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Abstrak

Dalam histoteknologi, tulang mendapatkan peran tertentu dalam diagnosis penyakit.
Dilema yang dialami oleh seorang teknisi laboratorium patologi anatomi dalam
pembuatan sediaan tulang atau sediaan yang mengandung garam kalsium yang tinggi.
Untuk dapat mengatasi kekerasan pada jaringan karena adanya garam kalsium maka
diperlukan teknik khusus yang disebut dekalsifikasi. Asam kuat seperti asam klorida atau
nitrat merupakan larutan dekalsifikasi yang paling cepat dalam proses dekalsifikasi.
Safranin adalah pewarna kationik yang digunakan dalam histologi dan sitologi untuk
membedakan dan mengidentifikasi berbagai jaringan dan sel. Penelitian ini bertujuan
mengetahui pengaruh konsentrasi asam nitrat sebagai reagen dekalsifikasi terhadap
kualitas pewarnaan safranin O pada tulang. Penelitian ini menggunakan metode
eksperimental. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah tulang iga sapi
kemudian spesimen di dekalsifiasi dengan asam nitrat 5 %, 10% dan 15%. Hasil
penelitian menunjukkan agen dekalsifikasi asam nitrat pada konsentrasi 5% dan 10 % di
dapatkan hasil konsistensi 1 artinya konsistensi sampel tulang iga sapi tidak lunak,
sedangkan Asam Nitrat 15% didapatkan hasil konsistensi 3 artinya konsistensi sampel
tulang iga sapi lunak. Kemudian pada penilaian histologis sediaan jaringan tulang yang
telah diwarnai dengan Safranin O didapatkan pada konsentrasi 5% intensitas
pewarnaan dengan grade skor akhir O artinya kualitas buruk. Pada konsesntrasi 10%
intensitas pewarnaan dengan skor akhir 1 artinya kualitas buruk, dan penilaian histologi
konsentrasi 15% intensitas pewarnaan dengan skor akhir 2 artinya kualitas baik. Dari
penelitian ini dapat ditarik kesimpulan gambaran hasil pewarnaan safranin O pada tulang
iga sapi memperlihatkan perbedaan kualitas pewarnaan pada perbedaan konsentrasi
decalsifying agent.

Kata kunci : Dekalsifikasi, asam nitrat, pewarnaan safranin o

Abstract

In histotechnology, bones play a certain role in the diagnosis of disease. The dilemma
experienced by an anatomical pathology laboratory technician in making bone
preparations or preparations containing high calcium salts. To overcome the hardness of
the tissue due to the presence of calcium salts, a special technique called decalcification
is needed. Strong acids such as hydrochloric or nitric acid are the fastest decalcification
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solutions in the decalcification process. Safranin is a cationic dye used in histology and
cytology to differentiate and identify various tissues and cells. This study aims to
determine the effect of nitric acid concentration as a decalcification reagent on the quality
of safranin O staining in bones. This study uses an experimental method. The samples
used in this study were beef ribs, then the specimens were decalcified with 5%, 10% and
15% nitric acid. The results showed that the nitric acid decalcification agent at
concentrations of 5% and 10% obtained a consistency result of 1, meaning that the
consistency of the beef rib bone sample was not soft, while 15% Nitric Acid obtained a
consistency result of 3, meaning that the consistency of the beef rib bone sample was
soft. Then, in the histological assessment of bone tissue preparations that have been
stained with Safranin O, it was obtained at a concentration of 5% staining intensity with a
final score grade of 0, meaning poor quality. At a concentration of 10% staining intensity
with a final score of 1, meaning poor quality, and histological assessment of a
concentration of 15% staining intensity with a final score of 2, meaning good quality. From
this study, it can be concluded that the results of safranin O staining on beef ribs show
differences in staining quality at different concentrations of decalsifying agents.

Kata kunci : Decalcification, nitric acid, safranin staining o

Pendahuluan

Dalam dunia histoteknologi, tulang mendapatkan peran tertentu dalam
suatu diagnosis penyakit.Penyakit yang menyerang jaringan tulang salah
satunya adalah osteosarcoma atau yang biasa disebut dengan tumor tulang.
Untuk mendiagnosis seseorang dikatakan osteosarcoma maka perlu dilakukan
suatu pemeriksaan mikroskopis tulang. Dilema yang dialami oleh seorang teknisi
laboratorium patologi anatomi dalam pembuatan sediaan tulang atau sediaan
yang mengandung garam kalsium yang tinggi seperti pada necrotic Tuberculosis
adalah kondisi yang sangat keras dalam mtanpa spasielakukan pematangan dan
juga pemotongan jaringan tersebut hingga tidak jarang kegagalan dalam proses
pembuatan jaringan mengalami kegagalan hingga rusaknya pisau mikrotom.
Untuk dapat mengatasi kekerasan pada jaringan karena adanya garam kalsium
maka diperlukan teknik khusus yang disebut dengan dekalsifikasi(Made
Maharani Calistha Ghanaputri, | Gedde Eka Wiratnaya, | Ketut Suyasa 2023)

Pemilihan larutan dekalsifikasi sangatlah penting, mengingat tujuan dari
dekalsifikasi. Kriteria larutan dekalsifikasi yang baik adalah larutan yang dapat
menghilangkan garam kalsium dengan sempurna, tidak menyebabkan
kerusakan sel-sel, jaringan atau serat yang ada disekitar area yang mengandung
garam kalsium, waktu yang dibutuhkan sesingkat mungkin, tidak mempengaruhi
pewarnaan yang dilakukan (Rakhmawati et al. 2019) Berbagai larutan kimia
telah digunakan untuk proses dekalsifikasi, antara lain larutan asam (asam kuat
dan asam lemah), agen dekalsifikasi seperti etylene diamenotetraacetic
acid (EDTA), dan larutan modifikasi seperti TBD-1® yang mengandung EDTA
dan asam klorida (HCL)(Bumalee et al. 2023)

Asam kuat seperti asam klorida atau nitrat pada konsentrasi hingga 10%
merupakan larutan dekalsifikasi yang paling cepat dalam proses dekalsifikasi.
Namun jika penggunaan larutan ini menggunakan waktu yang berlebihan akan
menyebabkan hilangnya pewarnaan inti dan dapat menyebabkan jaringan
menjadi lebih basah sehingga sulit untuk dilakukan pematangan jaringan(Hegde,
Archana, and Nagpal 2016).

Ada metode pewarnaan alternatif yang memberikan perbedaan yang baik
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antara tulang dan tulang iga; misalnya, pewarnaan Safranin O untuk tulang iga
(Asfiya, Novalina, and Astuti 2024) dan metode van Gieson untuk kolagen dan
jaringan ikat lainnya (Sikarwar et al. 2018). Namun, untuk mencapai evaluasi
histologis yang optimal dari sendi yang meradang, metode pewarnaan yang
berbeda harus digunakan pada slide yang berurutan(Bergmann, Mélne, and
Gjertsson 2015).

Safranin adalah pewarna kationik yang digunakan dalam histologi dan
sitologi untuk membedakan dan mengidentifikasi berbagai jaringan dan
sel.Pewarnaan safranin bekerja dengan mengikat proteoglikan asam pada
jaringan tulang iga dengan afinitas tinggi membentuk kompleks jingga
kemerahan. Pengikatan membuat jaringan tulang iga tampak merah saat diamati
di bawah mikroskop. Pewarnaan safranin membantu para peneliti mendeteksi
tidak hanya jaringan tulang iga tetapi juga semua jaringan dan organ tubuh
(Krumschnabel et al. 2014). Pewarnaan safranin adalah salah satu pewarnaan
laboratorium yang paling menjanjikan yang digunakan untuk penelitian
histopatologi dan sitologi(Asfiya, Novalina, and Astuti 2024).

Reagen dekalsifikasi yang sering digunakan salah satunya adalah
menggunakan Asam Nitrat dengan konsentrasi yang belum terstandar sehingga
penggunaan larutan ini menggunakan waktu yang berbeda-beda. Tujuan
penelitian ini yaitu “Pengaruh Konsentrasi Asam Nitrat Sebagai Reagen
Dekalsifikasi Terhadap Kualitas Pewarnaan Safranin O Pada Tulang”.

Metode Penelitian

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di laboratorium Patologi Anatomi RSUP Dr. M. Djamil
Padang. Penelitian ini dilakukan selama 5 bulan pada bulan Mei sampai
September Tahun 2023.

Prosedur Kerja
Dekalsifikasi Tulang

Sampel specimen tulang yang dipakai adalah tulang iga yang di potong
dengan ketebalan + 5mm, kemudian di Fiksasi dengan menggunakan larutan
dekalsifikasi menggunakan asam nitrat dengan konsentrasi 5%, 10% dan 15%,
kemudian diamkan selama 24 Jam. Kemudian dinilai konsistensi sampel tulang
dan dinilai.

Prosessing Jaringan

Setelah dekalsifikasi sampel tulang 24 jam, dilakukan Grossing TUP pada
sampel tulang dengan ketebalan 2-3 mm, kemudian dimasukkan ke dalam
prosessing kaset dan diberi label, lalu kemudian dilakukan prosesing jaringan ke
dalam alat tissue prosessing LEICA TP 1020 dengan tahapan sebagai berikut :
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Tabel 1. Tahapan Prosesing Jaringan

Tahapan Reagen Waktu Suhu (°C)
1 NBF 10% 1 Jam 20 Menit 38°C
2 NBF 10% 1 Jam 20 Menit 38°C
3 Alkohol 7% 1 Jam 20 Menit 38°C
4 Alkohol 80% 1 Jam 20 Menit 38°C
5 Alkohol 95% 1 Jam 20 Menit 38°C
6 Alkohol 100% 1 Jam 20 Menit 38°C
7 Alkohol 100% 1 Jam 20 Menit 38°C
8 Xylol 1 Jam 20 Menit 38°C
9 Xylol 1 Jam 20 Menit 38°C
10 Parafin 1 Jam 20 Menit 60°C
11 Parafin 1 Jam 20 Menit 60°C

(Caron and Markusen 2023)
Pewarnaan dengan Safranin O

Blok jaringan yang sudah dipotong dengan ketebalan 3-4 pum di
ditempelkan pada objek glas kemudian dipanaskan pada hotplate dengan suhu
60°C. kemudian dilakukan deparafinisasi dengan menggunakan dalam xylol 2x 3
menit.Setelah itu dilakukan proses rehidrasi dengan memasukkan preparat
jaringan ke dalam ethanol bertingkat, yaitu ethanol 100% selama 3 menit,
ethanol 96% selama 3 menit, ethanol 70% selama 3 menit, lalu direndam
dengan aquades selama 3 menit. Berikutnya dilakukan pewarnaan
menggunakan hematoksilin selama 5 menit kemudian bilas dengan air mengalir
kurang lebih 10 menit,kemudian sediaan dimasukan kedalam larutan Fast green
(FCF) solution selama 3 menit, Bilas cepat dengan 1% acetic acid solution (5
detik) tidak boleh lebih dari 10 —15 detik. Kemudian preparat dimasukkan ke
dalam larutan safranin O 0.1% selama 3 menit. Setelah itu dilakukan proses
dehidrasi dengan memasukkan preparate kedalam ethanol 95%,ethanol 96%,
ethanol 100% masing-masing selama 3 menit. Kemudian dilanjutkan dengan
proses clearing menggunakan xylol selama 2 menit. Langkah selanjutnya adalah
mounting dengan cara menetesi preparate dengan entellan kemudian ditutup
dengan deck glass(Jia et al. 2013),(Zhou et al. 2024).

Interprestasi Penilaian Hasil Preparat tulang menggunakan pewarnaan
safranin, sebagai berikut :

Nucleus . kehitaman
Sitoplasma . biru kehijauan
Tulang iga, musin, granul sel mast:  oranye-merah
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Tabel 2. Pembuatan Larutan Kerja

Larutan Jumlah bahan Aguadest Total
0.1% Safranin O 0,1qr 100 ml 100 ml
Solution
0.05% Fast 0,05 gr 100 ml 100 ml
Green (FCF)
Solution
1% Acetic Acid 1ml 99 ml 100 ml
Solution

Data hasil penilaian dilakukan secara makroskopis, sampel tulang dinilai
berdasarkan kosistensi atau kelunakan sampel, kriteria penilaian berdasarkan
skor 1 tidak lunak,skor 2 kurang lunak dan skor 3 lunak (Widiawati, Widi et al.
2025) dan penilaian secara mikroskopis menggunakan pewarnaan Safranin O
pada mikroskop dengan pembesaran 40x dilakukan pembacaan hasil
berdasarkan penilaian Intensitas pewarnaan pada sampel dari hasil yang
didapatkan, dikelompokan sesuai dengan skor 1 tidak baik, skor 2 kurang baik
dan skor 3 baik(Ariyadi and Suryono 2017). Data yang didapat dikumpulkan dan
dicatat.

Analisis Statistik

Data yang diperoleh berupa non parametrik maka ditabulasikan dan
dianalisa menggunakan program statistik komputer SPSS 15.0 yaitu metode
pengumpulan data ini diperoleh dari sampel tulang yang yang didekalsifikasi
menggunakan asam nitrat 5%, 10% dan 15% dilakukan prosesing jaringan dan
diwarnai dengan Safranin O, lalu diberi skor sesuai dengan kriteria pada tabel
penelitian. Langkah pertama Uji Normalitas data jika didapat normal dilanjutkan
dengan Uji Anova jika tidak normal maka dipakai Uji Kruskal Walis.

Hasil dan Pembahasan

Penilaian Hasil Dekalsifikasi Sampel

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi RSUP
dr.M.Djamil Padang pada bulan Mei — September 2023. Penelitian ini
menggunakan sampel tulang iga sapi. Sampel tulang iga sapi
menggunakan agen dekalsifikasi dibagi menjadi 3 kelompok perlakuan
dengan konsentrasi Asam Nitrat 5%, 10% dan 15%, dengan sampel
tulang masing-masing 1 sampel disetiap perlakuan. Secara makroskopis
yang dinilai berdasarkan konsistensi tulang didapatkan hasil seperti table
dibawabh ini:
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Tabel 3. Hasil Konsistensi Sediaan Jaringan Tulang

No Dekalsifikasi Skor Konsistensi Keterangan
Sampel
1 Asam Nitrat 5 % 1 Tidak Lunak
2 Asam Nitrat 10% 1 Tidak Lunak
3 ~Asam Nitrat 15% 3 ~ Lunak
Keterangan :

1=tidak lunak (tidak mudah ditusuk)

2= kurang lunak (mudah ditusuk tetapi tidak tembus)

3= lunak (ditusuk dengan jarum tanpa kekuatan bagian tulang sampai
tembus)

Berdasarkan tabel 3 didapatkan hasil bahwa agen dekalsifikasi Asam
Nitrat pada konsentrasi 5% dan 10 % di dapatkan hasil konsistensi adalah 1
artinya konsistensi sampel tidak lunak, sedangkan Asam Nitrat 15% didapatkan
hasil konsistensi adalah 3 arti nya konsistensi sampel lunak.

Penilaian Histologis Integritas Jaringan

Sampel tulang yang telah di dekalsifikasi menggunakan Asam Nitrat 5%,
10% dan 15% selanjutnya dilakukan prosesing jaringan. Kemudian blok jaringan
tulang dipotong menggunakan mikrotom, masing-masing kelompok perlakuan
dekalsifikasi dibuat 5 slide jaringan tulang, setelah itu dilakukan pewarnaan
dengan Safranin O. Penilaian secara histologis berdasarkan integritas jaringan
pada tulang iga sapi dapat dilihat pada tabel dibawah ini:

Tabel 4. Hasil Kualitas Perwanaan Safranin O

No Perlakuan Skor Rerata
Bern Kualitas
Slide1 Slide2 Slide3 Slide4 Slideb5
1 Asam 0 0 0 1 0 Buruk
nitrat 5 %
2 Asam 1 0 1 1 1 Buruk
nitrat 10 %
3 Asam 2 2 2 2 2 Baik
nitrat 15 %
Keterangan :

Grade 0 dan 1 = Pewarnaan dan morfologi sel tulang iga buruk
Grade 2 dan 3 = Pewarnaan dan morfologi sel tulang iga baik
Berdasarkan tabel 4 diatas, penilaian histologis pewarnaan safranin O

terhadap 5 preparat jaringan didapatkan hasil pada perlakuan dekalsifikasi
dengan Asam Nitrat 5% dengan grade rata-rata 0,2 dan pada perlakuan
dekalsifikasi dengan Asam Nitrat 10% dengan grade rata-rata 0,8 artinya
kualitas pewarnaan safranin O adalah buruk secara histologis integritas jaringan
dan intensitas pewarnaan safranin O Pada tulang sapi. Sedangkan pada
perlakuan dekalsifikasi dengan Asam Nitrat 15% didapatkan hasil grade rata-
rata 2 artinya secara histologis integritas jaringan dan intensitas pewarnaan
safranin O Pada Tulang sapi baik.
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Penilaian Histologis Intensitas pewarnaan saffranin O

Pada penelitian ini yang dinilai adalah intensitas hasil pewarnaan Safranin
O yaitu kuat lemahnya penyerapan zat warna oleh jaringan. Pembacaan slide
dilihat dibawah mikroskop oleh dr. Sp.PA dengan ajuan kriteria penilaian
mengaju ke penelitian yang sudah ada(Aryadi et al, 2017). Adapun langkah —
langkah pembacaan slide pertama dilihat dibawah mikroskop dengan
pembesaran 10x dan dilanjutkan dengan pembesaran 40x.

Hasil preparat sampel tulang sapi dengan pewarnaan safranin O dilakukan
penilaian berdasarkan Bern score secara mikroskopis (Rutgers et al. 2010).
Gambar kualitas jaringan tulang iga sapi dengan pewarnaan safranin O dilihat
dibawah mikroskop dengan pembesaran 40x dapat dilihat pada gambar dibawah
ini:

| dekalsifilkan 5% | | dekalsifilan 15%

Bam Score

Intensitas
rawan Mﬂ%m S

o

Gambar 1. Penilaian Kualitas Jaringan Tulang Iga Sapi dengan
Pewarnaan Safranin O berdasarkan Bern score(Sumber : Primer, 2023).

Pada Gambar 1 diatas didapatkan histologi sendi dan tulang hewan coba
memperlihatkan trabekula tulang, terwarnai hijau (|) dan tulang iga , terwarnai
jingga-kemerahan.. Perlakuan dengan dekalsifikasi asam nitrat 5%, (a,
d).dekalsifikasi asam nitrat 10%, (b, e). dekalsifikasi asam nitrat 15%, (c, f).
Perlakuan dekalsifikasi asam nitrat dengan kualitas pewarnaan rendah, potongan
jaringan tidak baik, tulang iga dan jaringan lunak terlepas.Perlakuan dekalsifikasi
15% memperlihatkan pewarnaan paling baik dengan tulang iga dan jaringan
lunak dapat terpotong dan ditempelkan dengan baik, pewarnaan tulang dan
tulang iga intensitas cukup. Safranin O. Panel atas objective 4x, tengah
objective10x, bawah objective 40x.
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Tabel 5. Hasil Penilaian Histologis Intensitas Pewarnaan Saffranin O

No Perlakuan Skor Bern Rerata
Slide Slde Slde3 Slde Slide Rerata Kualitas
1 2 4 5
1 Asam Nitrat 0 0 0 1 0 0,2 Buruk
5%
2 Asam Nitrat 1 0 1 1 1 0,8 Buruk
10%
3 Asam Nitrat 2 2 2 2 2 2 Baik
15%

Berdasarkan tabel 5 penilaian histologis pada intensitas pewarnaan
safranin O didapatkan hasil pada konsentrasi 5% intensitas pewarnaan 0 tidak
ada tulang iga terwarnai morfologi sel ,sel tulang iga tak bisa dinilai dengan
grade skor akhir 0 artinya kualitas buruk. Penilaian histologis konsesntrasi 10%
intensitas pewarnaan 1 tulang iga terwarnai pucat,morfologi sel 1 ,morfologi
jelek,sel piknotik tidak jelas dan rusak,skor akhir 1 artinya kualitas buruk,
Penilaian histologi konsentrasi 15% intensitas pewarnaan 2 tulang iga terwarnai
pucat,pewarnaan belum merata,morfologi sel 2,morfologi sel dapat dinilai,skor
akhir 2 artinya kualitas baik.

Data yang didapat dari penelitian merupakan data yang memiliki skala
ordinal. Setelah dilakukan uji normalitas, didapatkan hasil bahwa distribusi data
tidak normal. sehingga pengujian dilakukan menggunakan analisis Kruskal-wallis
untuk menguji ada tidaknya perbedaan dari 3 kelompok perlakuan. Pengujian
tersebut mendapatkan nilai signifikansi atau didapatkan hasil p value 0,004 (p <
0,05) yang artinya ada pengaruh dari konsentrasi asam nitrat sebagai reagen
dekalsifikasi terhadap kualitas pewarnaan safranin O pada tulang, sehingga
dinyatakan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan antara Asam Nitrat 5%,
Asam nitrat 10% dan Asam nitrat 15%. Dimana hasil kualitas pewarnaan
safranin O paling baik ditemukan pada konsentrasi asam nitrat 15%.

Pembahasan

Penilaian Histologis Integritas Jaringan

Hasil penilaian agen dekalsifikasi Asam Nitrat pada konsentrasi 5% dan
10 % di dapatkan hasil konsistensi adalah 1 artinya konsistensi sampel tidak
lunak, sedangkan Asam Nitrat 15% didapatkan hasil konsistensi adalah 3 artinya
konsistensi sampel lunak. Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Hegde, et al., (2016) menyatakan bahwa agen dekalsifikasi nitric
acid atau HNO3 menunjukkan hasil yang paling efisien karena menyeimbangkan
integritas jaringan dan faktor waktu sehingga dapat digunakan sebagai agen
dekalsifikasi yang stabil untuk diagnosis histopatologi rutin (Gupta 2014),
(Hegde, Archana, and Nagpal 2016). Faktor-faktor yang mempengaruhi proses
dekalsifikasi untuk diagnostik antara lain ketebalan tulang, kerapatan atau
densitas tulang, suhu, agitasi, vakum atau tekanan, dan volume larutan
dekalsifikasi. Prinsip dekalsifikasi adalah menghilangkan kation kalsium dengan
mekanisme anion. Anion diperoleh dari larutan dekalsifikasi yang biasanya
mengandung larutam asam. Larutan asam yang digunakan untuk proses
dekalsifikasi jaringan tulang antara lain asam nitrat 5%, Parenyi’s 10%, asam
klorida (HCL) 5 sampai 10%, Larutan Von Ebner’s, asam format 10%, Evans dan
Krajian, Kristensen, dan netral etilen diamin tetra asetat (EDTA)(Widiawati, Widi
et al. 2025).
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Penilaian Histologis Intensitas Pewarnaan Safranin O

Gambaran hasil pewarnaan saffranin O pada tulang iga sapi
memperlihatkan perbedaan kualitas pewarnaan pada perbedaan konsentrasi
decalsifying agent. Pada kelompok perlakuan dengan asam nitrat 5%, tampak
jaringan tidak terpotong sempurna, sebagian besar jaringan terlepas. Hanya
sedikit jaringan trabekula tulang yang dapat dinilai, jaringan lunak terlepas akibat
kerusakan saat pemotongan oleh karena jaringan keras dan kesan dekalsifikasi
tak sempurna. Tulang rawan tak terwakili kemungkinan rusak dan terlepas saat
pemotongan. Hal ini berbeda dengan hasil penelitian sebelumnya yang
dilakukan oleh Widiawati, Widi et al., (2025) menemukan bahwa agen
decalsifikasi terbaiknya yaitu menggunakan asam nitrat 5 % dalam waktu
perendaman 24 jam pada jaringan tulang femur marmut, namun dari kualitas
preparat dari masing-masing perlakuan tida berbeda.

Pada kelompok perlakuan dengan asam nitrat 10%, jaringan lebih
terdekalsifiksasi. Jaringan lunak dan tulang rawan dapat dipotong dan
ditempelkan. Namun sebagian tulang rawan masih tampak rusak pada
pewarnaan. intensitas pewarnaan safranin O rendah. Pada kelompok perlakuan
dengan asam nitrat 15%, jaringan jaringan dapat dipotong dengan baik. Jaringan
lunak dan tulang rawan dapat dipotong dan ditempelkan. Tulang rawan dapat
diwarnai dengan intensitas pewarnaan sedang (jingga-kemerahan). Masih
terdapat area dengan tulang rawan tidak terwarnai sempurna.

Perlakuan dekalsifikasi asam nitrat dengan kualitas pewarnaan rendah
yaitu konsentrasi 5%, potongan jaringan tidak baik, tulang iga dan jaringan lunak
terlepas. Perlakuan dekalsifikasi 15% memperlihatkan pewarnaan paling baik
dengan tulang iga dan jaringan lunak dapat terpotong dan ditempelkan dengan
baik, pewarnaan tulang dan tulang iga intensitas cukup. Efektivitas dekalsifikasi
sangat bergantung pada durasi waktu perendaman spesimen dalam larutan
dekalsifikasi. Semakin lama suatu jaringan tulang direndam dalam larutan
tersebut, semakin banyak ion kalsium yang dilepaskan, sehingga tulang menjadi
lebih lunak dan siap untuk proses pemotongan dengan mikrotom. Namun, waktu
dekalsifikasi harus disesuaikan dengan ukuran dan jenis jaringan yang
digunakan, karena setiap spesimen memiliki ketebalan dan kepadatan mineral
yang berbeda-beda. Tulang yang lebih tebal atau lebih padat membutuhkan
waktu lebih lama untuk mengalami dekalsifikasi sempurna dibandingkan dengan
tulang yang lebih tipis atau kurang padat. Oleh karena itu, pemantauan berkala
diperlukan untuk memastikan bahwa dekalsifikasi berlangsung dengan optimal
tanpa menyebabkan kerusakan jaringan(Widiawati, Widi et al. 2025). Dalam
penelitian saat ini, EDTA juga menunjukkan hasil yang hampir sama dengan
10% HNOS3 dengan sedikit perubahan pada arsitektur jaringan, alasan untuk
perubahan ini bisa jadi adalah waktu yang lama yang diperlukan untuk
penyelesaian dekalsifikasi. Oleh karena itu, lebih baik menggunakan agen
dekalsifikasi yang menyeimbangkan waktu untuk dekalsifikasi dan integritas
jaringan. Selain itu, telah ditemukan dalam penelitian yang dilakukan oleh Gupta
(2014) bahwa hasil keseluruhan paling baik ditunjukkan oleh HNOS3,
menunjukkan pengawetan jaringan dan kualitas pewarnaan yang lebih
baik(Gupta 2014).

Safranin adalah pewarna kationik yang digunakan dalam histologi dan
sitologi untuk membedakan dan mengidentifikasi berbagai jaringan dan sel.
Pewarnaan safranin bekerja dengan mengikat proteoglikan asam pada jaringan
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tulang iga dengan afinitas tinggi membentuk kompleks jingga kemerahan.
Pengikatan membuat jaringan tulang iga tampak merah saat diamati di bawah
mikroskop. Pewarnaan safranin membantu para peneliti mendeteksi tidak hanya
jaringan tulang iga tetapi juga semua jaringan dan organ tubuh. Pewarnaan
safranin adalah salah satu pewarnaan laboratorium yang paling menjanjikan
yang digunakan untuk penelitian histopatologi dan sitologi(Choi et al. 2020).

Kesimpulan

Penelitian ini menyimpulkan bahwa didapatkan nilai signifikansi sebesar
0,004 (p< 0,05) sehingga dinyatakan bahwa didapatkan perbedaan yang
signifikan antara Asam Nitrat 5%, Asam nitrat 10% dan Asam nitrat 15% dan
kualitas pewarnaan saffranin O paling baik ditemukan pada konsentrasi asam
nitrat 15%.
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