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[DataSet0]  

 
Kelompok 

 
Case Processing Summary 

 Kelompok Cases 

Valid Missing Total 

N Percent N Percent N Percent 

Total Skor 

Kelompok kontrol 9 100,0% 0 0,0% 9 100,0% 

Kelompok perlakuan 1 9 100,0% 0 0,0% 9 100,0% 

Kelompok perlakuan 2 9 100,0% 0 0,0% 9 100,0% 

 
Tests of Normality 

 Kelompok Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Total Skor 

Kelompok 1 (kontrol) ,471 9 ,000 ,536 9 ,000 

Kelompok 2 (perlakuan 1) ,167 9 ,200* ,963 9 ,830 

Kelompok 3 (perlakuan 2) ,240 9 ,143 ,851 9 ,076 
 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

Salah satu Nilai Sig. yaitu kelompok 1  0,000<0,05 artinya tidak terdistribusi normal. 

LANJUT KE UJI KRUSKAL WALLIS. 
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Kruskal-Wallis Test 

 
Ranks 

 Kelompok N Mean Rank 

Total Skor 

Kelompok kontrol 9 21,94 

Kelompok perlakuan 1 9 11,94 

Kelompok perlakuan 2 9 8,11 

Total 27  

 

 
Test Statisticsa,b 

 Total Skor 

Chi-Square 15,318 

df 2 

Asymp. Sig. ,000 
 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: 

Kelompok 

Nilai Asymp. Sig. 0,000 < 0,05 , artinya ada perbedaan signifikan antar kelompok. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



[DataSet0]  

Mann-Whitney Test  1 
Ranks 

 Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Total Skor 

Kelompok kontrol 9 13,17 118,50 

Kelompok perlakuan 1 9 5,83 52,50 

Total 18   

 
    
 
 
 
 
 
 
 

Nilai Asymp. Sig. (2-tailed)  0,002 < 0,05 , artinya ada 
perbedaan signifikan antara kelompok kontrol dan 
kelompok perlakuan 1. 

 

a. Grouping Variable: Kelompok 

b. Not corrected for ties. 

 
 
[DataSet0]  

 
Mann-Whitney Test  2 

Ranks 

 Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Total Skor 

Kelompok kontrol 9 13,78 124,00 

Kelompok perlakuan 2 9 5,22 47,00 

Total 18   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nilai Asymp. Sig. (2-tailed)  0,000 < 0,05 , artinya ada 
perbedaan signifikan antara kelompok kontrol dan 
kelompok perlakuan 2. 

a. Grouping Variable: Kelompok 

b. Not corrected for ties. 

Test Statisticsa 

 Total Skor 

Mann-Whitney U 7,500 

Wilcoxon W 52,500 

Z -3,075 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,002 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,002b 

Test Statisticsa 

 Total Skor 

Mann-Whitney U 2,000 

Wilcoxon W 47,000 

Z -3,537 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,000 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,000b 
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Mann-Whitney Test  3 

Ranks 

 Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

Total Skor 

Kelompok perlakuan 1 9 11,11 100,00 

Kelompok perlakuan 2 9 7,89 71,00 

Total 18   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nilai Asymp. Sig. (2-tailed)  0,189 > 0,05 , artinya tidak 
ada perbedaan signifikan antara kelompok perlakuan 1 
dan kelompok perlakuan 2. 

 

a. Grouping Variable: Kelompok 

b. Not corrected for ties. 

 

Test Statisticsa 

 Total Skor 

Mann-Whitney U 26,000 

Wilcoxon W 71,000 

Z -1,315 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,189 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,222b 



LAMPIRAN 11. 

     
Gambar 1. Jaringan Kanker Payudara      Gambar 2. Prosesing Jaringan  

               
Gambar 3. Blok Jaringan             Gambar 4. Pemotongan Mikrotom 

     
Gambar 5. Penjelasan hasil mikroskopis preparat histopatologi oleh dr. Resti,Sp.PA 

 

 

 

 

 

 

 



                                                      
Gambar 6. Pengukuran pH reagen               Gambar 7. Pengukuran pH reagen  
Hematoxylin baru    hematoxylin lama 3 bulan pemakaian 
 
 

                                                      
Gambar 8. Pengukuran pH reagen                Gambar 9. Pengukuran pH reagen  
Eosin baru     lama 3 bulan pemakaian 

 

                                                     
Gambar 10. Pengukuran pH   Gambar 11. Pengukuran pH 
Larutan asam asetat    larutan Naoh 
 



                                                     
Gambar 12. Penambahan larutan                Gambar 13. Pengukuran larutan 
asam asetat pada hematoxylin      Naoh pada eosin lama 
lama 
 

                                                      
Gambar 14. Pengukuran pH   Gambar 15. Pengukuran pH 
Hematoxylin lama setelah                  Eosin lama setelah penyesuaian 
penyesuaian 

                                                    
Gambar 16. Pewarnaan    Gambar 17. Mounting 
       
 



              
Gambar 18. Hasil preparat kontrol menggunakan pewarnaan hematoxylin eosin 
baru pada kontrol 1 dan kontrol 2 

 

                  
Gambar 19. Hasil preparat menggunakan pewarnaan hematoxylin eosin lama 3 
bulan pemakaian (preparat nomor 2 dan nomor 9) 
 
 
 
 
 
 



 
Gambar 20. Hasil preparat menggunakan pewarnaan hematoxylin eosin lama 3 bulan  

         pemakaian dengan penyesuaian pH (preparat nomor 11) 
 
 
 





Pengaruh Penyesuaian pH Reagen Pewarna Hematoxylin Dan Eosin Lama 
Terhadap Kualitas Hasil Pewarnaan Preparat Jaringan Kanker Payudara 

 
 

Sartika Dwi Mandala Sari1, Lendawati 2, Siti Aminah3 

Jurusan Teknologi Laboratorium Medis Program Studi Teknologi Laboratorium Medis Program Sarjana 
Terapan Poltekkes Kesehatan Tanjungkarang 

 

ABSTRAK 

Pewarnaan Hematoxylin dan Eosin (HE) merupakan metode standar dalam pemeriksaan histopatologi, terutama 
dalam penegakan diagnosis kanker payudara. Salah satu faktor yang memengaruhi kualitas pewarnaan adalah pH 
reagen. Reagen hematoxylin dan eosin yang telah digunakan selama tiga bulan berpotensi mengalami perubahan 
pH, yang dapat menurunkan kualitas hasil pewarnaan jaringan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
pengaruh penyesuaian pH terhadap reagen hematoxylin dan eosin yang telah digunakan selama tiga bulan terhadap 
kualitas hasil pewarnaan preparat jaringan kanker payudara. Penelitian ini dilakukan pada bulan Maret-Mei 2025 
di Klinik Morotai Patologi Kota Bandar Lampung. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan tiga 
kelompok perlakuan: reagen baru (kontrol), reagen lama tanpa penyesuaian pH (perlakuan 1), dan reagen lama 
yang telah disesuaikan pH-nya menggunakan larutan asam asetat dan NaOH (perlakuan 2). Sebanyak 27 preparat 
dianalisis menggunakan metode skoring berdasarkan empat parameter: inti sel, sitoplasma, intensitas, dan kontras 
pewarnaan. Analisis data dilakukan dengan uji Kruskal-Wallis. Hasil menunjukkan nilai p-value sebesar 0,000 
(<0,05), yang berarti terdapat perbedaan signifikan antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Namun, 
penyesuaian pH pada reagen lama tidak memberikan perbaikan kualitas pewarnaan pada preparat jaringan kanker 
payudara. 
 
 
Kata Kunci : Hematoxylin, Eosin, pH Reagen, Pewarnaan Jaringan, Kanker Payudara 
 
 

The Effect of pH Adjustment in Aged Hematoxylin and Eosin Staining 
Reagents on the Staining Quality of Breast Cancer Tissue Preparations 

ABSTRACT 

Hematoxylin and Eosin (HE) staining is a standard method in histopathological examinations, particularly for 
diagnosing breast cancer. One factor influencing staining quality is the pH of the reagents. Hematoxylin and eosin 
reagents that have been used for three months are prone to pH changes, which may reduce the staining quality of 
tissue sections. This study aims to determine the effect of pH adjustment on hematoxylin and eosin reagents used 
for three months on the staining quality of breast cancer tissue preparations.  The research was conducted from 
March to May 2025 at the Morotai Pathology Clinic in Bandar Lampung City. This experimental study involved 
three treatment groups: fresh reagents (control), aged reagents without pH adjustment (treatment 1), and aged 
reagents with pH adjustment using acetic acid and NaOH (treatment 2). A total of 27 slides were analyzed using 
a scoring method based on four parameters: nuclear detail, cytoplasmic clarity, staining intensity, and contrast. 
Data were analyzed using the Kruskal-Wallis test. The results showed a p-value of 0.000 (<0.05), indicating a 
significant difference between the control and treatment groups. However, pH adjustment of aged reagents did 
not improve the staining quality of breast cancer tissue preparations. 
 
 
Keywords:  : Hematoxylin, Eosin, Reagent pH, Tissue Staining, BreastCancer 
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Pendahuluan 
Kanker payudara adalah penyakit di mana 

sel-sel payudara abnormal tumbuh tak terkendali 
dan membentuk tumor. Sel kanker dapat 
menyebar ke jaringan payudara di dekatnya 
(invasi). Hal ini menciptakan tumor yang 
menyebabkan benjolan atau penebalan. Jika tidak 
ditangani, tumor dapat menyebar ke seluruh 
tubuh dan berakibat fatal. Pada tahun 2022, 
terdapat 2,3 juta wanita yang didiagnosis 
menderita kanker payudara dan 670.000 
kematian di seluruh dunia (WHO, 2024). 

Pewarnaan Hematoxylin Eosin merupakan 
cara pewarnaan yang paling umum untuk 
spesimen jaringan, sering juga disebut sebagai 
“pewarnaan rutin” dikarenakan tergolong metode 

yang cepat dan relatif murah untuk menilai 
morfologi jaringan (Lisowski, 2021). 

Pada pewarnaan ini, Hematoxylin yang 
berfungsi sebagai pewarna basa (basofilik) yang 
mengikat dan memberi warna biru ke struktur 
yang bersifat asam, seperti DNA dan RNA dalam 
inti sel, sedangkan Eosin adalah pewarna asam 
(eosinofilik) yang mengikat dan memberi warna 
merah atau merah muda ke struktur yang lebih 
basa, seperti protein sitoplasma (Digambiro & 
Parwanto, 2024). 
Hematoxylin dengan standar pH 2,75 merupakan 
yang paling optimal untuk mencapai 
keseimbangan warna dan lapisan epitel definitif 
dalam pewarnaan hematoxylin eosin , sedangkan 
Eosin dengan standar pH 5,0 digunakan sebagai 
pewarna tandingan (Radzuan,dkk., 2020). 
 
Metode  

Jenis dan desain penelitian yang digunakan 
adalah eksperimen dengan Variabel bebas dalam 
penelitian ini ialah pewarnaan hematoxylin dan 
eosin dengan variable terikat berupa kualitas hasil 
pewarnaan histopatologi kanker payudara.  

Data di analisi menggunakan uji Kruskal 
Wallis Test dan dinilai berdasarkan 4 parameter 
penilaian yaitu, intisel, sitoplasma, intensitas 
pewarnaan dan Kontras pewarnaan. Penelitian ini 
dilakukan pada bulan Maret-Mei 2025 dengan 
tempat penelitian di Klinik Morotai Patologi Kota 
Bandar Lampung. 

 
Hasil 

Berdasarkan hasil penelitian tentang 
Tabel pengaruh peneyusain ph reagen pewarna 
hematoxylin dan eosin lama terhadap kulitas hasil 
pewarnaan preparat jaringan kanker terhadap 27 
sediaan yang memenuhi kriteria inklusi pada 
Klinik Morotai Patologi Kota Bandar Lampung 
pada bulan Maret-Mei 2025 diperoleh data 
sebagai berikut: 
Tabel 1 Hasil Uji Kualitas Pewarnaan Preparat 
Jaringan Kanker Payudara Menggunakan 

Hematoxylin dan Eosin lama 3 bulan 
pemakaian tanpa penyesuaian pH 

Hasil Uji Kualitas Pewarnaan Preparat Jaringan 
Kanker Payudara Menggunakan Hematoxylin dan 

Eosin Baru 
  Intisel  Sitoplasma Intensitas 

Pewarnaan 

Kontras 
Pewarnaan 

     N % N % N % N % 
Baik     9 100 9 100 7 77,8 9 100 
Tidak 
Baik
  

    0 0 0 0 2 22,2 0 0 

Total
  

    9  100  9  100  9  100  9  100  

 
Berdasarkan tabel 1 dapat hasil kualitas baik 
pewarnaan hematoxylin eosin lama 3 bulan 
pemakaian pada preparat histopatologi 
jaringan kanker payudara, untuk parameter 
inti sel 100%, sitoplasma 100%, intensitas 
pewarnaan 77,8% dan kontras pewarnaan 
100%. 
 
Tabel 2 Hasil Uji Kualitas Pewarnaan Preparat 
Jaringan Kanker Payudara Menggunakan 
Hematoxylin dan Eosin lama 3 bulan 
pemakaian tanpa penyesuaian Ph 

Hasil Uji Kualitas Pewarnaan Preparat Jaringan 
Kanker Payudara Menggunakan Hematoxylin dan 
Eosin lama 3 bulan pemakaian tanpa penyesuaian 

pH 
  Intisel  Sitoplasma Intensitas 

Pewarnaan 

Kontras 
Pewarnaan 

     N % N % N % N % 
Baik     7 77,8 4 44,4 1 11,1 6 66,7 
Tidak 
Baik
  

    2 22,2 5 55,6 8 88,9 3 33,3 

Total
  

    9  100  9  100  9  100  9  100  

 
Berdasarkan tabel 2 hasil kualitas baik 
pewarnaan hematoxylin eosin lama 3 bulan 
pemakaian dengan penyesuaian pH pada 
preparat histopatologi jaringan kanker 
payudara, untuk parameter intisel 77,8%, 
sitoplasma 44,4%, intensitas pewarnaan 
11,1% dan kontras pewarnaan 66,7%. 
 
 
Tabel 3 Hasil Uji Kualitas Pewarnaan Preparat 
Jaringan Kanker Payudara Menggunakan 
Hematoxylin dan Eosin lama 3 bulan 
pemakaian dengan penyesuaian Ph 

 
 
 
 

Hasil Uji Kualitas Pewarnaan Preparat Jaringan 
Kanker Payudara Menggunakan Hematoxylin dan 
Eosin lama 3 bulan pemakaian dengan penyesuaian 

pH 

https://documents.cap.org/documents/h-and-e-troubleshooting-guide.pdf
https://documents.cap.org/documents/h-and-e-troubleshooting-guide.pdf
https://documents.cap.org/documents/h-and-e-troubleshooting-guide.pdf
https://documents.cap.org/documents/h-and-e-troubleshooting-guide.pdf
https://documents.cap.org/documents/h-and-e-troubleshooting-guide.pdf
https://documents.cap.org/documents/h-and-e-troubleshooting-guide.pdf
https://documents.cap.org/documents/h-and-e-troubleshooting-guide.pdf
https://documents.cap.org/documents/h-and-e-troubleshooting-guide.pdf
https://documents.cap.org/documents/h-and-e-troubleshooting-guide.pdf


 

  Intisel  Sitoplasma Intensitas 
Pewarnaan 

Kontras 
Pewarnaan 

     N % N % N % N % 
Baik     4 44,4 4 44,4 1 11,1 2 22,2 
Tidak 
Baik
  

    5 55,6 5 55,6 8 88,9 7 77,8 

Total
  

    9  100  9  100  9  100  9  100  

Berdasarkan tabel 3 hasil kualitas baik 
pewarnaan hematoxylin eosin lama 3 bulan 
pemakaian dengan penyesuaian pH pada 
preparat histopatologi jaringan kanker 
payudara, untuk parameter inti sel 44,4%, 
sitoplasma 44,4%, intensitas pewarnaan 
11,1% dan kontras pewarnaan 22,2%. 
 
Tabel 2 Hasil Uji Kualitas Pewarnaan Preparat 
Jaringan Kanker Payudara Menggunakan 
Hematoxylin dan Eosin lama 3 bulan 
pemakaian dengan penyesuaian pH 

 
Kualitas Baik  

Perbandingan 
Kualitas Hasil 
Pewarnaan Preparat 
 

 
Intisel  

 
  Sitoplasma 

Inten
sitas 
pewa
rnaan 

Kontra 
Pewarn

aan 

Rerata 
Skor 

1. Hematoxylin dan 
Eosin Baru 
(Kontrol) 

 

 
100 

 
100 

 
100 

 
100 

 
7,8 

2. Hematoxylin dan 
Eosin lama 
pemakain 3 bulan 
tanpa penyesuaian 
pH  
 

 
 

77,8 

 
 

44,4 

 
 

11,1 

 
 

66,7 

 
 
6 

3. Hematoxylin dan 
Eosin lama 
pemakaian 3 bulan 
dengan 
penyesuaian pH  

 
44,4 

 
44,4 

 
11,1 

 
22,2 

 
5,2 

 
Berdasarkan tabel 4 uji kualitas pewarnaan 
menggunakan reagen hematoxylin eosin 
baru sebagai kontrol memiliki rerata skor 
maksimum yaitu 8, kualitas pewarnaan 
menggunakan reagen hematoxylin eosin 
lama 3 bulan pemakaian memiliki rerata 
skor 6,38 dari skor maksimum 8, dan 
kualitas pewarnaan menggunakan reagen 
hematoxylin eosin lama 3 bulan pemakaian 
dengan penyesuaian pH memiliki rerata 
skor 5,94 dari skor maksimum 8, yang 
berarti pewarnaan dangan hematoxylin 
eosin baru sebagai kontrol memiliki hasil 
kualitas pewarnaan terbaik untuk parameter 
inti sel, sitoplasma, intensitas pewarnaan 
dan kontras pewarnaan dibanding 
perlakuan lainnya. Kualitas inti sel, 
intensitas pewarnaan, dan kontras 
pewarnaan pada pewarnaan hematoxylin 

eosin lama 3 bulan pemakaian lebih baik 
dibandingkan pewarnaan hematoxylin 
eosin lama 3 bulan pemakaian dengan 
penyesuaian pH. Sedangkan untuk kualitas 
sitoplasma didapatkan hasil skor yang sama 
antara pewarnaan hematoxylin eosin lama 3 
bulan pemakaian tanpa penyesuaian pH dan 
dengan penyesuaian pH. 
 

Hasil pemeriksaan preparat menggunakan 
larutan pewarnaan hematoxylin dan eosin 

baru sebagai kontrol 
             

 

eosin baru sebagai kontrol dilakukan pada 
2 slide dan didapatkan hasil kualitas baik, 
yaitu pada inti sel yaitu 100% (2 preparat), 
sitoplasma yaitu 100% (2 preparat), 
intensitas pewarnaan yaitu 100% (2 
preparat) dan kontras pewarnaan yaitu 
100% (2 preparat). 

Hasil preparat menggunakan pewarnaan 
hematoxylin eosin lama 3 bulan 

pemakaian (preparat nomor 2 dan 
nomor 9) 

             

  

larutan pewarna hematoxylin eosin lama 3 
bulan pemakaian didapatkan hasil baik pada 
inti sel yaitu 75% (12 preparat) dan hasil 
tidak baik 25% (4 preparat), Sitoplasma 
memiliki kualitas baik 62,5% (10 preparat) 
dan hasil tidak baik 37,5% (6 preparat), 
Intensitas pewarnaan memiliki hasil baik 
yaitu 37,5% (6 preparat) dan hasil tidak baik 
62,5% (10 preparat) dan kontras pewarnaan 
memiliki hasil baik yaitu 62,5% (10 
preparat) dan hasil tidak baik 37,5% (6 
preparat). 

Hasil preparat menggunakan pewarnaan 
hematoxylin eosin lama 3 bulan 



 

pemakaian dan Penyesuain pH 
(preparat nomor 11) 

         

Hasil pemeriksaan preparat mengguanakan
larutan pewarna hematoxylin eosin lama 3 
bulan pemakaian dengan penyesuaian pH 
didapatkan hasil baik pada inti sel yaitu 
56,2% (9 preparat) dan hasil tidak baik 
43,8% (7 preparat), Sitoplasma memiliki 
kualitas baik 62,5% (10 preparat) dan hasil 
tidak baik 37,5% (6 preparat), Intensitas 
pewarnaan memiliki hasil baik yaitu 31,2% 
(5 preparat) dan hasil tidak baik 68,8% (11 
preparat) dan kontras pewarnaan memiliki 
hasil baik yaitu 43,8% (7 preparat) dan hasil 
tidak baik 56,2% (9 preparat). 
 
Pembahasan 

Berdasarkan kualitas pewarnaan 
menggunakan reagen hematoxylin eosin 
lama 3 bulan pemakaian dengan 
penyesuaian pH memiliki rerata skor 5,94 
dari skor maksimum 8. Pengukuran pH 
dilakukan menggunakan alat pH meter, 
didapatkan nilai pH reagen hematoxylin 
baru yaitu 2,6 dan pH reagen eosin baru 
yaitu 4,8, kemudian pH reagen 
hematoxylin lama 3 bulan pemakain yaitu 
2,9, dan pH reagen eosin lama 3 bulan 
pemakaian yaitu 4,6. Selisih nilai pH yang 
diperoleh tersebut disesuaikan dengan 
penambahan larutan asam asetat yang 
diteteskan pada reagen hematoxylin lama 
dan naoh yang diteteskan pada reagen eosin 
lama. Dan hasil rerata skor pada kualitas 
preparat menggunakan reagen hematoxylin 
eosin lama 3 bulan pemakaian yaitu 6,38 
dengan nilai inti sel 75%,sitoplasma 62,5%, 
intensitas pewarnaan 37,5% dan kontras 
pewarnaan 62,5% yang artinya memiliki 
nilai baik. Sedangkan hasil rerata skor pada 
kualitas preparat menggunakan reagen 
hematoxylin eosin lama 3 bulan pemakaian 
dengan penyesuaian pH yaitu 5,94 dengan 
nilai inti sel 56,2%, sitoplasma 62,5%, 
intensitas pewarnaan 31,2% dan kontras 
pewarnaan 43,8% yang artinya memiliki 
nilai tidak baik 
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