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ABSTRAK 

Asid asiatik merupakan sejenis kompaun triterpenoid yang terdapat dalam tumbuhan 

Centella asiatica yang digunakan secara tradisional dalam rawatan penyakh kulit. 

Peningkatan penghasilan asid asiatik secara in vitro boleh dilakukan dengan 

memanjpulasikan keadaan pengkulturan ke atas kultur akar transgenik C. asiatica. Kultur 

akar transgenik daripada stok disubkulturkan ke dalam kelalang Erlenmeyer 250 mt. yang 

mengandungi 50 ml medium cecair MS (Murashige & Skoog), Yz MS, B5 (Gamborg B5) 

dan White dengan 3% (w/v) sukrosa tanpa hormon. Kultur akar transgenik C. asiatica 

dikultur dalam inkubator penggoncang pada ] 00 rpm dengan suhu 25 ± 2 °C di bawah 

keadaan gelap selama 36 hari. Selepas 36 hari, kultur akar transgenik dituai dan dikeringkan 

pada suhu 40°C sehingga memperoleh jisim kering yang tetap dan pengekstrakan 

triterpenoid dilakukan dengan menggunakan metanol:air dalam nisbah 9: I di atas 

penggoncang berputar 100 rpm. Ekstrak kasar dilarutkan dalam 1 ml metanol dan dianalisis 

dengan Krornatografi Cecair Berprestasi Tinggi (HPLC). Pemisahan kromatogratik 

dilakukan melalui fasa berbalik-HPLC (RP-HPLC) dengan menggunakan kolum ZORBAX 

ECLIPSE SDB C I8 dengan air-acetonitril sebagai fasa bergerak. Kromatogram asid asiatik 

dimonitor pada 230 nm dengan kadar aliran 0.5 ml min- I dengan alat pengesan DAD pada 

25°C. Keputusan menunjukkan bahawa medium kultur MS adalah paling baik untuk 

mengaruh perturnbuhan akar transgenik dan penghasilan asid asiatik. Medium MS 

memberikan indeks pertumbuhan akar transgenik yang paling tinggi (26.5910) dengan 

kandungan asid asiatik yang terbanyak (1.45% jisim kering akar). Sebaliknya, medium 

White memberikan indeks pertumbuhan yang paling rendah (9.5102) dengan kandungan 

asid asiatik yang sedikit (0.28%jisim kering akar). 
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ABSTRACT 

THE EFFECT OF BASAL MEDIA ON THE PRODUCTION OF ASIATIC ACID IN 

BArny ROOT CULTURE OF CENTELLA ASIATICA 

Asiatic acid is a triterpene compound which is found in Centella asiatica and has been 

traditionally used for skin diseases. The increase of asiatic acid production in vitro can be 

achieved by manipulating the culture condition of hairy root cuLture of C. asiatica. Hairy 

root cultures were transferred from its stock and were subcultured into SO ml aliquots ofMS 

(Murash:ige & Skoog), Y2 MS, BS (Gam borg 8S) and White liquid medium supplemented 

with 3% (w/v) sucrose in 250 ml Erlenmeyer flasks. All the culture media were horrnone­

free. The cultures were kept under continuous agitation at 100 rpm in a rotary shaker and 

incubated under dark condition at 2S ± 2 °C for 36 days. After 36 days of culture, hairy root 

cultures were harvested and asiatic acid were extracted using methanol:water (9: 1) with 

agitation at 100 rpm. The dried crude extracts were dissolved in Iml HPLC grade methanol 

and analysed by HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Chromatographic 

separation was performed with a reversed-phase gradient method by using ZORBAX 

ECUPSE SDB C\8 column with a water-acetonitrile mobile phase. The chromatogram was 

monitored at 230 nm with photodiode array detection (DAD). The flow rate was 

O.S mt min-I. The results showed that among the four liquid medium tested, the best growth 

(26.5910) and asiatic acid production (1.45% dry weight root) were achieved in MS 

medium. On the other hand, White medium was inferior for both growth (9.5102) and 

asiatic acid production (0.28% dry weight root). 
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DAB 1 

PENDAHULUAN 

Dewasa int, perawatan yang berasaskan tumbuh-tumbuhan semulajadi semakin mendapat 

tempat di hati masyarakat. Kini pokok-pokok yang tumbuh meliar tidak kira di hutan 

belantara atau di sekeliling kita terus dikaji. Walaupun wujudnya perkembangan pesat 

dalam sintesis kompaun kimia, tumbuhan masih merupakan sumber utama bagi kebanyakan 

kompaun ubat dalam farmaseutikal (Bajaj, 1999). Menurut Pertubuhan Kesihatan Sedunia 

(WHO), 80% penduduk dunia dijangka masih bergantung pada perubatan tradisional yang 

berasal dari tumbuhan herba pada masa kini (Leena & Jaindra, 2003). Justeru, hasil dari 

hutan hujan khatulistiwa ini tidak boleh dipandang sebelah mata sahaja kerana ia 

mempunyai banyak spesis tumbuhan herba yang bemilai komersial. Malahan 

kebanyakannya telah diproses dalam bentuk yang lebih moden serta sesuai digunakan untuk 

setiap keadaan dan masa. Antara tumbuhan herba yang tidak asing lagi ialah pegaga atau 

lebih dikenali Cenlella asiatica (Nair & Ganapathi, 1998). Di sesetengah tempat, pegaga 

juga dikenaLi dengan gelaran Mandukaparnj, Indian pennywort, Brahmamanduki, 

Khulakhudi, Thol-khuri, Brahmi, Saraswataku, dan Vallarei (prajapati & Purohit, 2004). 
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Walaupun hutan hujan Khatulistiwa mengandungi banyak jenis turnbuhan herba 

yang arnat berguna dalam rawatan penyakit, namun terdapat banyak spesis tumbuhan herba 

yang kian jarang dijumpai, terancam dan mengalami kepupusan. Antaranya termasuklah 

C. asiatica yang mengalarni masalah eksploitasi yang berlebihan kerana ciri-ciri 

perubatannya (Nath & Buragohain, 2005). Oleh itu, germaplasma mereka perlulah 

dipelihara, diganda dan ciri-ciri merekajuga perlu dibaiki, terutamanya dalam penghasilan 

metabolit sekunder yang mempunyai nilai farmaseutikal yang tinggi (Bajaj, 1999). 

Teknologi transformasi genetik dalam tumbuhan telah dikembangkan sejak 10 tabun 

yang lalu. Kajian telah dijalankan ke atas banyak spesis tumbuhan herba, termasuk Atropa 

belladonna dan Nicotiana tabacum. Tujuan menjalankan transformasi genetik ke atas 

tumbuhan herba adalah untuk meningkatkan atau menambahkan penghasilan farmaseutik, 

dadah, rasa, warna, dan kompaun ubat dalam keadaan yang terkawal (Bajaj , 1999). 

Transformasi akar transgenik selain dapat menghasilkan metabolit sekunder yang 

diperlukan, iajuga dapat menghasilkan metabolit yang biasanya tidak dijumpai dalam akar 

tumbuhan induk (Baj~, 1999). Justeru, kultur akar transgenik telah digunakan sebagai 

sumber altematif bagi penghasilan metabolit sekunder. Kebaikan menggunakan kultur akar 

transgenik dalam menghasilkan metabolit sekunder adalah keadaan kultur boleh dikawal. 

Contohnya, kualiti dan kuantiti metabolit sekunder yang dihasilkan dalam kultur akar 

transgenik boleh dikawal. Selain itu, penghasilan metabolit sekunder yang berterusan tanpa 

bergantung pada peru bah an faktor persekitaran juga dapat dicapai dengan menggunakan 

kultur akar transgenik (Sasson, 1991). 

Dalam kajian ini, pengaruh beberapa media asas (MS, Y2 MS, B5 dan White) ke atas 

pertumbuhan dan penghasiJan metabolit sekunder oJeh kultur akar transgenik C. asiatica 

telah dikaji. 
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Objektif kajian adalah mengkaji pengaruh empat media asas (MS, Y2 MS, B5 dan 

White) ke atas pertumbuhan dan penghasilan asid asiatik oleh kultur akar transgenik 

C. asiatica. 



BAB2 

ULASAN LITERATUR 

2.1 Centella asiatica 

Centella asiatica (f.amili umbelliferae) biasanya dijumpai di Asia dan Afrika Timur, iaitu 

India, Sri Lanka dan Madagascar. Tumbuhan ini digelar dengan nama berlainan 

berdasarkan penyebarannya di negara masing-masing. Nama lain C. asiatica ialah Pegaga 

(Malaysia), Luei Gong Gen atau Tung Chain (China), Vallarai (India) dan Daun Kaki Kuda 

([ndonesia) (Somchit et al., 2004). 

Selain daripada Tongkat Ali dan Kacip Fatimah, C. asiatica merupakan tumbuhan 

herba yang mendapat perhatian di kalangan saintis pada masa ini (Adenan, 1998). Sejak 

kebelakangan ini, Pertubuhan Kesihatan Sedunia (WHO) telah mencadangkan kepentingan 

untuk memelihara pegaga memandangkan pegaga merupakan salah satu tumbuhan herba 

yang penting. Di Malaysia, tiga jenis C. asiatica telah dikenalpasti. Pegaga-pegaga ini 

dikenali dengan nama tempatan sebagai pegaga salad, pegaga biasa dan pegaga nyonya 

(Joseph et al. , 2005). 

Habitat C. asiatica adalah luas kerana tumbuhan herba ini bukan sahaja dapat 

tumbuh di kawasan yang teduh seperti di pinggir hutan, tetapi juga di kawasan terbuka 
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yang terdedah kepada eahaya seperti di atas tanah lembap, berdekatan pinggir saluran atau 

parit dan di dalam air eetek. Taburan C. asiatica meliputi kawasan tropikal dan sebahagian 

kawasan subtropikal (Joseph et a!., 2005). 

Centella asiatica ialah turnbuhan hijau yang menjalar di permukaan tanah dan 

mengeluarkan akar pada setiap ruas daun. Daunnya berbentuk ginjal dengan babagian tepi 

daun bersifat Iidn atau bergerigi mengikut spesis. Lebar daunnya adalah di antara 3-5 em 

dan panjang tangkainya boleb meneapai 10-20 em mengikut kultivar, kesuburan dan 

kepadatan tanaman. Bunganya keeil , kurang daripada 3 mm dan dalam jambak 3-4 kuntum 

dengan kelopak berwarna putih atau merah jam bu. Buahnya berbentuk pipih dan kelihatan 

seperti biji eili (Joseph et al., 2005). ::t: 

Centella asiatica (Foto 2.1) popular dj kalangan orang Melayu sebagai ulam. Ia 

dipereayai dapat menambahkan selera dan membantu dalam sistem peneemaan. Daun dan 

tangkainya yang segar selalunya dimakan mentah bersama sambal belaean. Pegaga juga 

boleh rurnasak dengan susu kelapa dan eili serta rujadikan reeipi daJam masakan kerabu 

dan nasi ulam (Joseph et a!. , 200:5). 

Foto 2.1 Centella asiatica 

2.2 Kegunaan C. asiatica Dalam Perubatan 

Centella asiatica rnempunyai pelbagai kegunaan dalam bidang perubatan tradisional dan 

moden. Ia semakjn popular seeara global dan mempunyai pasaran antarabangsa yang luas. 
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Banyak produk C. asiatica telah dijual di pasaran antarabangsa dengan nama dagang yang 

berlainan seperti Madecassol, Centelase, Centasium, Ekzepiderm, Salve, Emdecassol, dan 

Elha-Dermidyn. Madecassol (Rajah 2.1) dan Centelase terkenal sebagai ubat rawatan bagi 

pesakit dermatitis dan allergi (Bala & Ng, 2000). 

Made 01 
lU/gras I 

Rajah 2.1 Produk C. asiatica yang dijual di pasaran (www.laboticadigital.com). 

2.2.1 Kegunaan C. asiatica dalam perubatan tradisional 

Dalam perubatan tradisional Malaysian, C. asiatica terkenal dengan kesan memanaskan 

badan dan oleh hal yang demikian, ia dimakan oleh ibu yang baru habis bersalin untuk 

memanaskan badan mereka, membantu pengecutan uterus, dan membantu peredaran darah 

(Joseph et aI., 2005). 

Daun C. asiatica yang dikeringkan boleh dibuat teh manakala ekstrak daun segar 

C. asiatica boleh ditambahkan dengan gula atau madu untuk dijadikan jus. Jus daripada 

daun C. asiatica diekstrak dengan mendidihnya dalam air atau ditumbuk dijadikan pes. 

(Joseph et al., 2005). Jus dan teh C. asiatica dipercayai boleh membersihkan darah dan 

merawat masalah pencernaan. Jus tumbuhan ini juga boleh diekstrak daripada bahagian 

akar dan digunakan untuk mencuci luka ulser. Daun C. asiatica yang diramas boleh disapu 

pada kudis, luka dan ulser untuk membantu dalam penyembuhan. Pes disapukan pada dahi 

dan seluruh badan untuk merawat demam (Joseph et al., 2005). 
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Centella asiatica juga digunakan untuk merawat urethritis, keloids, leucorrhoea, 

lupus, leprosi, selulitis, bronkitis, lelah, kusta, disenteri , epilepsi dan masalah ginjal (Bala 

& Ng, 2000; Joseph et al., 2005). Ia juga digunakan dalam merendahkan tekanan darah 

(Bala & Ng, 2000). Di India, C. asiatica banyak digunakan untuk merawat leprosi, 

menguatkan fungsi saraf, dan sebagai tonik otak untuk meningkatkan daya ingatan. Di 

Malaysia pula, C. asiatica dipercayai mempunyai nilai kosmetik yang berfungsi dalam 

mengekalkan keremajaan atau dikenali sebagai awet muda (Joseph el al., 2005). 

Dalam masyarakat Cina, C. asiatica digunakan sebagai ubat menurunkan api 

(kepanasan badan) (antipyretic). Ia juga digunakan sebagai penawar dalam cirit-birit, 

ekzema, pembentukan batu karang, campak, konjuntiviti, batuk kering, asma, dan 

glaukoma (Bala & Ng, 2000). 

2.2.2 Kegunaan C. asiatica dalam perubatan moden 

Bioaktiviti bagi C. asiatica adalah seperti mengurangkan kebimbangan, anti-bakteria, 

anti-kesuburan, anti-fungi, anti-radang, anti-mitotik, hjpotensif, sebagai racun serangga dan 

pelicin bagi ketegangan otot. Dalam bidang farmaseutikal , C. asiatica digunakan sebagai 

anti-alergi, anti-kanser, mencegah cirit-birit, anti-disenteri, perangsang peredaran darah, 

diuretik, tonik, merawat sakit kerongkong, dan penyembuhan luka (Goh el al. , 1995). 

Centella asiatica dapat melegakan ketegangan tisu, menggalakkan pembentukan 

keratin dan merangsang pertumbuhan retikulum endotelium. Di negara Eropah, tumbuhan 

ini digunakan untuk merawat ulser kaki, mempercepat penyembuhan luka selepas 

pembedahan, sebagai pelali, menghalang pembentukan hypertropics oleh tisu parut dalam 

merawat luka terbakar (Nair & Ganapathi, 1998). 
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Cenlella asiatica mempunyai aktiviti anti-oksidaan yang tinggi dan merupakan satu 

sumber anti-oksidan semula jadi yang baik (Joseph et al., 2005). Kompaun fenolik dalam 

C. asiatica bukan sahaja mempunyai kesan anti-oksidaan, tetapi juga mempunyai kesan 

biologikal termasuk anti-trombotik, mencegah penyakit arteriosklerosis, kencing manis, 

dan arthitis (Zainol et al., 2003). 

Asid asiatik, salah satu kompaun aktif dalam tumbuhan C. asiatica, telah terbukti 

dalam mengaruh apoptosis dalam sel melanoma manusia SK-MEL-2. Selain itu, kompaun 

ini juga didapati meningkatkan proliferasi fibroblast dan mengaruh kolagen sintesis. Asid 

asiatik juga memberi kesan perlindungan dalam menentang neurotoksitiviti yang diaruh 

oleh p-amiloid dan glutamat (park et al., 2005). Asiatikosida telah dikenal pasti sebagai 

kompaun yang paling aktif dalam tumbuhan C. asiatica dan selalunya dikaitkan dengan 

penggunaannya dalam penyembuhan luka dan ulser duodenum (Kim et aI., 2004). 

2.3 Komponen AktifDalam c. asiatica 

Cenlella asiatica boleh dimakan mentah. Komposisi nutrien untuk 100 g bahagian yang 

boleh dimakan pada tumbuhan ini ialah 87.7 g air, 2 g protein, 0.2 g lemak, 6.7 g 

karbohidrat, 1.6 g serat, 1.8 g abu (ash), 17] mg kalsium, 32 mg fosforus, 5.6 mg ferum, 

21 mg natrium, 391 mg kalium, 42 mg magnesium, 0.3 mg kuprum, 2 mg zink, 2649 J.1g 

karotenoid, 442 J.1g vitamin A, 0.09 mg vitamin Bl, 0.19 mg vitamin B2, 0.1 mg niasin, dan 

48.5 mg vitamin C (Joseph et al., 2005). 

Kompaun triterpenoid (Rajah 2.2) penting yang diekstrak daripada C. asiatica ialah 

asiatikosida, madekassosida, asid asiatik, dan asid madekassik (lnamdar et aI., 1996; 

Joseph et aI., 2005). Kompaun-kompaun tersebut merupakan metabolit sekunder yang 

dihasilkan oleh C. asiatica. Tumbuhan menghasilkan metabolit sekunder sebagai respon 
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kepada infeksi oleh bakteria dan fungi. Sesetengah metabolit sekunder yang dihasilkan 

adalah untuk memberi perlindungan daripada dimakan oleh haiwan herbivor (Kovalenko & 

Maliuta, 2003). Rajah 2.3 menunjukkan laluan pembentukan triterpenoid (centellosides). 

HO 

tlt-H, Rt ... • .Jt-oH. R' ... 

OH 1;0..1 
n.R-H, Rt- ~O 

H~ OHH~ 
OH Y1HoJ 

IV.R-OH. Rt_f) 

H~ O~~ 
HO OH HO OH 

Rajah 2.2 Struktur triterpenoid C. asiatica. Struktur asid asiatik(n, asiatikosida(II), asid 

madekassik(llI) dan madekassosida (IV) (Inamdar et az', 1999). 

acetyl-CoA 

! 
HMG-CoA 

! 
MVA 

! SEsaUITERPENES 

i IPP ! + --+ FPP --+ squalene--+ 

DMAPP 

"centellosides" 
ursane saponlns • 

~-amyrin • • , 

HO 

HO 
HOH2C 

asiatic acid 

2,3-oxidosqualene- - - - -~ friedelin 

Rajah 2.3 Laluan triterpenoid dalam C. asiatica. HMG-CoA, p-hidroksi-p- metilglutaril­

CoA; MVA, Mevalonat; IPP, Isopentenil pirofosfat; FPP, Farnesil pirofosfat 

(Mangas et al., 2006) 
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