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ABSTRAK

Scanning Electron Microscope — Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy (SEM-EDX) merupakan metode yang
yang digunakan untuk pengamatan morfologi permukaan dan unsur kandungan berbagai jenis sampel padat dengan
prinsip tembakan elektron. Keunggulan pengamatan perbesaran tinggi dan kemampuan deteksi unsur kandungan mulai
dari unsur organik hingga anorganik menyebabkan penggunaannya sangat luas termasuk dalam pengamatan sampel
biologi. Di Laboratorium Mineral dan Material Maju FMIPA telah banyak mendapat permintaan pengamatan sampel
biologi menggunakan SEM-EDX. Akan tetapi, dalam penerapan pengondisian sampel biologi seringkali mendapati
kendala hasil yang kurang maksimal. Pada sampel biologi tentu saja tidak hanya pengondisian sampel yang harus
diperhatikan, melainkan juga faktor-faktor penting lainnya yaitu pengondisian peralatannya seperti tegangan akselerasi
yang digunakan. Untuk didapatkan hasil yang maksimal, tegangan akselerasi sangatlah penting, faktor ini menentukan
besarnya energi dan kedalaman tembakan elektron yang mengenai sampel. Dengan kondisi sampel yang kurang stabil
namun diinginkan hasil morfologi yang maksimal serta unsur kandungan lengkap maka perlu dilakukan pengamatan
dan penentuan optimalisasi tegangan akselerasi pada SEM EDX untuk pengamatan sampel biologi. Pada tulisan ini
dilakukan pembahasan penentuan optimalisasi tegangan akselerasi pada pengamatan sampel biologi menggunakan
tegangan akselerasi 5 kV hingga 30 kV. Hasil analisa SEM sampel biologi menunjukkan fenomena charging pada
tegangan lebih dari 15 kV dan hasil analisa EDX menunjukkan pada tegangan kurang dari 15 kV beberapa kandungan
unsur tidak terbaca.
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PENDAHULUAN

SEM (Scanning Electron Microscope) — EDX (Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy) merupakan
metode yang secara luas digunakan untuk pengamatan morfologi permukaan, struktur, dan pemetaan
kandungan berbagai jenis sampel mulai dari bahan alam, organik, anorganik, polimer, logam hingga sampel
biologi (Pretorius, 2010). Metode pengamatan ini menggunakan berkas elektron pancaran energi tinggi untuk
memindai objek sehingga menghasilkan citra dan komposisi sampel. Berkas elektron yang digunakan sebagai
sumber memiliki panjang gelombang puluhan ribu kali lebih pendek dari panjang gelombang cahaya tampak
sehingga citra yang dihasilkan metode ini memiliki resolusi dan detail gambar yang lebih baik daripada
mikroskop optik (Masta, 2020). Prinsip tersebut membuat metode ini memiliki keunggulan lebih dan sangat
digemari jika dibandingkan mikroskop optik. Metode ini dapat menghasilkan citra gambar tiga dimensi
dengan perbesaran dan resolusi yang jauh lebih tinggi (Yafiez & Barbosa, 2003).

Untuk dapat dihasilkan citra gambar yang baik maka hal yang penting harus dilakukan diantaranya
pengondisian sampel sehingga sampel bersifat konduktif dan dapat mengalirkan elektron (Ichinokawa et al.,
1974). Dalam penelitian sebelumnya, telah dipaparkan mengenai metode pengondisian sampel biologi,
disamping menggunakan coating Au-Pd juga sebagai alternatif digunakan pelapisan cairan ionik (Hanif et al.,
n.d.). Namun, selain pengondisian sampel juga terdapat pengondisian instrumen yang juga menjadi
parameter yang sangat penting, salah satunya adalah penentuan tegangan akselerasi (Tang et al., 2017).
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Tegangan akselerasi adalah beda potensial pemercepat elektron yang diterapkan pada fillament
mulai dari 0,2 kV hingga 30 kV. Tegangan akselerasi akan berpengaruh pada kedalaman penetrasi elektron
ke dalam sampel (Masta, 2020). Penentuan tegangan akselerasi ini dapat memberikan dampak yang
signifikan terhadap kualitas gambar pada umumnya resolusi, kecerahan, dan kontras gambar. Selain itu,
kedalaman penetrasi elektron dapat berpengaruh dalam penentuan unsur kandungan sampel yang diamati
(Masta, 2020). Namun kedalaman penetrasi elektron ke dalam sampel disertai energi yg cukup besar ini
terkadang menyebabkan defect/kerusakan terhadap permukaan sampel khususnya sampel biologi. Hal
tersebut dikarenakan sampel biologi memiliki banyak kandungan cairan, berikatan lemah, dan terdapat
banyak rongga (Adhika et al., 2018). Penelitian sebelumnya telah melakukan pengamatan terhadap sampel
trombosit darah manusia namun tidak didapatkan perbedaan yang signifikan dikarenakan variasi tegangan
akselerasi yang sedikit dan hanya dalam lingkup tegangan rendah (Pretorius, 2010). Dalam penelitian
tersebut juga hanya membahas tentang morfologi saja tetapi tidak membahas korelasi tegangan akselerasi
dengan membacaan kandungan unsur pada sampel. Untuk itu, perlu dilakukan kajian lebih mendalam terkait
pengondisian alat pada pengamatan sampel biologi baik secara morfologi juga pembacaan kandungan unsur
sampel agar didapatkan resolusi terbaik dan kandungan lengkap dengan pengondisian tegangan akselerasi
yang optimum pada Scanning Electron Mcroscope — Energy Dispersive X-Ray spectroscopy (SEM-EDX) untuk
pengamatan morfologi sampel biologi.

EKSPERIMEN
Alat dan Bahan

Sampel biologi diperoleh dari bagian tanaman yang lunak yaitu kepala putik bunga dan jamur
patogen yang menginfeksi tanaman. Bahan kimia yang digunakan berderajat PA (Pro Analysis) dan teknis
meliputi Etanol dan PDA (Potato dextrose agar) dari Merck, Alkohol, NaOCI, dan akuades dari Onemed.
Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain incubator autoclave, timbangan analitik, hot plate,
mikropipet, pinset, kaca preparat, dan peralatan gelas.

Instrumen

Instrumen utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah SEM (Scanning Electron Microscopy) —
EDX (Energy Dispersive X-Ray) Merk FEI Inspect S50 — EDAX Ametex Element dengan parameter WD (Working
Distance) 6-10 mm, spot 3,5-4,5. Instrumen penunjang yang digunakan yaitu Mini Sputer Coater Merk
Emitech SC762.

Prosedur Kerja
Penyiapan Sampel

Penyiapan sampel dilakukan untuk beberapa jenis sampel uji, yaitu sampel bagian lunak tanaman
kepala putik bunga, jamur patogen, dan sampel logam sebagai pembanding. Pada sampel bagian tanaman
dilakukan pemotongan spesimen putik bunga dengan pisau bedah steril dan dilakukan proses dehidrasi
(Hanif et al., n.d.). Pada sampel jamur dilakukan isolasi jamur patogen dari buah yang menunjukkan gejala
penyakit yang diperoleh dilapangan. Dengan melakukan pemotongan daerah buah yang terinfeksi dan
selanjutnya direndam dalam NaOCl 1% , alkohol 70%, dan akuades steril masing- masing selama 1 menit lalu
dikeringanginkan dan ditanam pada media PDA secara aseptik (Indratmi, 2009). Selanjutnya, dilakukan
proses inkubasi pada isolat selama 5-7 hari.

Preparasi Sampel Pengujian SEM-EDX

Preparasi sampel untuk sampel jamur dilakukan dengan menyiapkan hasil biakan berupa irisan tipis
dengan lebar 5 x 5 mm pada cover glass steril dalam cawan steril. Kemudian dilakukan pengeringan
bertingkat menggunakan konsentrasi larutan etanol 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, dan 96% dengan cara
disemprotkan kurang lebih dengan jarak 30 cm dan jarak waktu 5 menit pada setiap semprotan (Hastuti &
Rahmawati, 2016).

Setelah sampel jamur dan sampel bagian tanaman terdehidrasi selanjutnya spesimen sampel
diletakkan pada pemegang spesimen (holder sample) berbahan dasar aluminium berbentuk silinder
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berukuran diameter 1 cm dengan perekat konduktif tape berbahan karbon. Selanjutnya sampel dilapisi
dengan logam mulia Au dan Pd menggunakan sputter coater selama 90 detik dengan arus 18 mA
(Setyaningsih et al., 2017). Proses pelapisan ini bertujuan untuk membuat lapisan konduktif setipis mungkin
pada permukaan sampel, proses ini sangatlah penting mengingat sampel biologi memiliki tingkat
konduktivitas yang sangat lemah. Lapisan konduktif ini dapat merangsang generasi elektron sekunder
sehingga dapat ditangkap oleh detektor (Stokroos et al., 1998).

Analisa Sampel

Analisa sampel dilakukan menggunakan instrument SEM-EDX dengan parameter WD (Working
Distance ) 6-10 mm, spot 3,5 — 4,5 . Penggunaan tangangan akselerasi dipilih mulai dari tegangan 5 kV hingga
30 kV menggunakan variasi tegangan 5 kV. Pada tegangan 5 kV akan didapatkan hamburan berkas elektron
pada daerah dekat permukaan dan pada 30 kV didapatkan intensitas maksimum dengan tembakan terdalam
(Joy, 1985). Hal ini dilakukan dengan tujuan melihat hingga batas mana struktur sampel biologi masih dapat
diamati dan tidak mengalami kerusakan, selain itu juga dapat dilakukan pengamatan kandungan sampel.

HASIL DAN DISKUSI

Hasil SEM sampel biologi bagian tanaman kepala putik bunga diperoleh morfologi dengan perbesaran
250 kali dengan variasi tegangan akselerasi dapat dilihat pada Gambar 1 dan hasil SEM sampel jamur dengan
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Gambar 1. Hasil SEM sampel biologi bagian tanaman kepala putik bunga pada perbesaran 250 kali dengan tegangan
akselerasi: (a) 5 kV; (b) 10 kV; (c) 15 kV; (d) 20 kV; (e) 25 kV; dan (f) 30 kV
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(e) (f)

Gambar 2. Hasil SEM sampel jamur patogen pada perbesaran 5000 kali dengan tegangan akselerasi: (a) 5 kV; (b) 10 kV;
(c) 15 kV; (d); 20 kV; (e) 25 kV; dan (f) 30 kV

Variasi tegangan akselerasi mengakibatkan perbedaan kualitas kontras dan kecerahan pada hasil
morfologi sampel biologi bagian tanaman kepala putik bunga dan jamur patogen, hal ini berdasarkan
pengamatan pada Gambar 1 dan Gambar 2. Secara kualitatif morfologi yang dihasilkan untuk Gambar 1
dengan tegangan 5 kV telah memiliki kualitas yang baik namun terdapat beberapa tekstur permukaan tangkai
kepala putik yang halus atau bertekstur tipis, pada tegangan 10 kV menunjukkan peningkatan kualitas kontras
gambar dan beberapa tekstur tangkai kepala putik mulai terlihat, hal ini juga ditunjukkan pada tegangan 15
kV yaitu tangkai kepala putih terlihat lebih bertekstur. Namun, pada tegangan 20 kV, 25 kV, dan 30 kV
menunjukkan peningkatan kontras dan kecerahan yang sangat signifikan sehingga menyebabkan penurunan
kualitas gambar. Untuk pengamatan Gambar 2 penerapan tegangan 5 kV pada jamur patogen didapatkan
kualitas hasil yang paling buruk, sementara pada tegangan 10 kV dan 15 kV kualitas hasil membaik dan
guratan — guratan tekstur pada bagian jamur menjadi terlihat. Pada penerapan tegangan yang lebih tinggi
yaitu 20 kV hasil morfologi menunjukkan peningkatan kecerahan namun terdapat struktur guratan yang
hilang sehingga permukaannya terlihat halus. Kemudian pada tegangan 25 kV dan 30 kV tidak menunjukkan
hasil yang berbeda signifikan hanya terdapat penambahan tingkat kecerahan dan guratan tekstur bagian
jamur semakin hilang dan semakin halus juga kerusakan mulai terlihat yaitu permukaan mulai melepuh.

Sebagai pembanding dilakukan pengamatan hasil SEM pada sampel non biologi potongan logam
Aluminium pada berbesaran 500 kali dengan variasi tegangan akselerasi dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Hasil SEM sampel non biologi potongan logam aluminium pada perbesaran 500 kali dengan tegangan
akselerasi: (a) 5 kV; (b) 10 kV; (c) 15 kV; (d) 20 kV; (e) 25 kV; dan (f) 30 kV

Variasi tegangan akselerasi pada sampel non biologi potongan logam aluminium pada tegangan 5 kV
seluruh guratan permukaan logam dapat terlihat dengan tampilan samar atau tipis. Pada tegangan 10 kV
tampilan struktur logam mulai terlihat jelas dan pada tegangan 15 kV tampilan struktur mengalami kenaikan
kontras sehingga lebih terlihat rongga — rongga pada permukaan logam. Sementara pada tegangan 20 kV, 25
kV, dan 30 kV menunjukkan hal sebaliknya yaitu semakin menurunnya kualitas gambar dikarenakan struktur
pada permukaan logam semakin terlihat halus seiring bertambahnya tegangan.

Karakterisasi EDX digunakan untuk mengetahui kandungan partikel penyusun utama sampel biologi
bagian tanaman kepala putik bunga meliputi beberapa unsur yaitu (C) Carbon, (O) Oksigen, Si (Silica), (Mg)
Magnesium, (K) Kalium, dan (Ca) Calsium. Informasi selengkapnya ditampilkan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Persentase C, O, Si, Mg, K, dan Ca pada sampel biologi bagian tanaman kepala putik bunga

Tegangan (kV) Persentase (%)

C o Si Mg K Ca
5 80,1 17,1 2,7 - - -
10 66,9 30,1 2,3 - 0,4 0,3
15 64,4 33,4 1,2 0,1 0,7 0,3
20 64,3 33,9 0,8 0,1 0,7 0,2
25 64,9 33,3 0,6 0,1 0,6 0,3
30 65,1 33,1 0,5 0,1 0,5 0,3

Perubahan tegangan terhadap kandungan partikel penyusun sampel komposisi ditampilkan pada
Gambar 4. Berdasarkan Gambar 4 dapat dilihat bahwa pada tegangan 5 kV hanya terbaca 3 partikel penyusun,
sementara pada tegangan 10 kV hingga 30 kV mampu terbaca 6 partikel penyusun. Hal ini disebabkan karena
pada tegangan akselerasi 5 kV memiliki energi yang terlalu rendah sehingga tidak dapat mengidentifikasi
partikel penyusun yang energinya lebih besar seperti K dan Ca. Dapat dilihat juga bahwa pembacaan dengan
menggunakan tegangan 5 kV dan 10 kV mendapatkan hasil persentase yang berbeda signifikan dengan data
lainnya, sementara pada tegangan 15 kV hingga 30 kV persentase yang didapatkan berada pada rentang yang
sama. Perbedaan tegangan akselerasi selanjutnya dianalisa menggunakan data intensitas EDX dapat dilihat
pada Tabel 2.
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Gambar 4. Grafik hubungan tegangan akselerasi terhadap persentase partikel C, O, Si, Mg, K, dan Ca

Tabel 2. Intensitas pembacaan C, O, Si, Mg, K, dan Ca pada sampel biologi bagian tanaman kepala putik bunga

Tegangan (kV) Intensitas (cps)
C o Si Mg K Ca
5 8,91K 3,96K 0,99K - - -
10 19,8K 15,4K 2,2K - 0,0K 0,0K
15 28,8K  19,2K 3,2K 0,0K 0,0K 0,0K
20 32,4K  21,6K 3,6K 0,0K 0,0K 0,0K
25 32,4K  21,6K 3,6K 0,0K 0,0K 0,0K
30 32,4K  21,6K 3,6K 0,0K 0,0K 0,0K

Bertambahnya tegangan akselerasi menyebabkan intensitas pembacaan partikel kandungan juga
bertambah, grafik perubahan intensitas pembacaan kandungan dapat dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Grafik hubungan tegangan akselerasi terhadap intensitas pembacaan kandungan

Berdasarkan Gambar 5 terlihat bahwa pada tegangan 5 kV memiliki intensitas pembacaan paling
rendah, kemudian dengan penambahan menjadi 10 kV terjadi peningkatan intensitas pembacaan, sementara
pada 15 kV hingga 30 kV tidak terjadi peningkatan intensitas yang terlalu signifikan atau masih dalam rentang
yang sama. Berdasarkan grafik tersebut menunjukkan bahwa intensitas pembacaan partikel kandungan
semakin meningkat dengan bertambahnya tegangan akselerasi. Hal ini disebabkan semakin tinggi tegangan
sumber penembak maka energi yang dihasilkan juga semakin tinggi dan dapat melakukan pembacaan
kandungan dengan intensitas tinggi.

KESIMPULAN

Sampel biologi bagian tanaman kepala putik bunga dan sampel jamur menghasilkan morfologi yang
memiliki kualitas resolusi, kecerahan, dan kontras yang optimal pada tegangan akselerasi 15 kV. Penggunaan
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tegangan akselerasi dibawah 15 kV memiliki kualitas yang kurang baik karena beberapa struktur tidak
terlihat. Di sisi lain, penambahan tegangan diatas 15 kV menyebabkan kenaikan kecerahan dan kontras yang
signifikan serta mengalami penurunan penampakan struktur guratan sehingga menyebabkan menurunnya
kualitas gambar. Analisa EDX menunjukkan hasil yang selaras, yaitu penerapan tegangan dibawah 15 kV
menyebabkan kurangnya akurasi pembacaan dikarenakan beberapa partikel kandungan tidak terbaca dan
intensitas pembacaan sangat rendah, namun penambahan tegangan diatas 15 kV tidak memberikan
perubahan hasil yang berbeda signifikan. Hasil EDX pada sampel biologi bagian tanaman pada tegangan
akselerasi 15 kV menunjukkan pembacaan partikel kandungan Karbon 64,4 %; Oksigen 33,4%; Silika 1,2 %;
Magnesium 0,1 %; Kalium 0,7 %; dan Kalsium 0,3 %.
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