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ABSTRAK 

Centella asiatica (Linn.) Urban merupakan tumbuhan herba yang tergolong dalam famili 

Umbelliferae. Kalus rapuh diperolehi daripada subkultur yang berterusan dalam medium 

pengaruhan separa pejal kalus yang berasaskan medium Murashige dan Skoog (1962) 

dengan penambahan 3%(w/v) sukrosa, 0.23 mgL-l BAP, 0.21 mgL-l 2,4-D dan juga 

O.5gL-l kasien hidrolysate. Kultur sel ampaian diaruh untuk sumber proses pemencilan 

protoplas dengan mengkultur kalus rapuh pada medium pengaruhan kalus dalam medium 

bentuk cecair. Protoplas dipencilkan dengan mengeramkan kalus dalam larutan enzim 

selama 14 jam. Kombinasi enzim yang terdiri daripada 1.5%(w/v) Cellulase Onozuka 

RIO, 1.0%(w/v) Macerozyme RIO dan 0.5%(w/v) Driselase digunakan. Kultur sel 

ampaian pada hari ke-7 dan hari ke-l0 pasca-subkultur telah diuji terhadap penghasilan 

protoplas. Pemencilan protoplas menggunakan kultur sel ampaian pada hari ke-7 pasca-

subkultur menghasilkan protoplas lebih banyak iaitu 1.33 X 10s protoplas/ml berbanding 

pada hari ke-l0 pasca-subkultur iaitu 0 protoplas/ml. Pemencilan protoplas dapat 

dilakukan namun begitu protoplas tidak dapat dikultur kerana tidak banyak protoplas 

berjaya ditulenkan. Protoplas hidup yang diperolehi selepas penulenan kurang daripada 

70% dan ini menyebabkan kultur protoplas tidak dapat diteruskan. Namun begitu, kultur 

sel ampaian yang stabil beljaya diaruh dan dikekalkan untuk kajian pada masa hadapan. 
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ABSTRACT 

Centella asiatica (Linn.) Urban is the medicinal plants of family Umbelliferae. Friable 

callus were sub cultured continuously on semisolid medium based on Murashige and 

Skoog (1962) medium supplemented with 3%(w/v) sucrose, 0.23 mgL-I BAP, 0.21 mgL-I 

2,4-D and also 0.5 gL- 1 casein hydrolysate. The cell suspension culture was initiated as a 

source of protoplast isolation by culturing the friable callus in callus induction medium in 

the form of liquid . Protoplasts were isolated by incubating the callus in an enzyme 

solution for 14 hours. The enzyme solution was comprised of 1.5%(w/v) Cellulase 

Onozuka RIO, 1.0 %(w/v) Macerozyme RIO and 0.5%(w/v) Driselase . Cell suspension 

cultures with 7 and 10 days post-subculture were evaluated for protoplast yield. Higher 

protoplast yield was obtained when using 7 day post-subculture cell suspension (1 .33 X 

lOS protoplasts/ml) as compared to 10 day post-subculture (0 protoplastlml). The isolated 

protoplasts could not be cultured due to high loss of protoplasts during the purification 

process. The viability of protoplasts was obtained less than 70% hence the protoplasts 

were not cultured. However, stable cell suspension cultures were successfully initiated 

and maintained for future work. 
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BABl 

PENDAHULUAN 

Minat terhadap produk farrnaseutikal dan ubat-ubatan yang berasal daripada tumbuhan 

herba telah meningkat dengan hebatnya pada masa kini. Di Malaysia, nilai pasaran herba 

dianggarkan sebanyak US$3. 8 billion dan meningkat sebanyak 10 hingga 20% setahun 

(Omar et aI. , 2004). Tumbuhan yang dikaji dalam kajian ini ialah Centella asiatica atau 

namanya di Malaysia ialah pegaga. 

Terdapat banyak kegunaan C. asiatica antaranya, di Malaysia, biasanya C. 

asiatica digunakan sebagai ulam oleh orang Melayu, sebagai minuman penyejuk badan 

oleh orang Cina dan sebagai tonik untuk otak oleh orang India. Daunnya dimakan segar 

sebagai ulam atau dimasak. Kegunaan utama C. asiatica ialah dalam menyembuhkan luka 

dan menggalakkan kesihatan tisu kulit. Ia digunakan untuk menghalang pembentukan 

parut pada tisu kulit, juga mengubati ulser kusta, ulser perut dan ulser duodenal, dan 

bertindak sebagai tonik pelbagai fungsi lebih dikenali sebagai adaptogen (Mat-Salleh et 

aI., 2002). 
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Sesetengah orang menggunakan air rendaman daun pegaga untuk merawat sakit-sakit 

badan, atau pegaga yang telah dilumatkan boleh disapu ke seluruh badan apabila demam. 

Selain itu, daun pegaga juga amat baik untuk ibu-ibu yang baru bersalin dan untuk awet 

muda. Jus akar pegaga pula digunakan untuk mencuci luka ulser (Mat-Salleh et a!. , 

2002). 

Di Malaysia, penjualan pegaga tempatan biasanya dilakukan oleh pengusaha kecil 

yang memperolehi pegaga ini daripada pekebun atau menanam sendiri tumbuhan ini atau 

yang dipungut dari hutan. Ia biasanya dijual di pasar tani atau pasar malam dengan harga 

lebih kurang RM6 per kg untuk berat segar pada tahun 1998 (Jaganath & Ng, 2000). 

Dengan bertambahnya kepentingan dan permintaan global pegaga, beberapa pengeluar 

atau pengilang telah mengambil peluang untuk menghasilkan produk herb a pegaga tetapi 

terdapat masalah dalam industri ini kerana kesukaran mendapatkan bahan-bahan mentah 

yang lebih konsisten dan berkualiti. 

Kebanyakan bekalan pada masa kini diimport dari Indonesia dan India. Oleh 

sebab itu, terdapat banyak permintaan pegaga tempatan bagi mengurangkan kos 

pengeluaran sesuatu produk pegaga. Beberapa jenis produk pegaga di Malaysia 

termasuklah teh pegaga, produk makanan kesihatan dan produk kesihatan tambahan. 

Pengeluaran produk pegaga secara komersial ketika ini hanya terhad di dua negara, iaitu 

Sri Lanka dan Madagaskar. Madagaskar merupakan pembekal utama pegaga untuk 

farmaseutikal di pasaran dunia dengan pertambahan eksport tahunan dari 26 ke 96 tan 

setahun dalamjangka masa 1979 hingga 1988 (Jaganath & Ng, 2000). 
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Oleh kerana pegaga digunakan untuk menghasilkan produk seperti kecantikan, kesihatan 

dan sebagainya, maka mutu pegaga harus ditingkatkan. 

Kajian yang dilakukan ini dapat meningkatkan kualiti dan mutu pegaga kerana 

.Teknologi protoplas boleh diaplikasikan untuk memajukan tumbuhan bagi memperbaiki 

agronomi dan perkebunan, dan memperbaiki rintangan penyakit melalui hibrid 

paraseksual dan kejuruteraan genetik tumbuhan (Schum et a!., 2001). 

Dengan memencilkan protoplas dan regenerasi tumbuhan daripada protoplas, 

variasi somaklonal dengan sifat-sifat yang telah diperbaiki dapat diperoleh. Paraseksual 

atau hibrid somatik boleh diperolehi dengan penggabungan protoplas dari spesies yang 

tidak bersaudara atau spesies yang jauh hubungan. Melalui kejuruteraan genetik, gen 

asing boleh dipindahkan ke sel tumbuhan dan dan tumbuhan yang mempunyai gen barn 

ini boleh diregenerasikan. Ia boleh dilakukan dengan pelbagai cara seperti elektroporasi, 

pengeraman dengan bakteria, kejutan haba dan rawatan pH yang tinggi bagi merangsang 

penggabungan protoplas (Schween et al., 2003). 

Tumbuhan yang telah diperbaiki daripada manipulasi protoplas digunakan dalam 

program pembiakan untuk memperkembangkan pelbagai hasilan tanaman barn yang 

mempunyai ciri-ciri seperti perubahan morfologi daun dan bunga, tahap kesuburan yang 

tinggi, rintangan penyakit yang lebih baik dan variasi dalam penghasilan produk sekunder 

(Schween et al., 2003). 
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Objektif kajian ini adalah untuk mengkaji kesan kultur media yang berbeza bagi 

pembentukan protokoloni. Terdapat tiga media yang dikaji untuk melihat apakah media-

media yang sesuai untuk penbahagian protoplas bagi tumbuhan pegaga. Media-media 

tersebut dikombinasikan dengan jenis dan kepekatan hormon yang berbeza. Sumber yang 

dikaji adalah daripada kalus daun pegaga. 

Kultur protoplas dipengaruhi oleh banyak faktor dan sangat memerlukan analisis 

yang sistematik, empirikal dan kadang-kala tidak juga berjaya (Lorz et aI., 1983). 

Menurut Lorz et al. (1983) juga biasanya makro- dan/atau mikronutrien media atau 

kombinasi danlatau kepekatan fitohormon diubahsuai untuk perbaiki keefisiensi kultur. 
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BAB2 

ULASAN LITERATUR 

2.1 Centella asiatica 

Negara asal tumbuhan ini tidak diketahui tetapi dipercayai berasal dari India atau Asia 

Tenggara (Ismail Saidin, 2000). Centella asiatica adalah dari keluarga 

Umbelliferae/Apiaceae juga dikenali oleh masyarakat Malaysia sebagai daun kaki kuda, 

pegaga tekukur dan pegaga ular. Nama lain C. asiatica ialah Asiatic Pennywort dan Gotu 
t • 

Kola (Omar et aI. , 2004). 
~ 

Tumbuhan ini dan penyediaannya telah berkurun digunakan dalam sistem 

perubatan Ayurvedic di India dan perubatan tradisional Cina dan Madagaskar (Ismail 

Saidin, 2000). Ia juga telah disyorkan oleh Pertubuhan Kesihatan Sedunia (WHO) sebagai 

satu daripada spesies tumbuhan ubat yang paling penting perlu dipulihara dan dibiakkan 

(Jaganath & Ng, 2000). Bahagian yang digunakan ialah daun, akar dan kesemua bahagian 

pegaga (Zakaria & Mohamad, 1992). Terdapat tiga subspesies pegaga yang boleh 

dibezakan iaitu pegaga salad, pegaga kerinting dan pegaga biasa atau pegaga ubi. Pada 

tahap ini, pegaga ubi dicadangkan untuk penghasilan komersial (Jaganath & Ng, 2000). 
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2.2 Morfologi Centella asiatica 

Centella asiatica merupakan jenis herba keeil yang merayap, semusim, berbatang halus 

panjang dan daunnya berbentuk ginjal. C. asiatica juga merupakan herba menjalar, 

batang stolon dan berizom pada buku ruas. Daunnya tumbuh roset pada buku ruas, lai 

daunnya hampir orbikular, bes kordat, tepi daun bergerigi dan daunnya bersaiz 2-5 em 

diameter. Petiol 5-10 ern panjang. Daunnya berwarna hijau tua dan beraroma sedikit 

apabila dirarnas. Infloresennya pedunkel, kira-kira 1-2 ern panjang dan biasanya terdapat 

2-3 kuntum bunga yang keeil berwarna ungu kehitaman. Buahnya halus, ovoid dan 

berwama putih kehijauan (Ismail Saidin, 2000). 

Foto 2.1 Centella asiatica menjalar di atas tanah 
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2.3 Habitat Centella asiatica 

Centella asiatica tumbuh secara liamya di kawasan lapang yang luas, sesetengah jenis C. 

asiatica gemarkan tempat teduh daripada cahaya, manakala jenis lain gemarkan kawasan 

terbuka yang bercahaya. Selain itu ada juga yang tumbuh di celah-celah batu. Di hutan, 

tumbuhan ini biasanya dijumpai di kawasan yang lembap seperti paya, di sekitar tepi 

tasik, kolam dan ada juga yang dilihat tumbuh di sawah padi (Jaganath & Ng., 2000). Di 

Indonesia, tumbuhan ini dijumpai dari dataran rendah hingga ketinggian ±2500m dari 

paras laut di mana ia tumbuh setempat dengan jumlah yang besar di kawasan lapang 

bercahaya atau kawasan lembap (Heyne, 1987). 

2.4 Kandungan kimia Centella asiatica 

Terdiri daripada sebatian bioaktif triterpenoids yang merangkumi asid asiatik, 

asiaticoside, asid madecassic dan madecassoside (Omar et al., 2004). Manakala terdapat 

sejumlah bahan kimia lain adalah seperti asid askorbik, asid betulik, bicycloelemene, asid 

brahmic, brahminoside, brahmoside, campesterol, camphor, ~-karotene, ~-caryophyllene, 

asid centellic, centel/ose, centelloside, ~-elemene, asid lignoceric, asid madasiatik, 

made casso I, niasin, thiamin, riboflavin, alkaloids, asid lemak, myo-inositol, flavonol, 

mineral, polifenol, gula, tannin, vallerine, saponins, sterols dan triterpenes (Jaganath & 

Ng,2000). 
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2.5 Kegunaan Centella asiatica 

2.5.1 Kegunaan tradisional 

Bagi kebanyakan masyarakat, Centella asiatica digunakan untuk merawat bronkitis, 

as rna, merawat rembesan jus gastrik yang rnelampau, cirit-birit, leucorrhoea, masalah 

buah pinggang, urethritis, dan dropsi. Ekstrak segar turnbuhan ini telah lama digunakan 

oleh orang Jawa untuk menyernbuhkan luka(Abdul Hamid et aI., 2002). 

Di Malaysia, biasanya C. asiatica digunakan sebagai ulam oleh orang Melayu, 

sebagai minurnan penyejuk oleh orang Cina dan sebagai tonik untuk otak oleh orang 

India. Daunnya dimakan segar sebagai ularn atau dirnasak. Orang Melayu menggunakan 

air rebusan daun untuk merawat penyakit kusta dan sakit sendi. Air seduhan daripada 

daun yang kering atau jus daun dicampur ke dalam makanan bagi meredakan penyakit 

berak berdarah yang ringan bagi kanak-kanak. Ada juga yang menggunakan air rendaman 

daun untuk merawat sakit-sakit badan, atau pupuk C. asiatica disapu ke seluruh tubuh 

apabila demam. Daunnya juga amat baik untuk ibu-ibu yang barn bersalin. Jus akar C. 

asiatica pula digunakan untuk merawat luka ulser (Ismail Saidin, 2000). Ia juga 

digunakan untuk mengurangkan sakit gigi di mana daunnya dihancurkan dan diletakkan 

pada gigi yang sakit tersebut (Mat Salleh et al., 2002). 
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Dalam perubatan China, C. asiatica digunakan sebagai antipyretic, diuretik dan sebagai 

antidot dalam rawatan strok haba, cirit-birit, ulser, ekzema, penyakit trauma, jangkitan 

saluran kencing dan batu karang, hidung berdarah, selesema biasa, hepatitis, bengkak 

pada anak tekak, disentri, sakit tekak, bronkitis, faringitis, batuk, akut bengkak usus, akut 

konjunktivitis, glaukoma, tekanan darah tinggi, beguk, mastitis, campak dan uremia. 

Secara luarannya pula, C. asiatica digunakan untuk merawat luka berdarah, lebam, bisul, 

gigitan ular, ruam lampin dan ruam dubur pada bayi dan penyakit kayap (Heyne, 1987). 

Di India, daunnya dikeringkan, dijadikan serbuk dan dicampur dengan susu lalu 

diminum untuk meningkatkan daya ingatan dan sebagai tonik. Tumbuhan ini berguna 

secara dalaman dan luaran untuk penyakit kulit, ekzema kr~nik, sifilis peringkat sekunder 

dan tertier, pembengkakan kelenjar, kusta, bengkak bemanah, rheumatisma kronik dan 

penYakit urino-genital (patra et aI., 1998). 

2.5.2 Kegunaan moden 

Tumbuhan ini banyak digunakan untuk mejalankan pelbagai kajian mengenai aspek 

farmakologi . Kajian moden telah menunjukkan bahawa C. asiatica memiliki kebolehan 

sebagai anti-bakteria, anti-malaria dan anti-pembiakan (proliferative) (Omar et aI., 2004). 

Terdapat kajian yang dijalankan ke atas ekstrak C. asiatica telah menunjukkan 

kesan penyembuhan terhadap luka tikus. Asiaticoside telah dilaporkan dapat memperbaiki 
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kesan penyembuhan luka. Ekstrak C. asiatica juga menunjukkan kesan sedatif dan anti-

tekanan dalam ujian fannakologikal dengan tikus (Jaganath & Ng, 2000). 

Abdul Hamid et a/. (2000) telah menjalankan pencirian anti-oksidatif terhadap 

pelbagai ekstrak C. asiatica. Ekstrak tersebut daripada bahagian C. asiatica yang berbeza 

seperti daun, petiol dan akar dengan menggunakan tiga jenis larutan iaitu etanol, air dan 

petroleum jemih, yang dinilaikan dengan model sistern asid linolik dan ujian asid 

thiobarbiturik (TBA). Kedua-dua ujian ini memberikan keputusan yang sarna. Keputusan 

menunjukkan ekstrak semua bahagian C. asiatica memberikan aktiviti anti-oksidatifyang 

tinggi dengan ekstrak etanol berbanding air dan petroleum jemih. Melalui kajian ini 

didapati bahawa etanol adalah pelarut yang terbaik dalam mengekstrak campuran anti-

oksidatif. Bahagian akar pula rnenunjukkan aktivit anti-oksidatif yang paling tinggi 

berbanding bahagian lain. 

Terdapat juga ujian klinikal dan kajian kes yang telah membuktikan ekstrak C. 

asiatica banyak manfaat positif dalam rnenyernbuhkan luka kulit, rnelecur dan penyakit 

kulit juga merawat ulser perut dan duodenal. Kajian terhadap jumlah bahagian triterpenik 

C. asiatica (TFCA) menunjukkan ekstrak C. asiatica rnemberi kesan terhadap tahap 

serum asid uronik dan enzim lysosomal, dan juga terlibat dalam metabolisrne dinding 

vaskular. Kajian ini juga menunjukkan C. asiatica memperbaiki kitaran mikro dan 

ketelapan kapilari pesakit yang menghidap hipertensi (Jaganath & Ng, 2000). 
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Jadual 2.1 menunjukkan khasiat dan kandungan Centella asiatica. 

Khasiat Kandungan 

Air 87.78 g 

Protein 2.0 g 

Lemak 0.2 g 

Karbohidrat 6.7 g 

Serat 1.6g 

Kalsiurn 171 mg 

Fosforus 32mg 

Ferum 5.6mg 

Natrium 21 mg 

Kalium 391 mg 

Karotene 26491lg 

Vitamin A 4221lg 

Vitamin Bl 0.09mg 

Vitamin B2 0.19 mg 

Niasin O.l mg 

Vitamin C 48.5 mg 
. . 

Sumber: Ismail Saldin, 2000 . 

2.6 Kultul' kalus 

Kaedah kultur tisu kalus daripada eksplan daun C. asiatica telah digunakan untuk 

mendapatkan sel protoplas. Kalus adalah pertumbuhan jisim sel yang tidak teratur, 

harnpir tiada pembezaan atau tiada perkembangan (Kyte & Kleyn, 1996). Kultur kalus 

adalah satu teknik kultur tisu tumbuhan, biasanya dikultur di atas medium gel pepejal 

dengan kehadiran pengawalatur pertumbuhan dan dimulakan dengan inokulasi eksplan 
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