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ABSTRACT

Bone is a tissue that has a density of extracellular matrix structures and composed by organic
and inorganic components. Decalcification is a stage that plays an important role in bone histology
using various types of solutions. The sample used in this study was lateral condyle from tibia of
three garut sheeps (Ovis aries) which had been fixed with 10% Neutral Buffered Formalin (NBF)
for 24 hours. Sample were cut into pieces ranging from 1 cm x 1 cm x 1 cm in size, the decalcification
using three solutions; 10% nitric acid, 10% EDTA (pH 7.4)  and 10% EDTA (pH 7.4) + TBD-1®. The
aim of this study was to evaluate the effectiveness of three solutions for the decalcification process
of lateral tibial condyle of garut sheep. Observation parameter in this study includes: duration of
decalcification, sectioning process of ribboning formation, structural integrity and absorption of
hematoxylin-eosin (HE) staining. The results shows that 10% EDTA (pH 7.4) solution provides a
long duration of decalcification which is ease sectioning process ribboning, the best structural
integrity of lateral tibial condyle.  In hematoxylin-eosin (HE) staining shows that 10% nitric acid
solution does not absorb the optimum color, opposite in 10% EDTA and 10% EDTA + TBD-1®

solution, the color intensity between hematoxylin and eosin in the tissue shows the best results.
Based on these results, it can be concluded that the 10% EDTA (pH 7.4) is the best decalcification
solution for lateral condyle from tibial of garut sheeps.
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ABSTRAK

Tulang merupakan jaringan dengan struktur matriks ekstraseluler yang padat dan disusun
oleh komponen organik dan inorganik. Dekalsifikasi merupakan suatu tahapan yang diperlukan
pada proses histologi tulang dengan menggunakan berbagai macam jenis larutan dekalsifikasi.
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah condylus lateralis dari os tibia dari tiga ekor
domba garut (Ovis aries) yang telah di fiksasi dengan Neutral Buffered Formalin (NBF) 10%
selama 24 jam. Sampel dipotong dengan ukuran 1 cm x 1 cm x 1 cm, larutan dekalsifikasi yang
digunakan adalah asam nitrat 10%, EDTA 10% (pH 7,4) dan EDTA 10% + TBD-1®. Penelitian ini
bertujuan untuk mengevaluasi efektivitas dari tiga larutan  untuk proses dekalsifikasi condylus
lateralis dari os tibia domba garut. Parameter yang diamati meliputi: durasi dekalsifikasi,
kemudahan pemotongan berupa terbentuknya struktur pita, keutuhan struktur dan penyerapan
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PENDAHULUAN

Tulang merupakan salah satu jaringan
yang memiliki struktur matriks ekstraseluler
yang padat serta disusun oleh komponen organik
dan inorganik.  Penelitian dalam bidang
kesehatan, termasuk kedokteran hewan,
membutuhkan gambaran histologi tulang untuk
mengamati patogenesis suatu penyakit (Gupta
et al., 2014; Caruso et al., 2017).  Proses
pembuatan preparat histologi untuk
mendapatkan gambaran struktur tulang dapat
menggunakan beberapa teknik, salah satunya
adalah menggunakan teknik dekalsifikasi
tulang (Liu et al., 2017). Dekalsifikasi
merupakan proses penghilangan garam kalsium
dari jaringan dengan menggunakan bahan
kimia, sehingga tulang menjadi lunak, dan
dapat dilakukan  pembuatan preparat histologis
untuk kepentingan pengamatan mikroskopis
tulang (Sangeetha et al., 2013; Gupta et al.,
2014).

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) (Fernandes et al., 2007; Lee et
al., 2008; Savi et al., 2017). Asam kuat yang
umum digunakan untuk dekalsifikasi tulang
adalah asam klorida (HCL) dan asam nitrat
(HNO3) dengan konsentrasi 5-10%. Proses
dekalsifikasi pada tulang juga dapat
menggunakan asam lemah; larutan yang
biasanya digunakan adalah asam formiat
(CH2O2), asam sitrat (C6H8O7), dan asam asetat
(CH3COOH) dengan konsentrasi 5-15%. Proses
dekalsifikasi dilakukan dengan merendam
jaringan tulang di dalam larutan dekalsifikasi.
Penghilangan kalsium saat perendaman
dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu,
komponen penyusun dari larutan, kekuatan
larutan dalam menarik kalsium, dan

warna pada pewarnaan hematoksilin eosin (HE). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa larutan
EDTA 10% memberikan durasi dekalsifikasi yang lama dengan hasil kemudahan pemotongan
berupa pembentukan struktur pita dan keutuhan struktur condylus lateralis dari os tibia yang
terbaik. Pada pewarnaan HE terlihat bahwa, larutan asam nitrat 10% menunjukkan penyerapan
warna tidak maksimal, sebaliknya larutan EDTA 10% dan larutan EDTA 10% + TBD-1®, intensitas
warna HE pada jaringan menunjukkan hasil yang terbaik. Berdasarkan hasil tersebut, dapat
disimpulkan bahwa larutan EDTA 10% (pH 7.4) merupakan larutan dekalsifikasi terbaik untuk
condylus lateralis dari os tibia domba garut.

Kata-kata kunci:  domba; dekalsifikasi; EDTA; os tibia, tulang.

ketersediaan larutan yang baru (Skinner, 2003;
Nadaf et al., 2016).

Kriteria larutan dekalsifikasi yang baik
adalah larutan yang dapat melarutkan  kalsium
secara total dengan meminimalkan kerusakan
sel serta jaringan, bekerja dengan cepat, dan
memberikan hasil pewarnaan yang berkualitas
(Gupta et al., 2014). Hal ini berkaitan dengan
pemilihan larutan dekalsifikasi dan faktor-
faktor yang dapat memengaruhi proses
dekalsifikasi, sehingga diperlukan evaluasi
mengenai efektivitas larutan dekalsifikasi dalam
pembuatan preparat histologi. Dalam
mengevaluasi larutan dekalsifikasi yang paling
efektif, pada penelitian ini dilakukan pengamatan
untuk menilai efektivitas dari tiga larutan
dekalsifikasi yang berbeda terhadap condylus
lateralis dari os tibia domba garut (Ovis aries).

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan di bawah
pengawasan dan persetujuan Komisi
Kesejahteraan Hewan, Institut Pertanian Bogor
(No: 8-2016 RSHP FKH IPB). Sampel berasal
dari condylus lateralis dari os tibia domba garut
(n=9) yang dipilih secara acak, betina, umur
empat tahun, bobot badan 35-40 kg sampel
dipotong secara melintang dengan ukuran 1x1x1
cm yang telah difiksasi dengan Neutral Buffered
Formalin (NBF) 10% selama 24 jam.
Selanjutnya sampel diproses dengan
dekalsifikasi menggunakan tiga larutan
dekalsifikasi berbeda: asam nitrat 10% (n=3),
EDTA 10% (pH 7,4) (n=3), dan EDTA 10% (pH
7,4) + TBD-1® (Thermo-Shandon, TBD-1TM Rapid
Decalcifier, Cheshire, UK) (n=3).  Dekalsifikasi
dilakukan pada suhu ruang dengan penggantian
larutan setiap hari dan dilakukan pengamatan
waktu dekalsifikasi.

Post-dekalsifikasi, sampel dibilas dengan air
mengalir selama 24 jam. Selanjutnya dilakukan
proses dehidrasi rutin dengan etanol dan proses
embedding dengan menggunakan parafin
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(Merck®, Darmstadt, Germany). Sampel dipotong
dengan ketebalan 5 µm menggunakan mikrotom
dan diletakkan pada poly-L-lysine coated slide.
Proses selanjutnya yaitu dilakukan pewarnaan
dengan hematoksilin eosin (HE), dan diamati di
bawah mikroskop cahaya.

Kualitas dekalsifikasi tulang dievaluasi
dengan kriteria: durasi dekalsifikasi,
kemudahan proses pemotongan (Gonzalez-
chavez et al., 2013) berupa pembentukan
struktur pita (Tabel 1), keutuhan struktur dan
penyerapan warna pada pewarnaan (HE)
(Jimson et al., 2012).

Hasil pengamatan makroskopis dan
mikroskopis condylus lateralis dari os tibia

domba garut dianalisis secara deskriptif dan
kuantitatif berdasar kriteria penilaian (Jimson
et al., 2012; Gonzalez-chavez et al., 2013).

Tabel 1. Penilaian pembentukan pita pada
sampel condylus lateralis dari os tibia
domba garut (Ovis aries).

Penilaian Keterangan
1 Terbentuk pita
2 Terbentuk pita tapi

tidak mudah pemotongannya
3 Pita terputus-putus
4 Rusak

Tabel 2. Penilaian waktu dan kemudahan pemotongan pada sampel condylus lateralis dari os
tibia domba garut (Ovis aries) pada setiap larutan dekalsifikasi.

Asam nitrat 10% EDTA 10% EDTA 10%  + TBD-1®

Durasi (hari) 14 56 32
Kemudahan pemotongan* (++) (+++) (++)
Pembentukan pita** (3) (1) (2)
Keutuhan struktur* (+) (+++) (+++)
Penyerapan warna* (++) (+++) (+++)
Keterangan: * (+) buruk, (++) cukup, (+++) baik, (++++) sangat baik.

Gambar 1.  Gambaran struktur mikroskopis condylus lateralis dari os tibia domba garut (Ovis
aries).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil evaluasi terhadap
efektivitas larutan dekalsifikasi pada condylus
lateralis dari os tibia domba garut dengan
larutan asam nitrat 10%, EDTA 10%, dan EDTA
10% + TBD-1® menunjukkan hasil yang berbeda
dari ketiga larutan. Waktu yang dibutuhkan
untuk proses dekalsifikasi paling cepat adalah
asam nitrat 10% (Tabel 2). Hal tersebut
disebabkan karena larutan asam nitrat
merupakan jenis asam kuat yang dapat
mempengaruhi kestabilan jaringan saat
penarikan mineral di dalam tulang sehingga
proses dekalsifikasi lebih cepat dibandingkan
pada kedua larutan yang lain.  Pada larutan
EDTA 10% + TBD-1®, waktu dekalsifikasi lebih
cepat dibandingkan pada larutan EDTA 10%.
Larutan EDTA 10% + TBD-1® merupakan
larutan berupa campuran asam kuat yaitu asam
klorida (HCL) dan larutan EDTA, dengan
kemampuan penarikan mineral tulang dengan
kecepatan sedang. Menurut Fernandes et al.,
(2007), beberapa faktor yang menentukan waktu
dekalsifikasi selain dari jenis larutan yang
digunakan, yaitu ukuran sampel yang akan
didekalsifikasi, pH, konsentrasi, dan suhu (Savi
et al., 2017). Ukuran sampel tulang merupakan
faktor penting dalam proses dekalsifikasi,
semakin kecil ukuran sampel semakin cepat
larutan dekalsifikasi bekerja (Gonzalez-chavez
et al., 2013; Caruso et al., 2017).

Pada hasil evaluasi kemudahan
pemotongan condylus lateralis dari os tibia
domba garut, larutan EDTA 10% memberikan
hasil yang paling baik. EDTA merupakan
larutan yang bekerja secara perlahan dalam
proses dekalsifikasi tulang dengan cara
mengikat ion kalsium yang terbentuk oleh

reaksi EDTA dan Ca/ kalsium yang stabil (Savi
et al., 2017), sehingga memberikan kemudahan
dalam proses pemotongan berupa terbentuknya
pita (Tabel 2), dibandingkan pada kedua larutan
dekalsifikasi yang lain. Asam kuat seperti asam
nitrat dan asam klorida dapat mempercepat
proses dekalsifikasi, tetapi dapat menimbulkan
kerusakan akibat percepatan penarikan mineral
dalam jaringan. Mekanisme kerja penarikan
mineral tersebut berlangsung melalui sistem
difusi dengan membentuk garam kalsium
terlarut yang terlalu cepat, sehingga dapat
menimbulkan kerusakan dalam pemotongan
sampel (Sangeetha et al., 2013; Savi et al., 2017).

Secara mikroskopis, tulang rawan sendi
terbagi menjadi beberapa zona (Gambar 1) yaitu:
superficial zone, middle zone, deep zone,
calcified cartilage, dan subchondral bone (Aigner
dan Schmitz 2011). Keutuhan struktur
merupakan parameter paling penting dalam
pembuatan preparat histologi.  Gambaran
mikroskopis condylus lateralis dari os tibia
(Gambar 2b) menunjukkan struktur yang
paling utuh pada sampel larutan  EDTA 10%
dibandingkan pada larutan yang lain.
Kandungan EDTA pada pH netral dapat
mempertahankan keutuhan struktur jaringan
dan inti sel yang terdekalsifikasi, tetapi
membutuhkan waktu yang lebih lama
(Gonzalez-chavez et al., 2013).  Hasil yang
berbeda ditemukan pada sampel dengan larutan
asam nitrat 10% (Gambar 2a) dan EDTA 10% +
TBD-1® (Gambar 2c), terjadi kerusakan saat
pemotongan berupa garis dan kerusakan
jaringan pada bagian calcified cartilage dan
subchondral zone.

Pada pewarnaan HE terlihat bahwa larutan
asam nitrat 10%, penyerapan warna tidak
maksimal dengan intensitas pewarnaan yang

Gambar  2.  Struktur mikroskopis condylus lateralis dari os tibia domba garut (Ovis aries). Pada
pewarnaan HE, menunjukkan pengaruh larutan dekalsifikasi   yang berbeda pada
keutuhan struktur. Larutan EDTA 10% memberikan gambaran struktur condylus
lateralis dari os tibia yang utuh dibandingkan dengan asam nitrat 10% berupa
kerusakan saat pemotongan berupa garis (panah) dan kerusakan jaringan (kepala
panah) dan EDTA 10% + TBD-1® kerusakan jaringan (kepala panah).
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relatif pucat pada inti sel dan jaringan (Gambar
2a). Sebaliknya pada larutan EDTA 10%  dan
larutan EDTA 10% + TBD-1® (Gambar 2b dan
2c), intensitas warna antara hematoksilin dan
eosin pada jaringan menunjukkan hasil yang
baik. Menurut Jimson et al. (2012) kadar asam
dalam jaringan dapat memengaruhi proses
pewarnaan inti sel karena terjadinya
ketidakstabilan jaringan tulang saat penarikan
mineral. Beberapa faktor yang memengaruhi
kerja dari larutan dekalsifikasi tersebut yaitu
bahan, konsentrasi, suhu, dan jaringan. Suhu
yang terkendali dan tingkat keasaman larutan
yang rendah dapat mempertahankan susunan
struktur jaringan (Liu et al., 2017).

SIMPULAN

Larutan EDTA 10% menunjukkan hasil
paling optimal yaitu kemudahan proses
pemotongan berupa terbentuknya struktur pita,
keutuhan struktur dan penyerapan warna
hematoksilin eosin (HE) dari condylus lateralis
dari os tibia domba garut.

SARAN

Larutan EDTA 10% dapat digunakan
sebagai bahan dekalsifikasi tulang pada
ruminansia kecil.
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