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ABSTRAK

Labisia pumila atau lebih dikenali sebagai Kacip Fatimah dikenali kerana
mengandungi nilai perubatan seperti antioksidan terutama kepada kaum wanita.
Oleh itu, kajian dijalankan untuk mengenalpasti tumbuhan yangmempunyai aktiviti
antioksidan yang tertinggi daripada stok kultur /in-vitrolabisia pumila var.
lanceolatauntuk dikekalkan. Sepuluh kultur induk daripada tumbuhan ini dipilih
secara rawak berdasarkan morfologi yang berbeza untuk disubkulturke atas media
Murashige & Skoog dengan dua kali ganda kepekatan vitamin. Selepas tujuh bulan,
hujung pucuk daripada tiga tumbuhan terpilih dirawat menggunakan 250mM
mutagen etil metanasulfonat (EMS) dan dikultur semula di atas media baru selama 2
bulan. Bahagian Labisia pumila var. lanceolata yang selebihnya dieksktrak
menggunakan metanol tulen. Hasil pengekstrakan digunakan untuk menentukan
aktiviti antioksidan dengan menggunakan ujian memerangkap radikal bebas DPPH
dan digunakan sebagai kawalan dalam kajian ini. Bacaan serapan yang diperoleh
digunakan untuk menentukan nilai ICs,. Nilai aktiviti antioksidan yang tertinggi adalah
daripada sampel L4 (39.73+3.83) diikut dengan L5 (39.86+3.53) dan L7
(42.14+£2.43) dalam pg/ml. Setelah dua bulan, kultur hujung pucuk yang telah
dirawat EMS diekstrak untuk ujian DPPH. Hasil nilai ICs, yang diperoleh adalah L4
(31.51+4.16), L5 (41.94+2.73) dan L7 (52.50+5.18) dalam pg/ml. Hasil ini
menunjukkan bahawa berlaku peningkatan pada aktiviti antioksidan bagi sampel L4
dan pengurangan bagi sampel LS dan L7. Walaupun hanya satu daripada tiga sampel
yang dipilih menunjukkan peningkatan aktiviti antioksida, EMS mempunyai potensi
dalam meningkatkan aktiviti antioksida Labisia pumila var. lanceolata.



ABSTRACT

Labisia pumila or famously known as Kacip Fatimah are recognized for its medical
value such as antioxidant medicinal value especially to women. Therefore, a research
study has been done to identify Labisia pumila var. lanceolata in-vitro stock culture
with the highest antioxidant activity and will be maintained. Ten mother plant are
selected randomly based on their morphology and subcultured in Murashige & Skoog
media with two times vitamin concentration. After seven month, shoot tips from
three of the selected plant are treated with 250mM ethyl methanesulfonate(EMS)
mutagen and cultured on the new media for 2 weeks. The rest of the plant part are
extracted by using absolute methanol. This extract are used to determine the
antioxidant activity by free radical scavenging activity DPPH test. Absorbance
obtained are used to determine ICs, value. Highest antioxidant activity shown by
sample L4 (39.73+3.83) followed by L5 (39.8643.53) dan L7 (42.14+2.43) in ug/mi.
After two month, shoot tips culture treated with EMS extracted for DPPH test. From
the test, ICs value shown are L4 (31.51+44.16), L5 (41.94+2.73) dan L7
(52.50£5.18) in pg/ml. This shows increase in antioxidant activity for sample L4 and
decrease in sampel L5 dan L7, Therefore, EMS mutagen shows a great potential in
increasing Labisia pumila var. lanceolata antioxidant activity.
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BAB 1

PENGENALAN

Manusia telah mula menggunakan tumbuhan dalam pelbagai rawatan penyakit
bermula ribuan tahun yang dahulu (Hong-Fang et a/, 2009). Sehingga hari ini,
permintaan terhadap ubat-ubatan semakin tinggi menyebabkan banyak pengeluaran
ubat-ubatan sintetik dibuat dari kilang-kilang perubatan. Walau bagaimanapun,
perubatan secara organik dan semula jadi masih lagi menjadi pilihan pengguna
dalam merawat pelbagai masalah kesihatan manusia di seluruh dunia (Unnikrishnan,
2010). Kerana hal ini, permintaan tumbuhan herba tidak pernah merudum untuk
kegunaan perubatan tulen, tonik, anti-venom, perisa tambahan, dan sebagainya.
Hutan tropika di Malaysia dianggarkan berusia hampir 130 juta tahun dan dijadikan
sebagai Taman Negara oleh UNESCO pada tahun 1964. Taman Negara juga digelar
sebagai “"Hutan Farmasi” mempunyai lebih daripada 1,200 jenis tumbuhan perubatan
dan banyak lagi telah bersedia untuk diterokai (Alfred et a/., 2010).

Salah satu herba yang mendapat perhatian pada masa kini di Malaysia
adalah Kacip Fatimah atau dengan nama saintifik Labisia pumilla. Herba ini boleh
ditemui dalam lokasi di seluruh Malaysia termasuklah di Sabah. Kacip fatimah adalah
sangat popular di kalangan masyarakat Malaysia terutamanya kaum wanita. Salah
satu sebabnya adalah kerana kandungan fenolik khususnya antioksida yang
berpotensi untuk mencegah dan mengubati pelbagai masalah kesihatan. Selain
ubatan tulen, Kacip Fatimah juga boleh ditemui pada masa kini dalam produk
kecantikan, minuman, makanan dan sebagainya. Dalam erti kata lain, permintaan
terhadap tumbuhan ini amat tinggi dan boleh menyebabkan kepupusan Kacip

fatimah jika dituai daripada hutan dengan jumlah yang banyak, berterusan dan tidak
terkawal.



Dalam bidang bioteknologi, teknik tisu kultur digunakan untuk tujuan
pemuliharaan spesies tumbuhan serta mengekalkan garis sel bagi tumbuhan yang
mempunyai ciri-ciri yang tersendiri. Selain itu, teknik tisu kultur mempunyai kelebihan
untuk menggandakan tumbuhan yang dipulihara dengan kuantiti yang banyak dalam
tempoh yang singkat. Tisu kultur juga membuka peluang kepada penyelidik untuk
mengkaji kandungan antioksida melalui ujian-ujian fenolik. Setelah maklumat
mengenai kandungan antioksida diperoleh, kajian seterusnya boleh dilakukan
sepertui meningkatkan antioksida tumbuhan yang dikaji. Salah satu kaedah yang
berpotensi untuk meningkatkan aktiviti aktioksidan dalam tumbuhan adalah melalui
pengaruh mutasi (Nilesh et al, 2010). Setakat ini, kajian-kajian yang dijalankan
hanyalah analisis kandungan, kuantiti dan aktiviti sebatian antioksidan L. pumila.
(Christapher et al., 2011, Khairulet al, 2005, Ehsan et al, 2013). Ini merupakan
kajian pertama melibatkan kesan mutagen terhadap antioksidan.. pumila.

Oleh itu, kajian awal untuk meningkatkan kandungan antioksidan dengan
menggunakan mutagen dilakukan terhadapl. Pumulla var. lanceolats. Beberapa
kultur /in-vitrobagi tumbuhan ini dipilih dan disubkultur. Hasil subkultur tumbuhan

yang dipilih dan didorong mutasi diuji kandungan aktiviti antioksidan. Oleh itu,
objektif dalam kajian ini adalah untuk:

1. Mengakaji kesan agen mutasi terhadap tumbuhan /n-vitro yang terpilih
untuk meningkatkan kandungan antioksidan.



BAB 2

ULASAN PERPUSTAKAAN

2.1. Labisia pumilla (Kacip Fatimah) var. /Janceolata

Labisia pumila atau dengan nama popularnya Kacip Fatimah merupakan salah satu
tumbuhan berbunga yang tidak asing lagi terutamanya di Malaysia. Tumbuhan ini
seringkali disamakan seperti Tongkat Ali bagi kaum hawa.

2.1.1. Taksonomi

Domain : Eukariot
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Viridaeplantae
Filum : Tracheophyta
Subpfilum : Euphyllophytina
Infrafilum : Radiatopses
Kelas : Magnoliopsida
Subkelas : Dilleniidae
Superorder : Primulanae
Order : Myrsinales
Famili : Myrsinaceae
Genus : Labisia
Spesifik epitet : pumila

Varieti 1 lanceolata
Nama botani : Labisia pumila var. lanceolata



2.1.2. Ciri-ciri Fizikal

Tiga jenis varieti tumbuhan ini biasanya ditemui dalam Malaysia iaitu L.
pumila var. lanceolata, L. pumila var. pumila dan L. pumila var. alata. Ketiga-tiga
varieti tumbuhan adalah berbeza dari segi morfologi dan kemungkinan besar
fisiologinya juga. Ketiga-tiga varieti ini dibezakan antara antara satu sama lain
mengikut ciri-giri daun dan tangkai daun yang menghubungkan daun dan batang
tumbuhan (Stone, 1988). Tangkai daun L. pumila var. pumila adalah amat
berdekatan dengan daun dan daunnya berbentuk bujur. Tangkai daun L. pumila var.
alata pula adalah lebih lebar tetapi bentuk daunnya adalah sama seperti var. pumia.

Manakala L. pumila var. lanceolata pula berbentuk silinder dan daunnya berbentuk
tombak (Zahri et a/., 1999).

Jadual 2.1 Perbezaan antara varieti L. pumila (lanceolata, pumila dan alata)
berdasarkan ubahsuaian daripada Stone et a/.2008,Zahri et a/.1999, dan glosari
bentuk tumbuhan dalam
lamanwebhttp://www.flora.dempstercountry.org/Leaf.Glossary.html.

Labisia | var. lanceolata var. pumila var. alata
pumila
Bentuk
Daun «z:j:* 3 "h‘}a—a

Tombak Oval Oval
Tangkai | Silinder Lebar Hampir dengan
Daun tangkai




2.1.3. Taburan Geografi

Taburan geografi
- dunia L. pumila

I_—-_] Malaysia
- Indonesia

[:j Myanmar
| - Thailand

Rajah 2.1 Taburan geografi dunia L. pumila berdasarkan ubahsuaian daripada Jamia
& Houghton (2000) dan lakaran peta dunia daripada laman web

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:A_large_blank_world_map_with_oceans_mar
ked_in_blue.PNG.

Selain di Malaysia, L. pumila juga dikenalpasti boleh ditemui di beberapa negara lain
seperti Indonesia, Myanmar dan Thailand (Jamia & Houghton, 2000). Biasanya,
tumbuhan ini dijumpai tumbuh meliar di dalam hutan tropika yang sejajar dengan
garisan khatulistiwa bumi. Kawasan lembah yang terlindung dari sinaran matahari
yang terik dan berkelembapan tinggi merupakan kawasan habitat bagi tumbuhan ini.

Tumbuhan ini juga dikatakan dapat tumbuh dengan keadaan yang subur di
kawasan tanah yang mempunyai kuantiti bahan organik yang tinggi dan kawasan
tanah di mana aimya mencukupi dan tidak bertakung, lebih kurang 150 kaki dari aras
laut. Selain itu, tumbuhan ini juga memerlukan kuantiti sinaran matahari yang sesuai
iaitu sebanyak S50 peratus. Apabila terdedah kepada sinaran matahari yang
berlebihan, tumbuhan ini akan mati disebabkan pancaran UV yang merosakkan
kandungan selular tumbuhan in (Jamia & Houghton, 2000).



2.1.4. Kegunaan Tradisional

Untuk pengambilan L. pumila ini pula, secara tradisionalnya tumbuhan ini direbus
dan ekstrak cecair yang diperoleh akan diminum begitu sahaja (Zainon et a/,, 1999;
Runi, 2001). Pada hari ini, bentuk ekstrak yang berkhasiat daripada tumbuhan ini
telah ditambah baik dengan bantuan teknologi moden. Salah satunya adalah di mana
ekstrak L. pumila akan dikeringkan dan ditukarkan kepada bentuk serbuk dan akan
diproses untuk dijadikan dalam bentuk kapsul dan pil (Siti et a/,, 2013). Selain khusus
untuk tujuan perubatan, tumbuhan ini turut dapat diperoleh dalam bentuk makanan
dan minuman pada hari ini. Sebagai contoh, khasiat Kacip Fatimah dapat digunakan
dalam bentuk uncang sama seperti teh biasa yang boleh ditemui dalam pasaran.

Tambahan pula, L. pumila kini dapat dijumpai dalam bentuk minuman paket, tin,
serbuk dan sebagainya. (Singh et a/., 2009).

@@FFEE
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Foto 2.1Produk-produk inovasi L. pumila yang digunakan pada hari ini untuk tujLian

pemakanan, perubatan dan tonik. Dipetik daripadahttps://www.google.com/
search?q=produk+kacip+fatimah



2.1.5. Kajian Saintifik

Kajian saintifik membuktikan bahawa L. pumila mempunyai pelbagai kesan perubatan
seperti kesan antibakteria, anti-radang dan antioksidan (Karimi ef a/.,, 2011). Kesan
antioksidan mempunyai banyak kebaikan seperti anti-penuan, memberikan tenaga,
memulihkan kecederaan sel dan banyak lagi (Ivanaet a/, 2013). Penyakit seperti
disentri, reumatik dan gonorea juga boleh menggunakan L. pumila sebagai penawar
pesakit ini. Tambahan pula, Kacip Fatimah juga mujarab untuk menyingkir dan

menghalang pembentukan gas dalam usus manusia dan menangani masalah
sembelit (Varga & Veale, 1997).

Tumbuhan ini juga mampu menguatkan otot-otot abdomen dalam badan
kerana kajian menunjukan L. pumila mengandungi sebatian fito-estrogen (estrogen
tumbuhan) yang secara semulajadi terkandung dalam tumbuhan. Selain itu,
tumbuhan ini menunjukkan sifat mekanisma anti-karsinogenik di mana sel kanser
akan melalui proses apoptosis jika didedahkan pada ekstrak L. pumila. Sifat ini
adalah penting kerana dapat menghalang pembentukan sel tumor dan kanser
(Azimahtol et al, 2011). Selain itu, tumbuhan ini juga dikenalpasti mempunyai
potensi mengelakkan dan merawat penyakit kronik seperti penyakit jantung, strok,
kanser, penyakit pernafasan dan diabetis (Hazlina, 2013).

Kajian saintifik turut membuktikan bahawa L. pumila mempunyai kesan anti-
nosiseptif dan analgesik. Kesan ini adalah penting dalam dunia perubatan kerana
mampu melegakan kesakitan. Tambahan pula, penggunaan dan terapi penggantian
estrogen (ERT) yang terhasil daripada L.pumila dapatmengelakkan ovariektomi
(pembedahan putus haid) yang dipercayai menyebabkan pertambahan berat badan

dan pertambahan adipos yang disebabkan oleh kekurangan hormon estrogen dalam
badan (Ayida et a/., 2007).



2.2. Kultur Tisu

Salah satu prinsip bioteknologi merupakan kaedah atau teknik yang melibatkan
penggunaan organisma yang hidup ataupun produk daripada organisma ini sebagai
bahan pengubahsuaian (Zahner, 1978). Secara am, kultur tisu adalah teknik
pengkulturan sel, tisu, organ dan bahagian tumbuhan yang lain dalam medium
nutrien dengan keadaan yang steril (Thorpe, 2007). Tujuan kajian menggunakan
teknik kultur tisu adalah dengan harapan tingkahlaku pelbagai komponen dalam
tumbuhan-tumbuhan dapat dikaji. Kajian tumbuhan-tumbuhan ini akan
membolehkan kita untuk mengenalpasti dan memanipulasi pelbagai potensi yang
mendatangkan kebaikan. Ada berapa jenis kultur yang tisu seperti kultur kalus, kultur
protoplast, kultur sel ampaian, serta kultur organ-organ tumbuhan yang lain (Street,

1997). Kebanyakan media kultur yang digunakan adalah media Murashige-Skoog
(MS) (Bringmann et al., 2002).

2.2.1. Kelebihan Kultur Tisu

Penyelidik tumbuhan biasanya terlibat dalam membesarkan tumbuhan yang baru
dalam keadaan yang terkawal. Tumbuhan yang terlibat pula mungkin mempunyai
kandungan genetik yang sama atau diubah. Ini boleh dicapai melalui kultur tisu yang
hanya diperoleh daripada bahagian kecil tumbuhan yang ingin dikaji. Bahagian kecil
tumbuhan ini biasanya diperoleh daripada satu pokok indung atau hasil pokok yang
diperoleh daripada transformasi genetik daripada satu pokok yang sama. Bahagian
kecil daripada pokok ini dibesarkan menjadi keseluruhan pokok yang baru. Teknik

tisu kultur seperti ini telah digunakan untuk penghasilan tumbuhan secara komersial
dan kajian-kajian tumbuhan (Steph, 2007).

Melalui teknik ini juga, satu eksplan yang diperoleh daripada tumbuhan
dapat dikultur berpotensi mencapai ribuan pokok dalam tempoh masa yang yang
singkat dengan keadaan yang diselia kawal. Melalui kultur tisu ini, banyak spesis
tumbuhan yang jarang dijumpai dan diancam kepupusan dikultur dapat diselamatkan
dengan pemuliharaan mikropropagasi in-vitro. Semua ini adalah disebabkan oleh
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