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ABSTRAK

Centella asiatica mengandungi triterpenoid, terutamanya asid asiatik yang menunjukkan
potensi dalam menyembuhkan pelbagai jenis penyakit Oleh yang demikain, elisitor
seperti ditambah elisitor seperti kitosan, ekstrak yis, ekstrak miselia kulat dan turasan
media kultur kulat digunakan untuk mengaruhkan biosintesis asid asiatik. Dalam kajian
ini, asid asiatik daripada ekstrak akar transgenik dirawat elisitor dianalisa dengan
menggunakan kapilari elektroforesis dalam keadaan seperti berikut: 200mM larutan
penimbal borate (pH 8.3) pada suhu 25°C dan voltan 9 kV, tiub kapilari terlakur silika
dengan panjang 30 cm (20 cm kepada pengesan) dan diameter dalaman 50pm, sistem
penyuntik pada tekanan 0.5 psi/10s, dan alat pengesan UV pada jarak gelombang 230 nm.
Keputusan kajian menunjukkan ekstrak yis dan ekstrak miselia kulat berupaya
mengaruhkan biosintesis asid asiatik. Sebaliknya, kitosan dan turasan media kultur kulat
tidak berupaya mengaruhkan biosintesis asid asiatik. Keputusan kajian mendapati pH,
voltan dan surfaktan berupaya mempengaruhi resolusi dan masa migrasi pemisahan.

Keputusan kajian membuktikan kaedah pemisahan CE mempunyai keberkesanan yang
tinggi berbanding dengan HPL.C.
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Analyse of asiatic acid from extracts of transgenic hairy roots of Centella asiatica (L.)
Urban (Pegaga)

ABSTRACT

Centella asiatica contain triterpenoid, especially asiatic acid which have potential to treat
various diseases. Therefore, elicitor such as chitosan, yeast extract, mycelia extract and
Sfungal culture filtrate use to enhance biosynthesis of asiatic acid. In this study, asiatic
acid from extract of transgenic hairy roots of Centella asiatica was analyzed by capillary
electrophoresis (CE) under condition: 200mM borate buffer (pH 8.3) at 25C
temperature and 9 kV applied voliage, fused-silica capillary tube with 30 cm long (20 cm
to detector) tiub and 50um inner diameter, injection system at pressure 0.5 psi/l10s, and
detection system at detection wavelength 230 nm. The data show that yeast extract and
mycelia extract able to enhance biosynthesis of asiatic acid. In contrast, chitosan and
Jungal culture filtrate unable to biosynthesis of asiatic acid. The result found that pH,
voltage dan surfactant able to effect resolution and migration time of separtion. The
result show that CE technique have high efficiency compare to HPLC.
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BAB 1

PENGENALAN

1.1 Pendahuluan

Tumbuh-tumbuhan memainkan peranan penting dalam kehidupan manusia. Selain
menghasilkan pelbagai bentuk bahan asas seperti makanan, tumbuh-tumbuhan juga
menawarkan pelbagai jenis hasilan semula jadi. Menurut statistik, tumbuh-tumbuhan

menghasilkan lebih daripada 100, 000 metabolit sckunder (Zhang ez al., 2004).

Metabolit sekunder merupakan sebatian organik yang menunjukkan bioaktiviti
dan berupaya memberikan tindakan fisiologi tertentu kepada kesihatan manusia (Bérdy,
2005). Oleh itu, metabolit sekunder seperti alkaloid, flavanoid dan terpenoid mempunyai
potensi untuk dikembangkan menjadi komponen dalam ubatan dan model dalam
mensintesis produk lain (Mukarlina et al., 2006; lkram Mohd Said, 1995). Menurut
Mariam dan Christopher (1992), metabolit sekunder telah digunakan secara intensif

dalam industri farmaseutikal untuk menghasilkan lebih daripada 40% ubatan.



Hal ini secara tidak langsung menarik perhatian ramai penyelidik terutamanya ahli
kimia organik untuk menjalankan kajian ke atas tumbuhan herba dalam proses penemuan
bioaktif metabolit sekunder. Sejak tahun 1950an, kajian ke atas tumbuhan herba
dilaksanakan oleh institusi kerajaan dan institusi pendidikan tinggi seperti Taman Sabah,
Muzim Sabah, Institusi Penyelidikan Perhutanan, Institusi Pembangunan Sabah,
Universiti Malaya, Universiti Sains Malaysia, Universiti kebangsaan Malaysia, Universiti

Putra Malaysia dan Universiti Malaysia Sabah (Maldah, 2000).

Kajian yang berterusan ke atas tumbuhan herba telah menghasilkan penemuan
pelbagai jenis bioaktif metabolit sekunder (Ikram Mohd Said, 1995). Menjelang akhir
tahun 2002, lebih daripada 22, 000 bioaktif metabolit sekunder telah diterbitkan dalam
kajian literatur saintifik (Bérdy, 2004). Sebagai contoh, kajian ke atas Centella asiatica
telah menghasilkan penemuan sebatian triterpenoid terutamanya asiatikosida,

madikasosida dan asid asiatik yang aktif secara farmaseutikal (Tiwari et al., 2000).

1.2 Pemasalahan

Analisa metabolit sekunder membawa pelbagai cabaran dalam bidang kimia analisis
disebabkan metabolit sekunder mempunyai struktur kimia dan aktiviti biologi yang
berbeza daripada satu spesis kepada spesis lain (Goossens et al., 2002). Sehubungan itu,
analisa metabolit sekunder memerlukan teknik pemisahan yang berupaya menghasilkan

metabolit sekunder yang tulen agar dapat dikembangkan menjadi kompenen dalam ubatan
dan model untuk mensintesis produk lain.



Sejak kebelakangan ini, kromatografi cecair berprestasi tinggi (HPLC) dan
kromatografi gas (GC) telah digunakan untuk menganalisa pelbagai jenis metabolit
sekunder (Suntornsuk, 2002). Walaupun mampu menghasilkan keputusan yang jitu,
HPLC dan GC mempunyai beberapa kelemahan, antaranya ialah melibatkan langkah
pernerbitan sampel yang rumit (Bailon Pérez et al., 2006; He et al, 1999). Hal ini secara

tidak langsung akan melibatkan penggunaan sampel analisis yang banyak dan masa
analisis yang panjang (Chiuer al., 2004).

Oleh yang demikian, kapilari elektroforosis (CE) diperkenalkan dan digunakan
sebagai pelengkap kepada HPLC dan GC dalam menganalisa metabolit sekunder (Wang,
2007). Hal ini merujuk kepada kebolehan CE dalam menangani masalah dalam
menganalisa metabolit sekunder (Suntomsuk, 2002). Menurut Warren dan Adams (2000),
CE berupaya memisah beratus-ratus sebatian kimia serentak dengan efisensi dan resolusi

yang tinggi serta menggunakan sampel dan masa analisis yang sedikit.



1.3 Objektif Kajian

Dalam kajian ini, tiga objektif diketengahkan, iaitu:
a) Menganalisa asid asiatik daripada ekstrak akar transgenik Centella asiatica
dengan menggunakan CE
b) Mengkaji kesan elisitor dalam biosintesis asid asiatik daripada akar transgenik
Centella asiatica
¢) Mengkaji kesan pH, voltage dan surfaktan dalam menganalisa metabolit sekunder
daripada ekstrak akar transgenik Centella asiatica

d) Membandingkan keberkesanan CE dan HPLC dalam menganalisa asid asiatik

daripada ekstrak akar transgenik Centella asiatica



BAB 2

KAJIAN LITERATUR
2.1 Centella asiatica

Centella asiatica merupakan herba tempatan daripada famili Apiaceae (Lampiran A)
(Nath dan Buragohain, 2005). Menurut Noraida Arifin (2005), Centella asiatica diambil
sebagai ulam untuk meningkatkan tahap kesihatan dan menyembuhkan pelbagai jenis

penyakit. Hal ini disebabkan nilai nutrisi (Lampiran B) dan ubatan yang tinggi (Ismail
Saidin, 2000).

Centella asiatica biasanya dikenali sebagai pegaga (Malaysia), pennywort
(Inggeris), antanan (Thailand), brahmi (India) dan gotu kola (Sri Lanka) berdasarkan
negara penyebaran (Somchit et al., 2004). Menurut Samy (2005), Centella asiatica

dipercayai berasal dari India, kemudiannya disebarkan ke negara-negara ASEAN,

Di Malaysia, Centella asiatica selalunya ditemui tumbuh liar, terutama di
kawasan lembap dan terlindung seperti padang rumput, kebun sayur dan sawah padi.

Walaubagaimanapun, ia juga ditanam sebagai tanaman sayur. Centella asiatica membiak

o o mavdl On]“qfl

. “
AVEYS yisavivil 11iSU3AIL



melalui pecahan anak dengan menerbitkan anak pokok baru pada cabang (Noraida Arifin,

2005).

Centella asiatica lazimnya mempunyai ciri morfologi seperti yang ditunjukkan
dalam gambarajah 2.1. Centella asiatica mempunyai batang berwarna hijau kemerahan
yang merayap dan melilit antara satu sama lain. Centella asiatica mempunyai daun
berwamna hijau tua yang tumbuh secara tunngal daripada petiol. Centella asiatica
mempunyai bunga berwarna putih atau merah jambu yang muncul dalam jambak kecil
dengan 3-4 kuntum kelopak dan tumbuh daripada batang berdekatan dengan permukaan
bumi. Centella asiatica mempunyai akar rizom yang menjalar lurus ke bawah. Rizomnya

berwamna kekuningan dan diselaputi rerambut (Samy et al., 2005; Ismail Saidin, 2000).

Gambarajah 2.1: Morfologi Centella asiatica

Berdasarkan ciri morfologi, Centella Asiatica dikelaskan kepada tiga sub-species,
iaitu Centella asiatica salad, Centella asiatica kerinting atau Centella asiatica kerang dan

Centella asiatica biasa (Noraida Arifin, 2005; Samy e al., 2005; Jaganath dan Ng. 2000).



2.1.1 Kegunaan

Walaupun ubat-ubatan moden ditemu, namun penggunaan Centella asiatica sebagai
perubatan traditional tidak lapuk di telan zaman (Nath dan Buragohain, 2005). Mengikut

statistik, permintaan Centella asiatica menjejak 12, 700 ton bersamaan RM.1.5 billion

setahun (Ahmad, 1993).

Centella asiatica diamalkan sejak perubatan Ayurveda di India dan perubatan

Shennong di China baik secara segar mahupun dalam bentuk esktrak (Sharma, 1992;
Jaganath dan Ng, 2000; Samy et al., 2005).

Di kalangan masyarakat India, Centella asiatica digunakan untuk merawat luka
dan menyembuhkan penyakit kulit seperti kusta, kudis dan ulser. Ia turut digunakan untuk
mengubati penyakit seperti asma, bronkitis, dropsi, leprosi, uretritis, gastrik, ginjal, untut
(Kakkar, 1988). Centella asiatica dipercayai dapat menurunkan tekanan darah dan

membersihkan darah. Disamping itu, Centella asiatica digunakan sebagai penawar racun

dan penghalang alergi.

Di kalangan masyarakat Cina, Centella asiatica digunakan merawat hepatitis,
campak, selsema, muntah, sakit kepala, dan sengal belakang. Centella asiatica turut

digunakan untuk menurun kepanasan badan (Bala dan Ng, 2000).



Selain daripada penggunaan secara tradisi, Centella asiatica juga menghasilkan
pelbagai ramuan ubatan untuk digunakan dalam perubatan moden. Kajian saintifik
menunjukkan bahawa Centella asiatica dapat memudahkan penyembuhan luka (.Maquart
et al., 1999). Menurut Maquart et al.(1999), asid asiatik membantu menyembuhkan luka
dengan menghasilkan prolifesi fibroblast, dan seterusnya merangsangkan penghasilan
kolagen dan pengumpulan matriks ekstrasel dalam tisu luka. Sementara asiatikosida
membantu menyihatkan kulit dengan meningkatkan kandungan vitamin C, E dan kolagen
serta mempercepatkan pembentukan protein dan ‘lipid. Kajian in vivo menunjukkan
bahawa pengambilan 0.2% larutan asiatikosida membantu meningkatkan kandungan

kolagen dan seterusnya mempercepatkan pertumbuhan epitelium di permukaan luka tikus
belanda (Shukla et al., 1999).

Centella asiatica dipercayai dapat membantu melancarkan pengaliran darah ke
otak dengan menguatkan serta mencegah kapilari dan salur darah daripada rekah dan
bocor. Kajian menunjukkan asiatikosida dan madikasosida daripada Centella asiatica

memberi kesan positif terhadap sistem pengaliran darah terutamanya dalam merawat

kejang kaki, bengkak kaki dan kebas kaki (Noraida Arifin, 2005).

Selain itu, Centella asiatica didapati mampu membantu mengurangkan dan

menghilangkan tekanan dan resahan di samping menambahkan kekuatan mental yang

disebabkan oleh tekanan (Noraida Arifin, 2005). Oleh itu, ia selalunya disamakan dengan
Gingko Biloba.



Pertubuhan Kesihatan Sedunia (WHO) menyatakan Centella asiatica berupaya
meningkatkan kecerdasan fizikal dan keupayaan mental kanak-kanak (Noraida Arifin,
2005). Kajian in vivo menunjukkan bahawa pengambilan ekstrak Centella asiatica pada
peringkat postnatum memberi kesan terhadap morfologi neoronal pada tikus dan

seterusnya meningkatkan kekuatan fizikal dan mental (Rao et al., 2005).

Kajian saintifik mendapati Centella asiatica berupaya bertindak sebagai
antiiflamasi dengan merencatkan sintesis nitrogen oxida dan seterusnya mengurangkan
perembesan sintase nitrik oksida. (Guo et al. 2004, Jayatilake dan MacLeod, 1987;
Ramaswamy et al., 1970). Centella asiatica juga berupaya bertindak sebagai anti bakteria
dengan melarutkan selaput wax pada bakteria leprosi serta membenarkan sistem imun

bertindak memusnahkan bakteria tersebut (Jayatilake dan MacLeod, 1987; Ramaswamy
et al., 1970).

2.2 Kajian Saintifik Centella asiatica

Sejak kebelakang ini, Centella asiatica diiktiraf oleh Pertubuhan Kesihatan Sedunia
(WHO) sebagai salah satu spesis tumbuhan yang mempunyai potensi untuk menghasilkan
sebatian bioaktif untuk tujuan perubatan. Hal ini secara tidak langsung menarik perhatian

ramai penyelidik dalam menganalisa teriterpenoid daripada Centella asiatica.
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