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ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengamati penggunaan cahaya biru
terhadap perubahan fitokimia selama perkecambahan kembang kol (Brassica
oleraceae L., var. botrytis) dan Kkorelasi antar parameter yang diukur.
Perlakuannya berupa pemberian cahaya biru dan kondisi gelap sebagai kontrol.
Pengukuran senyawa fitokimia yang meliputi asam askorbat, glukosinolat,
isothiosianat dan enzim myrosinase dilakukan setiap hari selama 5 hari
perkecambahan. Metode penelitian ini adalah penelitian eksperimental. Data yang
diperoleh dari pengukuran untuk semua parameter disajikan dalam bentuk rata-
rata + standard error. Selanjutnya semua data dianalisis menggunakan analysis of
variance (ANOVA). Untuk menentukan perbedaan antar kelompok, digunakan
Duncan's multiple range test (DMRT) pada tingkat kepercayaan 95%. Semua
analisis data menggunakan software SPSS versi 24.0 (IBM, Chicago, IL, USA).
Selain itu, pengukuran korelasi antar parameter dilakukan dengan menggunakan
Pearson rank correlation coefficient. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
perlakuan cahaya biru secara nyata meningkatkan semua parameter fitokimia yang
diukur. Korelasi positif signifikan terjadi antara aktivitas myrosinase dan
pembentukan isothiosianat. Kandungan glukosinolat kecambah kembang kol tetap
tinggi selama pengamatan pada perlakuan cahaya biru dibandingkan dengan
kondisi gelap. Cahaya biru menginduksi pembentukan isothiosianat dan aktivitas
myrosinase lebih tinggi bila dibandingkan kondisi gelap. Simpulan dari penelitian
ini bahwa cahaya biru secara signifikan meningkatkan perubahan fitokimia
kecambah kembang kol.

Kata kunci: Asam Askorbat, Glukosinolat, Isothiosianat, Korelasi, Myrosinase

ABSTRACT

The aim of this study was to observe the use of blue light on phytochemical
changes during cauliflower (Brassica oleraceae L., var. botrytis) germination and
the correlation between the parameters measured. The treatment was in the form
of giving blue light and dark conditions as a control. Measurement of
phytochemical  compounds  including  ascorbic  acid,  glucosinolates,
isothiocyanates and myrosinase enzymes was carried out every day for 5 days of
germination. This research method is experimental research. Data obtained from
measurements for all parameters are presented in the form of mean * standard

319



2023. BIOEDUSAINS:Jurnal Pendidikan Biologi dan Sains 6 (1): 319-331

error. Furthermore, all data were analyzed using analysis of variance (ANOVA).
To determine differences between groups, Duncan's multiple range test (DMRT)
was used at the 95% confidence level. All data analysis used SPSS software
version 24.0 (IBM, Chicago, IL, USA). In addition, the measurement of the
correlation between parameters is carried out using the Pearson rank correlation
coefficient. The results showed that blue light treatment significantly increased all
measured phytochemical parameters. A significant positive correlation occurred
between myrosinase activity and isothiocyanate formation. The glucosinolate
content of cauliflower sprouts remained high during observations in the blue light
treatment compared to the dark conditions. Blue light induces isothiocyanate
formation and higher myrosinase activity when compared to dark conditions. The
conclusion from this study is that blue light significantly increases the
phytochemical changes of cauliflower sprouts.

Keywords: Ascorbic Acid, Glucosinolate, Isothiocyanate, Correlation,
Mpyrosinase

PENDAHULUAN

Sayuran kelompok kubis kubisan atau Brassica seperti brokoli, kubis, dan
kembang kol memiliki manfaat kesehatan yang besar dalam mengatasi gejala
penyakit kronis seperti kanker dan aterosklerosis (Idrees et al., 2019). Manfaat
sayuran ini terkait dengan senyawa bioaktifnya seperti asam askorbat,
glukosinolat, isothiosianat, dan enzim myrosinase. Fungsi glukosinolat bersama
dengan myrosinase menghasilkan zat terhidrolisis seperti thiosianat, oksazolidin,
epithionitril, nitril dan isothiosianat yang muncul saat terjadi kerusakan sel atau
jaringan pada organisme (Wu et al., 2022). Dilaporkan oleh Mastuo et al. (2020)
bahwa isothiocyanat telah terbukti sebagai senyawa anti-karsinogenik alami.
Selanjutnya, baik penelitian secara in vivo maupun in vitro menunjukkan bahwa
isothiosianat akan mengaktifkan enzim fase II dan menonaktifkan enzim fase I
sehingga proses karsinogenesis dapat dihindari. (Mitsiogianni et al., 2021).

Kecambah merupakan sayuran kecil yang semakin populer karena
memiliki beragam manfaat bagi kesehatan manusia dibandingkan dengan sayuran
dewasanya. Kecambah mengandung senyawa bioaktif yang melimpah dan
kualitas nutrisi terbaik yang tersedia dalam suatu tanaman (Wojdylo et al., 2020).
Kandungan glukosinolat sebagai senyawa bioaktif sangat melimpah pada
kecambah kubis kubisan (Abellan et al., 2019). Almuhayawi et al. (2020) telah
melaporkan bahwa kecambah brokoli mengandung glukosinolat 20 kali lebih
banyak daripada brokoli dewasa. Selama perkecambahan akan terjadi peningkatan
kandungan asam askorbat, sehingga kecambah menjadi sumber vitamin C yang
sangat dibutuhkan untuk kesehatan manusia (Fiutak and Michalczyk, 2020).

Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa cahaya dapat
meningkatkan pertumbuhan dan perkembangan tanaman karena memberikan
energi yang tinggi dan juga dapat mempercepat pembentukan senyawa bioaktif
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(Artés-Hernandez et al., 2022). Noguchi et al. (2021) melaporkan bahwa
perlakuan cahaya biru meningkatkan aktivitas myrosinase dari hipokotil lobak
sejak 10 menit pengamatan dan mencapai puncaknya pada 30 menit kemudian.
Kecambah brokoli yang diberi perlakuan cahaya biru dalam waktu singkat
sebelum dipanen secara signifikan meningkatkan kandungan zat fitokimia seperti
B-karoten, xantofil, glukosinolat, glukoraphanin dan juga mikronutrien esensial
(Yang et al., 2021). Xue et al. (2021) menunjukkan bahwa kecambah brokoli yang
terkena cahaya biru akan menghasilkan senyawa alifatik-glukosinolat yang
melimpah dan meningkatkan produksi zat bioaktif lain yang berharga bagi
kesehatan manusia.

Cahaya biru yang diaplikasikan pada kecambah brokoli lebih baik
daripada cahaya putih, merah, kuning, hijau dan ungu dalam meningkatkan
kualitas nutrisinya (Zhuang et al., 2022). Dengan demikian, cahaya biru telah
terbukti mengatur pertumbuhan dan perkembangan tanaman kubis kubisan secara
efektif dan juga merangsang sintesis senyawa bioaktif seperti glukosinolat.
Penelitian yang dilaksanakan telah mengamati pengaruh cahaya biru terhadap
perubahan fitokimia termasuk kandungan asam askorbat, glukosinolat,
isothiosianat dan aktivitas myrosinase serta korelasi antara parameter yang diukur
selama perkecambahan benih kembang kol.

METODE PENELITIAN
Persiapan Bahan

Benih kembang kol diproduksi oleh clause vegetable seeds dan dibeli dari
toko pertanian Pusaka Tani (Sumedang, Jawa Barat, Indonesia). Standar Sinigrin,
standar sulforaphane dan 1,2-benzenedithiol dipasok oleh Sigma chemical Co. (St
Louis, MO, USA). Reagen dan bahan kimia lain yang akan digunakan adalah
kelas analitik dan dibeli dari Toko Sakura (Bandung, Jawa Barat, Indonesia).

Perkecambahan

Biji kembang kol disterilkan dengan 1,5% natrium hipoklorit selama 20
menit dan dicuci dengan aquades. Selanjutnya, benih direndam selama 4 jam
dalam aquades pada suhu 35°C, dan dikultur dalam cawan petri (© 15 cm) yang
berisi pasir zeolit steril. Benih berkecambah di bawah cahaya biru selama 1, 2, 3,
4, dan 5 hari. Jarak benih dengan sumber cahaya 50 cm dan intensitas cahaya biru
(50 pmol s™' m™?). Benih yang dikecambahkan pada kondisi gelap digunakan
sebagai kontrol. Kecambah setiap hari dipanen kemudian dicuci dengan aquades
steril, dikeringkan, dikemas pada kantung plastik, diberi keterangan dan disimpan
di dalam lemari es untuk analisis selanjutnya.

Pengukuran Kandungan Asam Askorbat
Kandungan asam askorbat diukur mengikuti prosedur dari Volden et al.
(2009). Larutan asam oksalat (1% (b/v) : 10 ml) sebagai pelarut dalam ekstraksi
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kecambah. Setelah tercampur rata, larutan disentrifugasi selama 10 menit dengan
kecepatan 9000 rpm. Supernatan yang diperoleh dipisahkan menggunakan filter
kertas dengan ukuran pori 0,45 um. Sampel dimasukkan ke dalam HPLC dengan
UV-Diode Array Detector pada 229 nm dan kolom CI18 fase terbalik (4,6x250
mm, 5 um, ZORBAX, Eclipse ). Kandungan asam askorbat ditentukan dengan
menggunakan kurva standar dan hasilnya dinyatakan sebagai mg kg berat segar
(BS).

Pengukuran Kandungan Glukosinolat

Kandungan glukosinolat diukur secara spektrofotometri menggunakan
prosedur Aghajanzadeh et al. (2014). Sampel kering (30 mg) ditambahkan ke 80%
metanol dan dipanaskan dalam thermoblock pada suhu 95°C selama tiga menit
untuk menghentikan aktivitas myrosinase. Setelah campuran didinginkan, 30 pL
supernatan dilarutkan dalam 2 mM disodium tetrachloropalladate (Na,PdCys)
(900 pL) dan menggunakan spektrofotometer UV-VIS, absorbansi ditentukan
pada 425 nm. Kurva kalibrasi menggunakan standar sinigrin. Kandungan
glukosinolat dinyatakan dalam mg SE g berat kering (BK).

Pengukuran Pembentukan Isothiosianat

Kandungan isothiosianat ditentukan menurut Wang et al. (2015) dengan
sedikit modifikasi. Kecambah kembang kol segar (0,4 g) diencerkan dengan air
suling (8 ml) dan diinkubasi pada suhu 35°C selama 4 jam. Kemudian diekstraksi
dengan menambahkan 3 ml metilen diklorida selama 30 menit. Sampel
disentrifugasi selama 15 menit pada 10.000 rpm untuk mendapatkan fase organik
yang mengandung isothiosianat. Supernatan dicampur dengan metanol (2 ml), 7
mmol 1! 1,2-benzenedthiol (0,2 ml), 50 mmol 1! buffer natrium borat (1,8 ml ; pH
8,5) dan diinkubasi pada 60°C selama 50 menit. Setelah dingin, sampel
disentrifugasi dengan kecepatan rendah selama 5 menit. Supernatan (20 pl )
dimuat ke kolom Eclipse XDB-C18 (Agilent 1200 HPLC). Kandungan
isothiosianat dilaporkan sebagai pmol g BS.

Pengukuran Aktivitas Myrosinase

Pengukuran aktivitas myrosinase ditentukan menurut protokol Kim et al.
(2006) dengan beberapa modifikasi. Kecambah kembang kol (0,2 g) dicampur
dengan 0,1 mol I"' buffer natrium-fosfat (3 ml; pH 6) dan diinkubasi dalam water
bath. Kemudian campuran disentrifugasi pada 8000 rpm selama 12 menit.
Supernatan (100 pl) dicampur dengan 0,025 mmol 1" sinigrin hingga volume total
200 pl dan diinkubasi selama 15 menit pada suhu 37°C. Untuk menghentikan
reaksi, sampel diinkubasi selama 5 menit dalam air mendidih. Konsentrasi sinigrin
yang terkandung dalam campuran diukur secara spektrofotometri pada 227 nm.
Satu nm sinigrin yang berubah per menit menunjukkan satu unit myrosinase.
Aktivitas myrosinase dinyatakan sebagai unit mg™ protein.
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Analisis Data

Data yang diperoleh dari pengukuran untuk semua parameter disajikan
dalam bentuk rata-rata + standard error. Selanjutnya semua data dianalisis
menggunakan analysis of variance (ANOVA). Untuk menentukan perbedaan
antar kelompok, digunakan Duncan's multiple range test (DMRT) pada tingkat
kepercayaan 95%. Semua analisis data menggunakan software SPSS versi 24.0
(IBM, Chicago, IL, USA). Selain itu, pengukuran korelasi antar parameter
dilakukan dengan menggunakan Pearson rank correlation coefficient.

HASIL PENELITIAN

Kandungan Asam Askorbat

Biji kembang kol sebelum berkecambah mengandung asam askorbat paling
rendah (12,46 mg.kg"' BS) (Gambar 1). Terlihat, kandungan asam askorbat terus
meningkat seiring dengan pertumbuhan kecambah dan mencapai nilai tertinggi
pada akhir pengamatan masing-masing sebesar 87,27 dan 64,63 mg kg-1 BS di
bawah perlakuan cahaya biru dan kondisi gelap. Perkecambahan secara nyata
mampu meningkatkan kandungan asam askorbat sekitar 5 kali lipat pada akhir
pengamatan. Perlakuan cahaya biru menghasilkan lebih banyak akumulasi asam
askorbat dalam kecambah kembang kol dibandingkan dengan perlakuan kondisi
gelap. Kandungan asam askorbat pada kecambah kembang kol yang diberi
perlakuan cahaya biru pada umur 1, 2 dan 3 hari masing-masing lebih tinggi
64,78%, 80,10% dan 53,86% dibandingkan dengan yang perlakuan kondisi gelap.
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Gambar 1. Perubahan Kandungan Asam Askorbat (Mg Kg'1 BS) pada Kecambah
Kembang Kol Selama Lima Hari Perkecambahan
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Kandungan Glukosinolat

Kandungan glukosinolat total kecambah kembang kol, baik yang diberi
perlakuan cahaya biru maupun kondisi gelap, terus menurun seiring dengan
meningkatnya umur berkecambah, meskipun penurunannya tidak signifikan dari
hari ke-2 sampai ke-4 (Gambar 2). Terjadi penurunan kandungan glukosinolat
total sekitar 80% pada akhir pengamatan, baik yang diberi perlakuan cahaya biru
maupun kondisi gelap. Perlakuan cahaya biru berpengaruh positif terhadap
kandungan glukosinolat total kecambah kembang kol yang terlihat pada hari ke-1
perkecambahan, kandungannya 61,90% lebih tinggi dibandingkan dengan
perlakuan kondisi gelap.
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Gambar 2. Perubahan kandungan glukosinolat total (mg SE g” BK) pada
kecambah kembang kol selama lima hari perkecambahan

Pembentukan Isothiosianat

Pada periode awal perkecambahan, baik perlakuan cahaya biru maupun
kondisi gelap mampu meningkatkan kandungan isothiosianat kecambah kembang
kol namun menurun drastis setelahnya (Gambar 3). Kandungan isothiosianat pada
kecambah yang diberi perlakuan cahaya biru mencapai puncaknya pada hari ke-1
(17,23 pmol g' BS) dan pada kondisi gelap hari ke-2 (13,98 pumol g BS).
Kecambah kembang kol yang tumbuh di bawah cahaya biru akan menunjukkan
pembentukan isothiosianat yang lebih tinggi dibandingkan dengan kondidi gelap.
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Gambar 3. Perubahan pembentukan isothiosianat (umol g'1 BS) pada kecambah
kembang kol selama lima hari perkecambahan

Aktivitas Myrosinase

Kecambah kembang kol menunjukkan aktivitas myrosinase yang
meningkat hingga tertinggi tercapai pada hari ke-1 perkecambahan baik pada
kecambah yang diberi perlakuan cahaya biru maupun kondisi gelap dan menurun
setelahnya hingga tetap stabil (Gambar 4). Perlakuan cahaya biru menghasilkan
aktivitas myrosinase yang jauh lebih tinggi dibandingkan dengan kondisi gelap.
Aktivitas myrosinase kecambah kembang kol umur 1 hari yang mendapat
perlakuan cahaya biru lebih tinggi 30,18% dibandingkan dengan perlakuan
kondisi gelap.
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Gambar 4. Perubahan aktivitas myrosinase (U mg™ protein) pada kecambah
kembang kol selama lima hari perkecambahan
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Korelasi

Analisis korelasi antara parameter fitokimia kecambah kembang kol yang
mendapat perlakuan cahaya biru (Gambar 5). Terdapat korelasi negatif yang
signifikan antara kadar glukosinolat dan asam askorbat. Selanjutnya, hasil
penelitian menunjukkan bahwa terdapat hubungan positif yang signifikan dengan
nilai koefisien korelasi sebesar 0,993 antara aktivitas myrosinase dan
pembentukan isothiosianat. Asam askorbat berkorelasi positif lemah dengan
pembentukan isothiosianat dan aktivitas myrosinase. Sedangkan glukosinolat
berkorelasi negatif dengan pembentukan isothiosianat dan aktivitas myrosinase.

Gambar 5. Korelasi antara parameter fitokimia kecambah kembang kol pada perlakuan
cahaya biru. Korelasi 1 (biru pekat) menunjukkan korelasi positif sempurna, sedangkan -1
(merah pekat) menggambarkan korelasi negatif sempurna. ASA = asam askorbat; GLS =

glukosinolat; ITS=Isothiocyanat; AMS = aktivitas myrosinase; *signifikan pada p<0,05.

PEMBAHASAN

Hasil penelitian Singh et al. (2022) melaporkan bahwa senyawa asam
askorbat yang dihasilkan oleh kecambah brokoli tidak terdeteksi atau sangat
rendah. Berbeda dengan penelitian ini yang menunjukkan peningkatan tajam dan
konstan selama perkecambahan biji kembang kol (Gambar 1). Sementara itu, da
Silva et al. (2021) menunjukkan bahwa sintesis asam askorbat diaktifkan kembali
selama perkecambahan biji kubis. Hasil penelitian lain menyebutkan bahwa
selama perkecambahan biji kubis kandungan asam askorbat akan meningkat tajam
kemudian turun kembali ke nilai semula (Mezzetti et al., 2022). Dengan demikian
dapat disimpulkan bahwa waktu perkecambahan sangat mempengaruhi akumulasi
asam askorbat dan cahaya biru dapat mempercepat peningkatan kandungan asam
askorbat dibandingkan dengan kondisi gelap. Menurut di Bella et al. (2020)
cahaya biru akan menginduksi kecambah untuk melakukan biosintesis metabolit
sekunder seperti asam askorbat.

Senyawa glukosinolat pada tumbuhan yang termasuk kelompok kubis
kubisan berasal dari dua proses yang berbeda. Proses pertama adalah adanya
penginduksi eksternal sehingga terjadi biosintesis glukosinolat, proses kedua
adalah reaksi hidrolisis yang dilakukan dari dalam oleh enzim myrosinase
(Mitreiter and Gigolashvili, 2021). Biasanya pada tanaman kubis kubisan dengan
bertambahnya umur tanaman maka kandungan glukosinolatnya akan semakin
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berkurang (Teng et al., 2021). Ada korelasi negatif antara kandungan glukosinolat
dan asam askorbat (Gambar 4). Hasil penelitian menunjukkan bahwa kandungan
glukosinolat semakin menurun dengan bertambahnya umur kecambah (gambar 2).
Sementara itu, kandungan asam askorbat meningkat (Gambar 1). Banyak
penelitian bertujuan untuk meningkatkan atau mempertahankan kandungan
glukosinolat. Aplikasi cahaya buatan (fotoperiode 16 jam terang/8 jam gelap)
pada kecambah brokoli menghasilkan total senyawa glukosinolat 33% lebih tinggi
dibandingkan pada saat gelap (Castillejo et al., 2021). Demikian juga kecambah
lobak yang diberi perlakuan NaCl 100 mM akan memiliki kandungan glukosinolat
yang tinggi pada umur 5 dan 7 hari (Chen et al., 2019). Perlakuan sukrosa dan
manitol pada kecambah brokoli mampu mengakumulasi total glukosinolat.
Menurut Chowdhury et al. (2021) faktor lingkungan seperti cahaya dan suhu
dapat meningkatkan kandungan glukosinolat. Dari penelitian ini menunjukkan
bahwa cahaya biru dapat mempertahankan kandungan glukosinolat kecambah
kembang kol yang lebih tinggi dibandingkan dengan kondisi gelap (Gambar 2).
Penelitian Guijarro-Real et al. (2022) melaporkan bahwa penerapan cahaya telah
menunjukkan peningkatan yang signifikan terhadap pembentukan glukosinolat
pada kecambah sawi. Ada kemungkinan biosintesis glukosinolat didukung dengan
adanya cahaya biru. Di sisi lain, cahaya biru akan menghambat beberapa proses
degradasi yang perlu dibuktikan dalam penelitian lebih lanjut.

Isothiosianat dalam kecambah berasal dari glukosinolat yang dihidrolisis
menggunakan enzim myrosinase. Oleh karena itu, pengamatan isothiosianat tidak
lepas dari aktivitas myrosinase dan kandungan glukosinolat. Kandungan
isothiosianat pada kecambah kembang kol meningkat drastis hingga hari pertama
dan menurun setelahnya (Gambar 3). Hal ini berkorelasi dengan aktivitas
myrosinase yang mencapai puncaknya pada hari ke-1 dan menurun setelahnya
(Gambar 4) meskipun sebaliknya kandungan glukosinolat terus menurun seiring
dengan berjalannya waktu perkecambahan kembang kol. Setelah umur kecambah
kembang kol lebih dari satu hari, kandungan isothiosianat terus menurun akibat
penurunan aktivitas myrosinase dan kandungan glukosinolat. Pada Gambar 5
terlihat jelas bahwa pembentukan isothiosianat berkorelasi positif dengan aktivitas
myrosinase dan berkorelasi negatif dengan kandungan glukosinolat. Kyriakou et
al. (2022) melaporkan bahwa tekanan tinggi akibat perlakuan sukrosa dan manitol
dapat memicu pembentukan isothiosianat yang lebih tinggi. Sedangkan hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa cahaya biru secara signifikan meningkatkan
pembentukan isothiosianat dibandingkan dengan kondisi gelap (Gambar 3). Salah
satu kemungkinannya adalah kandungan glukosinolat yang lebih tinggi pada
perlakuan cahaya biru (Gambar 2) karena tingginya pembentukan isothiosianat
atau aktivitas myrosinase yang distimulasi oleh cahaya biru (Xie et al., 2022).

Pada Gambar 4 terlihat bahwa kandungan myrosinase pada kecambah
kembang kol meningkat hingga hari ke-1, namun kembali menurun hingga akhir

pengamatan yang kadarnya hampir sama dengan yang ada di dalam biji. Peristiwa
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yang sama juga ditemukan pada perkecambahan brokoli (Men et al., 2022).
Sebenarnya aktivitas myrosinase akan berbeda tergantung pada organ, spesies
tanaman, dan fase pertumbuhan (Galadova et al., 2022), yaitu selama 2 hari
pertama perkecambahan aktivitas akan meningkat dan kemudian akan menurun
hingga akhir pengamatan (Tomasello et al., 2020). Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa perlakuan glukosa menghambat aktivitas myrosinase pada
kecambah pak choi, tetapi meningkat tajam pada kecambah lobak (Abdalla et al.,
2020). Begitu juga pada penelitian lain, pemberian sukrosa 176 mM dapat
menghambat aktivitas myrosinase pada kecambah kubis (Beran et al., 2018).
Hasil pengamatan pada kecambah kembang kol, perlakuan cahaya biru sangat
meningkatkan aktivitas myrosinase dibandingkan pada kondisi gelap (Gambar 4).

SIMPULAN

Kecambah kembang kol berpotensi sebagai makanan alami dan suplemen
makanan karena banyak mengandung senyawa bioaktif. Perlakuan cahaya biru
pada perkecambahan biji kembang kol terbukti mampu meningkatkan asam
askorbat, glukosinolat, pembentukan isothiosianat dan aktivitas myrosinase yang
baik untuk kesehatan manusia. Kecambah kembang kol memiliki potensi sebagai
makanan penunjang kesehatan dengan perlakuan cahaya biru yang dapat
dikembangkan baik dalam skala kecil maupun skala industri.
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