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ABSTRAK

Kajian dijalankan umtuk mengkaji tahap kewangian bunga dan kandungan antosianin
serta enzim PAL pada bahagian bunga dan daun pada spesies orkid wangi di Sabah.
Sebanyak tujuh spesies bunga orkid telah digunakan dalam kajian iaitu Arundina
grminifolia, Coelogyne dayanum, Coelogyne pandurata, Cymbidium rectum,
Dimorphorcis lowii, Dimorphorchis rosii dan Vanilla kinabaluensis. Bunga orkid diuji
tahap kewangiannya secara kualitatif pada selang masa tertentu sepanjang waktu siang.
Kepekatan antosianin pula ditentukan dengan mengambil bacaan serapan cahaya pada
505nm dengan menggunakan spektrofotometer. Kandungan protein telah ditentukan
dengan menggunakan kaedah Bradford, sebelum kadar spesifik aktiviti PAL ditentukan
pada serapan 320 nm. HPLC series 200 digunakan bagi mengesan kehadiran jenis
antosianin yang terdapat pada orkid pada serapan 360nm menggunakan kolumn
Symmetry® Column C18 (5.0um, 4.6mm x 150mm Column). Hasil kajian mendapati
bahawa tahap kewangian bunga orkid adalah berbeza pada masa-masa yang tertentu.
Tahap kewangian pada orkid adalah tinggi pada waktu tengahari. Dalam kajian ini juga
didapati bahawa kandungan serta kepekatan antosainin adalah tinggi pada bahagian bunga
dan rendah pada bahagian daun. Bunga Arundina graminifolia mempunyai kepekatan
antosianin paling tinggi iaitu 11.34 dan 11.92 ppt pada bunga 1 dan 2. Manakala
kepekatan enzim PAL pula adalah tinggi pada bahagian daun dan rendah pada bahagian
bunga. Coelogyne pandurata mempunyai kepekatan PAL paling tinggi iaitu 1.210 mg/ml.
Selain itu, kadar spesifik enzim PAL juga adalah tinggi pada bahagian daun berbanding
pada bahagian bunga. Coelogyne dayanum mempunyai kadar spesifik aktiviti PAL paling
tinggi iaitu 2.6 x 10? U/mg. Kehadiran antosianin seperti cianidin, malvidin, petunidin,
pelargonidin, delphinidin dan peonidin dapat dikesan hadir pada spesies orkid yang
dikaji.



vi

EXTRACTION OF ANTHOCYANIN AND PAL
ENZYME FROM FRAGRANCE ORCHIDS

ABSTRACT

Studies were carried out to investigate the fragrance level, anthocyanins content and PAL
enzyme activity from flowers and leaves of scented orchids in Sabah. There were seven
species that have been used in this research that are Arundina grminifolia, Coelogyne
dayanum, Coelogyne pandurata, Cymbidium rectum, Dimorphorcis lowii, Dimorphorchis
rosii and Vanilla kinabaluensis. Fragrance level was tested using qualitative technique at
certain time during day-time. The concentration of anthocyanins was determined at
absorbance 505nm by using spectrophotometer. Meanwhile, the protein amount was
determined by using Bradford method, before specific activity of PAL enzymes was
determined at absorbance 320nm. HPLC series 200 was used to determine the present of
anthocyanins in orchids by using Symmetry® Column C18 (5.0um, 4.6mm x 150mm
Column) at absorbance 360nm. Results shows that fragrance level of orcHids is different
in certain time and the highest level was observed the mid-day. It is also observed that the
concentration of anthocyanins is higher in flowers as compared to leaves. Arundina
graminifolia has the highest anthocyanins concentration which is 11.34 and 11.92 ppt at
flower 1 dan 2. Furthermore, PAL concentration is higher in leaves than flowers.
Coelogyne pandurata has the highest PAL concentration which is 1.210 mg/ml, but the
highest specific activity of PAL was observed in Coelogyne dayanum (2.6 x 10 U/mg).

Anthocyanins such as cianidin, malvidin, petunidin, pelargonidin and peonidin were also
detected in the tested species.
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BAB1

PENDAHULUAN

Orkid merupakan sejenis tumbuhan yang tergolong dalam keluarga Orchidaccae.
Lazimnya, orkid tumbuh subur di kawasan tanah tinggi yang mempunyai pesekitaran
yang sejuk. Pertumbuhan orkid seringkali dikaitkan dengan kehadiran sejenis kulat
yang dikenali sebagai mycorrhiza (Rasmussen, 1995). Borneo dikatakan tempat yang
amat sesuai bagi pertumbuhan orkid sehinggakan ianya dikenali sebagai “The Orchid

Island” oleh para pengkaji tumbuhan orkid (Lamb, 1991)

Keunikan orkid terletak pada struktur morphologinya yang bukan sahaja sesuai
sebagai hiasan luaran juga hiasan dalaman. Tambahan pula ada di antara orkid yang
terdiri dari spesies yang berbunga harum. Keharuman bunga orkid berlainan daripada
bunga-bunga yang lain kerana mumpunyai keharuman yang kuat serta boleh di
nikmati dalam jangka yang panjang seiring dengan jangka hayat bunga orkid itu

sendiri. Sifat wangi yang ada pada bunga orkid adalah disebabkan oleh kehadiran

pigmen antosianin.



Antosianin merupakan pigmen yang wujud secara semulajadi pada tumbuhan.
Pigmen ini terdapat pada bahagian-bahagian seperti bunga, buah, daun, batang serta
akar sekaligus bertanggungjawab terhadap warna-warna biru, ungu, kuning dan oren
pada bahagian-bahagian tersebut (Janna et al., 2005). Walaubagaimanapun kehadiran
pigmen antosianin pada bunga adalah lebih tinggi berbanding pada bahagian-bahagian
lain. Antosianin tergolong dalam kumpulan flavanoid juga fenolik (Longo et al.,
2004). Kehadiran antosianin pada tumbuhan dikatakan menpunyai kaitan dengan
sejenis enzim yang dikenali sebagai fenilalanina ammonia liase (PAL). Enzim
fenilalanina ammonia liase ini juga wujud secara semulajadi pada tumbuhan dan

merupakan kunci utama dalam kitaran fenolik (Geetha et al., 2005).

Penghasilan pigmen antosianin oleh enzim fenilalanina ammonia liase (PAL)

boleh diterangkan melalui Laluan Asid Shikimat. Dalam laluan ini, enzim

fenilalanina ammonia liase (PAL) memangkinkan tindakbalas pertukaran L-

fenilalanina kepada asid sinnamik (Kim et al., 1996).

Antosianin mempunyai banyak ciri<ciri yang bermanfaat baik pada tumbuhan
itu sendiri mahupun pada haiwan khususnya manusia. Antosianin pada tumbuhan
bertujuan menarik serangga bagi proses pendebungaan (Janna et al., 2004). Di
samping itu, kajian menunjukkan bahawa antosianin juga dikatakan baik untuk
kesihatan manusia di mana ia bertindak sebagai agen antioksida (Tsai et al., 2001).

Struktur antosianin yang boleh larut dalam air membolehkannya memasuki sistem
pemakanan dalam keadaan akues (Janna et al., 2004).



Sementara itu, kajian ke atas enzim fenilalanina ammonia liase menunjukkan
bahawa enzim ini boleh dijadikan penunjuk atau sebagai penanda bagi kehadiran
kompaun fenolik (Salisbury & Ross, 1992). Selain itu, enzim fenilalanina ammonia

liase juga boleh digunakan sebagai agen bagi merawat penyakit fenilketonurea (PKU)
(Kim et al., 1996).

Walaubagaimanapun, setakat ini kajian terhadap antosianin dan enzim PAL
amat jarang sekali dilakukan pada spesis tumbuhan berbunga yang harum terutamanya
orkid manakala kajian terhadap enzim fenilalanina ammonia liase tidak pernah
dilakukan ke atas manusia. Oleh itu, berasaskan betapa pentingnya antosianin dan
enzim PAL bukan hanya pada tumbuhan malah pada manusia maka kajian yang lebih

lanjut perlu dijalankan pada masa akan datang.

Kajian ini bertujuan untuk mengkaji tahap kewangian bunga orkid. Di samping
itu, kajian ini dijalankan bagi menentukan kepekatan antosianin dan enzim PAL pada
bunga dan daun orkid seterusnya mengenalpasti hubungkait antara antosianin dan
enzim PAL. Selain itu, kajian ini juga dijalankan adalah untuk menentukan kadar
spesifik aktiviti bagi enzim PAL pada bahagian bunga dan daun daripada tumbuhan
orkid. Ahkir sekali, kajian ini dijalankan adalah untuk membuktikan kehadiran

antosianin pada tumbuhan orkid.

Seterusnya melalui kajian yang dijalankan ini, ianya diharapkan boleh
menjadi panduan kepada para pelajar yang lain, juga menjadi titik tolak dalam
membuat kajian yang lebih lanjut terhadap antosianin dan enzim fenilalanina

ammonia liase (PAL) pada tumbuhan berbunga wangi.



BAB 2

ULASAN PERPUSTAKAAN

2.1 Sampel

Dalam kajian ini, pengekstrakan antosianin dan enzim fenilalanine ammonia liase
(PAL) adalah daripada tumbuhan orkid dari spesies yang wangi. Sebanyak 7 spesies
orkid yang wangi telah dipilih bagi mengkaji tentang kandungan antosianin dan PAL.

Semua spesies ini boleh didapati dari Borneo khususnya Sabah.

Setakat ini, kebanyakan kajian yang dijalankan untuk mengkaji tentang
antosianin dan enzim fenilalanina ammonia liase yang dilakukan pada tumbuhan
adalah ke atas bahagian — bahagian seperti pada buah, biji benih dan daun. Begitu
sedikit kajian yang dilakukan bagi mengesan kehadiran dan aktiviti antosianin dan

PAL ke atas bahagian bunga pada tumbuhan.

Sementara itu, kajian terhadap kehadiran dan aktiviti antosianin dan enzim
PAL pada tumbuhan orkid seperti belum pernah dijalankan oleh mana-mana
penyelidik lebih-lebih lagi ke atas spesies orkid yang wangi.



Orkid merupakan tumbuhan yang tergolong dalam keluarga Orchidaeceae di
mana ia dikatakan keluarga yang terbesar dalam spesies tumbuhan berbunga. Setakat
ini, terdapat sebanyak 3000-4000 spesis Orchidaeceae (Lamb, 1991).

Tumbuhan orkid boleh dikelaskan kepada dua kumpulan yang utama iaitu
orkid yang hidup secara menumpang dan orkid yang tumbuh pada permukaan tanah

pada bumi (Rasmussen, 1995).

Pertumbuhan orkid dikatakan mempunyai hubungkait dengan kehadiran
sejenis kulat yang dikenali sebagai mycorrhiza (Ramussen, 1995). Mycorrhiza
meransang pertumbuhan orkid supaya ia tumbuh dengan subur. Oleh itu, habitat orkid
adalah berdasarkan kepada kehadiran kulat ini. Lazimnya orkid tumbuh dengan subur
di kawasan yang mempunyai persekitaran yang sejuk dan lembab. Kawasan tanah

tinggi merupakan habitat yang amat sesuai bagi orkid.

Daripada kajian yang telah dilakukan, sebanyak 2500-3000 spesies orkid boleh
didapati di Borneo sekaligus menyebabkan Borneo dikenali sebagai ‘Pulau Orkid’

atau ‘Orchid Island’ (Lamb, 1991).

A¥8XS VISAYIVA 1LISEALS
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2.1.1 Cymbidium rectum
a) Habitat

Spesies orkid ini dikatakan berasal dari Bacckera frutescus dan di bahagian atas hutan
kerangas. Di Bomneo, ia selalunya didapati di Kalimantan Timur dan juga Nabawan.
Spesies bunga ini juga boleh didapati di Semenanjung Malaysia, Salah satu negeri

yang menanam spesies bunga ini ialah Negeri Sembilan (Lamb, 1991).

Pada amnya, spesies ini adalah spesies yang amat jarang sekali didapati
terutamanya di Negeri Sabah. Kemungkinan besar ianya dipengaruhi oleh faktor tanah
dan ketebalan hutan rimba yang ada di Sabah. Walaubagaimanapun, ia tetap menjadi

satu tumbuhan yang ditanam di sekitar kawasan dataran Sook iaitu hutan berhampiran

dengan Nabawan (Lamb, 1991).

b) Ciri-ciri

Cymbidium rectum (Foto 2.1) dikatakan mempunyai permukaan atau ruang
pseudobulbs yang tidak terlalu kembang dan mempunyai panjang sebanyak 2 hingga
5 cm sahaja. Memang pada dasarnya setiap bunga mempunyai dua sepal iaitu sepal
pada bahagian belakang dan sisi bunga (Lamb, 1991).



Mengikut pemerhatian yang teleh dibuat, didapati orkid ini mempunyai daun
yang sangat keras dan kasar dan bentuk daunnya seolah-olah seperti huruf “V”.
Panjang daun orkid ini boleh melebihi 100 cm panjang. Berkaitan dengan bunganya

pula, didapati ianya memiliki kepanjangan dari sisi sebanyak 3 hingga 4 cm.

Warma bunga orkid adalah kuning dan krim di bahagian kelopak bunga dan
sepalnya. Manakala di bahagian ruang permukaan bibir bunga pula dikelilingi dengan
warna kuning muda (Lamb, 1991).

Foto 2.1 Cymbidium rectum (diambil dari Pusat Pemuliharaan Orkid Stesen Kolam

Air Panas Poring, Ranau)

Di bahagian kolumn ini pula, di mana ianya mempunyai kepanjangan barisan
yang pendek iaitu hanya 8 mm sahaja. Selain itu juga, di bahagian kapsul buahnya

pula, memiliki kepanjangan 3.5 cm sahaja. Nama orkid ini pada asalnya diperolehi



melalui perkataan Latin erectum. Kedudukannya biasanya pada 6 m dari permukaan

tanah. Bunganya boleh dilihat dan didapati sekitar bulan September hingga bulan
Februari (Lamb, 1991).

2.1.2 Dimorphorchis rossii Fowlie

a) Habitat

Spesies orkid ini (Foto 2.2) hidup di sekitar sungai dan hutan tahap rendah. lanya
adalah spesies endemik iaitu ia hanya boleh didapati di Sabah sahaja. lanya dikatakan
tumbuh di sekitar Gunung Kinabalu dan tempat-tempat yang lain di Sabah. Spesies
orkid ini dikatakan dalam bahaya atau akan megalami kepupusan. Ini disebabkan oleh

kegiatan penebangan pokok-pokok di kawasan Bukit Hempuen hingga ke Telupid
(Lamb, 1991).

b)  Ciri-ciri

Spesies orkid ini boleh dijadikan sebagai herba, yang mempunyai kepanjangan 50
hingga 200 cm panjang beserta dengan diameternya yang melebihi 1.5 cm. Spesies
orkid ini mempunyai dua jenis bunga yang terletak pada dua bahagian yang berbeza
iaitu pada bahagian atas dan bawah pada tangkai bunganya (Lamb, 1991).

Bunga pada bahagian atas adalah berwarna kuning cerah manakala bunga pada
bahagian bawah pula adalah berwarna putih. Kedua-dua bunga ini mempunyai tinggi

3.5 cm dan saiz sisi 5 cm. Di samping itu, kedua-dua bunga ini mempunyai bintik



merah pada setiap kelopak bunga (Lamb, 1991). Bercakap mengenai sepal bunga ini
pula, ia hanya mempunyai | jenis sepal sahaja iaitu sepal pada bahagian sisi bunga.
Ini membuatkan spesies orkid ini nampak jauh berbeza daripada spesies orkid yang
lain (Lamb, 1991).

Di samping itu, kelopak bunga ini mempunyai ukuran panjang 2.1 hingga 2.7
x 1.2 hingga 1.7 cm manakala ruang dipermukaan bibir bunga ini pula mempunyai

saiz antara 0.8 hingga 0.9 cm panjang.

Spesies orkid ini mempunyai daun yang panjang iaitu melebihi 30 cm. Nama

bunga ini merujuk kepada Ear! Ross yang ada di Los Angeles, California (Lamb,
1991).

Foto 2.2 Dimorphorchis rossii (diambil dari Pusat Pemuliharaan Orkid Stesen Kolam

Air Panas Poring, Ranau)
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