eosin, pada perbesaran 100x dan 

400x. Keterangan: P1. Perlakuan difiksasi dengan NBF 10%, P2. Perlakuan difiksasi dengan bouin,  P3. 

Perlakuan difiksasi dengan etanol 50%. Panah hijau (sel glomerulus), panah merah (inti sel glomerulus), 

panah kuning (kapsula bowman), dan panah biru (rongga antara glomerulus dan kapsula bowman). 

 

Perlakuan P2 (gambar 1) adalah gambaran 

histologi glomerulus yang difiksasi dengan bouin, 

keutuhan potongan jaringan tampak utuh dan tidak 

hancur. Bentuk inti sel tampak bulat. Warna inti sel 

tampak berwarna hitam dan beberapa inti sel tidak 

terwarnai dengan sempurna. Inti sel berwarna gelap 

disebabkan karena asam pikrat pada bouin bereaksi 

dengan komponen inti sel sehingga menyebabkan 

tampak lebih gelap atau hitam. Allimi dkk., (2023) 

menjelaskan bahwa asam pikrat di dalam larutan 

bouin secara perlahan menembus ke dalam jaringan 

dan menyebabkan koagulasi asam nukleat sehingga 

inti sel tampak berwarna gelap. Inti sel yang tidak 

terwarnai dengan sempurna ada kemungkinan 

fiksasi berlebihan, yang dapat menghalangi 

penetrasi pewarnaan ke dalam struktur inti sel. 

Penggunaan larutan bouin yang over fiksasi 

meningkatkan jumlah ikatan silang ini, sehingga 
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menghambat akses pewarna hematoksilin ke asam 

nukleat. Musyarifah & Agus, (2018) menjelaskan 

bahwa fiksasi lebih dari 100 jam mengakibatkan 

pengeresan jaringan yang menyebabkan 

penyerapan cat hematoksilin eosin tidak sempurna.  

Bentuk sel tampak sel utuh namun 

mengalami pembengkakan. Asam asetat yang 

terkandung di dalam bouin mampu menarik air ke 

dalam sel sehingga sel tampak membengkak. Bouin 

mengandung asam asetat (CH₃COOH) yang dapat  

mengurangi ikatan antar molekul kolagen di dalam 

sel sehingga struktur kolagen menjadi lebih terbuka 

dan mengakibatkan air masuk ke dalam serat 

kolagen yang menyebabkan pembengkakan sel. 

Musyarifah & Agus (2018) menjelaskan bahwa 

asam asetat yang terdapat di dalam larutan fiksatif 

dapat mengurangi penyusutan sel yang disebabkan 

oleh bahan lain seperti etanol dan menyebabkan 

kolagen  membengkak akibat fiksasi yang terlalu 

lama. Asam asetat bersifat hipotonik sehingga 

cairan dapat masuk ke dalam sel. Hal ini di dukung 

dengan pendapat Ami et al., (2014) menjelaskan 

bahwa asam asetat (CH₃COOH) memiliki sifat 

hipotonik terhadap sel karena dapat menyebabkan 

pergerakan air ke dalam sel melalui proses osmosis. 

Penggunaan bouin terlalu lama dapat menyebabkan 

cross linking berlebihan oleh formula Bouin 

menghasilkan ikatan kovalen yang terlalu banyak, 

menyebabkan protein menjadi kaku dan bentuk 

epitop antigenik tersembunyi. Lenz et al., (2022) 

menyatakan bahwa, Asam pikrat yang terkandung 

di dalam bouin sangat reaktif sehingga 

menyebabkan aquaporin menjadi kaku dan tertutup. 

Warna sel tampak berwarna merah muda karena 

adanya pewarna eosin yang bersifat asam sehingga 

memberikan warna merah muda pada sitoplasma. 

Pewarnaan eosin pada sitoplasma memberikan hasil 

yang baik karena adanya tahap pencucian (washing) 

setelah fiksasi selama satu minggu sehingga zat 

warna dapat masuk ke dalam sel dengan sempurna. 

Proses pencucian fiksatif bouin dengan alkohol 

70% dapat menghilangkan residu asam pikrat yang 

menyebabkan artefak serta menjaga kualitas 

pewarnaan histologis tetap optimal sehingga dapat 

diamati dengan baik dan jelas. Rusmiatik (2019) 

menyatakan bahwa pencucian dengan alkohol 70% 

setelah proses fiksasi menggunakan bouin 

bertujuan untuk menghilangkan residu asam pikrat 

yang menyebabkan jaringan berwarna kuning 

sehingga pewarnaan hematoksilin-eosin tampak 

baik dan jelas. Sel glomerulus yang difiksasi 

dengan bouin selama satu minggu dilakukan 

pencucian (washing) dengan alkohol 70%  karena 

lebih efektif dalam menghilangkan pigmen kuning 

dari asam pikrat daripada air biasa sehingga 

preparat histologi menjadi lebih jernih dan mudah 

dianalisis. Survarna et al., (2019) menyatakan 

bahwa alkohol 70% membantu menetralkan reaksi 

kimia dari asam pikrat dan mengurangi risiko over 

fixation yang dapat menyebabkan pengerasan 

jaringan dan memperbaiki pewarnaan agar lebih 

optimal.  

Perlakuan P3 (gambar 1) adalah gambaran 

histologi glomerulus yang difiksasi dengan etanol 

50%, keutuhan potongan jaringan tampak utuh dan 

tidak hancur. Bentuk sel tampak sel mengalami 

penyusutan secara signifikan yang yang ditandai 

dengan adanya rongga antara glomerulus dan 

kapsula bowman. Fiksasi menggunakan etanol 50% 

yang terlalu lama dapat menyebabkan penyusutan 

spesimen  karena adanya pengurangan volume 

cairan di dalam sel. Pencucian preparat dengan 

alkohol 50% pada jaringan yang difiksasi selama 

satu minggu dengan etanol 50% dapat 

mengakibatkan penyusutan signifikan karena efek 

shrinking pada alkohol. Putri dkk., (2023) 

menjelaskan bahwa alkohol dapat menyebabkan 

cairan di dalam sel keluar sehingga sel menjadi 

kering atau shrinking. Etanol adalah fiksatif 

koagulan yang bekerja dengan mereduksi kelarutan 

protein dan mengganggu interaksi hidrogen serta 

ikatan hidrofobik. Perry et al., (2016) menjelaskan 

bahwa, etanol meningkatkan fluiditas membran 

lipid, sehingga protein membran seperti aquaporin 

bisa terganggu atau terlepas. Bentuk inti sel tampak 

beberapa inti sel berbentuk bulat, menyusut dan 

memiliki bentuk yang tidak beraturan. Fiksasi 

etanol 50% dapat menyebabkan dehidrasi sehingga 

inti sel menjadi lebih kecil dan lebih padat. 

Penyusutan ini sering kali mengarah pada 

perubahan bentuk inti yang tidak normal. Carson & 

Cappellano (2015) menjelaskan bahwa penyusutan 

sel dan perubahan bentuk inti sel disebabkan karena 

fiksasi berlebihan dan dehidrasi berlebihan oleh 

fiksatif berbasis alkohol seperti etanol.  



Analisis Gambaran Sel Glomerulus Rattus norvegicus melalui Proses Pencucian setelah fiksasi dengan NBF 10%, 

Bouin, dan Etanol 50% Selama Satu Minggu  

 

119 

 

Warna inti terlihat lebih gelap atau lebih 

pekat karena kromatin yang mengalami dehidrasi 

akibat fiksatif etanol 50% terlalu lama akan 

menyerap lebih banyak zat warna sehingga 

menghasilkan warna inti sel yang lebih gelap. 

Carson & Cappellano (2015) menyatakan bahwa 

fiksasi berlebihan dalam alkohol dapat 

menyebabkan penyusutan inti dan peningkatan 

intensitas pewarnaan karena dehidrasi kromatin. 

Etanol 50% yang digunakan untuk fiksasi dalam 

waktu lama dan dilakukan pencucian dengan 

alkohol 50% cenderung mengendapkan protein 

dalam inti sel sehingga struktur halus seperti 

membran inti dan material kromatin di dalam inti 

menjadi sulit terlihat atau hilang sepenuhnya. 

Rahman et al., (2022) menyatakan bahwa etanol 

50% adalah fiksatif koagulasi yang memutus ikatan 

hidrogen untuk mengendapkan protein, mematikan 

aktivitas enzimatik dan dapat mengubah struktur 

inti sel. Warna sitoplasma, gambaran sitoplasma 

yang difiksasi dengan etanol 50% tampak baik 

dengan warna merah muda karena adanya pewarna 

eosin. Peckham (2011) menjelaskan bahwa eosin 

merupakan pewarna yang bersifat asam yang 

berikatan dengan struktur basa dalam sel sehingga 

jaringan yang terwarnai akan tampak merah atau 

merah muda. Sel glomerulus yang difiksasi dengan 

etanol 50% dilanjutkan dengan pencucian 

menggunakan alkohol 50% karena alkohol efektif 

dalam membersihkan residu etanol di dalam 

jaringan serta mencegah adanya perbedaan tekanan 

osmotik secara langsung. Survarna et al (2019)., 

menyatakan bahwa jaringan yang difiksasi dengan 

etanol 50% dicuci dengan menggunakan alkohol 

50% karena memiliki konsentrasi yang sama 

sehingga menghindari perubahan osmotik secara 

langsung yang menyebabkan kerusakan sel.  

Pencucian meminimalisir kerusakan 

keutuhan sel sehingga tampak utuh dan tidak 

hancur setelah difiksasi dengan NBF 10%, bouin, 

dan etanol 50%. Warna sel setelah difiksasi dengan 

NBF 10%, bouin, dan etanol 50% tampak berwarna 

merah muda sehingga dapat diamati dengan jelas di 

bawah mikroskop. Pencucian (washing) tidak dapat 

meminimalisir kerusakan pada warna inti sel 

preparat yang difiksasi dengan etanol 50% dan 

bouin sedangkan preparat yang difiksasi dengan 

NBF 10% menunjukkan warna inti sel yang baik 

dan jelas. Bentuk inti sel preparat yang difiksasi 

dengan bouin dan NBF 10% tampak bulat dan inti 

sel yang difiksasi dengan etanol 50% tampak 

berubah secara morfologi. Bentuk sel preparat 

dengan fiksatif NBF 10% tidak mengalami 

penyusutan, preparat dengan fiksatif bouin tampak 

membengkak dan preparat dengan fiksatif etanol 

50% tampak menyusut secara signifikan. 

 

KESIMPULAN 

 

Pada penelitian ini  dapat disimpulkan bahwa 

tahap pencucian setelah fiksasi dapat 

meminimalisir kerusakan preparat yang difiksasi 

selama satu minggu dengan NBF 10%.  
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