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ABSTRAK 

Centella asiatica kaya dengan sebatian triterpenoid yang penting, terutamanya asid 

asiatik yang banyak digunakan dalam perubatan. Maka, kaedah pengkulturan yang 

cekap harns diwujudkan untuk mempertingkat penghasilan asid asiatik. Penggunaan 

gula yang mengakibatkan penambahan dalam perturnbuhan dan penghasilan metabolit 

sekunder telah dibuktikan dalam pelbagai spesies tumbuhan. Akar transgenik C. 

asiatica yang telah ditransformasi oleh Agrobacterium rhizogenes R1601 telah 

digunakan untuk mengkaji kesan gula yang berlainan dan kepekatan sukrosa yang 

berbeza terhadap pertumbuhan dan penghasilan asid asiatik. Dalam kajian kesan 

berlainan jenis gula; sukrosa, maltosa, fruktosa dan glukosa bertindak sebagai sumber 

karbon dalam medium kultur. Manakala, bagi kajian tentang kepekatan sukrosa yang 

berbeza; 0%, 2%, 3%, 4%, 6%, 8% dan 10% (w/v) sukrosa telah dikultur dalam setiap 

kelalang kon yang mengandungi 50mL media MS tanpa hormon; diinokulasi selama 

36 hari pada pH 5.8 dalam keadaan gelap pada suhu 25 ± 2°C dan bergerak pada 

100rpm. Akar transgenik C. asiatica lebih cenderung kepada penggunaan sukrosa 

untuk mencapai perturnbuhan maksimum, dimana kadar perturnbuhannya adalah 

tertinggi sebanyak 48.8455 ± 16.0018 Gisim kering) berbanding dengan kultur yang 

menggunakan glukosa, fruktosa dan maltosa. Berdasarkan keputusan yang diperolehi 

daripada HPLC analisis, sukrosa sekali lagi mencatatkan penghasilan asid asiatik yang 

terbanyak, iaitu 0.9662% ± 0.1l36 Gisim kering akar). Bagi kesan kepekatan sukrosa 

pula, 6% (w/v) sukrosa telah memberi perturnbuhan yang paling tinggi, sebanyak 

64.8614 ± 8.8492 Uisim kering). Walaubagaimanapun, 3% (w/v) sukrosa memberikan 

penghasilan asid asiatik yang paling tinggi, dimana sebanyak 0.7761 % ± 0.1878 Gisim 

kering akar) asid asiatik telah diperolehi. 
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ABSTRACT 

The active constituents of Centella asiatica are triterpenoids which are found as 

genms (asiatic and madecassic acids) and heterosides (asiaticoside and 

madecassoside). The triterpenoidic molecules are particularly interesting due to their 

commercially used in medicine. Significant increases in both growth and secondary 

product accumulation have been observed, upon incubation with sugar in certain plant 

species (Jung et at., 1992; Zhang & Zhong, 1997; Ercan et at., 1999). Consequently, 

the use of sugar in vitro has received increasing attention as a potential means for 

increasing secondary metabolites produced in small quantities. C. asiatica transformed 

by Agrobacterium rhizogenes R1601 which grew rapidly in hormone-free MS 

medium was used to test the effect of difference sugars and various sucrose 

concentrations in liquid medium on the growth and the production of asiatic acid. 

Sucrose, maltose, glucose, and fructose which served as the carbon sources in culture 

medium were evaluated in hairy root cultures of C. asiatica. Concentrations of sucrose 

at 0%,2%,3%,4%,6%,8% and 10% (w/v) in MS medium were tested on growth 

and asiatic acid production. It was found that transgenic roots in medium containing 

sucrose resulted in highest growth rate, 48.8455 ± 16.0018 (dry wt). High 

performance liquid chromatographic (HPLC) analysis showed that transgenic roots in 

medium containing sucrose yielded 0.9662% ± 0.1136 asiatic acid (dry wt), the 

highest asiatic acid content as compare to glucose, maltose and fructose. Sucrose at 

6% (w/v) resulted in the highest growth rate, 64.8614 ± 8.8492 (dry wt). However, 

sucrose at the concentration of 3% (w/v) was the best for production of asiatic acid, 

where 0.7761 % ± 0.1878 (dry wt) was obtained after 36 days ofliquid culturing. 
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BABI 

PENDAHULUAN 

Centella asiatica (biasanya dikenali sebagai pegaga, Umbelliferae/Apiaceae) luas 

merebak di India, Asia dan Timur Tengah. Terkenal kerana mempunyai khasiat 

sebagai perubatan dan juga kaya dengan sebatian triterpenoid. Kompaun bioaktif 

utama adalah asid asiatik dan asiatikosida yang telah dibuktikan mempunyai kesan 

biologi seperti perlindungan sel hepatoma dan rintangan terhadap neurotoksik yang 

diakibatkan oleh b-amyloid dan glutamate dan juga boleh dijadikan sebagai satu agen 

untuk terapi kanser kulit manusia (Park et al. , 2005). Manakala, asiatikosida berkesan 

dalam pemulihan luka (Shukla et al., 1999); membantu dalam pemulihan ulser gaster 

dengan sifatnya yang anti-radangan, merangsang gandaan sel dan angiogenik (Cheng 

et al. , 2004). 

Menurut laporan bank eksport dan import India, C. asiatica adalah salah satu 

tumbuhan perubatan yang penting dalam pasaran antarabangsa. Kegunaan C. asiatica 

secara berleluasa sebagai tumbuhan perubatan telah menggalakkannya dieksploitasi 

dengan giat dalam kultur in vitro untuk menampung permintaan dan juga 

meningkatkan penghasilan sebatian sekunder (Kim et al., 2002; Nath &Buragohain, 

2005). Masalahnya, sebahagian sebatian sekunder tidak dapat dihasilkan dalam sel 
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kultur tanpa transformasi dan jika ada hanya dalam kuantiti yang sedikit (Kim et aI. , 

2004; Fu et aI. , 2006; Hu & Du, 2006) 

Oleh itu, sebahagian penyelidik cuba menambahkan kadar sintesis sebatian 

sekunder tumbuhan herba dengan menggunakan kaedah kultur akar transgenik yang 

telah dibuktikan berkesan terhadap A. maritime, Artemisia annua dan Hyoscyamus 

muticus sebagai kaedah berpotensi untuk dieksploitasi (Kim et aI., 2002; Zid & 

Orihara, 2005). Flores et al. (1996) telah menghasilkan lebih daripada 20 klon akar 

transgenik dan keseluruhannya berturnbuh dengan cepat serta penghasilan 

hyoscyamine dengan kadar yang sama. Hyoscyamus muticus yang diperolehi daripada 

transformasi dengan A. rhizogenes boleh menghasilkan alkoloid tropana. Apabila akar 

transgenik dijadikan sel terampai dengan cara memasukkannya dalam medium yang 

mengandungi 2,4- asid diklorofenosiasetik (2,4-D), didapati tiada tropana dihasilkan 

tetapi tropana dihasil semula apabila hormon tidak digunakan dalam medium. 

Kultur akar transgenik Centella asiatica adalah satu kaedah altematif untuk 

menghasilkan sebatian sekunder yang berpotensi untuk dieksploitasi. Walau 

bagaimana, menurut Society for In Vitro Biology Congress (1999) menyatakan 

bahawa perkembangan projek bioteknologi tumbuhan berkait rapat dengan 

mengenalpasti kaedah pengkulturan yang cekap bagi keseluruhan tumbuhan secara in 

vitro. Di samping itu, masalah ketegaran in vitro bagi kebanyakan spesies tumbuhan 

masih merupakan faktor utama mengehadkan eksploitasi bioteknologi dalam 

menghasilkan tumbuhan herba secara komersial (Benson, 2000). Maka, untuk 

mengeksploitasi kultur akar transgenik, kaedah pengkulturan yang cekap untuk 

spesies ini hams diwujudkan. Justeru, k.jian ini dij.lankan untuk ffi"... at PUM S 
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gula terhadap pertumbuhan dan penghasilan sebatian sekunder C. asiatica dalam 

kultur akar transgenik. 

Tujuan kajian ini ialah untuk mengkaji dan membandingkan kesan rawatan 

sumber karbon terhadap pertumbuhan dan pengeluaran hasil asid asiatik akar 

transgenik C. asiatica. 
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BAB2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 Pegaga (Centella asiatica) 

2.1.1 Latar Belakang tentang Centella asiatica 

Di Malaysia terdapat 1200 spesies tanaman ubatan dan terdapat 60 spesies daripada 

1200 spesies biasanya digunakan oleh masyarakat. Salah satu jenis herba yang 

terkenal dan disukai oleh masyarakat kita ialah pegaga. Nama Centella asiatica lahir 

dari bahasa latin. Perkataan Cent membawa maksud tumbuhan herba yang serbaguna 

dan ella menerangkan strukturnya yang kecil. Manakala asia bermaksud kebanyakan 

tumbuhan ini terdapat di negara Asia dan tic a bermaksud merayap (Tan, 1990). 

Biasanya dua spesies pegaga iaitu C. asiatica Nyonya dan C. asiatica Kampung yang 

terkenl digunakan oleh penyelidik untuk membuat kajian (WHO, 1999). 

Centella asiatica merupakan ahli kepada famili Umbelliferael Apiaceae, yang 

biasanya dapat dijumpai di India, Asia dan Timur Tengah. Terkenal sebagai 'Pegaga' 

di Malaysia, 'Luei Gong Gen' di China, 'Daun Kaki Kuda' di Indonasia dan 

'Mandukaparni ' di India. C. asiatica biasanya tumbuh di kawasan yang kurang 

bercahaya seperti kawasan rumput yang lembap, di dalam 
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sungai yang lembap. C. asiatica ialah tumbuhan herba jenis merayap yang kecil dan 

batangnya berwarna hijau kemerahan, melilit antara satu sarna lain; hidup manjalar di 

atas pennukaan tanah dan semusim (Fransworth & Bunyapraphatasara, 1992; WHO, 

1999). Foto 2.1 menunjukkan morfologi C. asiatica. 

Foto 2.1 Struktur morfologi Centella asiatica 

2.1.2 Kegunaan Celltella asiatica 

Centella asiatica telah terkenal pada tiga abad yang lalu, perebusan tumbuhan herba 

ini digunakan untuk rawatan sejuk, strok matahari, radang tonsil, jangkitan kawasan 

urea, hepatitis, penyakit kulit dan sebagainya. C. asiatica juga diguna sebagai ubat 

tradisional untuk penyakit kusta, tuberkulosis dan meningkatkan daya ingatan 

(www.changzhou-centella.com). Selain itu, terdapat banyak lagi applikasi bagi C. 

asiatica yang boleh digolongkan dalam tiga kategori iaitu sebagai perubatan 

tradisional, perubatan moden dan juga kegunaan komersial. 
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a. Perubatan Tradisional 

Centella asiatica atau pegaga ialah sejenis herba tempatan yang terkenal dan 

sering dimakan secara mentah oleh masyarakat Melayu. Mereka percaya 

bahawa herba ini dapat meningkat daya peringatan dan mengubati sakit mental 

seperti nyanyuk dan muram (Somchit et al., 2004). C. asiatica telah diguna 

sebagai tonik otak dan paling terkenal sebagai makanan panjang usia di China 

berabad-abad lama. Pelbagai bahagian pada tumbuhan ini diguna oleh 

masyarakat Cina. Bahagian daun guna untuk mengubati 'leukorrhea'dan 

demam tosik. Manakala, demam yang lain dan bisul pula dirawati dengan 

bahagian pucuk C. asiatica. Di India, C. asiatica diguna untuk rawatan luka 

dan penyakit kulit seperti kusta, pelbagai ulser dan eczema (www.changzhou-

centella.com). 

b. Perubatan Moden 

Menurut laporan bank eksport and import India, C. asiatica adalah salah satu 

tumbuhan perubatan yang penting dalam pasaran antarabangsa. Triterpena 

glikosida yang kaya dalam C. asiatica ialah asiatikosida mempuyai kesan 

dalam pemulihan luka (Shukla et a!., 1999). Kajian telah membuktikan bahawa 

asiatikosida membantu dalam pemulihan ulser gaster dengan sifatnya yang anti 

radangan, merangsang gandaan sel dan angiogenik (Cheng et a!., 2004). Dua 

puluh pesakit yang dijangkiti kronik ulser kulit telah dirawati dengan krim 

mengandungi 1 % ekstrak C. asiatica. Selepas 3 minggu, 17 pesakit berjaya 

diubati dan 3 pesakit lagi juga semakin sembuh (WHO, 1999). 
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c. Komersial 

Pada masa sekarang, pegaga telah diusahakan oleh banyak syarikat untuk 

menghasilkan produk siap seperti ubat-ubatan, jus dan sebagainya. Produk 

minuman yang dihasilkan dapat digunakan untuk mengawal berat badan, 

menyingkirkan bahan-bahan tosik dan dapat mengawal keseleraan seseorang 

(Ozarko, 2002). Di samping itu, pegaga juga digunakan untuk menghasilkan 

produk kosmetik. lni disebabkan pegaga dapat membentukan tisu dengan cara 

membina kolagen, merangsang pembentukkan rambut dan kuku, menghasilkan 

kulit yang sihat dan sebagainya (www.linnea-worldwide.com). 

2.2 Kompaun Aktif dalam Centella asiatica 

Centella asiatica menjadi tumbuhan yang terkenal sebab kaya dengan sebatian kimia 

semulajadi yang bersifat bioaktif dan dapat memberikan tindakan fisiologi pada 

manusia dan juga haiwan. Pada masa tertentu, tumbuhan ubatan akan menghasil 

jumlah sebatian sekunder yang banyak. Apabila tumbuhan ubatan dikeringkan semasa 

memungut atau menuai, kuantiti sebatian bioaktif yang banyak dengan kualiti yang 

maksimum dapat diperolehi (Tan, 1990). 

Kandungan kompaun kimia utama C. asiatica yang aktif ialah triterpena 

saponin; brahmosida, brahminosida (saponin glikosida), asid brahmik, asid iso-

brahmik, asid betulik, madekassosida, asid asiatik, asiatikosida dan asid madekassik, 

seperti yang ditunjukkan dalam Rajah 2.1 (Inamdar et ai. , 1996; WHO, 1999). 

Triterpenoid adalah sejenis kompaun kompleks yang tak berwama, m ""'"" ntuk"OM S 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 
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dan mudah cairo Sifat mudah cair ini membolehkannya bertindak sebagai kompaun 

kimia yang aktif (Luckner, 1997). 

OH 

Asid madekassik 

OHH 

gH OHH OttOH 

fi-o""\-ftt ~o-h 
o ~ -O-\,..f.t "--rOM 

A~iatikosida 
CH.tOH ata 

Rajah 2.1 Struktur bagi asid asiatik, asiatikosida dan asid madekassik (Inamdar et al., 

1996). A) Asiatikosida; B) Asid asiatik; C) Asid madekassik 

2.2.1 Triterpenoid 

Sebatian sekunder merujuk kepada kumpulan produk kimia yang pelbagai, di mana 

tidak perlu untuk mengekalkan kehidupan tumbuhan. Biasanya, sebatian primer 

dihasilkan pada fasa log, manakala penghasilan sebatian sekunder hanya berlaku 

selepas mencapai fasa pegun. Sebatian sekunder yang paling banyak dan mempunyai 

struktur yang tidak serupa adalah farnili terpenoid (isoprenoids) (Giri et al., 2001). 

Terpenoid adalah kumpulan sebatian sekunder yang diterbitkan daripada 

isopentenil pirofosfat (IPP) yang mempunyai hampir 22,000 ahli yang melebihi 300 
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