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ABSTRAK 

Kajian ini dilakukan menggunakan ekstrak kloroform Zottensii. salah satu speSlS 

Zingiberaceae. Ujian yang dijalankan adalah untuk membandingkan aktiviti 

antioksidaan, sitotoksik dan antibakteria bagi bahagian yang berlainan pada tumbuhan 

ini. Tumbuhan yang dikaji dibahagikan kepada tiga bahagian iaitu rizom, batang dan 

daun. Sampel kemudian diekstrak dengan n-heksana dan seterusnya kloroform. Ekstrak 

kloroform Zottensii bagi rizom menunjukkan sifat antioksidaan yang tinggi (I %- 41.57) 

berbanding batang (9.52 %) dan daun (13.81 %). Dalam menjalankan ujian ini, kaedah 

perlekatan radikal bebas menggunakan DPPH digunakan. Untuk ujian sitotoksik, ujian 

dilakukan berdasarkan pendedahan ekstrak kloroform Zottensii bagi lima kepekatan 

yang berbeza terhadap Artemia salina. Untuk LC50 akut, nilai ketoksikan relatif bagi 

rizom adalah 1.00, daun (0.94) dan batang (0.89). Untuk LC50 kronik, ketoksikan batang 

adalah 1.32 berbanding rizom (0.99) dan daun (0.64). Ketoksikan ini dibandingkan 

dengan piawai kalium dikromat. Untuk ujian antibakteria, semua keputusan adalah 

negatif bagi bahagian yang berbeza pada kepekatan 50 mg/ml. Bakteria yang digunakan 

adalah Escherichia coli (gram negatit), Bacillus subtilis (gram positit) dan 

Staphylococcus aureus (gram positif). 
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ABSTRACT 

BIOACTIVITIES OF CLOROFORM EXTRACT ZINGIBER OTTENSII. 

This research was conducted using clorofonn extract of Z.ottensii, one of the 

Zingiberaceae species. The test was done to compare the antioxidant, cytotoxicity and 

antibacterial activity between different parts of the plant. The plant was divided into three 

parts, that are the rhizome, stems and leaves. Sample were extracted with n-hexane and 

then chlorofonn. Rhizome shows high antioxidant activity (I %- 41.57) compared to 

stem (9.52 %) and leaves (13.81 %). In this research, free radical scavenging using 

DPPH method was used. As for cytotoxicity activity, it was based on the exposure of five 

concentrations of the extracts against Artemia salina. For LC50 acute, the relative toxicity 

(RT) for rhizome is 1.00, more toxic then leaves (0.94) and stem (0.89). As for LC50 

chronic, RT for stem is 1.32 compared to rhizome (0.99) and leaves (0.64). This toxicity 

was compared with potassium dichromate as positive standard. For antibacterial activity, 

all the observation was negative for different parts at the concentration of 50 mg/mI. The 

bacteria used in this test were Escherichia coli (gram-negative), Bacillus subtilis (gram­

positive) and Staphylococcus aureus (gram-positive). 
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BABI 

PENDAHULUAN 

Zingiberaceae adalah sebahagian daripada order Zingiberales merupakan tumbuhan 

monokotiledon. Tumbuhan ini mempunyai kepentingan sejagat sebagai tumbuhan 

hiasan, herba dan komponen dalam penyediaan ubatan tradisional. WaJaupun morfologi 

kebanyakan jenis halia ini terutamanya yang terdapat di Semenanjung Malaysia dan 

Singapura telah dikenaJpasti melalui penyelidikan yang telah dijaiankan, kandungan 

kimia dalam jenis halia ini tidak banyak yang didokumentasikan (Larsen et a/. , 1999). 

Zingiber ottensii (Foto 1.1) dikenali sebagai "lempoyang hitam" oleh masyarakat 

Melayu di Semenanjung Malaysia dan "lempoyang" oleh orang Brunei di Sabah. Daun 

Zingiber ottensii ini digunakan oleh orang Brunei Sabah sebagai ulaman dalam makanan 

harian. Pemakanan ini juga adalah salah satu cara untuk menghalang pertumbuhan 

kanser. Komponen tumbuhan ini boleh digunakan sebagai ubatan anti-inflammatori dan 

antipasmodik 
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Ciri utama yang dapat membandingkan Z.ottensii dengan kumpulan Zingiber 

yang lain adalah melalui pengecaman pelepah bunga. Pelepah bunga bagi spesis ini akan 

berwama merah dari muda sehingga layu. Berbanding spesis terdekat iaitu Z. zerumbet 

yang akan berwama hjjau kekuningan pada peringkat awal . Selain itu rizom bagi 

Z.ottensii berwama ungu tua ill bahagian dalarn. Batangnya akan berwama kemerahan di 

bahagian pangkal. 

Foto 1.1 Zingiber ottensii. 

Pencirian yang ingin dijalankan adalah mengenai aktiviti antioksidaan, sitotoksik 

dan antibakteria. Dalam menjalankan ujian sitotoksik ini, apa yang diinginkan adalah 

untuk mendapatkan kompoun novel dalam kuantiti yang banyak daTi tumbuhan yang 

mudah diperolehi dan pada masa yang sarna dapat rnenjaillkannya sebagai satu 

perawatan untuk penyakit seperti kanser, malaria dan penyakit-penyakit lain yang boleh 

menyebabkan kematian. Ujian yang dijalankan adaJah ujian sitotoksik yang menguji 

ketoksikan terhadap seI. 
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Dalarn ujian antioksidaan, kornpoun yang dicari dapat rnelindungi sel daripada 

kesan kerosakan akibat spesis oksigen reaktif seperti oksigen tunggai, radikal hidroksil 

dan radikaI peroksil. Ketidakseirnbangan antara agen antioksidaan dan spesis oksigen 

reaktif ini akan rnenyebabkan tekanan oksidatif yang kernudiannya rnenj urns ke arah 

kerosakan selular seperti kanser. Flavonoid adalah salah satu dari jenis polifenoI yang 

rnernbantu untuk rnenyediakan perlindungan terhadap penyakit dengan rnenjadi 

penyurnbang bersarna enzim dan vitamin antioksidaan untuk membentuk sistem 

pertahanan antioksidaan pada tubuh manusia. 

Dalam uJlan antibakteria, ia perlu untuk menghalang pembiakan bakteria 

terutarnanya pada Juka-luka ataupun kesan terbakar pada badan manusia. Jika ujian . 

rnenunjukkan keputusan positif, rnaka sampeJ tersebut boteh dikornersilkan untuk tujuan 

ubatan komersial. Bakteria yang digunakan adatah Staphylococcus aureus, Bacillus 

subtilis dan l!.scherichia coli. 

Objektifutama projek ini dijalankan adalah untuk : 

• Menjalankan ujian antioksidaan menggunakan DPPH dan membandingkan 

kesannya pada bahagian yang berbeza bagi ekstrak klorofonn Zingiber ottensii. 

• Menjalankan ujian sitotoksik - biocerakinan anak udang ( Artemia salina) dan 

membandingkan kesannya pada bahagian yang berbeza bagi ekstrak klorofonn 

Zingiber ottensii. 

• Menjalankan ujian antibakteria dan rnembandingkan pada bahagian yang berbeza 

bagi ekstrak kloroform Zingiber ottensii. 



BAB2 

KAnAN PERPUSTAKAAN 

Zingiberaceae adalah di kalangan famili tumbuhan yang mana ia tersebar secara meluas 

di beberapa bahagian tropika terutamanya di Asia Tenggara. Di Semenanjung Malaysia, 

Zingiberaceae ini adalah satu komponen flora herba di dalam hutan hujan tropika. 

Adalah dianggarkan, terdapat lebih 150 spesis halia yang dimiliki oleh 23 genera yang 

boleh ditemui di Semenanjung Malaysia (Habsah et al., 2000). 

Spesis Zingiberaceae ini tumbuh secara semulajadi dalam keadaan yang lembab, 

di bahagian yang terlindung, tanah rendah ataupun kaki-kaki bukit atau pergunungan. Ia 

berada dalam kelompok yang bertaburan ataupun tumbuh dalam kumpulan-kumpulan 

kecil secara berasingan. 

Ahli kumpulan famili Zingiberaceae ini mudah dikenah berdasarkan ciri-ciri daun 

dan rizomnya yang beraroma apabila dikisar dan juga oleh daunnya yang berbentuk 

oblong-elliptik yang disusun dalam dua jalur pada pucuk daun. Di Asia Tenggara, 

sesetengah spesis Zingiberaceae digunakan sebagai rempah ratus, ubatan, agen 
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perisa dan juga sebagai sumber untuk pewarna (Habsah et aI., 2000). 

Beberapa spesis dari genera Alpinia, Amomum, Curcuma, Costus, Kaempferia 

dan Zingiberaceae adalah ramuan utama dalam tonik yang disediakan secara tradisional 

yang juga dikenali masyarakat tempatan sebagai jamu. Jamu ini boleh diperolehi secara 

komersial di pasaran. Ubatan tradisional ini mudah dikenalpasti berdasarkan aroma yang 

terbit dari jamu tersebut yang biasanya diproses dengan mengambil bahagian daun dan 

nzomnya. 

Terdapat juzuk semi-polar seperti curcuminoids, kava pyrines dan gingeroles 

yang dipencilkan dari tumbuhan Zingiberaceae telah dilaporkan menunjukkan aktiviti 

biologi seperti anti fungi , antioksidaan, insektisidal dan aktiviti anti-inflammatori 

(Habsah et aI. , 2000). Oleh yang demikian, sifat antioksidaan dan antimikrobial yang 

terdapat pada ekstrak Zingiberaceae inilah yang menyebabkan ia digunakan sebagai 

ramuan penting dalam penyediaan jamu. Herba dan rempah ratus adalah antioksidaan 

semulajadi (Demo et aI. , 1998). Ini adalah kerana kehadiran kompoun fenolik polar dan 

minyak patio 

Walaupun terdapat beberapa laporan mengenai jujukan tumbuhan Zingiberaceae 

di Malaysia, kajian ini tidak pula melaporkan mengenai aktiviti biologi isolosi kompoun 

ataupun ekstrak kasar. Adalah diketahui bahawa beberapa spesis daripada Zingiberaceae 

menunjukkan aktiviti antioksidaan dan antimikrobial (Habsah et ai. , 2000). 
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Pencarian ciri aktiviti biologi seperti antioksidaan penting kerana agen 

antioksidaan diperlukan untuk mengekalkan perisa dan pewarna serta untuk menghalang 

pemusnahan vitamin. Cara lain untuk mengawet ataupun mengekalkan makanan adalah 

secara sintetik. Butylated hydroxytoluena (BHT), propyl gallate (PG) dan tert-butyl 

hydroxyanisole (BHA) adalah di antara bahan kimia sintetik yang digunakan untuk 

pengawetan makanan (Moure et al., 2001). 

Walaubagaimanapun, terdapat laporan yang menyatakan bahawa BHA dan BHT 

mungkin mempunyai sifat toksik. Selain itu, ia juga memerlukan kos yang tinggi . Oleh 

yang demikian, agen antioksidaan semulajadi seperti tokoferol, ditarnbah pula dengan 

kesedaran pengguna terhadap keselamatan makanan yang diambil menyebabkan satu 

keperluan untuk: mengenalpasti altematif semulajadi dan juga sumber yang lebih selamat 

untuk antioksidaan makanan (Moure et aI. , 2001). 

Sayuran mempunyai banyak kompoun dengan aktiviti antioksidaan. Beberapa 

pokok turnbuhan telah dilaporkan sebagai sumber yang berpotensi bagi agen 

antioksidaan semulajadi untuk kegunaan industri makanan. Pelbagai kompoun telah 

dipencilkan dan kebanyakan dari kompoun tersebut adalah polifenol. Terdapat 

lingkungan tinggi dan rendah yang meluas terhadap jisim molekul polifenol tumbuhan 

yang mengandungi kepentingan antioksidaan telah dikaji dan telah diutarakan sebagai 

perlindungan terhadap oksidasi lipid (Moure et aI. , 2001). 
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Kajian saintifik telah membuktikan bahawa agen antioksidaan mampu untuk 

melindungi sel dari kerosakan akibat radikal bebas dan ditambah pula dengan aktiviti 

fisiologikal lain antioksidaan semulajadi seperti antibakteria, antiviral, antimutagenik 

(Moure et al., 2001). 

Sumber semulajadi antioksida selain vitamin C, vitamin E dan karotenoid adalah 

dalam bentuk juzuk dietari . Sebagai contohnya, aktiviti antioksidaan boleh ditemui pada 

buah beri, ceri, kiwi, prun dan zaitun. Minyak zaitun dan jus buahan mempunyai aktiviti 

antioksidaan yang tinggi. Halia juga mempunyai aktiviti antioksidaan (Moure et al., 

2001). 

Semasa oksidasi lipid, agen antioksidaan bertindak dalam pelbagai mekanisma 

seperti pengikatan ion logam, pelekatan (scavenging) radikal dan pereputan peroksida. 

Kadangkala, mekanisma ini boleh berlaku serentak dalam satu-satu masa. Dalam sistem 

berkaitan makanan, aktiviti antioksidaan bermaksud pemutusan rantai penahanan 

peroksidaan lipid. Dalam sistem in vivo, radikal bebas boleh memusnahkan protein, 

DNA dan molekul kecil yang lain. 

Antioksidaan boleh diklasifikasikan ke dalam tiga bahagian iaitu (1) radikal 

antioksigen C0 2 dan 30 2 ) , penurunan bahan (asid askorbik), antioksidaan seperti 

karotenoid, (2) antiradikal dan antioksidan primer, (3) chelator logam. Klasifikasi lain 

yang digunakan secara meluas mengambilkira antioksidaan primer atau sekunder, 

pengurangan kadar pemulaan rantai, juga kompoun yang mempunyai kedua-dua aktiviti 
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primer dan sekunder antioksidaan. Tetapi kebanyakan produk yang diukur adalah 

konjugasi diena hidroperoksida untuk oksidasi primer dan kompoun mudah meruap 

untuk oksidasi sekunder (Moure et al., 2001). 

Oleh yang demikian, aktiviti antioksidaan boleh dinilai menggunakan kaedah 

yang berlainan untuk mekanisme yang berbeza. Kaedah yang selalu digunakan untuk 

mengukur tahap kemusnahan oksidatif pada manusia adalah seperti (1) pemusnahan 

oksidatif keseluruhan DNA, (2) tahap antioksidaan enzim, tahap antioksidaan jisim 

molekul rendah, (3) pemusnahan oksidatif lipid, (4) pemusnahan protein (Moure et aI., 

2001). 

Aktiviti antioksidaan bagi kompoun fenolik dipengaruhi oleh struktur kimia 

mereka. Perkaitan antara struktur dan aktiviti inilah yang digunakan sebagai kaedah 

teorikal untuk menjangkakan aktiviti antioksidaan dan cara ini digunakan oleh beberapa 

ahli saintis. Polimerik polifenol lebih berpengaruh daripada monomerik polifenol yang 

ringkas. 

Aktiviti antioksidaan juga bergantung kepada jenis dan kepolaran lamtan 

ekstraksi, kaedah pemencilan, ketulenan kompoun aktif, sistem ujian dan juga substrat 

yang ingin dilindungi oleh agen antioksidaan. Telah dicadangkan faktor untuk 

menentukan aktiviti antioksidaan adalah sifat molekul yang lipofiiik dan sifat afiniti 

antioksidaan bagi lipid (Moure et al., 2001). 
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Faktor yang mempengaruhi aktiviti antioksidaan adalah penting untuk 

diambilkira kerana kualiti ekstrak semulajadi dan kebolehan antioksidaan bergantung 

bukan sahaja terhadap tumbuhan yang diambil, keadaan geografi, cuaca masa, masa 

tuaian dan penyimpanan, tetapi juga faktor persekitaran dan teknologi yang digunakan 

memberikan kesan terhadap aktiviti antioksidaan sumber residu. 

Kandungan polifenol dan aktiviti antioksidaan adalah berbeza bagi bahagian 

tumbuhan yang berlainan seperti daun, floem, kulit kayu (Moure et a/. , 2001). Batang 

dan rizom juga akan menunjukkan aktiviti antioksidaan dan kandungan polifenol yang 

berbeza. Usia bahagian tumbuhan juga berbeza contohnya bagi daun (daun muda dan 

daun tua). Tetapi bagi sesetengah tumbuhan, usia tidak memainkan peranan penting. 

Larutan yang digunakan untuk proses pengekstrakan juga memainkan peranan 

penting dalam mendapatkan kompoun fenolik dan seterusnya dalam penentuan aktiviti 

antioksidaan. Kedua-dua hasil ekstraksi dan aktiviti antioksidaan bagi ekstrak adalah 

sangat bergantung kepada larutan, kerana potensi kompoun antioksidaan berbeza dengan 

kepolaran yang berlainan (Moure et al., 2001). 

Etil asetat dan dietil eter telah digunakan untuk mengekstrak fenol jisim molekul 

rendah dari pokok oak dan polifenol yang diekstrak dengan etil asetat dari bahan 

semulajadi telah dilaporkan mempunyai aktiviti antioksidaan yang tinggi (Moure et al., 

2001). Oleh kerana aktiviti bergantung kepada kompoun polifenol dan esei antioksidaan, 
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perbandingan perlu dilakukan untuk memilih larutan yang optima untuk 

memaksimumkan aktiviti antioksidaan bagi setiap substrat. 

Saiz partike1 semasa pengekstrakan juga memainkan peranan yang penting. lni 

kerana saiz partikel yang lebih kecil memudahkan pengekstrakan oleh larutan. Kompoun 

poJifenol lebih mudah untuk dikeluarkan. Jika saiz partikel adalah besar, maka proses 

pengekstrakan akan memakan masa yang agak lama berbanding dengan hanya 

menggunakan saiz partikel yang kecil. Oleh itu, semasa proses kisaran, saiz partike] perlu 

ditetapkan. 

Suhu semasa proses pengeringan dan semasa proses pengekstrakan juga memberi 

kesan terhadap kestabilan kompoun akibat dari degradasi kimia dan enzim serta 

pereputan oleh haba dengan pereputan termal adalah mekanjsma utama yang dapat 

mengurangkan kandungan polifenol. Pendedahan berterusan terhadap suhu serata juga 

marnpu untuk memusnahkan fenolik. Suhu dan kesan cahaya juga memainkan peranan 

penting semasa proses penyimpanan. Ia memberikan kesan yang berbeza bagi kompoun 

yang berlainan (Moure et aI., 2001). 

Untuk ujian sitotoksik, ia adalah kajian aktiviti sebatian bioaktif yang cepat dan 

ringkas. Kaedah ujian sitotoksik ini mudah dijalankan, kos murah dan hanya memerlukan 

kuantiti sampel yang sedikit sahaja. Ujian sitotoksik ini mengambil kira peratus 

kemautan kerana mudah dan hanya menggunakan parameter hidup atau mati (Colegate et 

ai., 1993). 



Laporan pertama penggunaan anak udang, Artemia salina adalah pada tahun 

1965. Dan sejak itu penggunaan organisma ini berleluasa dalam pengkajian sekitaran, 

dan pengesanan toksin semulajadi (Colegate et al., 1993). Sista yang digunakan adalah 

dalam fasa rehat kerana ketiadaan air. Keadaan ini boleh bertahan dalam masa yang agak 

lama sehinggalah sista tersebut dibekalkan dengan air. 

Apabila dibekalkan dengan au, sista tersebut akan menyerap air dan ini 

membenarkan berlakunya proses embriogenesis anak udang. Embriogenesis ini akan 

selesai dalam lingkungan masa 16 sehingga 36 jam. Selepas inilah sista akan men etas 

untuk menjadi nauplii. Nauplii ini akan berwama kemerahan kerana kehadiran kantung 

makanan yang berwama. Sampai pada satu tahap dimana bekalan makanan tiada, 

Chlorella boleh dibekalkan sebangai sumber makanan (Colegate et al., 1993). 

Walaubagaimanapun, untuk menjalankan ujian sitotoksik, nauplii tidak diberikan 

sebarang makanan. 

Nauplii udang tidak menenma sebarang makanan sepanJang UJlan. Untuk 

memastikan kemautan nauplii yang diperhatikan adalah hanya disebabkan oleh 

ketoksikan bahan ekstrak dan bukannya akibat ketiadaan makanan, satu set pengawalan 

nauplii disediakan. Nauplii boleh hidup tanpa makanan melebihi 48 jam kerana mereka 

bergantung kepada kantung makanan. 

Ekstrak-ekstrak dengan kepekatan yang berbeza digunakan dalam ujian ini. 

Kepekatan yang disediakan adalah 10, 100, 500, 1000 dan 2000 ~glml. Se1epas 6 jam, 
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kemautan nauplii diperhatikan dan dikira untuk mendapatkan LC50 akut iaitu kepekatan 

membunuh bagi 50% kadar kematian selepas 6 jam pendedahan. Selepas 24 jam pula, 

kemautan nauplii diperhatikan dan dikira untuk mendapatkan LCso kronik iaitu kepekatan 

membunuh bagi 50% kadar kematian selepas 24 jam pendedahan. Untuk ujian 

ketoksikan ini, perbandingan ketoksikan relatif perIu dilakukan. Kalium dikromat paling 

sesuai digunakan sebagai kawalan positif. 

Untuk ujian aktiviti antibakteria, Bacillus subtilis dan Staphylococcus aureus 

(gram-positif) dan Escherichia coli (gram-negatif) digunakan sebagai organism ujian. 

Bakteria ini diinokulasi di dalam agar nutrisi. Kesan aktiviti antibakteria diuji dengan 

kaedah disk-difusi. Disk 6 mm dititiskan dengan 10 III ekstrak. Untuk disk kawalan pula, 

disk dititiskan dengan metanol (lOlli/disk) untuk kawalan negatif dan untuk kawalan 

positif, disk dititiskan dengan Amoxycillin (lOlli/disk). Plat diinkubasi semalaman pada 

suhu 37°C. SeJepas semalaman, zon penyekatan (inhibition) diukur. 

Grosvenor et al. (1995) menyatakan bahawa bakteria gram-positif kekurangan 

membran luar walaupun mempunyai lapisan peptidoglikan yang lebih tebal berbanding 

bakteria gram-negati£ Faktor ini jugalah yang memyebabkan bakteria tersebut tidak 

mampu untuk menghalang penyekatan ekstrak tumbuhan. Selain itu j menurut beliau, 

tannin yang mempunyai jisim molekul relatif yang tinggi adalah toksik kepada S.aureus 

tetapi tidak kepada E.coli. 
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