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ABSTRACT  

 

Pleural fluid cytology plays an important role in diagnosing various diseases, particularly malignancies, with 

hematoxylin commonly used as a nuclear stain. However, hematoxylin has several limitations, including 

potential toxicity, relatively high cost, and environmental impact. This study aimed to evaluate the utilization 

of salak (Salacca zalacca) peel extract waste as an alternative to hematoxylin staining in pleural fluid 

preparations. A quasi-experimental study with a pretest–posttest control group design was conducted by 

comparing Papanicolaou staining using standard hematoxylin and salak peel extract at different 

concentrations (100%, 80%, 50%, and 25%). Staining quality was assessed based on color intensity, contrast, 

clarity, color uniformity, and stability, color stability, which was evaluated in a blind test by two analysts using 

the chi-square test. The results showed that salak peel extract at 100% concentration produced the best staining 

quality and was not significantly different from standard hematoxylin (p = 0.479), while lower concentrations 

demonstrated reduced staining performance. In conclusion, salak peel extract waste has potential as a safe, 

low-cost, and environmentally friendly alternative to hematoxylin for pleural fluid cytology staining. 
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ABSTRAK  

 

Pewarnaan sitologi cairan pleura merupakan langkah penting dalam diagnosis berbagai penyakit, terutama 

keganasan, dengan Hematoxylin sebagai pewarna inti yang umum digunakan. Namun, Hematoxylin memiliki 

keterbatasan berupa potensi toksisitas, harga relatif tinggi, serta dampak lingkungan. Penelitian ini bertujuan 

untuk mengevaluasi pemanfaatan limbah ekstrak kulit salak (Salacca zalacca) sebagai alternatif pewarna 

Hematoxylin pada preparat cairan pleura. Penelitian dilakukan menggunakan desain eksperimen semu dengan 

rancangan pretest–posttest control group, membandingkan pewarnaan Papanicolaou menggunakan 

Hematoxylin standar dan ekstrak kulit salak pada berbagai konsentrasi (100%, 80%, 50%, dan 25%). Parameter 

yang dinilai meliputi intensitas warna, kontras, kejernihan, keseragaman pewarnaan dan kestabilan pewarnaan 

yang dievaluasi secara blind oleh dua analis dan menggunakan uji Chi-Square. Hasil menunjukkan bahwa 

ekstrak kulit salak konsentrasi 100% memberikan kualitas pewarnaan terbaik dan tidak berbeda signifikan 

dengan Hematoxylin standar (p = 0,479), sedangkan konsentrasi lebih rendah menunjukkan penurunan kualitas 

pewarnaan. Kesimpulannya, ekstrak limbah kulit salak berpotensi digunakan sebagai alternatif pewarna 

Hematoxylin yang lebih aman, murah, dan ramah lingkungan pada preparat cairan pleura.  

 

Kata kunci : Cairan Pleura, Hematoxylin, Kulit Salak, Pewarna Alami  

 

PENDAHULUAN  
Pleural effusi merupakan salah satu masalah klinis yang paling sering dijumpai pada bidang 

penyakit paru dan penyakit dalam (Rexhepi et al., 2025). Kondisi ini ditandai dengan akumulasi cairan 

berlebihan di dalam rongga pleura, baik akibat proses inflamasi, infeksi, keganasan, maupun gangguan 

sistemik seperti gagal jantung (Munavvar et al., 2025). Studi epidemiologi mencatat bahwa di Amerika 

Serikat saja terdapat sekitar 1,5 juta kasus pleural effusi setiap tahunnya, menjadikannya salah satu 
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penyebab terbanyak pasien harus menjalani prosedur diagnostik dengan sampel cairan pleura. Analisis 

terbaru menunjukkan bahwa penyebab tersering dari pleural effusi adalah keganasan (27%), gagal 

jantung (21%), pneumonia (19%), dan tuberkulosis (9%) (Rexhepi et al., 2025;Chen et al., 2025). Hal 

ini menegaskan pentingnya cairan pleura sebagai salah satu spesimen utama dalam upaya menegakkan 

diagnosis penyakit-penyakit serius (Sanjev, 2025). 

Pemeriksaan cairan pleura di laboratorium tidak hanya bersifat makroskopis dan biokimia, tetapi 

juga sitologi yang berperan besar dalam mendeteksi adanya sel ganas maupun sel abnormal lain 

(Iljazovi, 2025). Sitologi cairan pleura dinilai sebagai pemeriksaan yang relatif sederhana, cepat, dan 

minim invasif, sehingga menjadi prosedur diagnostik standar di banyak fasilitas Kesehatan (Stocklein, 

2025). Oleh karena itu, kualitas sediaan sitologi terutama kualitas pewarnaan memegang peranan 

penting dalam meningkatkan akurasi interpretasi sitopatologi. 

Metode pewarnaan yang paling luas digunakan untuk preparat sitologi cairan pleura adalah 

pewarnaan Papanicolaou (Pap stain) (Sathya et al., 2025). Pewarnaan ini unggul karena dapat 

memberikan kontras yang jelas antara inti dan sitoplasma sel, sehingga memudahkan sitopatologi untuk 

mengidentifikasi perubahan morfologi yang khas dari sel ganas. Pada prosedur Pap stain, inti sel 

biasanya diwarnai dengan Hematoxylin, sedangkan sitoplasma diwarnai dengan kombinasi pewarna 

basa dan asam. Hematoxylin menjadi komponen utama dalam memastikan keterbacaan preparat sitologi 

(Thrall et al., 2025; Jahanian, 2025; Ekaterina et al., 2025). 

Hematoxylin merupakan zat warna alami yang diekstraksi dari kayu logwood (Haematoxylum 

campechianum). Zat ini dioksidasi menjadi haematein sebelum dapat digunakan sebagai pewarna inti 

pada jaringan. Walaupun Hematoxylin berasal dari bahan alami, penggunaannya dalam laboratorium 

tidak lepas dari risiko, karena dalam bentuk komersial sering mengandung aditif atau zat kimia 

tambahan yang bersifat toksik. Selain itu, kebutuhan Hematoxylin dalam jumlah besar secara global 

membuat ketersediaannya semakin terbatas, sementara harga semakin meningkat. Di sisi lain, aspek 

keamanan terhadap tenaga laboratorium dan dampak lingkungan dari limbah Hematoxylin juga menjadi 

perhatian serius (Lakhotia, 2025; Zuzana and Tatiana, 2025; Hasan, 2025). 

Berbagai penelitian telah mengeksplorasi penggunaan ekstrak tumbuhan lokal sebagai pengganti 

pewarna histologis. Pradeepthi et. (2023) penelitian menggunakan ekstrak kunyit (Curcuma longa) 

menunjukkan bahwa zat kurkumin dapat menghasilkan pewarnaan sitoplasma yang sebanding dengan 

eosin, serta memiliki kelebihan berupa ketersediaan yang luas dan aman bagi lingkungan. Hal ini 

menunjukkan bahwa penggunaan bahan lokal dengan kandungan pigmen alami berpotensi besar sebagai 

alternatif dalam laboratorium sitologi. 

Salah satu sumber potensial yang belum banyak diteliti adalah kulit buah salak (Salacca zalacca). 

Selama ini kulit salak hanya dianggap limbah pertanian yang tidak memiliki nilai tambah, padahal secara 

fitokimia diketahui mengandung senyawa bioaktif seperti tanin, flavonoid, antosianin, dan polifenol. 

Senyawa-senyawa tersebut dikenal memiliki sifat pigmen yang dapat memberikan warna stabil serta 

kemampuan ikatan dengan komponen seluler (Paulson, 2025). Kandungan inilah yang menjadi dasar 

pemikiran bahwa ekstrak kulit salak berpotensi digunakan sebagai pewarna alternatif untuk jaringan dan 

sel, khususnya dalam preparat sitologi (Edward et al., 2025; Hu et al., 2025; Paulson, 2025). 

Keunggulan lain dari kulit salak adalah ketersediaannya yang melimpah, murah, serta merupakan 

bahan lokal khas Indonesia. Dengan memanfaatkan limbah kulit salak, penelitian ini tidak hanya 

berkontribusi pada pengembangan metode pewarnaan yang ramah lingkungan, tetapi juga mendukung 

prinsip green chemistry dan pengelolaan limbah biomassa. Hal ini sangat penting mengingat tren global 

saat ini adalah penggunaan bahan baku berkelanjutan untuk mengurangi ketergantungan pada zat kimia 

berbahaya dan impor bahan kimia laboratorium (Enearepuadoh, 2025; Afrianto, 2025). 
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Aspek kesehatan dan keselamatan kerja laboratorium juga menjadi pertimbangan penting. 

Paparan jangka panjang terhadap bahan kimia pewarna tradisional dapat menimbulkan efek toksik pada 

teknisi laboratorium. Dengan beralih pada pewarna alami berbasis tanaman, risiko kesehatan dapat 

diminimalkan, sehingga tidak hanya bermanfaat untuk hasil diagnostik, tetapi juga bagi kesejahteraan 

tenaga laboratorium. Selain itu, pewarna alami relatif lebih mudah terurai di lingkungan sehingga 

mengurangi dampak pencemaran kimia (Jiang et al., 2025). 

Berbagai tanaman telah diuji coba sebagai pewarna alternatif, hingga saat ini belum ditemukan 

laporan penelitian yang secara khusus menggunakan ekstrak kulit salak sebagai pengganti Hematoxylin 

dalam pewarnaan preparat cairan pleura. Oleh karena itu, penelitian mengenai pemanfaatan limbah kulit 

salak sebagai alternatif pewarna Hematoxylin pada preparat cairan pleura menjadi sangat penting. 

Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat sebagai pewarna yang efektif, aman, murah, ramah 

lingkungan, serta mendukung inovasi dalam diagnosis sitologi. Dengan demikian, hasil penelitian tidak 

hanya akan bermanfaat dalam aspek ilmiah dan klinis, tetapi juga dalam konteks sosial dan lingkungan 

melalui pemanfaatan limbah pertanian menjadi produk bernilai tambah. 

 

METODE  

Desain, tempat dan waktu  
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen semu (quasi experiment) dengan rancangan 

pretest-posttest control group design yang bertujuan untuk mengetahui potensi ekstrak kulit salak 

(Salacca zalacca) sebagai alternatif pewarnaan Hematoxylin pada preparat cairan pleura. Penelitian 

dilaksanakan di Laboratorium Sitologi Program Studi Teknologi Laboratorium Medis UM-AD dan di 

Laboratorium Patologi Anatomi Barokah Paalembang  rujukan sebagai sumber sampel cairan pleura. 

Waktu penelitian dilaksanakan pada bulan Desember 2025 sampai dengan Januari 2026, yang meliputi 

tahap persiapan bahan, pembuatan ekstrak, proses pewarnaan, hingga analisis data. 

 

Jenis dan Cara Pengumpulan Data  

1. Pembuatan Ekstrak Kulit Salak 

Ekstrak kulit salak dibuat menggunakan metode maserasi. Kulit salak segar dicuci dengan 

air mengalir untuk menghilangkan kotoran, kemudian dipotong kecil-kecil dan dikeringkan dalam 

oven pada suhu 40–50°C hingga kadar air rendah. Kulit salak yang telah kering dihaluskan menjadi 

serbuk menggunakan blender dan diayak hingga diperoleh ukuran partikel yang seragam. Sebanyak 

500 g serbuk kulit salak dimaserasi menggunakan etanol 70% dengan perbandingan bahan dan 

pelarut 1:10 (b/v) selama 72 jam pada suhu ruang dalam wadah tertutup sambil diaduk setiap 24 jam. 

Hasil maserasi disaring menggunakan kertas saring Whatman No. 1, kemudian filtrat diuapkan 

menggunakan rotary evaporator pada suhu 40–50°C hingga diperoleh ekstrak pekat. Ekstrak 

disimpan dalam botol kaca berwarna gelap pada suhu 4°C dan diencerkan sesuai konsentrasi yang 

telah ditentukan sebelum digunakan sebagai larutan pewarna inti. 

 

2. Pengambilan dan Preparasi Sampel Cairan Pleura 

Sampel cairan pleura diperoleh melalui tindakan torakosentesis yang dilakukan oleh dokter 

sesuai prosedur klinis. Sampel dimasukkan ke dalam tabung steril dan segera dikirim ke laboratorium 

untuk diproses maksimal dua jam setelah pengambilan. Cairan pleura dihomogenkan, kemudian 

disentrifugasi pada kecepatan 1.500 rpm selama 10 menit untuk memperoleh endapan sel. 

Supernatan dibuang secara hati-hati, sedangkan endapan sel digunakan untuk membuat sediaan apus 

tipis pada kaca objek yang telah diberi identitas. Preparat dibiarkan mengering sesaat sebelum 

dilakukan proses fiksasi. 
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3. Proses Fiksasi dan Pewarnaan Preparat 

Preparat yang telah dibuat segera difiksasi menggunakan etanol 95% selama 15 menit untuk 

mempertahankan morfologi sel dan mencegah kerusakan struktur inti. Setelah fiksasi, preparat 

dibilas menggunakan akuades. Pada kelompok kontrol dilakukan pewarnaan metode Papanicolaou 

standar, yaitu preparat direndam dalam Hematoxylin selama 5 menit, kemudian dilakukan 

diferensiasi menggunakan larutan HCl alkohol 0,5% selama 5–10 detik, dicuci dengan air mengalir, 

dilanjutkan proses blueing menggunakan Scott's tap water substitute selama 1 menit, kemudian 

diwarnai menggunakan Orange G-6 selama 2 menit dan EA-50 selama 3 menit. Pada kelompok 

perlakuan, tahap pewarnaan Hematoxylin digantikan dengan perendaman preparat dalam larutan 

ekstrak kulit salak selama 5–10 menit, kemudian dilanjutkan dengan proses diferensiasi 

menggunakan HCl alkohol 0,5% selama 5–10 detik apabila diperlukan, pencucian menggunakan air 

mengalir, proses blueing menggunakan Scott's tap water substitute selama 1 menit, serta tahapan 

Orange G-6 dan EA-50 sesuai prosedur pewarnaan Papanicolaou standar. Selanjutnya preparat 

didehidrasi menggunakan etanol bertingkat (70%, 95%, dan absolut) kemudian dilakukan proses 

clearing menggunakan xylol. 

 

4. Proses Mounting Preparat 

Preparat yang telah melalui proses clearing ditetesi media mounting DPX (Distrene 

Plasticizer Xylene), kemudian ditutup menggunakan kaca penutup (cover glass). Preparat dibiarkan 

mengering pada suhu ruang hingga media mounting mengeras sempurna sehingga siap untuk 

dilakukan pengamatan mikroskopis. 

 

5. Pengamatan Mikroskopis 

Preparat diamati menggunakan mikroskop cahaya pada perbesaran 100× dan 400×. Setiap 

preparat diamati pada sedikitnya lima lapang pandang yang dipilih secara acak untuk memperoleh 

gambaran yang representatif mengenai kualitas hasil pewarnaan. 

 

6. Sistem Skoring Kualitas Pewarnaan 

Penilaian kualitas preparat dilakukan menggunakan sistem skoring ordinal dengan rentang 

nilai 1–5 pada setiap parameter yang diamati, meliputi intensitas warna inti, kontras inti terhadap 

sitoplasma, kejernihan preparat, kestabilan warna, ketajaman morfologi inti, dan keseragaman 

pewarnaan. Skor 5 menunjukkan kualitas sangat baik, yaitu pewarnaan optimal, morfologi inti 

tampak jelas, kontras tinggi, preparat jernih, serta warna stabil dan merata. Skor 4 menunjukkan 

kualitas baik, yaitu pewarnaan dan morfologi inti terlihat jelas dengan sedikit ketidaksempurnaan 

yang tidak mengganggu interpretasi. Skor 3 menunjukkan kualitas cukup baik, yaitu pewarnaan 

masih dapat diamati dengan baik meskipun terdapat penurunan intensitas warna, kontras, atau 

kejernihan. Skor 2 menunjukkan kualitas tidak baik, yaitu pewarnaan kurang jelas sehingga 

menyulitkan identifikasi morfologi sel. Skor 1 menunjukkan kualitas sangat tidak baik, yaitu preparat 

memiliki kualitas pewarnaan yang sangat rendah sehingga struktur inti dan sitoplasma sulit atau tidak 

dapat dievaluasi. Penilaian dilakukan secara independen oleh dua orang pengamat, kemudian nilai 

dari kedua pengamat dirata-ratakan sebagai hasil akhir untuk analisis statistik. 

 

Pengolahan dan analisis data 
Penilaian kualitas pewarnaan dilakukan secara blind oleh dua analis independen menggunakan 

sistem skoring mikroskopis yang telah ditentukan. Data yang diperoleh diuji normalitas terlebih dahulu 

untuk menentukan jenis uji statistik yang sesuai. Selanjutnya, analisis perbedaan kualitas pewarnaan 

antara kelompok perlakuan dan kontrol dilakukan menggunakan uji chi-square dengan tingkat 
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signifikansi 95% (α = 0,05). Hasil analisis disajikan dalam bentuk tabel dan narasi untuk 

menggambarkan efektivitas ekstrak kulit salak sebagai alternatif pewarna Hematoxylin pada preparat 

cairan pleura  

 

HASIL  
Berdasarkan hasil pemeriksaan kualitas preparat cairan pleura menggunakan pewarnaan 

Papanicolaou dengan Hematoxylin dan ekstrak kulit salak (Salacca zalacca) pada 30 sediaan yang 

dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi Barokah Palembang pada bulan Desember 2025 sampai 

Januari 2026, diperoleh hasil sebagai berikut. 

1. Hasil Kualitas Cairan Pleura Menggunakan  Metode pewarnaan Papanicolaou 
Hasil kualitas cairan pleura menggunakan pewarnaan hematoxylin sebagai Gold Standar dari 

pewarnaan papanicolaou. Penelitian dilakukan dengan mengamati sampel preparat cairan pleura 

yang telah dibuat sebanyak 6 sediaan dengan dilihat secara mikroskopis. Berdasarkan penelitian yang 

telah dilakukan didapatkan hasil yang bisa dilihat pada gambar sebagai berikut: 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Gambar 1. Hasil pewarnaan hemtoxylin dengan standar pewarnaan Papanicolaou 

Berdasarkan gambar 1, preparat yang diwarnai dengan hematoxylin metode Papanicolaou 

menunjukkan bahwa struktur sel pada cairan pleura tampak lebih jelas dengan kontras warna yang 

baik terhadap latar belakang yang cerah. Inti sel terlihat berwarna ungu kebiruan dan sitoplasma 

tampak lebih pucat bewarna merah mudah/pink sehingga keduanya dapat dibedakan dengan jelas. 

Masih tampak beberapa kotoran atau debris pada sediaan serta area yang tampak lebih terang akibat 

ketidakseimbangan pewarnaan atau ketebalan preparat. Secara keseluruhan, metode Papanicolaou 

memberikan diferensiasi warna yang baik dan meningkatkan keterbacaan struktur seluler pada cairan 

pleura. Berdasarkan hasil kualitas dari sediaan reagen hematoxylin  menggunakan metode pewarnaan 

papanicolau tersebut dapat dilihat pada gambar sebagai berikut : 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Grafik batang hasil pewarnaan Papanicolaou menggunakan reagen hematoxylin 
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Berdasarkan gambar 2 diatas menunjukkan didapatkan hasil pada Papanicolaou 

Menggunakan Reagen Hematoxylin dengan tingkatan kualitas sediaan berdasarkan 5 indikator 

interpretasi kualitas sediaan pada preparate cairan pleura diperoleh hasil sangat baik sebanyak 6 

sediaan dengan persentase (100%).  

2. Hasil Kualitas Preparat Cairan Pleura Menggunakan  Pewarnaan Kulit Salak  

a. Hasil Kualitas Pewarnaan Kulit Salak Konsentrasi 100 % 
Hasil kualitas cairan pleura menggunakan pewarnaan kstrak kulit salak dengan 

konsentrasi 100% pengganti dari reagen hematoxylin dari metode pewarnaan papanicolaou. 

Penelitian dilakukan dengan mengamati sampel preparat cairan pleura yang telah dibuat sebanyak 

6 sediaan dengan dilihat secara mikroskopis. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan 

didapatkan hasil yang bisa dilihat pada gambar sebagai berikut : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Hasil preparat cairan pleura pewarnaan ekstrak kulit salak konsentrasi 100% 

pengganti reagen hemtoxylin metode pewarnaan Papanicolaou 

Berdasarkan gambar 3, menunjukkan hasil pewarnaan dengan tingkatan berdasarkan 5 

indikator interpretasi hasil kualitas sediaan pada preparate cairan pleura diperoleh hasil sangat 

baik 4 sediaan dengan persentase (80%), hasil baik sebanyak 2 sediaan dengan persentase (20%), 

bahwa struktur sel pada cairan pleura tampak jelas dengan kontras warna yang baik terhadap latar 

belakang yang cerah. Inti sel terlihat berwarna ungu kebiruan dan sitoplasma tampak lebih pucat 

bewarna merah mudah/pink sehingga keduanya dapat dibedakan dengan jelas walaupun 

didapatkan sitoplasama dan inti sel yang bertumpuk Berdasarkan hasil kualitas dari sediaan 

reagen hematoxylin  menggunakan metode pewarnaan ekstrak kulit salak konsentrasi 100% 

tersebut dapat dilihat pada gambar sebagai berikut : 

  

Gambar 4. Grafik Batang Hasil Pewarnaan ekstrak kulit salak konsentrasi 100% pengganti 

reagen hemtoxylin metode pewarnaan Papanicolaou 
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Berdasarkan gambar 4 diatas menunjukkan didapatkan hasil pada Papanicolaou 

Menggunakan Reagen Kulit Salak konsentrasi 100% dengan tingkatan kualitas sediaan 

berdasarkan 5 indikator interpretasi kualitas sediaan pada preparate cairan pleura diperoleh hasil 

sangat baik sebanyak 4 sediaan dengan persentase (80%) dan hasil baik sebanyak 2 (20%).  

b. Hasil Kualitas Pewarnaan Kulit Salak Konsentrasi 80 % 
Hasil kualitas cairan pleura menggunakan pewarnaan ekstrak kulit salak dengan 

konsentrasi 80% pengganti dari reagen hematoxylin dari metode pewarnaan papanicolaou. 

Penelitian dilakukan dengan mengamati sampel preparat cairan pleura yang telah dibuat sebanyak 

6 sediaan dengan dilihat secara mikroskopis. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan 

didapatkan hasil yang bisa dilihat pada gambar sebagai berikut:  

 

 

 

 

 

 

       Gambar 5. Hasil preparat cairan pleura pewarnaan ekstrak kulit salak konsentrasi 80% pengganti 

reagen hemtoxylin metode pewarnaan Papanicolaou 

 

Berdasarkan gambar 5, menunjukkan hasil pewarnaan dengan tingkatan berdasarkan 

indikator interpretasi hasil kualitas sediaan pada preparate cairan pleura diperoleh hasil sangat 

baik 2 sediaan dengan persentase (20%), hasil baik sebanyak 4 sediaan dengan persentase (80%), 

bahwa struktur sel pada cairan pleura tampak kabur dengan kontras warna yang kurang baik 

terhadap latar belakang yang cerah. Inti sel terlihat berwarna ungu kebiruan dan sitoplasma 

tampak lebih pucat bewarna merah mudah/pink sehingga keduanya masih dapat dibedakan 

dengan jelas walaupun didapatkan sitoplasama dan inti sel sedikit berkurang. Berdasarkan hasil 

kualitas dari sediaan reagen ekstrak kulit salak konsentrasi 80%  menggunakan metode pewarnaan 

papanicolau tersebut dapat dilihat pada gambar sebagai berikut : 

 

Gambar 6. Grafik Batang Hasil Pewarnaan ekstrak kulit salak konsentrasi 80% pengganti 

reagen hemtoxylin metode pewarnaan Papanicolaou 
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Berdasarkan gambar 6 menunjukkan didapatkan hasil pada Papanicolaou Menggunakan 

Reagen Kulit Salak konsentrasi 80% dengan tingkatan kualitas sediaan berdasarkan 5 indikator 

interpretasi kualitas sediaan pada preparate cairan pleura diperoleh hasil sangat baik sebanyak 3 

sediaan dengan persentase (70%) dan hasil baik sebanyak 2 (20%), hasil cukup baik 1 sediaan 

dengan persentasse (10%). 

 

c. Hasil Kualitas Pewarnaan Kulit Salak Konsentrasi 50 % 
Hasil kualitas cairan pleura menggunakan pewarnaan ekstrak kulit salak dengan 

konsentrasi 50% pengganti dari reagen hematoxylin dari metode pewarnaan papanicolaou. 

Penelitian dilakukan dengan mengamati sampel preparat cairan pleura yang telah dibuat sebanyak 

6 sediaan dengan dilihat secara mikroskopis. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan 

didapatkan hasil yang bisa dilihat pada gambar sebagai berikut:  

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Hasil preparat cairan pleura pewarnaan ekstrak kulit salak konsentrasi 50% 

pengganti reagen hemtoxylin metode pewarnaan Papanicolaou 

Berdasarkan gambar 7, menunjukkan hasil pewarnaan dengan tingkatan berdasarkan 

indikator interpretasi hasil kualitas sediaan pada preparate cairan pleura diperoleh hasil sangat 

baik 2 sediaan dengan persentase (20%), hasil baik sebanyak 1 sediaan dengan persentase (10%), 

dan hasil cukup baik  sebanyak 3 sediaan dengan persentasi (70%) bahwa struktur sel pada cairan 

pleura tampak kabur dengan kontras warna yang kurang baik terhadap latar belakang yang cerah, 

sitoplasama dan inti sel sedikit berkurang dan tidk focus pada latar belakang. Berdasarkan hasil 

kualitas dari sediaan reagen ekstrak kulit salak konsentrasi 50%  menggunakan metode pewarnaan 

papanicolau tersebut dapat dilihat pada gambar sebagai berikut: 

 

 
Gambar 8. Grafik Batang Hasil Pewarnaan ekstrak kulit salak konsentrasi 50% pengganti 

reagen hemtoxylin metode pewarnaan Papanicolaou 
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Berdasarkan gambar 8 menunjukkan didapatkan hasil pada Papanicolaou Menggunakan 

Reagen Kulit Salak konsentrasi 50% dengan tingkatan kualitas sediaan berdasarkan 5 indikator 

interpretasi kualitas sediaan pada preparate cairan pleura diperoleh hasil sangat sangat baik 2 

sediaan dengan persentase (20%), hasil baik sebanyak 1 sediaan dengan persentase (10%), dan 

hasil cukup baik  sebanyak 3 sediaan dengan persentasi (70%). 

 

d. Hasil Kualitas Pewarnaan Kulit Salak Konsentrasi 25%  
Hasil kualitas cairan pleura menggunakan pewarnaan ekstrak kulit salak dengan 

konsentrasi 25% pengganti dari reagen hematoxylin dari metode pewarnaan papanicolaou. 

Penelitian dilakukan dengan mengamati sampel preparat cairan pleura yang telah dibuat sebanyak 

6 sediaan dengan dilihat secara mikroskopis. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan 

didapatkan hasil yang bisa dilihat pada gambar sebagai berikut :  

 

 

 

 

 

 

Gambar 9. Hasil preparat cairan pleura pewarnaan ekstrak kulit salak konsentrasi 25% 

pengganti reagen hemtoxylin metode pewarnaan Papanicolaou 

Berdasarkan gambar 9 menunjukkan hasil pewarnaan dengan tingkatan berdasarkan 

indikator interpretasi hasil kualitas sediaan pada preparate cairan pleura diperoleh hasil sangat 

baik 0 sediaan dengan persentase (0%), hasil baik sebanyak 0 sediaan dengan persentase (0%), 

dan hasil cukup baik  sebanyak 0 sediaan dengan persentasi (0%) dan hasil tidak baik sebanyak 6 

sediaan dengan persentaasi (100%) bahwa struktur sel pada cairan pleura tampak kabur dengan 

kontras warna yang kurang baik terhadap latar belakang yang cerah, sitoplasama dan inti sel 

sedikit berkurang dan tidk focus pada latar belakang. Berdasarkan hasil kualitas dari sediaan 

reagen ekstrak kulit salak konsentrasi 50%  menggunakan metode pewarnaan papanicolau 

tersebut dapat dilihat pada gambar sebagai berikut: 

 

 
        Gambar 10. Grafik Batang Hasil Pewarnaan ekstrak kulit salak konsentrasi 25% pengganti 

reagen hemtoxylin metode pewarnaan Papanicolaou 
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Berdasarkan gambar 10 menunjukkan didapatkan hasil pada Papanicolaou 

Menggunakan Reagen Kulit Salak konsentrasi 25% dengan tingkatan kualitas sediaan 

berdasarkan 5 indikator interpretasi kualitas sediaan pada preparate cairan pleura 

diperoleh hasil sangat sangat baik 0 sediaan dengan persentase (0%), hasil baik 

sebanyak 0 sediaan dengan persentase (0%), dan hasil cukup baik  sebanyak 6 sediaan 

dengan persentasi (100%). 

 

Gambar 11. Grafik Hasil Persentase Kualitas Sediaan 

Berdasarkan Gambar 11, hasil analisis deskriptif menunjukkan adanya perbedaan kualitas 

pewarnaan pada preparat cairan pleura menggunakan ekstrak kulit salak dengan konsentrasi 

25%, 50%, 80%, dan 100% dibandingkan dengan pewarnaan Papanicolaou menggunakan 

Hematoxylin sebagai gold standard. Di antara seluruh konsentrasi ekstrak kulit salak yang diuji, 

konsentrasi 100% memberikan kualitas pewarnaan terbaik, ditunjukkan dengan 4 dari 6 sediaan 

(66,7%) memperoleh kategori sangat baik, sedangkan konsentrasi 80%, 50%, dan 25% 

menunjukkan kualitas yang lebih rendah. Namun demikian, hasil tersebut masih berada di 

bawah pewarnaan Papanicolaou menggunakan Hematoxylin, yang menghasilkan 6 dari 6 

sediaan (100%) dengan kategori sangat baik. Temuan ini menunjukkan bahwa meskipun ekstrak 

kulit salak konsentrasi 100% memiliki potensi sebagai pewarna alternatif, kualitas 

pewarnaannya belum dapat menyamai performa Hematoxylin sebagai pewarna inti pada metode 

Papanicolaou.  

 

Analisis Data Penelitian 

Hasil Uji Persyaratan Uji Analisis 

a)     Hasil Uji Chi square 
Tabel 1 

Hasil uji Chi Square 

 
Perlakuan  p 

Hematoxylin Ekstrak Kulit Salak Konsentrasi 

100% 

0.479 

Ekstrak Kulit Salak Konsentrasi 

80% 

0.408 

Ekstrak Kulit Salak Konsentrasi 

50% 

0.157 

Ekstrak Kulit Salak Konsentrasi 

25% 

0.031 
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Hasil analisis statistik pada berbagai perlakuan menunjukkan bahwa nilai p tertinggi 

terdapat pada penggunaan Hematoxylin dan ekstrak kulit salak konsentrasi 100% (p = 0,479) 

dan ekstrak kulit salak konsentrasi 80% (p = 0,408), yang mengindikasikan tidak adanya 

perbedaan yang signifikan dibandingkan kontrol atau standar yang digunakan. Pada konsentrasi 

50%, nilai p menurun menjadi 0,157, yang menunjukkan mulai adanya kecenderungan 

perbedaan meskipun masih belum signifikan secara statistik. Sementara itu, ekstrak kulit salak 

konsentrasi 25% menunjukkan nilai p paling rendah (p = 0,031), menandakan adanya perbedaan 

yang signifikan dan menunjukkan bahwa pada konsentrasi ini ekstrak memiliki pengaruh nyata 

terhadap parameter yang diuji. 

PEMBAHASAN 
Hasil analisis menunjukkan bahwa penggunaan ekstrak kulit salak konsentrasi 100% 

memberikan hasil terbaik sebagai alternatif pewarna dibandingkan variasi konsentrasi lainnya. 

Hal ini terlihat dari nilai p yang tinggi (p = 0,479), yang menunjukkan bahwa pewarnaan pada 

konsentrasi 100% tidak berbeda secara signifikan dari Hematoxylin sebagai standar baku. 

Kondisi ini menandakan bahwa kualitas warna, ketajaman inti, serta kejernihan latar belakang 

yang dihasilkan oleh konsentrasi 100% mampu meniru karakteristik pewarnaan Hematoxylin 

secara optimal. Temuan ini sejalan dengan penelitian Soidaroziya, (2024) yang melaporkan 

bahwa ekstrak alami dengan konsentrasi pekat memiliki intensitas pigmen lebih tinggi sehingga 

mampu menghasilkan kontras warna yang lebih stabil dan menyerupai pewarna sintetik. 

Hasil yang sama diperkuat oleh penelitian Masyita et al., (2025), yang menyatakan 

bahwa konsentrasi ekstrak maksimum menghasilkan tingkat saturasi warna yang ideal serta 

meningkatkan kemampuan pigmen untuk berikatan dengan struktur inti sel. Menurut peneliti 

tersebut, antosianin dan tanin yang terkandung dalam kulit salak mampu berperan sebagai 

kromofor alami pada konsentrasi tinggi, sehingga menghasilkan warna ungu-kebiruan yang 

mendekati Hematoxylin. Hal ini mendukung interpretasi bahwa konsentrasi 100% memiliki 

keaslian dan efektivitas paling tinggi dalam pewarnaan seluler. 

Sementara itu, konsentrasi 80% menunjukkan nilai p tinggi (p = 0,408), namun stabilitas 

warnanya sedikit lebih rendah dibandingkan konsentrasi 100%. Beberapa jurnal melaporkan 

bahwa pengenceran pigmen dapat mengurangi stabilitas antosianin terhadap oksidasi dan 

perubahan pH. Penelitian Aktaş et al., (2025) menjelaskan bahwa pigmen antosianin mudah 

terdegradasi ketika kadar pelarut meningkat, sehingga warna menjadi kurang pekat dan interaksi 

dengan protein inti melemah.  

Konsentrasi 50%, nilai p menurun menjadi 0,157, menunjukkan adanya kecenderungan 

perbedaan kualitas warna walaupun belum signifikan. Menurut penelitian sebelumnya oleh 

Giani et al., (2025), konsentrasi menengah dari pigmen alami cenderung menghasilkan warna 

yang kurang stabil akibat berkurangnya densitas pigmen yang tersedia untuk terikat pada 

struktur sel. Selain itu, pigmen yang semakin encer memiliki sensitivitas lebih tinggi terhadap 

suhu dan cahaya, sehingga mudah mengalami perubahan warna. 

Perbedaan paling mencolok terdapat pada konsentrasi 25%, di mana nilai p menurun 

drastis menjadi 0,031, menandakan adanya perbedaan yang signifikan terhadap hasil 

pewarnaan. Performa yang jauh berbeda ini dapat disebabkan oleh beberapa faktor biologis dan 

kimia. Pertama, pada konsentrasi rendah, jumlah pigmen antosianin dan tanin yang tersedia 

untuk mengikat struktur inti sangat terbatas, sehingga warna menjadi pucat dan kurang kontras. 

Hamasalih, (2025) menemukan bahwa pengenceran ekstrak melebihi batas optimal 

menyebabkan degradasi pigmen secara cepat, sehingga intensitas warna menurun secara drastis. 
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Faktor lain yang mempengaruhi penurunan efektivitas pada konsentrasi 25% adalah 

stabilitas pH. Pigmen dari sumber alami seperti kulit salak sangat pH-dependent. Pada 

konsentrasi rendah, pH larutan lebih mudah berubah selama proses pewarnaan sehingga 

menyebabkan pergeseran warna (color shift) dan ketidakstabilan struktur pigmen. Penelitian 

Meephun et al., (2025) menunjukkan bahwa antosianin akan berubah menjadi warna pucat atau 

kecoklatan pada pH yang sedikit meningkat, yang sering terjadi pada ekstrak encer. Hal ini 

menjelaskan mengapa pewarnaan pada konsentrasi 25% menjadi kurang akurat dan sangat 

berbeda dari Hematoxylin. 

Selain degradasi pigmen, faktor teknis seperti kemampuan penetrasi juga memengaruhi 

hasil pada konsentrasi rendah. Pigmen yang terlalu encer tidak mampu menembus membran sel 

secara optimal, sehingga hanya sebagian kecil komponen sel yang terwarnai. Penelitian oleh  

Clark et al., (2025) pada pewarna nabati menunjukkan bahwa konsentrasi rendah selalu 

menghasilkan ketidakmerataan pewarnaan, terutama pada struktur inti, yang membutuhkan 

afinitas tinggi terhadap pigmen. Oleh karena itu, perbedaan signifikan pada konsentrasi 25% 

merupakan konsekuensi logis dari keterbatasan pigmen dalam memberi warna yang memadai 

(Paulson, 2025). 

Hasil penelitian ini melaporkan bahwa konsentrasi ekstrak kulit salak 100% merupakan 

pilihan terbaik karena memiliki kestabilan pigmen yang tinggi, intensitas warna maksimal, 

kemampuan fiksasi yang optimal, dan performa yang tidak berbeda dari Hematoxylin. 

Sementara konsentrasi yang lebih rendah, terutama 25%, menunjukkan penurunan kualitas 

pewarnaan akibat keterbatasan jumlah pigmen aktif, degradasi kimia, ketidakstabilan pH, dan 

rendahnya kemampuan penetrasi ke struktur sel (Clark et al., 2025). 

Kemampuan kulit salak sebagai pewarna sitologi berkaitan dengan komposisi senyawa 

bioaktif yang terkandung di dalamnya, terutama antosianin dan tanin. Kulit salak diketahui 

memiliki kandungan antosianin yang berperan sebagai pigmen alami serta tanin yang bersifat 

polifenol, sehingga keduanya berkontribusi terhadap proses pewarnaan jaringan. Dalam 

preparat histologi maupun sitologi, antosianin memberikan warna ungu hingga kebiruan yang 

menyerupai warna inti sel setelah pewarnaan Hematoxylin, sedangkan tanin berfungsi 

meningkatkan afinitas pigmen terhadap komponen seluler sehingga warna yang dihasilkan 

menjadi lebih jelas. Oleh karena itu, semakin tinggi konsentrasi ekstrak kulit salak, semakin 

besar pula kandungan pigmen aktif yang tersedia untuk menghasilkan pewarnaan inti yang 

optimal (Clark et al., 2025). 

Mekanisme pewarnaan ekstrak kulit salak berbeda dengan Hematoxylin, namun 

keduanya memiliki tujuan yang sama, yaitu memberikan visualisasi yang jelas terhadap inti sel. 

Hematoxylin yang telah dioksidasi menjadi hematein membentuk kompleks dengan ion logam 

(mordan) sehingga dapat berikatan kuat dengan gugus fosfat DNA pada kromatin inti. 

Sebaliknya, antosianin dan tanin pada kulit salak tidak memerlukan mordan logam, tetapi 

membentuk ikatan hidrogen, interaksi elektrostatik, dan ikatan hidrofobik dengan DNA, protein 

histon, serta protein nukleus lainnya. Ikatan tersebut memungkinkan pigmen teradsorpsi pada 

kromatin inti sehingga menghasilkan pewarnaan inti yang cukup jelas. Namun, karena afinitas 

ikatan antosianin dan tanin lebih rendah dibandingkan kompleks hematein–mordan, maka 

kualitas pewarnaan masih dipengaruhi oleh konsentrasi ekstrak, pH larutan, serta lama 

perendaman preparate (Clark et al., 2025). 

Aspek lain yang perlu diperhatikan adalah stabilitas preparat setelah proses pewarnaan. 

Pewarna Hematoxylin telah terbukti mampu mempertahankan kualitas warna preparat dalam 
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jangka waktu yang lama apabila disimpan dengan prosedur yang benar. Sebaliknya, pigmen 

antosianin pada kulit salak diketahui lebih sensitif terhadap cahaya, oksigen, suhu, dan 

perubahan pH sehingga berpotensi mengalami degradasi selama penyimpanan. Penelitian ini 

hanya mengevaluasi kualitas preparat segera setelah proses pewarnaan selesai, sehingga belum 

dapat memastikan apakah preparat yang diwarnai menggunakan ekstrak kulit salak masih 

mempertahankan kualitas morfologi dan intensitas warna setelah penyimpanan selama satu 

minggu, satu bulan, atau lebih lama. Oleh karena itu, penelitian lanjutan mengenai stabilitas 

preparat sangat diperlukan untuk mengetahui daya tahan pewarna alami kulit salak sebagai 

pewarna sitologi. Meskipun hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak kulit salak konsentrasi 

100% tidak berbeda bermakna secara statistik dengan Hematoxylin (p>0,05), hasil tersebut 

belum dapat dijadikan dasar bahwa ekstrak kulit salak aman digunakan sebagai pengganti 

Hematoxylin dalam pemeriksaan sitologi diagnostik, khususnya untuk diagnosis keganasan 

pada cairan pleura  (Giani et al., 2025). 

 

KESIMPULAN  
Berdasarkan hasil penelitian, ekstrak limbah kulit salak (Salacca zalacca) konsentrasi 

100% menghasilkan kualitas pewarnaan terbaik dibandingkan konsentrasi 80%, 50%, dan 25% 

pada preparat cairan pleura. Pewarnaan menggunakan ekstrak kulit salak konsentrasi 100% 

menunjukkan kualitas intensitas warna, kontras, kejernihan, dan keterbacaan inti sel yang paling 

mendekati pewarnaan Hematoxylin sebagai standar baku, dengan hasil uji statistik yang tidak 

menunjukkan perbedaan bermakna (p = 0,479). Sementara itu, penurunan konsentrasi ekstrak 

menyebabkan penurunan kualitas pewarnaan, terutama pada konsentrasi 25% yang 

menunjukkan perbedaan bermakna dibandingkan Hematoxylin. Temuan ini menunjukkan 

bahwa ekstrak kulit salak konsentrasi 100% memiliki potensi awal sebagai kandidat pewarna 

alami untuk preparat sitologi metode Papanicolaou. Namun, mengingat penelitian ini 

menggunakan jumlah sampel yang terbatas, hasil yang diperoleh belum cukup untuk 

menyimpulkan bahwa ekstrak kulit salak dapat menggantikan Hematoxylin dalam penggunaan 

diagnostik klinis. Oleh karena itu, diperlukan penelitian lanjutan dengan jumlah sampel yang 

lebih besar, evaluasi stabilitas preparat jangka panjang, serta pengujian akurasi diagnostik 

sebelum ekstrak kulit salak dapat direkomendasikan sebagai pewarna alternatif pada 

pemeriksaan sitologi. 

 

SARAN  
Berdasarkan temuan penelitian ini, disarankan kepada instansi laboratorium dan fasilitas 

pelayanan kesehatan untuk mulai mempertimbangkan pengembangan pewarna alami berbasis 

bahan lokal seperti ekstrak kulit salak sebagai alternatif pewarna sintetik guna mendukung 

prinsip green laboratory dan keselamatan kerja. Pemerintah dan lembaga penelitian diharapkan 

dapat mendorong riset lanjutan terkait standarisasi formulasi, stabilitas jangka panjang, serta uji 

toksisitas ekstrak kulit salak sebelum diaplikasikan secara luas. Selain itu, peneliti selanjutnya 

disarankan untuk mengkaji penggunaan ekstrak kulit salak pada jenis spesimen sitologi atau 
histologi lain, melakukan optimasi pH dan metode fiksasi, serta membandingkan efektivitasnya 

dengan pewarna inti alternatif lainnya guna memperkuat validitas dan aplikabilitas hasil 

penelitian di bidang laboratorium medis. 
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