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ABSTRAK

Aktiviti pengoksidaan ekstrak etanol dan air daripada kacangma (Leonurus sibiricus) telah dikaji menggunakan tiga 
sistem ujian. Berdasarkan turutan aktiviti antipengoksida, ekstrak etanol kacangma kering didapati tinggi dalam sistem 
pengoksidaan asid linoleik (LP) 71.6%, sederhana dalam sistem penindasan superoksida xantin oksidase (XOD) 69.7% 
dan rendah dalam sistem penindasan radikal bebas 1,2-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) 48.8%. Sebaliknya, ekstrak air 
kacangma kering didapati tinggi dalam ketiga-tiga sistem iaitu masing-masing 72.7, 76.3 dan 78.2%. Pengekstrakan air 
didapati lebih berkesan dalam mengeluarkan bahan antipengoksida daripada kacangma kering berbanding pengekstrakan 
alkohol. 

Kata kunci: Aktiviti antipengoksidaan; Leonurus sibiricus; pengekstrakan; penindasan radikal; superoksida xantin 
oksidase

ABSTRACT

Antioxidant activities of ethanolic and aqueous extract from kacangma (Leonurus sibiricus) were determined by using 
three model systems. Based on the antioxidant activity range, ethanolic extract of dried kacangma was high in oxidation 
of linoleic acid lipid system (LP) 71.6%, moderate in xanthine oxidase superoxide scavenging activity (XOD) 69.7% and 
low in 1,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical scavenging activity (DPPH) 48.8%. On the other hand, aqueous extract 
of dried kacangma was high in antioxidant activities for all three bioassays with mean percentages of 72.7, 76.3 and 
78.2%, respectively. Extraction in water was more efficient than ethanol in extracting the antioxidants present in dried 
kacangma. 
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PENGENALAN

Sistem biologi haiwan terdiri daripada matriks yang tinggi 
kandungan lipid. Maka kerosakan oksidatif pada sel mudah 
berlaku apabila oksigen ditukar oleh aktiviti metabolisme 
kepada bentuk aktif (Dorman et al. 2003). Bentuk aktif ini 
dikenali spesies oksigen reaktif (ROS) atau radikal bebas 
yang wujud dalam bentuk anion superoksida (O2

), hidrogen 
peroksida (H2O2), radikal hidroksil (•OH), asid hipoklorous 
(HOCl) dan peroksi nitrit (ONOO) (Amarowicz et al. 
2004; Vimala et al. 2003). Faktor persekitaran seperti 
pencemaran, radiasi kosmik dan faktor individu seperti 
tekanan emosi juga boleh mendorong dan meningkatkan 
pembentukan radikal bebas (Aruoma 1998). 
	 Manusia dan haiwan terlindung daripada kerosakan 
radikal bebas melalui mekanisme perlindungan 
antipengoksidaan secara enzimatik (misalnya superoksida 
dismutase, glutation peroksidase dan katalase) atau 
berasaskan sebatian antipengoksidaan semulajadi dalam 
diet seperti α-tokoferol, β-karotena, retinol, asid askorbik 
dan sebatian fenolik (Mau et al. 2002; Murakami et al. 
2006). 

	 Selain sebatian antipengoksidaan semula jadi, terdapat 
juga sebatian antipengoksidaan jenis sintetik misalnya 
hidroksianisol terbutil (BHA), hidroksitoulena terbutil 
(BHT), butil hidrokuinon tertiar (TBHQ) dan propil galat 
(PG) (Giese 1996). Sebatian-sebatian ini digunakan secara 
meluas dalam industri makanan sebagai bahan aditif 
bagi melambatkan proses ketengikan oksidatif lemak, 
perlunturan warna hasilan daging dan pemerangan buah-
buahan (Duh & Yen 1997; Giese 1999). Peraturan Makanan 
Malaysia (1985) membenarkan penggunaan beberapa jenis 
agen antipengoksidaan sintetik ini bagi tujuan pengawetan 
produk makanan pada had 100-200 mg/kg mengikut jenis 
produk dan agen antipengoksidaan yang digunakan (Anon.  
2008).
	 Penggunaan sebatian antipengoksidaan sintetik lebih 
umum untuk industri makanan kerana keberkesanan yang 
lebih tinggi dan harga yang lebih ekonomi. Bagaimanapun, 
kajian menunjukkan sebilangan daripada sebatian ini 
bersifat karsinogen dan boleh membawa kesan negatif 
terhadap kesihatan untuk penggunaan jangka panjang 
atau pada dos berlebihan (Duh & Yen 1997; Rajalakshmi 
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& Narasimhan 1995). Peningkatan kesedaran di kalangan 
pengguna masa kini terhadap isu keselamatan sebatian 
antipengoksidaan sintetik telah mendorong usaha mencari 
bahan pengganti daripada sumber semulajadi khususnya 
daripada tumbuhan (Chen et al. 1996; Loliger 1991). 
	 Famili Lamiaceae sering dirujuk sebagai famili 
tumbuhan herba yang penting daripada segi perubatan 
kerana kebanyakannya mengandungi sebatian fitokimia 
yang memperlihatkan pelbagai jenis aktiviti biologi 
(Huang et al. 2005; Topcu & Goren 2007). Siri kajian yang 
dijalankan di Korea, Jepun, Taiwan, Mexico, Brazil dan 
Eropah telah mendapati herba daripada spesies Leonurus 
mempunyai potensi tinggi daripada segi perubatan 
dan aktiviti antipengoksidaan (Masteikova et al. 2008; 
Matkowski & Piotrowska 2006; Nam & Kang 2004; Qu 
et al. 2006; Tanaka et al. 2001). 
	 Kajian ini dijalankan untuk menentukan aktiviti 
antipengoksidaan herba kacangma (Leonurus sibiricus); 
satu-satunya spesies Leonurus yang terdapat di Malaysia 
melalui tiga sistem antipengoksidaan iaitu sistem 
pengoksidaan auto asid linoleik (LP), sistem penindasan 
xantin oksidase superoksida (XOD) dan sistem penindasan 
1,2-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH). 

BAHAN DAN KAEDAH

Sampel herba

Kacangma kering diperolehi dengan mengeringkan herba 
kacangma yang telah ditanam di stesen MARDI Kuching. 
Herba kacangma varieti bunga merah jambu pada 
tahap kematangan 70 hari digunakan. Bahagian aerial 
kacangma segar yang terdiri daripada daun dan tangkai 
muda dicincang lalu dikeringkan di dalam ketuhar udara 
pada 60°C selama 5-6 jam sehingga kandungan lembapan 
akhirnya di bawah 6% (b/b). Herba kering kemudian 
dikisar menjadi serbuk dan disimpan dalam bekas kedap 
udara sehingga analisis.

Penyediaan ekstrak herba

Kaedah pengekstrakan herba kacangma dijalankan mengikut 
kaedah de Souza et al. (2004). Dalam pengekstrakan air, 
sebanyak 100 g sampel serbuk herba direndam dalam 500 
mL air selama 3 hari dengan pengacauan setiap 24 jam. 
Campuran kemudian dituras menggunakan kertas turas 
(Whatman No.1). Hasil pengetrakan dikeringkan dengan 
alat evaporator (Heidolph WB 2001). Ini diikuti dengan 
pengeringan lanjut dalam ketuhar (Memmert ULE 500) 
pada suhu 60°C selama sejam atau sehingga kering. Hasil 
pengekstrakan kering ini kemudian disimpan dalam botol 
steril yang dibalut dengan kerajang aluminium. Ia disimpan 
di dalam peti sejuk (4°C) untuk kegunaan seterusnya. 
Ekstrak dengan kepekatan yang berlainan iaitu 10, 25, 50 
dan 100 mg/mL disediakan dengan melarutkan semula 
hasil pengekstrakan kering ke dalam air suling steril. 
	 Bagi pengekstrakan etanol, sebanyak 100 g sampel 
serbuk herba direndam dalam 500 mL 95% etanol selama 3 

hari dengan pengacauan setiap 24 jam. Campuran kemudian 
dituras menggunakan kertas turas (Whatman No.1). Hasil 
pengetrakan dikeringkan dengan alat evaporator (Heidolph 
WB 2001) diikuti dengan pengeringan lanjut dalam ketuhar 
(Memmert ULE 500) pada suhu 45°C sehingga kering. 
Hasil pengekstrakan kering ini kemudian ditimbang dan 
disimpan dalam botol steril yang dibalut dengan kerajang 
aluminium. Ia disimpan di dalam peti sejuk (4°C) untuk 
kegunaan seterusnya. Kepekatan ekstrak yang berlainan 
iaitu 10, 25, 50 dan 100 mg/mL disediakan dengan 
melarutkan semula hasil pengekstrakan kering ke dalam 
1 mL larutan 10% etanol. 

Ujian Antipengoksidaan

Aktiviti antipengoksidaan ekstrak air dan etanol daripada 
herba kacangma diuji melalui tiga sistem ujian iaitu 
pengoksidaan auto asid linoleik (LP), penindasan xantin 
oksidase superoksida (XOD) dan penindasan 1,2-difenil-
2-pikrilhidrazil (DPPH). 

Sistem pengoksidaan auto asid linoleik   Kaedah Osawa 
dan Namiki (1981) dan Vimala et al. (2003) digunakan 
untuk ujian ini. Kaedah ini berasaskan pengoksidaaan auto 
asid linoleik di dalam sistem air-alkohol yang menentukan 
aktiviti perencatan sampel terhadap pengoksidaan lipid 
oleh hidrogen peroksida. Kaedah ini juga dikenali sebagai 
kaedah ferik tiosianat (FTC) (Rajah 1). 

RAJAH 1. Carta alir pengoksidaaan auto asid linoleik di dalam 
sistem air-alkohol

Linoleik asid

Antioksidan merencat
peroksidasi lemak

Warna merah

Penyerapan
pada gelombang 500 nm

Ferik tiosianant
Fe(SCN)3

Hidroperoksida

Auto-
pengoksidaan

FeCl2

Ferik, Fe3+

SCN

	 Sebanyak 4.0 mg ekstrak kacangma dilarutkan dalam 
larutan campuran 4.0 mL 99.5% etanol, 4.1 mL 5.0% asid 
linoleik dalam 99.5% etanol, 8.0 mL 0.05 M penimbal 
fosfat (pH 7.0) dan 3.9 mL air suling diisi dalam botol 
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kolumnar bertudung (diameter 40 mm, tinggi 75 mm). 
Sampel dieram pada suhu 40°C dalam keadaan gelap 
untuk tempoh selama 7 hari. Kepada 0.1 mL larutan sampel 
ditambahkan 9.7 mL etanol 75%, 0.1 mL ammonium 
tiosianat 30%, dan 0.1 mL 0.002 M ferum klorida dalam 
asid hidroklorik 3.5%. Selepas 3 minit, larutan dianalisis 
menggunakan spektrofotometer UV bagi menentukan 
penyerapan warna merah pada panjang gelombang 500 nm. 
Jika nilai penyerapan rendah, maka sampel mempunyai 
aktiviti antipengoksidaan yang tinggi. Sebaliknya nilai 
penyerapan tinggi menunjukkan aktiviti antipengoksidaan 
yang rendah.
	 Aktiviti antipengoksidaan ditentukan melalui 
perbandingan penyerapan relatif terhadap kawalan negatif 
(larutan tanpa ekstrak sampel) yanga mana nilai penyerapan 
lebih rendah. Sebanyak 4.0 mg hidroksitoluenaterbutil 
(BHT) digunakan sebagai kawalan positif. Penentuan 
aktiviti seterusnya diulang pada hari kedua hingga 
kesembilan melalui pengukuran spektrofotometrik pada 
jarak gelombang 500 nm. Aktiviti antipengoksidaan dikira 
mengikut persamaan berikut: 

	

(∆ kawalan negatif) =	 Nilai serapan 		  Nilai serapan
	 maksimum 		  pada hari pertama
	 kawalan negatif	

–
 	 kawalan  negatif

(∆ sampel)   =	 Nilai serapan		  Nilai serapan pada 
	 maksimum sampel	

–
	 hari pertama sampel

Sistem penindasan xantin oksidase superoksida   Kaedah 
Chang et al. (1996) dan Vimala et al. (2003) digunakan 
dalam ujian ini dengan sedikit pengubahsuaian. Aktiviti 
penindasan superoksida xantin oksidase (XOD) ditentukan 
melalui tindak balas penurunan nitro biru tetrazoleum 
(NBT) (100 mL untuk 4.1 mM/L) yang disediakan dengan 
penambahan 3.15 g TrisHCl, 0.1 g MgCl2, 15.0 mg 5-bromo-
4-kloro-3-indolil fosfat, 34.0 mg 4-nitro tetrazolium 
klorida biru ke dalam 100 mL air suling. Pengukuran 
spectrofotometrik dilakukan pada jarak gelombang 560 nm 
dalam kuvet 1.0 mL setelah penambahan xantin oksidase 
pada 25°C (Rajah 2). 
	 Larutan tindak balas sebanyak 1.0 mL disediakan 
daripada 0.53 g (50 mM) natrium karbonat (pH 10.2), 
0.004 g (0.1 mM) EDTA, 50.0 mM larutan NBT dan 0.05 g 
(2.5 mM) xantin. Semua reagen disimpan sejukdingin pada 
4°C. Larutan campuran dalam kuvet 1.0 ml dimasukkan 
ke dalam spektrofotometer dengan sambungan kepada 
alat penyejuk (Polyscience 9105, USA) dengan suhu 
ditetapkan pada 25°C untuk memperolehi garis dasar sifar 
auto. Selepas itu, 0.1 μL XOD ditambah kepada campuran, 
ditutup dengan parafilm dan diterbalikkan sebanyak 5 kali 
bagi memperolehi percampuran yang sekata. Pengukuran 
spektrofotometrik kemudiannya dilakukan pada jarak 
gelombang 560 nm. Ukuran diambil untuk tempoh 100 

saat. Bagi sampel ekstrak herba kacangma, sampel dengan 
kepekatan 250 μg/mL ditambah ke dalam larutan tindak 
balas sebelum sifar auto dan penambahan XOD. 

Sistem penindasan radikal bebas DPPH   Kesan 
ekstrak tumbuhan terhadap radikal DPPH (1,2-difenil-
2-pikrilhidrazil) ditentukan berdasarkan kaedah Blois 
(1958) dengan pengubahsuaian Brand-Williams et al. 
(1995). DPPH adalah satu radikal bebas yang stabil. 
Pembersihan DPPH mengambarkan aktiviti penurunan 
radikal bebas (satu elektron) pada suatu antipengoksidaan. 
Pembersihan radikal bebas DPPH menentukan nilai potensi 
antipengoksidaan (AOP) suatu sampel kajian. Nilai AOP 
menunjukkan keberkesanan, pencegahan dan mekanisme 
pembaikan terhadap kecederaan suatu sistem biologi. 
	 Sebanyak 4 mL ekstrak ethanol (0.5 mg/mL) ditambah 
kepada 1 mL DPPH (1 mM dalam larutan etanol) dalam 
satu botol 5 ml yang bertudung. Larutan campuran 
digoncang dan dibiarkan pada suhu bilik selama 10 minit 
sehingga kromogen terbentuk. Larutan dianalisis dengan 
menggunakan spektrofotometer UV bagi menentukan 
penyerapan warna merah pada panjang gelombang 520 
nm (Rajah 3).

Xantin + XOD
+ 250 μg/mL sampel

H2O2→H2O + O2

Penyerapan pada panjang 
gelombang 560 nm

Kromogem biru

SFR, O2
–

Antipengoksidaan

NBT

RAJAH 2. Carta alir sistem penindasan xantin 
oksidase superoksida

Penyerapan pada
gelombang 520 nm

DPPH + MeOH
+ 0.5 mg/mL sampel

DPPH• + AH+→DPPH-H + A•

Kromogen ungu

Antipengoksidaan

RAJAH 3. Carta alir sistem penindasan DPPH
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	 Bagi menjalankan kajian respond dos DPPH, larutan 
stok dengan 10 kepekatan disediakan melalui pencairan 
metanol menggunakan 0.0 hingga 2.0 mg/mL larutan stok 
seperti dalam Jadual 1.

Analisis Statistik

Data dianalisis dengan komputer menggunakan perisian 
analisis statistik (SAS 1994). Ujian Duncan digunakan 
untuk menentukan sampel yang bererti, sekiranya terdapat 
perbezaan bererti (p<0.05).

HASIL DAN PERBINCANGAN

Kesan pengekstrakan terhadap aktiviti 
antipengoksidaan 

Aktiviti antipengoksidaan ekstrak air dan ekstrak 
etanol herba kacangma ditentukan melalui tiga siri 
ujian iaitu kaedah pengoksidaan auto asid linoleik (LP), 
penindasan superoksida xantin oksidase (XOD) dan 

penindasan 1,2-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH). Hasil 
ujian antipengoksidaan ditunjukkan dalam Rajah 4. 
Penentuan aktiviti adalah mengikut jadual turutan aktiviti 
antipengoksidaan seperti yang dicadangkan oleh Vimala 
et al. (2003) (Jadual 2).
	 Berdasarkan turutan aktiviti antipengoksidaan, 
ekstrak etanol kacangma didapati tinggi dalam sistem 
pengoksidaan auto asid linoleik (71.6%), sederhana dalam 
sistem penindasan superoksida xantin oksidase (69.7%) 
dan rendah dalam sistem penindasan radikal bebas DPPH 
(48.8%). Manakala, ekstrak air kacangma pula tinggi dalam 
ketiga-tiga sistem iaitu masing-masing 72.7, 76.3 dan 
78.2%. Hasil kajian menunjukkan pengekstrakan air lebih 
berkesan dalam mengeluarkan sebatian antipengoksidaan 
daripada kacangma berbanding pengekstrakan alkohol. 

Aktiviti antipengoksidaan mengikut sistem ujian

Mengikut sistem pengoksidaan auto asid linoleik, ekstrak 
air dan ekstrak etanol kacangma menunjukkan aktiviti 
antipengoksidaan yang tinggi iaitu masing-masing 

JADUAL 1. Penyediaan larutan stok untuk kajian respond dos DPPH

Bil. Dos (mg/mL) Larutan Stok 
(20 mg/mL) (X)

Metanol (99.0%) 
(4 mL – X)

Jumlah (mL)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

0.00
0.01
0.05
0.15
0.25
0.50
1.00
1.25
1.50
2.00

0.00
10.0
0.50
0.15
0.25
0.50
1.00
1.25
1.50
2.00

4.00
3.99
3.95
3.85
3.75
3.50
3.00
2.75
2.50
2.00

4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00

LP: Pengoksidaan auto asid linoleik
XOD: Penindasan xantin oksidase superoksida 
DPPH: Penindasan 1,2-difenil-2-pikrilhidrazil

RAJAH 4. Aktiviti antipengoksidaan ekstrak air dan ekstrak etanol kacangma

A
kt

iv
iti

 a
nt

ip
en

go
ks

id
aa

n 
(%

)

Jenis ekstrak kacangma



	 	 561

pada 72.7% dan 71.6%. Ini bererti kedua-dua ekstrak 
ini berkesan dalam perencatan pengoksidaan lipid dan 
berpotensi digunakan untuk mengatasi masalah ketengikan 
pada produk makanan akibat pengoksidaan lipid. 
	 Sementara itu, mengikut sistem penindasan DPPH pula, 
ekstrak air didapati mempunyai aktiviti yang tinggi (78.2%) 
manakala ekstrak etanol pula menunjukkan aktiviti yang 
rendah (48.4%). Ini bemakna ekstrak air kacangma lebih 
sesuai digunakan untuk pembaikan kecederaan sistem 
biologi kerana mempunyai aktiviti penindasan radikal 
bebas yang lebih tinggi berbanding ekstrak etanol (Vimala 
et al. 2003). 
	 Aktiviti antipengoksidaan dalam kaedah produk 
makanan biasanya ditentukan melalui kaedah pengoksidaan 
auto asid linoleik (yang juga dirujuk sebagai kaedah ferik 
tiosianat). Bagaimanapun, adalah disarankan agar beberapa 
keadah analisis yang lain dijalankan khususnya untuk 
sampel tumbuhan untuk mengukur aktiviti pada fasa awal 
dan fasa propagasi (Kaur & Kapoor 2002; Schwarz et al. 
2001). Ini membolehkan perbandingan dilakukan bagi 
menentukan sifat mekanisme aktiviti antipengoksidaan 
di samping menilai kegunaan praktikal produk makanan 
berkaitan untuk dijadikan antipengoksidaan diet (Frankel et 
al. 1996; Lampi et al. 1997; Matkowski & Piotrowska 2006). 
Antara kaedah analisis aktiviti antipengoksidaan termasuk 
ujian asid tiobarbiturik (TBA), kaedah spektroskopi resonan 
spin elektron (ESR) (Halliwell & Gutteridge 2007) dan 
sebagainya.

	 Kajian respond dos DPPH dijalankan untuk menentukan 
dos ekstrak kacangma yang diperlukan untuk mencapai 
penindasan optimum ditunjukkan dalam Rajah 5. Dos 
ekstrak kacangma yang diperlukan untuk mencapai 100% 
penindasan radikal bebas ialah sekitar 0.5 mg/mL.

Perbandingan aktiviti antipengoksidaan 
kacangma dengan tumbuhan lain

Aktiviti antipengoksidaan sebilangan tumbuhan tempatan 
yang merangkumi sayur-sayuran, buah, ulam dan herba 
ubatan telah dilaporkan oleh Vimala et al. (2003). 
Bagi menentukan potensi antipengoksidaan kacangma, 
perbandingan aktiviti ekstrak air kacangma dengan 
ekstrak air 10 jenis tumbuhan tempatan dilakukan seperti 
yang ditunjukkan dalam Jadual 3. Kesemua aktiviti 
antipengoksidaan dinilai melalui tiga sistem ujian iaitu 
LP, XOD dan DPPH. 
	 Ujian LP berasaskan pengoksidaaan auto asid linoleik 
untuk menentukan aktiviti perencatan ekstrak tumbuhan 
terhadap pengoksidaan lipid oleh hidrogen peroksida. Ujian 
XOD melibatkan penilaian kuasa perencatan radikal bebas 
anion superoksida. Manakala, ujian DPPH pula melibatkan 
pembersihan radikal bebas DPPH bagi menentukan nilai 
potensi antipengoksidaan (AOP) ekstrak tumbuhan (Vimala 
et al. 2003). 
	 Aktiviti antipengoksidaan ekstrak air kacangma dalam 
julat 72.7%-78.2% untuk ketiga-tiga sistem ujian adalah 
tergolong dalam kumpulan aktiviti tinggi mengikut julat 
turutan walaupun peratusannya kurang berbanding dengan 
herba-herba seperti selasih hitam Ocimum basilicum, 
ulam raja Cosmos caudatus, kesum Polygonum minus dan 
pegaga Centella asiatica yang mempunyai aktiviti dalam 
julat 86.4%-98.3%. Selain itu, aktiviti perencatan radikal 
bebas DPPH untuk ekstrak air kacangma adalah lebih tinggi 
berbanding dengan rebung dan sayuran seperti buah petai, 
kacang bendi dan mengkudu. 

JADUAL 2. Julat turutan aktiviti antipengoksidaan

Julat Turutan Aktiviti (%) Status Aktiviti

0 Tiada
1 – 39 Rendah
40 – 69 Sederhana
70 – 100 Tinggi

RAJAH 5. Kajian respond dos DPPH untuk herba kacangma
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KESIMPULAN

Pengekstrakan air lebih berkesan dalam mengeluarkan 
sebatian antipengoksidaan daripada herba kacangma 
berbanding pengekstrakan alkohol. Ekstrak etanol 
kacangma didapati tinggi dalam sistem pengoksidaan auto 
acid linoleik (71.6%), sederhana dalam sistem penindasan 
xantin oksidase superoksida (69.7%) dan rendah dalam 
sistem penindasan DPPH (48.8%). Sebaliknya, ekstrak air 
kacangma didapati tinggi dalam ketiga-tiga sistem iaitu 
masing-masing pada 72.7%, 76.3% dan 78.2%. 
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