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ABSTRAK 

Aktiviti enzirn fenilalanina ammonia liase (PAL) yang dijalankan pada daun eksplan anak 

pokok in vitro dan pokok yang sempurna bagi Yanda helvola dikaji untuk mengenalpasti 

variasi klon anak pokok dan pemilihan anak pokok yang elit terhadap penghasilan 

sebatian pewangi. Anak pokok in vitro dikulturkan pada media Vacin dan Went dengan 

15% (v/v) air kelapa and 2% (w/v) sukrosa dalam keadaan 25±2°C dan 24 jam 

pencahayaan fluoresen. Enzim PAL ini diekstrak daripada daun anak pokok dengan 

penggunaan larutan tris-hidroklorik dan 2-merkaptoetanol. Teknik pengemparan pada 

10,000 rpm selama 10 minit dilakukan untuk mendapatkan supematan bagi menguji 

aktiviti enzim PAL pada bacaan absorban 290 nm. Kaedah Bradford pada bacaan 

absorban 595 nm menggunakan reagen Coomassie Brilliant Blue G-250. Jumlah sampel 

anak pokok yang dikaji adalah 100 anak pokok. Anak pokok yang ke-40 mempunyai nilai 

kepekatan protein 9.040 J.1g1ml manakala anak pokok yang ke-39 mempunyai nilai 

kepekatan protein 4.388 J.1g1ml. Anak pokok yang mempunyai nilai kepekatan protein 

yang paling tinggi ialah anak pokok yang ke-65 dengan nilai kepekatan proteinnya ialah 

25.105 J.1g1ml. Sampel anak pokok yang ke-40 mempunyai aktiviti total enzim yang 

paling tinggi iaitu 5.845 U namun aktiviti khusus enzim P ALnya mempunyai nilai rendah 

iaitu 0.216 U/J.1g berbanding sampel anak pokok yang lain. Aktiviti khusus sampel 

Helvola 1 mempunyai nilai aktiviti khusus yang paling tinggi iaitu 0.572 U/J.1g dan 

aktiviti khusus enzim yang tertinggi didapati pada anak pokok ke-39 iaitu dengan nilai 

0.352 U/J.1g. Pemilihan variasi anak pokok elit yang ke-39 yang dikulturkan adalah yang 

terbaik. HasH keputusan yang diperolehi menunjukkan terdapatnya variasi di antara 

sampel anak pokok yang telah dikulturkan. Kandungan aktiviti khusus enzim PAL yang 

tinggi pada anak pokok akan mempengaruhi dalam penghasilan sebatian pewangi bagi 

anak pokok. 
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ABSTRACT 

The activity of phenylalanine ammonia-lyase (PAL) enzyme on leaf explants of in vitro 

plantlets and intact plant of Yanda he/vola were studied to identify the variation of clones 

and selection of elite plantlets related to fragrances production. The in vitro plantlets were 

cultured on Vacin and Went media supplemented with 15% (v/v) coconut water and 2% 

(w/v) sucrose in the condition of 25±2°C and 24 hours fluorescence light. Enzyme 

extraction from plants use the method oftris-hidrochloric and 2-mercaptoethanol solution 

addition. Centrifugation techniques is been done at 10,000 rpm for 10 minutes to get the 

supernatants to test for activity PAL enzyme at absorbance of 290 nm. The Bradford 

method using Coomassie Brilliant Blue G-250 is been done at absorbance of 595 om. 

Total number of plantlets that been studied are 100 plants. Plantlet numbered 40 has the 

protein concentration of value 9.040 f.lg/ml meanwhile plantlet numbered 39 has the 

protein concentration value of 4.388 f.lglml. Plantlet numbered 65 has the highest value of 

protein concentration which is 25.105 f.lg/ml. Plantlet numbered 40 has the highest 

enzyme total activity which is 5.845 U but with low enzyme specific activity which is 

0.216 U/f.lg. Enzyme specific activity for Helvola 1 sample have a value of 0.352 U/llg 

and the highest value of enzyme specific activity is been found in sample number 39. The 

elite plant that been chosen that is plantlet numbered 39 show that there is a variation 

among the plantlet samples which have been cultured. The highest PAL enzyme specific 

activity will influence the production of the fragrance compound for the plants. 
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BABI 

PENDAHULUAN 

Orkid yang termasuk dalam golongan keluarga Orehidaceae merupakan keluarga yang 

terbesar di kalangan tumbuhan berbunga. Orkid merupakan tumbuhan monokotiledon 

dengan mempunyai antara 22,000 kepada 35,000 spesies di dalam 700 hingga 800 genera 

di seluruh dunia. Daripada jumlah anggaran di dunia iaitu antara 22,000 kepada 35,000 

spesies, kira-kira 6,880 spesies orkid dijumpai di Asia tropika (Lian et al., 2001). 

Tumbuhan orkid boleh dijumpai di setiap pelosok dunia keeuali di kawasan 

kebanyakan gurun dan kawasan artik. Majoriti orkid boleh dijumpai dengan mudah di 

negara tropika yang sesuai dengan pertumbuhannya yang panas dan lembap dalam hutan 

tropika, contohnya di Malaysia. Semenanjung Malaysia, tennasuk Sabah dan Sarawak 

adalah tempat kediaman kepada 3,000 spesies orkid yang aromatik dan eksotik yang telah 

dijumpai hari ini (Fadilah et al., 2001). Kebanyakan spesies orkid adalah sangat eantik, 

menarik dan sangat diidamkan sehingga dianggap dan dihargai sebagai pennata di dalam 

hutan. Famili Orchidaceae merupakan famili yang mempunyai pelbagai eiri di dunia dari 

segi warna, saiz, wangian, bentuk dan habitat. Meskipun orkid mempunyai pelbagai eiri 
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tersebut, orkid boleh dikenal pasti dan dikelaskan melalui perbezaan dari segi struktur dan 

bahagian pada bunga dan pokok. 

Yanda adalah antara genera monopodial yang paling dikenali dan menarik serta 

boleh dijumpai di kebanyakan kawasan tropika di kawasan tanah rendah dan di kaki 

bukit. Genera Yanda mempunyai kira-kira 40 spesies monopodial orkid berasal daripada 

Asia tropika. Yanda telah banyak dijumpai di Thailand dan Filipina, dan dari lima spesies 

yang direkodkan dari Borneo, empat spesies telah dijumpai di Sarawak (Beaman et a/., 

2001). Bagi Yanda, corak pertumbuhannya adalah monopodial. Tumbuhan monopodial 

mempunyai batang tunggal yang mana menghasilkan daun-daun bam pada hujung batang 

pokok orkid dan mempunyai potensi untuk pertumbuhan yang tidak terhad dan tidak 

berakhir (Yong, 1990). Tumbuhan monopodial adalah antarajenis tumbuhan yang senang 

untuk ditanam dan dipelihara memandangkan tumbuhan ini boleh menyesuaikan diri 

dengan pelbagai keadaan pertumbuhan. 

Orkid ini adalah antara genera yang terpenting dalam orkid, memandangkan 

Yanda sp. merupakan genera yang paling banyak dijumpai dalam famili orkid. Oleh 

kerana itu, orkid ini te1ah lama menyurnbang terhadap perkembangan dalam bidang 

penghibridan bagi menghasilkan bunga untuk pasaran bunga keratan tropika. Orkid ini 

menyukai cahaya yang terang untuk pertumbuhan dan dapat menyesuaikan diri dalam 

keadaan yang panas atau suhu yang sederhana. Wangian daripada bunga orkid mungkin 

mempunyai bau wangian yang harum dan ada sesetengah yang mempunyai bau yang 

busuk. Banyak spesies seperti Dendrobiums dan Cymbidiums menghasilkan wangian 
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yang sangat wangi, ini tennasuklah dari spesies Vanda. Sebaliknya, spesies seperti 

Bulbophyllums dan Oncidiums menghasilkan bau yang busuk (Hodgson et aI., 1991). 

Dalam kajian ini, spesies Vanda helvola adalah diperlukan sebagai sumbet 

tumbuhan untuk menjalankan kajian ini. Bagi spesies orkid ini, iaitu Vanda Helvola, 

spesies ini telah dinamakan oleh Carl Blume di Rumpbia pada 1849. Kebanyakan spesies 

ini adalah dalam bahaya dan semakin sukar ditemui berikutan pemusnahan habitatnya 

untuk tujuan pembangunan. Proses pertumbuhan bagi spesies orkid ini adalah sangat 

lambat menyebabkan spesies orkid ini mengalami kesukaran untuk mengekalkan 

kemandirian spesies. Gelaran Vanda helvola ini berasal dari Latin 'helvus " yang 

beImaksud merah pudar atau muda coklat kemerahan. Nama spesifik yang diberikan 

tersebut merujuk kepada warna bunga berkenaan. Spesies ini tersebar dengan meluas di 

Semenanjung Malaysia, Sumatra, Jawa, Borneo, New Guinea dan Filipina. Di kepulauan 

Borneo, iaitu di Sabah, taburan habitat semula jadi bagi spesies orkid ini boleh dijumpai 

di kawasan gunung Kinabalu dan kawasan Tambunan. Spesies ini boleh tumbuh pada 

aras ketinggian di antara 400 dan 1,500 meter dari paras laut (Chan et aI., 1994). 

Dalam projek ini, analisis terhadap sejenis enzim, iaitu fenilalanina ammonia liase 

(PAL) dijalankan ke atas spesies Vanda helvola. Sel-sel tumbuhan bergantung kepada 

tenaga kimia yang melalui tindak balas kimia di mana beribu-ribu tindak balas berkenaan 

adalah tetap dalam setiap sel. Tindak balas ini yang berlaku dalam tumbuhan adalah 

sesuatu yang mengagumkan. Ini melibatkan pembentukan kompaun untuk menghasilkan 

organel dan struktur yang lain di samping bahan-bahan kompleks yang dipanggil 
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metabolit sekunder yang berfungsi untuk melindungi tumbuhan daripada bakteria, kulat, 

serangga dan patogen dan berperanan penting dalam menghasilkan pigmen serta wangian 

dalam twnbuhan. Sel-sel tumbuhan mengawal laluan metabolisme melalui penghasilan 

mangkin yang sesuai, iaitu enzim, dalam kuantiti yang cukup apabila diperlukan 

(Salisbury, 1992). 

Enzim sememangnya amat diperlukan dalam twnbuhan untuk menjalankan 

aktiviti biologinya. Tanpa enzim tidak akan ada hidupan. Enzim terbina daripada protein 

yang dihasilkan oleh sel hidup. Semua enzim yang telah diketahui sehingga sekarang 

merupakan protein. Substrat merupakan bahan yang ditindak balas oleh enzim bagi 

menghasilkan produk tertentu. Enzim adalah mangkin biologi yang terlibat dalam 

pemangkinan tindak balas benda-benda hidup dan bertindak sebagai mangkin organik 

yang dapat mengawal atur serta mempercepatkan tindak: balas biokimia dalam sel. 

Hampir kesemua tindak balas yang berlaku dalam tumbuhan adalah lambat tanpa 

mangkin dan untuk itu, enzim adalah mangkin yang lebih spesifik dan berkuasa dari 

mana-mana ion logam atau bahan tak organik. Mangkin mempunyai kebolehan untuk 

mempercepatkan tindak balas jika ditambahkan kepada sistem tindak balas tertentu. 

Mangkin boleh terbahagi kepada dua iaitu enzim yang merupakan protein, dan mangkin 

lain yang bukan protein. 

Enzim biasanya bertindak untuk mempercepatkan pelaksanaan tindak balas, tetapi 

penglibatannya berbeza, kerana enzim hanya memangkinkan tindak balas bioiogi, iaitu 

tindak balas yang ada hubungannya dengan gejala hidup. Sebaliknya, mangkin lain, yakni 
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yang bukan enzim, seperti aluminium dan zink, tidak terhad kepada tindak balas yang 

berkaitan dengan hidup. Sebagai protein, enzim merupakan makromolekul jika 

dibandingkan dengan mangkin bukan enzim yang merupakan mikromolekul. Tindakan 

enzim adalah spesifik dan setiap jenis enzim hanya akan bertindak balas dengan substrat 

yang tertentu sahaja. Enzim diperlukan hanya dalam kuantiti yang keeil sahaja tetapi 

sedikit enzim akan memangkinkan satu bilangan besar tindak balas biokimia yang sarna. 

Keistimewaan enzim adalah enzim tidak boleh dimusnahkan selepas tindak balas 

biokimia selesai. Oleh kerana itu, enzim boleh digunakan berulang kali dan suhu 

optimum bagi tindak balas enzim biasanya ialah pada 37°C (Sihotang, 1984). Seperti 

mangkin lain dan walaupun enzim hanya terbentuk: dalam sel yang hidup, enzim boleh 

diasingkan daripada sumbemya dan terus berfungsi secara in vitro. 

Fenilalanina ammonia liase merupakan enzim yang penting dan amat diperlukan 

dalam sintesis organik. Enzim ini tidak memerlukan penglibatan kofaktor bagi 

menjalankan tindak balas. Oleh itu, analisis dan uji kaji projek ini melibatkan 

pengekstrakan enzim fenilalanina ammonia-liase (PAL) dan pengujian aktiviti enzim 

yang mana mempunyai kepentingan dan mempunyai aktiviti biologi dalam tumbuhan. 

Berdasarkan uji kaji yang dijalankan, terdapat objektifyang ingin dicapai daripada 

uji kaji projek ini iaitu menganalisis aktiviti enzim fenilalanina ammonia liase (pAL) 

terhadap klon anak pokok Vanda helvola dan perkaitan PAL dalam membentuk: sebatian 

wangian dan pigmentasi dalam laluan fenilpropanoid. 



BAB2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 Yanda helvola 

Terdapat pelbagai penyebaran variasi pada wama orkid Vanda Helvola. Wama bagi 

bunga Vanda helvola adalah berubah-ubah mengikut kawasan habitatnya. Bunga bagi 

spesies ini yang dijumpai di Borneo mempunyai warna yang lebih kemerah-merahan 

berbanding yang dijumpai di Jawa Barat (Comber, 2001). Bagi orkid spesies ini, enam 

struktur asas bunga iaitu tiga sepal dan tiga kelopak bunga akan mengelilingi kolum yang 

mengandungi bahagian reproduktif tumbuhan. Sepal yang terletak di bahagian atas bunga 

dinamakan sebagai sepal dorsal dan selalunya berbeza dengan sepal lateral. Dorsal 

sepalnya berukuran 1.3-1.5 x 1.2 em, manakala sepal lateral berukuran 1.6-1.8 x 1.3-1.5 

em dan petalnya berukuran 1.3-1.5 x 0.8-1.1 em. Kolumnya pula berukuran 0.7-0.8 em 

dan adalah tebal (Chan et 01., 1994). 

Bahagian kelopak bunga yang bertentangan dengan sepal dorsal dinamakan 

labellum. Labellum merupakan bahagian kelopak bunga yang selalunya paling eantik 

dalam bunga orkid. Orkid spesies ini mengeluarkan sejenis aroma kewangian iaitu 

haruman 'rosy-floral'. Seperti kebanyakan bunga yang lain, spesies ini adalah biseksual 
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iaitu mempunyai kedua-dua bahagian pembiakan betina dan jantan (stamen, stil dan 

stigma), tetapi orkid adalah istimewa kerana kedua-dua bahagian pembiakan ini 

digabungkan dalam satu struktur dipanggil kolum (Yong, 1990). Ciri ini membezakan 

orkid ini daripada bunga lain. Batang spesies ini memanjang ke atas dengan berukuran 

Iebih dari 100 em, dan bahagian bawah batang dipenuhi oleh dedaunnya. Daunnya yang 

lebar adalah bersaiz 15-20 x 3.3-3.5 em, melengkung dan dekat antara satu sarna lain. 

Vanda helvola adalah spesies orkid herba epifit yang mempunyai akar yang kuat serta 

tebal. Epifit orkid ini tidak mengambil sumber makanan atau air daripada tumbuhan yang 

menyokongnya (Croix, 2000). 

Epifit di sini merujuk kepada tumbuhan yang tumbuh di atas dan melekat pada 

tumbuhan hidup yang lain untuk sokongan. Vanda helvola memperoleh faedah daripada 

perhubungan ini kerana dengan tumbuh pada tumbuhan lain, spesies ini dapat meneapai 

kedudukan di mana eahaya panearan adalah baik dan lazimnya spesies ini mendapat Iebih 

cahaya berbanding jika spesies ini hidup atas tanah dan ini juga dapat mengurangkan 

persaingan. Spesies jenis monopodial ini tidak mempunyai rizom atau 'pseudobulb', oleh 

kerana itu spesies ini yang dapat menyesuaikan diri dalam masa keadaan yang kering 

mempunyai daun yang berisi sukulen (berair). Foto 2.1 dan Foto 2.2 menunjukkan eiri 

fizikal dan warna bunga Vanda helvola. 
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