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ABSTRAK

Tujuan utama kajian disertasi ini adalah untuk menentukan kandungan sebatian
fenolik dan antioksida dalam madu Sabah iaitu dari Kudat, Ranau, Lawas, Nabawan,
Telupid dan Moyog. Sampel-sampel madu ini dianalisis dengan menggunakan
spektrofotometer dan HPLC. Dalam ujian Folin-Ciocalteu didapati bahawa madu dari
Lawas (5.030 mg GAE/g) mengandungi jumlah kandungan fenolik yang tinggi
berbanding dengan madu-madu dari tempat lain. Manakala, penentuan antioksida
iaitu kandungan antioksida bagi asid askorbik setara (Ascorbic Acid Antioksida
Content Equivalent-AEAC) menunjukkan madu dari Lawas mempunyai kandungan
antioksida yang lebih tinggi iaitu 4.329 mg AEAC/q.



DETERMINATION OF PHENOLIC COMPOUND AND ANTIOXIDANT OF
' HONEY FROM SABAH

ABSTRACT

The purpose of this dissertation is to determine the phenolic content and
antioxidative activities in honey from Sabah; Kudat, Ranau, Lawas, Nabawan, Telupid
and Moyog. Honey samples were analyzed by using a spectrophotometer and HPLC.
Folin-Ciocalteu test found that the honey from Lawas (5.030 mg GAE/g) contains the
highest amount of phenolic content than honeys from other places. Meanwhile,
antioxidant content of ascorbic acid equivalents (Ascorbic Acid Antioxidants
Equivalent Content - AEAC) showed that honey from Lawas has a higher antioxidant
content of 4329 mg AEAC/qg.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Kajian

Madu ialah sejenis cecair manisan yang digemari ramai dan mempunyai khasiatnya
tersendiri. Kemanisan madu ini diperolehi daripada kandungan fruktosa,
monosakarida, glukosa dan sukrosa yang mempunyai kadar kemanisan yang sama
dengan gula pasir. Dengan erti kata lain, tiada manisan yang dapat menandingi
kemanisan semulajadf madu (Liang et al., 2009). Selain itu, madu dihasilkan daripada
sejenis serangga yang dikenali sebagai lebah madu mahupun spesies lebah-lebah
yang lain. Lebah madu inilah yang memainkan peranan penting untuk menyedut
madu dari nektar dari pelbagai jenis bunga-bungaan (Liang et al., 2009).

Cecair manisan berwarna emas ini iaitu madu mempunyai kadar kepekatan
yang tinggi sebagai kompleks gula. Selain itu, madu juga mengandungi kandungan
juzuk seperti mineral, protein, vitamin, asid organik, flavonoid, asid fenolik, enzim
dan sebatian fotokimia yang lain (Cutler et al., 2001). Keunikan komposisi madu ini
membuatkan madu berguna sebagai agen semulajadi yang berkesan untuk
mengurangkan kadar risiko penyakit jantung, kanser dan lain-lain jenis penyakit
(Cutler et al., 2001). Malah, madu juga berpotensi untuk digunakan di dalam
perubatan tradisional dan dijadikan sebagai makanan tambahan. Selain itu, madu



juga mempunyai potensi yang besar untuk digunakan sebagai sumber semulajadi
agen antioksida. Penggunaan antioksida di dalam dietari semulajadi didapati baik
dalam mengurangkan risiko penyakit serius seperti sakit jantung, kanser, kekurangan
imunisasi dan sebagainya (Oszmianski & Lee, 1990). Di samping itu, enzim yang
terdapat di dalam madu mampu bertindak sebagai agen antioksida dengan
menyingkirkan bahan toksik didalam badan (Oszmianski & Lee, 1990).

“Menurut Blasa et al. (2006), madu merupakan larutan gula yang sangat tepu
di mana ia membentuk campuran kompleks karbohidrat yang utama seperti fruktosa,
glukosa dan monosakarida. Selain daripada kompleks karbohidrat utama tersebut,
madu mengandungi komponen lain seperti vitamin C, vitamin E, enzim yang
bertindak sebagai mangkin, peroksida dan sebatian fenolik serta juga mengandungi
beberapa juzuk kecil yang tertentu iaitu protein, enzim, amino, dan asid organik,
lipid, vitamin, sebatian kimia yang mudah meruap, asid fenolik, flavonoid dan
karotenoid seperti bahan dan mineral (Blasa et a/.,' 2006). Oleh itu, komponen
utama bagi madu adalah air dan gula beserta pelbagai jenis sebatian fenolik. Setiap
komposisi madu bergantung kepada jenis tumbuhan yang dihinggapi oleh lebah
madu dan persekitaran, pemprosesan dan keadah penyimpanannya (Bertoncelj et al.,
2007; Guleret et al., 2007).

Di samping itu, sebatian fenolik atau lebih dikenali sebagai polifenol di dalam
madu dikatakan mempunyai tiga jenis stuktur kumpulan iaitu flavonoid aglycone, asid
fenolik dan aster fenolik (Bankova et al., 1992). Namun, kehadiran sebatian ini
bergantung kepada sumber floral yang berbeza mengikut kawasan botani dan
geografi asalnya. Ini bermakna, sumber floral adalah amat penting untuk
menentukan kualiti madu di mana ia bergantung kepada sumber floral itu sendiri
(Ferreres et al., 1991). Oleh itu, kehadiran sebatian fenolik samada dari asid askorbik
orenzimatik antioksida adalah bergantung kepada keputusan ciri-ciri antioksida madu
(Cutler et al., 2001).




Antioksida bermaksud sebatian yang boleh merencatkan atau melambatkan
molekul antioksida dengan merencatkan permulaan atau pembiakan proses rantai
oksida dengan cara merosakkan radikal bebas dan pengoksidaan penurunan dalam
badan manusia (Velioglu et al.,, 1998). Secara amnya, terdapat banyak kebaikan
yang boleh didapati dari buah, arak merah, teh dan pelbagai jenis barangan
makanan yang boleh bertindak sebagai agen antioksida. Banyak kajian telah dibuat
untuk menunjukkan bahawa berlakunya aktiviti pengantioksida di dalam madu di
mana madu yang lebih gelap mempunyai kemampuan yang besar untuk menyerap
radikal oksigen (Cutler et al., 2001).

Berdasarkan kajian yang dibuat terhadap dua jenis madu Malaysia, didapati
keaktifan antioksida dan jumlah kandungan fenolik adalah amat berbeza daripada
sampel madu dari negara lain. Ini disebabkan oleh perbezaan sumber debunga atau
jenis bunga yang digunakan (Aljadi & Kamaruddin, 2007). Sebahagian kecil molekul
dietari antioksida adalah seperti vitamin C, vitamin E dan karotenoid dapat menjana
kelebihan terpenting sebagai pertahanan menentang penyakit degeneratif (Byers &
Guerrero, 1995; Kohimeir & Hastings, 1995; Stampfer & Rimm, 1995).

Terdapat banyak kajian yang telah dibuat oleh pengkaji dalam mengkaji
jumlah kandungan sebatian fenolik dan antioksidanya dengan menggunakan
beberapa jenis sampel seperti buah-buahan (Aljadi & Kamaruddin, 2004; Bertoncelj
et al.,, 2007; Socha et al.,, 2009). Selain itu, terdapat juga penyelidikan dalam
menentukan aktiviti antimakrobial dan jumlah kandungan flavonid melalui sampel
tumbuhan yang pelbagai (Yee & Wen, 2008).



1.2 Objektif Kajian

Objektif kajian ini adalah mengkaji dan menentukan sebatian fenolik dan antioksida
di dalam madu yang diperolehi dari beberapa tempat di sekitar Sabah dengan
menggunakan ultraviolet spektrofotometer dan HPLC (High Performance Liquid
Chromatography).

1.3 Skop Kajian

Sampel madu yang digunakan dalam kajian ini diperolehi dari kawasan sekitar Sabah
jaitu dari Kudat, Telupid, Ranau, Moyog, Nabawan dan Lawas. Sebanyak lapan

sampel madu yang digunakan yang berbeza dari segi warna secara kasar. Perbezaan
| warna sampel madu ditentukan dengan menggunakan alat ultravilolet spektrometer
(UV/Vis). Sampel-sampel madu tersebut diuji dalam menentukan jumlah kandungan
sebatian fenolik dengan menggunakan ultraviolet spektrofotometer (UV-vis) dan juga
High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Manakala, antioksida madu pula
ditentukan dengan menggunakan ultraviolet spektrofotometer.




BAB 2

KAJIAN LITERATUR

2.1 Pengenalan kepada Madu

Madu dihasilkan daripada sejenis serangga yang dikenali sebagai lebah madu dari
nektar pokok bunga. Madu yang masih segér pada pandangan kasar kelihatan
terang, sangat wangi dan ia adalah sejenis cecair yang berwarna kuning jingga
(Sikorski, 2002).

Selain itu, madu juga ialah sejenis pemanis yang semulajadi. Ia telah
digunakan sebagai bahan makanan sejak enam ribu tahun dahulu dan selama itu
juga madu boleh didapati di merata-rata tempat di seluruh dunia (Graham et al.,
1992). Foto 2.1 dibawah adalah sampel yang digunakan oleh Yee et al., (2008)
untuk mengkaji ciri-ciri antioksida dan antibakteria madu.

Foto 2.1 Sampel madu yang mempunyai pelbagai warna.




2.1.1 Sumber dan Jenis-jenis Madu

Madu yang segar boleh didapati terus dari ladang ternakan lebah madu. Setiap jenis
madu mempunyai rasa yang sama tetapi berlain dari segi jumlah kandungan fenolik
dan ciri-ciri antioksida serta warnanya. Ini dapat ditentukan berdasarkan nektar
dedunga itu sendiri (Cutler et al., 2001).

Lebah madu boleh dikelaskan dalam golongan Hymenoptera disebabkan oleh
sifatnya yang berlainan di mana terdapat lebah yang mempunyai bentuk pinggang
yang tidak lebar di antara toraks dan abdomen. Ini dapat dibezakan melalui
fungsinya di dalam koloni lebah itu sendiri (Gould, 1988). Famili bagi lebah madu
ialah Apidea dan ia terbahagi kepada beberapa kumpulan iaitu genus Apis. Secara
amnya, terdapat empat jenis spesies Apis iaitu Apis mellifera, Apis cerana, Apis
dorsat dan Apis florae. Semua spesies lebah ini boleh didapati tetapi berbeza dari
segi morfologi dan geografi asalnya. Lebah madu adalah sejenis serangga yang
hidup bersama secara berkumpulan dan berkongsi sarang untuk membesarkan anak-
anak lebah (Crane, 1975).

Tambahan pula, dalam menghasilkan jenis madu yang berbeza dari segi
warna dan rasa adalah bergantung kepada musim pendebungaan tanaman yang
berbeza iaitu epal, avocado, beri biru, ceri, kranberi, bunga matahari, timun, buah
kiwi, tembikai dan sayur-sayuran. Yang menariknya, terdapatnya kenyatan yang
menyatakan bahawa tanpa madu lebah, tanaman akan hampir-hampir tidak menjadi
atau tidak subur (National Honey Board). Di Malaysia, jenis madu boleh dibezakan
mengikut tempat iaitu di mana madu itu dihasilkan samada di tanah rendah atau
tanah tinggi (Aljady & Kamaruddin, 2004).
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2.1.2 Radikal Madu

Secara amnya, kebaikan antioksida boleh didapati daripada buah-buahan, sayur-
sayuran, arak merah, teh dan lain-lain jenis makanan. Namun, satu kajian sains telah
dibuat dan mendapati madu juga tergolong sebagai bahan makanan yang banyak
mengandungi antioksida. Oleh itu, jenis madu yang berwarna gelap mempunyai
keupayaan yang besar untuk menyerap oksigen radikal (Cutler et al., 2001).

Kehadiran sebatian fenolik menonjolkan ciri-ciri antioksida di dalam madu
yang mana hadir dari asid askorbik dan antioksida enzimatik. Kemampuan antioksida
untuk menjadi gelap dan menghimpunkan ketidakaktifan radikal bebas di dalam
madu adalah bergantung kepada penelitian yang terperinci terhadap sifat antioksida
tersebut. Penelitian yang terperinci dijalankan sememangnya untuk menangani
masalah kerosakan tisu badan manusia iaitu bagaimana antioksida bertindak sebagai
pertahanan terhadap serangan penyakit yang berpunca dari nutrisi makanan
seharian kita atau hadir secara semulajadi (Cutler et al., 2001).

2.1.3 Komposisi Madu

Komposisi utama bagi madu adalah glukosa dan fruktosa. Madu juga mengandungi
komponen lain seperti enzim, asid organik, unsur mineral, sebatian bernitrogen
bukan protein, vitamin, sebatian pewangi dan pigmen atau bahan berwarna (Sikorski,
2002).

Larutan akueus bagi gula, amino dan asid lain, protein, lipid, mineral dan
komponen lain adalah dikenali sebagai nektar debunga. Komposisi-komposisi di
dalam nektar debunga adalah bergantung kepada jenis spesis tumbuhan dan bunga
serta keadaan persekitaran. Contohnya, jumlah kandungan gula adalah sekitar 5
hingga 80 peratus dari nektar (Graham, 1992).




Rajah 2.1 di bawah menunjukkan struktur gula utama yang terdapat dalam
madu iaitu sukrosa dan glukosa. Sukrosa adalah terdiri daripada monosakarida,
glukosa dan fruktosa. Sukrosa boleh ditemui dalam pelbagai jenis tumbuhan
terutamanya dalam gula tebu (McGuire et al., 2007).

HO
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HO// OH HO
o o OH
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OH
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Rajah 2,1  Stuktur gula dalam madu

Namun, berdasarkan kajian, madu secara purata mengandungi gula sebanyak
40% yang terdiri daripada levulosa atau fruktosa, 34% gula anggur (dextrosa atau
glukosa) and 2% mengandungi gula tebu (sukrosa). Selain itu, terdapat juga bahan
lain seperti asid organik, protein, garam mineral seperti zat besi, kuprum,

magnesium, natrium, kalium, fosforus, vitamin serta minyak yang mudah meruap.

Jadual 2.3 menunjukkan komposisi bagi madu secara terperinci mengikut
peratusannya. Komposisi bagi madu terdiri daripada beberapa juzuk dan unsur yang
berbeza. Ia merupakan jumlah kandungan secara mendalam atau lebih di kenali
sebagai nutrisi.



Jadual 2.1  Komposisi kimia madu

Komposisi Peratusan (%)

Kelembapan 17-22
Gula ringkas termasuk glukosa dan 65-75
fruktosa

Maltose, termasuk disakarida dan 7-8
sebagainya

Sukrosa 2-5
Asid 0.57
Protein 0.26
Mineral 0.17
Pigmen, perisa, enzim, vitamin dan 2.21
sebagainya

Jadual 2.1 di atas menunjukkan madu mempunyai kandungan gula yang
tinggi tetapi sebahagian besar madu terdiri daripada dua jenis gula penurun iaitu
dextrose dan levulosa (fruktosa). Manakala, sukrosa di .dalam kandungan madu
biasanya di bawah 5%. Selain itu, disakarida dan maitosa penurun pada mulanya
tidak menunjukkan kehadirannya di dalam komposisi kimia madu tetapi ia terbentuk
melalui faktor tindak balas antara asid dan enzim terhadap gula yang lain. Ini akan
membantu meningkatkan tahap penyimpanan madu. Berdasarkan analisis kajian
terdahulu, menunjukkan terdapat kehadiran jenis gula yang lain iaitu isomaltosa,
trehalosa, genitibiosa, panosa maltulosa dan turanosa serta sebagainya (NPCS Board
of Consultants & Engineers, 2002).

Selain itu, mineral komplek bagi madu mempunyai kandungan yang
berbagai-bagai iaitu kalium, kalsium, phosphorus, natrium, magnesium, mangan,
kuprum, sulfur, silicon, ferum dan sebagainya. Ini menunjukkan lebih 17 kesan unsur
yang boleh didapati di dalam kandungan madu. Di samping itu, kehadiran vitamin
yang berbeza dalam kandungan madu termasuklah tiamina (B,), riboflavin (B,), asid
nikotik, asid askorbik, vitamin K, asid folik, biotin, pyridoxine, asid pantotenik, dan
carotene. Kekurangan tiamina, riboflavin dan asid askorbik di dalam madu adalah
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berpunca daripada jenis bunga yang berbeza (NPCS Board of Consultants &
Engineers, 2002).

Jadual 2.2 di bawah menunjukan kajian lain yang telah dibuat bagi
menentukan komposisi kimia bagi madu dari Amerika Syarikat (Ball, 2007).
Berdasarkan jadual di bawah, didapati peratus kandungan fuktosa adalah lebih tinggi
berbanding glukosa. Ini menunjukkan sebahagian besar kandungan madu adalah
terdiri daripada fruktosa dan sukrosa serta kandungan air (Yao et al., 2003).

Jadual 2.2 Komposisi kimia bagi madu dari Amerika Syarikat

Komponen "Purata (%) Julat (%)
Air 17.2 12.2-22.9
Fruktosa 38.4 30.9-44.3
Glukosa 30.3 22.9-40.7
Sukrosa 1.3 0.2-7.6
Disakarida lain 73 2.7-16.0
Gula tertinggi 1.4 0.1-3.8
Asid glukonik 0.57 0.17-1.17
Asid (tidak termasuk asid 0.43 0.13-0.92
glukonik)
Laktone 0.14 0.0-0.37
Mineral 0.17 0.02-1.03
Nitrogen 0.04 0.0-0.13

2.1.4 Ciri-ciri Fizikal dan Kimia Madu

Madu adalah sejenis larutan yang sangat tepu dengan kandungan glukosa, fruktosa
dan mudah untuk menghablur. Selepas penghabluran berlaku, warma madu akan
berubah menjadi lebih cerah dan stabil. Pada suhu antara 8°C hingga 10°C dan
kelembapan antara 65% hingga 75%, madu boleh bertahan selama beberapa tahun
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