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Abstract

Increased Total Phenolic Content of Chlorella sp. Using Ultraviolet-B Radiation Stressing

The freatment of abiotic stressing in microalgae cultures can trigger the production of secondary metabolites that have a
variety of bioactivity. Phenolic compounds are one of the secondary metabolites produced by Chlorella sp. and have been
categorized as an important antioxidants that play a role in the scavenging of free radicals. This research uses ultraviolet
(UV)-B (A 280-320 nm) as a stressing in Chlorella sp. cultures. The aim is to determine the effect of UV-B radiation on the biomass
production of Chlorella sp. and fotal phenolic content (TPC), as well as its anfioxidant activity. The research method used is
experimental with a completely randomized design (RAL). The treatment tested was UV-B radiation with different duration of
0 (control), 40, 80, and 120 minutes/day during the culture period. Chlorella sp. culture is carried out using 12 glass containers
with seawater (salinity 35 ppt) as culture media and enriched by Walne fertilizer (1 mL/L). During the culture period,
photosynthetically active radiation (PAR) light and aeration are carried out for 24 hours. Biomass of Chlorella sp. was harvested
1 day aftfer the peak of growth, then determined the weight of biomass and ethanol exfract, followed by TPC, and antioxidant
activity. The TPC test was carried out using the Follin-Ciocalteu reagent, while antioxidant activity used an inhibition test against
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). The results showed that UV-B radiation had no significant effect on the biomass (p=0.122)
and its ethanol extract yield (p=0.194), but had a significant effect on TPC (p=0.003) and DPPH inhibition percentage (p=0.036).
The UV-B radiation for 80 minutes/day for 10 days of the Chlorella sp. culture can be used to increase phenolic production
with a TPC value of 4.906 mg GAE/g exfract.
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Abstrak

Pemberian cekaman abiotik pada kultur mikrolga dapat memicu produksi metabolit sekunder yang memiliki beragam
bioaktivitas. Senyawa fenolik adalah salah satu metabolit sekunder yang diproduksi oleh Chlorella sp. dan telah dikatagorikan
sebagai antioksidan penting yang berperan dalam penangkalan radikal bebas. Penelitian ini menggunakan cahaya
ultraviolet (UV)-B (A 280-320 nm) sebagai cekaman dalam kultur Chlorella sp. Tujuannya adalah untuk menentukan pengaruh
radiasi UV-B terhadap produksi biomassa Chlorella sp. dan kadar fenolik total/ total phenolic content (TPC), serta aktivitas
antioksidannya. Metode penelitian yang digunakan adalah eksperimental dengan desain rancangan acak lengkap (RAL).
Perlakuan yang diujicobakan adalah pemberian radiasi UV-B dengan durasi yang berbeda, yaitu O (kontrol), 40, 80, dan 120
menit/hari selama masa kultur. Kultur Chlorella sp. dilakukan menggunakan 12 wadah kaca dengan media kultur berupa air
laut (salinitas 35 ppt) dan ditambahkan pupuk Walne (1 mL/L). Selama masa kultur, pemberian cahaya photosynthetically
active radiation (PAR) dan aerasi dilakukan selama 24 jom. Biomassa Chlorella sp. dipanen 1 hari setelah tercapai puncak
pertumbuhan, kemudian ditentukan berat biomassa dan ekstrak etanolnya, dilanjutkan uji TPC, dan aktivitas antioksidannya.
Uji TPC dilakukan menggunakan reagen Folin-Ciocalteu, sedangkan akfivitas antioksidan menggunakan uji inhibisi ferhadap
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Hasil penelitian menunjukkan bahwa radiasi UV-B tidak berpengaruh signifikan terhadap
biomassa Chlorella sp. (p=0,122) dan rendemen ekstrak etanolnya (p=0,194), namun berpengaruh signifikan ternadap TPC
(p=0,003) dan persentase inhibisi DPPH (p=0,036). Pemberian radiasi UV-B selama 80 menit/hari selama 10 hari masa kultur
Chlorella sp. dapat digunakan untuk meningkatkan produksi fenolik dengan nilai TPC sebesar 4,906 mg GAE/g ekstrak.

Kata kunci: radiasi UV-B, kadar fenolik total, akfivitas antfioksidan

PENDAHULUAN

Mikroalga laut telah menarik perhatian para peneliti selama puluhan tahun disebabkan oleh
kandungan biomolekulnya yang memiliki beragam bioaktivitas. Saat ini, pengembangannya telah
sampai pada tahap pemanfaatannya di berbagai bidang seperti industri pangan fungsional,
nutrasetikal, dan suplemen makanan (Andrade, 2018), maupun industri pakan untuk biota
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akuakultur (Andriopoulos et al., 2022). Mikroalga banyak mengandung metabolit primer dan
sekunder yang dapat dimanfaatkan sebagai bahan pangan, obat, mapun kosmetik (Hamdy et al.,
2020). Salah satu metabolit sekunder yang disintesis mikroalga adalah senyawa fenolik. Senyawa
fenolik memiliki beragam bioaktivitas yang bisa dimanfaatkan untuk kepentingan manusia. Fenolik
dari alga laut memiliki sifat sebagai antimikroba, antivirus, antikanker, antidiabetes, antioksidan,
ataupun anfi-inflamasi (Mateos et al., 2020 ; Thangaraj et al., 2022). Mikroalga yang kaya senyawa
fenolik di antaranya adalah Chlorella sp. (Ali et al., 2014; Jayshree et al., 2016; Azaman et al., 2017).
Senyawa fenolik juga dikenal sebagai polifenol yaitu senyawa organik yang secara kimiawi terdiri
dari satu atau lebih cincin fenolik. Senyawa fenolik dianggap sebagai salah satu golongan
antfioksidan alami yang penting karena dapat melindungi sel makhluk hidup dari kerusakan yang
disebabkan oleh radikal bebas (Andrade, 2018).

Senyawa fungsional yang terdapat dalam biomassa mikroalga telah diketahui merupakan
sumber anfioksidan alami, sehingga dapat dimanfaatkan sebagai peredam radikal bebas dalam
tubuh. Antioksidan alami yang dihasilkan mikroalga termasuk pigmen, fenolik, dan tokoferol (Safafar
et al., 2015; Canelli et al., 2022; Yusof et al., 2021). Chlorella vulgaris adalah contoh mikroalga yang
telah dimanfaatkan sebagai suplemen makanan dan berperan sebagai mediator yang efektif
dalam menangkal radikal bebas. Skrining fitokimia menunjukkan adanya senyawa alkaloid,
glikosida, protein, terpenoid, saponin, kumarin, fenol, dan tannin terdapat dalam ekstrak C. vulgaris
(Hamdy et al., 2020; Pradhan et al., 2021). Senyawa bioaktif dalam mikroalga yang bertindak
sebagai peredam ampuh dari radikal bebas yaitu konstituen fenolik dan flavonoid. Ekstrak C. vulgaris
telah diuji dan diketahui bersifat antioksidan kuat secara in vitro (Pradhan et al., 2021).

Chlorella vulgaris telah banyak diteliti serta memiliki kadar fenolik tfotal yang tinggi dan pada
konsentrasi ekstrak 1000 ug/mL menunjukkan aktivitas penghambatan (inhibisi) terhadap radikal
bebas diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH) sampai 92,57 % (Jayshree et al., 2016). Aktivitas antioksidan
didukung oleh adanya kandungan senyawa fenolik dalam biomassa mikroalga dan telah
dievaluasi. Chlorella sp. yang diekstrak dengan etanol menunjukkan kadar fenolik total sebesar
26,65 ug GAE/g biomassa kering, lebih tinggi dari fenolik total alga hijau lainnya, misalnya Ulva sp.
yang hanya mengandung 2,29 ug GAE/g (Dimova et al., 2019). Keberadaan senyawa fenolik pada
metabolit sekunder mikroalga berkorelasi positif dengan aktivitas antioksidannya (Fithriani et al.,
2016; Azaman et al., 2017; Hamdy et al., 2020).

Mikroalga menggunakan cahaya dengan panjang gelombang 400-700 nm yang merupakan
bagian dari spekirum cahaya matahari atau biasa disebut photosynthetically active radiation (PAR)
untuk fotosintesis. Satuan intensitas cahaya yang biasa digunakan adalah lumen/m?2 atau lux (Ix)
maupun pmol photons/m2/s. Jika dilakukan konversi, 1 lux setara dengan 0,0135 pmol photons/m2/s
(Thimijan et al., 1983). Paparan cahaya pada panjang gelombang tertentu akan menghasilkan
daya (kekuatan) radiasi yang dinyatakan dalam satuan W/m2. Intensitas cahaya dari sumber lampu
light emitting diode (LED) sebesar 1 Ix menghasilkan 0,0086 W/m?2 (Michael et al., 2020). Chlorella spp.
dapat dikultur pada kisaran intensitas cahaya PAR 1000-10.000 Ix (Asadi et al., 2020), bahkan spesies
C. reinhardtii mampu hidup pada intensitas tinggi, yaitu pada kisaran 70-1.500 umol photons/m?2/s
aftau 5.185-111.111 Ix. Intensitas cahaya tinggi telah terbukti dapat meningkatkan sintesis metabolit
sekunder seperti asam galat, asam klorogenat, dan asam koumarat. Ketiga senyawa tersebut
adalah golongan fenolik (Faraloni et al., 2021).

Penggunaan cahaya PAR yang dikombinasikan dengan cahaya ulfraviolet (UV)-A (320-400
nm) dan B (280-320 nm) pada beberapa spesies diatom yang dikultur sudah pernah ditelifi
sebelumnya. Hasilnya menunjukkan bahwa hanya UV-B yang dapat meningkatkan produksi
senyawa fenolik (Scholz et al., 2014). Pemberian paparan jenis UV lainnya, yaitu UV-C ( <280 nm)
tidak disarankan karena berbahaya bagi kelangsungan hidup mikroalga. Cahaya dengan
panjang gelombang relatif pendek memiliki energi radiasi lebih tinggi. Klorofil lebih sensitif terhadap
radiasi UV-C dibanding UV-B, sehingga dampaknya lebih merusak (Nassour et al., 2017). Menurut
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penelitian yang telah dilakukan oleh Lung et al. (2022), radiasi UV-C dapat mengakibatkan tingkat
kematian sampai 91,76 £ 3,33% pada kultur Chlorella sp..

Cahaya UV menghasilkan radiasi gelombang elektromagnetik yang lebih tinggi energinya
dibandingkan dengan PAR. Paparan radiasi UV-B yang diberikan dengan daya sebesar 0,47-42
W/m?2 pada kultur mikroalga masih dapat ditoleransi. Dampak yang terjadi adalah penurunan
tingkat pertumbuhan, kandungan klorofil, dan kandungan protein yang secara signifikan terlinat
setelah terpapar dalam jangka panjang (30 hari). Semua ekstrak dari kelompok spesies diatom yang
diteliti menunjukkan respon peningkatan aktivitas antioksidan dan akumulasi senyawa fenolik
sebagai akibat dari paparan UV. Faktor utama yang menghasilkan respon yang berbeda adalah
panjang gelombang dan durasi paparan radiasi UV. Panjang gelombang UV yang lebih pendek
dan waktu paparan yang lebih lama menyebabkan efek yang paling signifikan (Scholz et al., 2014).
Hasil penelitian sejenis oleh Ganapathy ef al. (2017) juga menunjukkan bahwa C. vulgaris tahan
terhadap efek kerusakan akibat radiasi UV-B selama masa kultur. Hal ini diduga karena efek negatif
dari radiasi UV-B terhadap pertumbuhan mikroalga telah diimbangi dengan peningkatan produksi
senyawa penyerap cahaya UV, salah satunya berupa senyawa fenolik.

Penggunaan nutrien terbatas sebagai cekaman abiotik untuk meningkatkan kandungan
senyawa fenolik biasa dilakukan pada kultur mikroalga. Namun, cekaman nutrisi bukanlah strategi
yang efektif untuk meningkatkan kandungan antioksidan secara keseluruhan pada mikroalga,
meskipun mungkin berguna untuk produksi beberapa antioksidan golongan vitamin seperti tokoferol
dan asam askorbat (vitamin C) (Goiris et al., 2015). Hal ini menjadi alasan penting untuk mencari
strategi kultur autotrofik mikroalga dengan cekaman radiasi UV sehingga produksi metabolit yang
diinginkan tercapai. Tujuan dari penelitian ini adalah menentukan efek pemberian radiasi UV-B
dengan durasi yang berbeda terhadap biomassa Chlorella sp., serta kadar fenolik total dan potensi
aktivitas antioksidannya terhadap radikal DPPH dalam ekstrak etanol. Harapannya, hasil penelitian
ini dapat diaplikasikan untuk menghasilkan biomassa Chlorella sp. yang kaya senyawa fenolik dan
dapat dimanfaatkan sebagai bahan pangan fungsional.

MATERI DAN METODE

Mikroalga yang digunakan dalam penelitian ini adalah stok murni Chlorella sp. yang diperoleh
dari Laboratorium Balai Besar Pengembangan Budidaya Air Payau (BBPBAP), Jepara. Media kultur
berupa air laut dengan salinitas 35 ppt telah disterilisasi dengan cara perebusan selama 2 jam,
merujuk pada Hartanto (2013). Metode kultur Chlorella sp. mengacu pada Mufidah et al. (2019),
dilakukan dengan menggunakan 12 wadah kaca (volume 3 L) dengan kepadatan awal 1,50 x106
sel/mL. Perbandingan antara bibit dan media kultur yaitu 1:4, kemudian ditambahkan pupuk Walne
dengan konsentrasi sebanyak 1 mL/L. Selama masa kultur, pemberian cahaya PAR dan aerasi
dilakukan selama 24 jam, suhu berkisar 23-25°C, pH 8-9, dan DO 6-8 .

Wadah kultur diletakkan pada area seluas 0,5 m2 sesuai rancangan penelitiannya (acak
lengkap). Sumber cahaya PAR menggunakan lampu Phillips TL LED (60 V; 20 W) sebanyak 4 buah,
kemudian diatur jarak sumber cahaya terhadap media kultur sehingga diperoleh intensitas sebesar
+4.500 Ix. Penentuan intensitas cahaya PAR yang digunakan mengacu pada Fakhri et al. (2021).
Pemberian radiasi UV diilakukan pada media kultur pada ruangan khusus seluas 0,5 m2. Sumber
radiasi UV-B menggunakan lampu Phillips TL UV-B (280-320 nm; 56 V; 8 W; daya radiasi UV pada jarak
Im=0,172 W/m?2). Besaran daya radiasi UV-B yang diaplikasikan mengacu pada Zhang et al. (2015).
Pemberian radiasi ultraviolet (UV-B) terbagi menjadi 4 kelompok perlakuan dengan durasi paparan
yang berdeda, yaitu 0 (konftrol), 40, 80, dan 120 menit/hari selama masa kultur.

Perhitungan kepadatan sel mikroalga Chlorella sp. dilakukan setiap hari hingga masa panen.
Perhitungan kepadatan sel mikroalga menggunakan haemocytometer di bawah mikroskop
dengan perbesaran 100x dan dibantu dengan handy counter. Pemanenan biomassa Chlorella sp.
dilakukan dengan cara mengendapkan mikroalga Chiorella sp. dengan aluminium sulfat (Al2(SOa4)s)
dengan konsentrasi 0,2 gr/L (Hidayati et al., 2015). Pemanenan biomassa dilakukan setelah Chlorella
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sp. memasuki fase stasioner, yaitu 1 hari setelah puncak pertumbuhan (Andriopoulos et al., 2022).
Sampel mikroalga yang telah diberikan larutan aluminium sulfat dihomogenkan selama 30 menit,
kemudian wadah kaca ditutup dengan plastic wrap dan didiamkan selama 1 malam. Setelah
Chliorella sp. mengendap, media kultur yang bening di bagian permukaan dibuang perlahan
hingga tersisa sedikit cairan dan biomassanya saja. Biomassa Chlorella sp. disentrifugasi selama 15
menit dengan kecepatan 3000 rom dan selanjutnya dipisahkan dari supernatannya (Bariyyah et al.,
2013). Biomassa basah dikeringkan menggunakan cawan petri terbuka pada suhu dingin dalam
refrigerator (4°C) dan ditimbang beratnya menggunakan neraca analifik.

Sampel yang sudah kering diekstraksi dengan teknik maserasi menggunakan pelarut etanol
p.a 99% dengan perbandingan 1:10 (b:v) selama 24 jam dan disaring menggunakan kertas saring
Whatmann No 42. Filtrat yang diperoleh dipekatkan dengan vacum rotary evaporator pada suhu
40°C hingga diperoleh ekstrak etanol dan kemudian beratnya ditimbang.

Uji fenolik total atau total phenolic content (TPC) dari ekstrak Chlorella sp. dilakukan
menggunakan reagen Folin-Ciocalteu menggunakan metode spektrofotometri. Senyawa fenolik
yang digunakan sebagai standar adalah asam galat. Kurva standar dibuat dengan seri konsentrasi
5, 10, 15, 20, dan 25 ppm dengan pelarut etanol p.a 99%. Larutan asam galat dengan berbagai
konsentrasi maupun sampel tersebut diambil 2 mL dan ditambahkan 5 mL akuades dan 0,5 mL
reagen Folin-Ciocalteau. Larutan didiamkan selama 3 menit kemudian ditambah 1T mL larutan
Na2COs3 5%, selanjutnya diinkubasi selama 1 jam. Absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer
pada panjang gelombang 765 nm (Kurnia et al., 2020). Kadar fenolik total dihitung dari kurva kalibrasi
asam galat dan dinyatakan sebagai mg gallic acid equivalent (GAE)/g ekstrak etanol.

Uji aktivitas antioksidan ditentukan berdasarkan persentase penghambatan (inhibisi) terhadap
radikal bebas diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH). Ekstrak sampel Chlorella sp. yang digunakan untuk uji
inhibisi DPPH dibuat dengan konsentrasi 100 ppm. Hasil pengenceran ekstrak diambil 3 mL dan
difambahkan 1 mL larutan DPPH 0,1 mM. Larutan dihomogenkan dan ditutup dengan aluminium foil.
Selanjutnya, larutan tersebut diinkubasi selaoma 30 menit dalom ruang gelap dan  diukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum DPPH
(515 nm) (Sedjati et al., 2020). Kemampuan untuk meredam radikal bebas DPPH (inhibisi) dihitung
dengan menggunakan rumus :

o Absorbansi Kontrol — Absorbansi Sampel
Inhibisi DPPH (%) = Absorbansi Kontrol x 100

Grafik data penelitian digambarkan dengan bantuan aplikasi Excel 17, sedangkan analisis
statistika inferensial dilakukan dengan SPSS 25. Data biomassa kering, rendemen, kadar fenolik total,
dan inhibisi DPPH dari sampel dianalisis menggunakan uji parametrik One Way ANOVA yang
sebelumnya sudah dilakukan uji normalitas dan homogenitas. Selanjutnya, apabila terdapat
pengaruh signifikan (p<0,05) maka dilanjutkan dengan uji Tukey untuk menentukan perbedaan
antar kelompok perlakuan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Paparan radiasi UV-B dapat terjadi secara alamiah dari sinar matahari dan bisa berdampak
bagi kehidupan fitoplankton di perairan laut. Penelitian ini menggunakan radiasi UV-B dengan daya
0,17 W/m2 dan terlihat sudah berdampak negatif, terlihat dari pola kurva pertumbuhannya,
Kelompok populasi yang terpapar UV-B selama 80 dan 120 menit terlihat pertumbuhannya menurun
mulai hari ke-9, berbeda dengan kelompok kontrol dan 40 menit yang masih meningkat.
Berdasarkan hasil peneltian Zhang et al. (2015), radiasi UV-B dengan daya sebesar 0,16 W/m?2 sudah
berpengaruh negatif terhadap kelangsungan hidup mikroalga. Secara umum, radiasi UV-B memiliki
dampak yang nyata pada struktur kloropoplas, proses fotosintesis, termasuk pigmentasi, kinerja
fotosintesis, dan reaksi asimilasi karbon. Kloroplas adalah target radiasi UV, sementara di dalamnya
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terdapat grana (tumpukan filakoid) sebagai tempat terjadinya reaksi terang. Oleh karena itu,
kerusakan strukturnya dapat menyebabkan penurunan kapasitas fotosintesis. Reaksi terang
berperan menyediakan energi untuk menggerakkan reaksi gelap yang memfasilitasi proses asimilasi
karbon menjadi glukosa. Peneliti lainnya, Wong et al. (2011) menambahkan bahwa radiasi UV-B
juga mengganngu struktur pusat reaksi fotosistem Il (PS Il), dan mempengaruhi aktivitas rubisco,
sehingga dapat mengurangi laju fotosintesis maupun pertumbuhan mikroalga. Menurut Gruber &
Feiz (2018), rubisco (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase) adalah enzim yang
mengkatalis reaksi kimia dalam siklus Calvin-Benson (reaksi gelap), berfungsi mengubah karbon
anorganik (CO2) menjadi sumber karbon organik yang dapat digunakan secara biologis oleh
tumbuhan.

Hasil penghitungan kepadatan sel dan tercapainya puncak perfumbuhan Chlorella sp.
selama masa kultur berbeda-beda antar kelompok perlakuan seperti terlihat dalam Gambar 1.
Selama 4 hari di awal masa kultur, pemberian radiasi UV-B pada semua kelompok perlakuan mampu
meningkatkan pertumbuhan Chlorella sp., jika dibandingkan dengan konfrolnya. Namun, di periode
selanjutnya hanya kelompok kontrol dan yang diberi 40 menit radiasi UV-B saja yang mampu tumbuh
dengan baik seperti terlihat dari peningkatan kepadatan selnya. Terjadinya puncak pertumbuhan
tersingkat dicapai oleh kelompok populasi yang diberi PAR dan radiasi UV-B selama 120 menit, yaitu
pada hari ke-8 dengan kepadatan sel sebesar 3,99 x10¢ sel/mL. Berikutnya, kelompok yang terpapar
radiasi UV-B selama 80 menit terlihat pada hari ke-? mengalami puncak pertumbuhan dengan
kepadatan sel 3,74x10¢ sel/mL. Kelompok dengan paparan radiasi UV-B yang lebih singkat, yaitu
hanya 40 menit mencapai puncak pertumbuhan lebih lama yaitu pada hari ke-12 dengan
kepadatan  9,68x10¢ sel/mL. Sementara itu, kelompok yang hanya diberi PAR saja (kontrol)
mencapai puncak pertumbuhan dengan masa terlama yaitu pada hari ke 13 dengan kepadatan
sebesar 9,58 x10¢ sel/mL. Fase stasioner mulai terjadi setelah Chlorella sp. mengalami penurunan
kepadatan sel setelah fase puncak pertumbuhan. Berdasarkan grafik perfumbuhan Chlorella sp.
(Gambarl) terlihat kecenderungan bahwa cekaman radiasi UV-B menurunkan kepadatan sel serta
mempersingkat tercapainya puncak pertumbuhan maupun fase stasioner.

Penurunan kepadatan sel pada kelompok populasi Chlorella sp. yang terkena radiasi UV-B
ternyata tidak berdampak signifikan terhadap berat biomassa yang dihasilkannya setelah melalui
uji statistik (Tabell). Hasil ini terlihat seperti bertolak belakang dengan hasil perhitungan kepadatan
selnya. Hal ini diduga karena perbedaan ukuran/volume selnya berbeda antar kelompok perlakuan.
Kelompok kontrol dan yang diberi radiasi UV-40 menit memiliki kepadatan sel tinggi, tetapi ukurannya

12 1

(@)
I

(0]
1

Kepadatan ( X 106 sel/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Lama Kultur (Hari)

PAR (konftrol) PAR+40 menit UV-B PAR+80 menit UV-B PAR+120 menit UV-B

Gambar 1. Kepadatan sel Chiorella sp. setelah terpapar radiasi UV-B selama masa kultur
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lebih kecil dibanding kelompok yang diberi radiasi 80 dan 120 menit, sehingga setelah ditimbang
berat biomassanya relatif sama. Hasil ini serupa dengan penelitian Singh et al. (2019), pemberian
radiasi UV-B dengan daya 15 W/m?2 dengan durasi 2 jam/hari selama 15 hari pada kultur Chlorella
sp. dapat meningkatkan kadar protein dan lipidnya. Al-Rashed et al. (2016) juga mengamati efek
serupa tetapi pada spesies yang berbeda, yaitu pemberian radiasi UV-B terhadap pertumbuhan
Spirulina platensis dan Dunaliella salina. Efek yang terlihat ketika mikroalga terpapar radiasi UV-B
(daya 0,5 W/m2 selama 3 hari dengan durasi 2 jam/hari) adalah penurunan tingkat pertumbuhan
karena terjadi kerusakan pigmen fotosintesis. Namun, dampak positifnya adalah peningkatan
produksi protein. Peningkatan sintesis lipid mapun protein diduga berkaitan dengan penambahan
massa sel sehingga ukurannya menjadi lebih besar.

Rendemen ekstrak etanol dari Chlorella sp. juga tidak terpengaruh oleh paparan radiasi UV-B
(Tabel 1). Rendemen ekstrak mencerminkan banyaknya senyawa metabolit sekunder yang terambil
oleh pelarut etanol secara keseluruhan. Banyaknya metabolit yang terambil tergantung jenis dan
polaritas pelarut yang digunakan. Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, ekstrak
Chlorella sp. mengandung asam amino/protein, asam lemak/lipid, klorofil, karotenoid, vitamin,
mineral, enzim, asam nukleat, dan senyawa fitokimia lainnya yang menguntungkan bagi manusia
(Singh et al., 2019; Malothu, 2020). Senyawa fitokimia atau metabolit sekunder yang ditemukan di
antaranya alkaloid, ferpenoid, fenolik, flavonoid, fannin, kuinon, glikosida, dan saponin (Hamdy et
al., 2020; Pradhan et al., 2021; Thangaraj et al., 2022). Metabolit sekunder terbesar yang teridentifikasi
dalam ekstrak metanol C. vulgaris oleh Prabakaran et al. (2018) adalah golongan fenolik, diikuti oleh
alkaloid, ferpenoid, glikosida, flavonoid, dan yang paling kecil adalah tannin. Sementara itu, ekstrak
etanol C. vulgaris yang diteliti oleh Fithriani et al. (2015) mengandung fenolik, flavonoid, tannin,
alkaloid, steroid, glikosida, dan saponin.

Pemberian radiasi UV-B tidak berpengaruh terhadap rendemen ekstrak Chlorella sp., namun
menghasilkan efek signifikan terhadap TPC. Uji TPC dianalisis menggunakan reagen Folin-Ciolcateu,
prinsip kerjanya adalah reaksi oksidasi dan reduksi kolorimetrik unfuk mengukur semua senyawa
fenolik dalam sampel uji. Asam galat adalah senyawa dari golongan fenol yang biasa digunakan
sebagai pembanding atau standar. Setelah dilakukan analisis regresi terhadap kurva kalibrasi
standar asam galat maka diperoleh persamaan y = 0,026x + 0,072 dan r? = 0,921 dan digunakan
untuk menentukan nilai TPC yang terdapat pada Gambar 2. Kelompok populasi Chlorella sp. yang
terpapar 80 menit radiasi UV-B/hari selama 10 hari menghasilkan kadar fenolik total tertinggi, yaitu
sebesar 4,906 mg GAE/g ekstrak etanol. Hasil terendah terdapat pada pemberian radiasi UV-B
dengan durasi 120 menit/hari selama 9 hari dengan nilai 1,667 mg GAE/g ekstrak etanol.

Menurut beberapa literatur, senyawo golongan fenolik yang terdapat dalam ekstrak Chlorella
sp. di antaranya adalah asam ferulat, asam koumarat, asam kafeat (Zakaria et al., 2020), kuarsetin,
dan asam galat (Dahmen-Ben et al., 2021). Senyawa fenolik sangat berperan dalam mekanisme
penangkalan oksidan (radikal bebas) sehingga termasuk sebagai antioksidan. Selama penelitian,
cahaya PAR yang diberikan adalah dengan intensitas sedang secara terus-menerus 24 jam tanpa
periode gelap. Harapannya adalah agar dapat memicu produksi senyawa anfioksidan.  Menurut
Yusof et al. (2021), mikroalga kaya akan antioksidan alami, namun jenis senyawa, kuantitas, dan
kualitas metabolit yang disintesis tergantung spesies miroalga dan kondisi kulturnya. Selama
fotosintesis, peningkatan intensitas cahaya PAR dapat digunakan unfuk menginduksi produksi
banyak metabolit sekunder pada tanaman. Metabolit yang disintesis tersebut berperan dalam
penanggulangan stres oksidatif dan mekanisme toleransi saat kondisi lingkungan berubah. Radiasi
aktif oleh PAR dan lamanya pencahayaan (fotoperiod) mempengaruhi akumulasi senyawa
anfioksidan. Respon terhadap cahaya terus menerus selama 24 jam memicu C. vulgaris
meningkatkan mekanisme perlindungan dengan cara memproduksi antioksidan alami.

Selanjutnya, cekaman radiasi UV-B yang diterapkan selama kultur Chlorella sp. dalam
penelitian ini ferbukti dapat meningkatkan produksi anfioksidan, yaitu golongan senyawa fenolik
sampai dengan durasi 80 menit/hari. Namun, ketika durasi radiasi UV-B ditingkatkan sampai 120
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menit/hari terlihat sudah terjadi penurunan kadar TPC (Gambar 2), sehingga senyawa fenolik yang
berperan menanggulangi tekanan lingkungan termasuk radiasi UV semakin berkurang. Dampak
yang tferjadi yaitu sel mikroalga sudah tidak mampu lagi beradaptasi yang menyebabkan
menurunnya kepadatan sel akibat kematian (Gambar 1). Menurut Zhang et al. (2015), kerentanan
akibat peningkatan radiasi UV-B sangat bervariasi di antara spesies mikroalga, ditentukan oleh
interaksi kompleks antara mekanisme perlindungan dan perbaikan sistem sel terhadap faktor-faktor
lain yang dapat menyebabkan kerusakan sel.

Peningkatan kadar fenolik total berkorelasi positif dengan aktivitas antioksidannya (Fithriani ef
al., 2016; Azaman ef al., 2017; Hamdy et al., 2020). Namun, berdasarkan Gambar 2 terlihat bahwa
akftivitas antfioksidan justru menurun di saat kadar TPC meningkat. Kondisi ini bisa dijelaskan dari sudut
pandang cara kerja senyawa antioksidan dalam menangkal radikal bebas. Uji TPC mengukur
secara keseluruhan (total) senyawa yang termasuk golongan fenolik. Zhang et al. (2022)
menyatakan bahwa fenolik dapat diklasifikasikan menurut struktur kimianya menjadi asam fenolik,
flavonoid, tanin, lignan dan stilbben. Masing-masing kelompok tersebut tidak semuanya memiliki
mekanisme penangkalan radikal bebas yang bisa terukur dengan uji DPPH. Uji DPPH hanya dapat
mengukur kemampuan mendonorkan elekifron tunggal dari senyawa antioksidan dalam sampel
untuk menetralkan radikal bebas DPPH. Menurut Zeb (2020), selain transfer elekiron, akfivitas
antfioksidan yang dapat dilakukan oleh senyawa fenolik adalah dengan cara mentransfer hidrogen
dan sebagai pengkelat logam fransisi (oksidator) penyebab terbentuknya oksidan. Beberapa hasil
penelifian sebelumnya mengungkapkan bahwa bioaktivitas fenolik tidak terbatas sebagai antfioksidan
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Gambar 2. Kadar fenolik total (TPC) dan persentase inhibisi DPPH dari ekstrak etanol Chlorella sp.
Keterangan: n=3, notasi huruf yang berbeda menunjukkan pengaruh signifikan (p<0,05)

Tabel 1. Berat biomassa (dry weight) dan rendemen ekstrak etanol Chlorella sp.

Durasi Paparan UV-B (menit) Biomassa (g dw)* Rendemen Ekstrak (%)*
0 0,90£0,10 1,92+0,07
40 0,75+0,05 1,46%0,15
80 0,70+0,08 1,68+0,30
120 0,73+0,12 1,54+0,32

Keterangan: - Nilai merupakan rerata = SD (n=3); *Tidak ada pengaruh signifikan (p=0,05)
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saja, tetapi dapat juga sebagai antimikroba, antivirus, antikanker, antidiabetes, dan anti-inflamasi
(Mateos et al., 2020 ; Thangaragj et al., 2022). Hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai acuan
dalam pemanfaatan cekaman radiasi UV-B untuk memicu peningkatan produksi senyawa fenolik,
meskipun tidak berdampak terhadap peningkatan aktivitas penangkalan radikal bebas. Senyawa
fenolik memiliki beragam bioaktivitas, sehingga bisa diaplikasikan untuk tujuan selain sebagai
antioksidan.

KESIMPULAN

Pemberian cekaman radiasi UV-B dengan daya 0,17 W/m2 dengan durasi 40, 80, dan 120
menit/hari selama masa kultur tidak berpengaruh signifikan terhadap biomassa (p=0,122), dan
rendemen ekstrak Chiorella sp. (p=0,194), namun berpengaruh signifikan terhadap kadar fenolik
total (TPC) (p=0,003) dan potensi aktivitas antioksidan terhadap radikal DPPH (p=0,036) pada ekstrak
etanolnya. Paparan radiasi UV-B selama 80 menit/hari selama 10 hari masa kultur Chlorella sp. dapat
meningkatkan produksi senyawa fenolik dengan nilai TPC sebesar 4,906 mg GAE/g ekstrak.
Cekaman radiasi UV-B selama masa kultur dapat diaplikasikan untuk meningkatkan produksi
senyawa fenolik pada Chlorella sp.
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