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Abstract
Physical changes after burns reduce the skin function, quality of life, and aesthetics of the skin. The 
Centella asiatica reported contain triterpenoids to enhance burn wound healing. However, the polarity 
of its triterpenoids is similar to the presence of chlorophyll and other compounds in the extract and 
difficult to be separated. The aim of this study is to explore a new method for extracting non-aromatic 
triterpenoids using activated carbon, and then network pharmacology studies were carried out in 
silico to study protein-protein and compound-protein interactions related to burn wounds. Centella 
asiatica was macerated with methanol, filtered, then treated with activated carbon until the green color 
disappeared then evaporated to yield a white powder. This powder was chromatographed on silica gel 
plate with anisaldehyde-sulfuric acid reagent together with standards compounds. The results showed  
that the presence of asiaticoside, madecasic acid and asiatic acid as major components  in the purified 
extract. The results showed that presence of asiaticoside, asiatic acid and madecassic acid as major 
constituents in the purified extract. Non-aromatic compounds play a role in accelerating the healing of 
burn wounds by influencing the proteins of enzyme, cytokine, and hormones.
Keywords: Activated-carbon, Burn wound, Centella asiatica, Purified extract, Triterpenoid

Senyawa Non-aromatik dari ekstrak metanol Herba Centella asiatica dan 
Analisis Farmakologi Jejaring pada Luka Bakar 

Abstrak
Perubahan fisik pasca luka bakar dapat menurunkan fungsi, kualitas hidup, dan estetika kulit. Herba 
pegagan (Centella asiatica) dilaporkan mengandung berbagai senyawa triterpenoid yang mempercepat 
luka bakar. Namun, polaritas senyawa triterpenoid yang polar identik dengan keberadaan klorofil dan 
senyawa lainnya yang sulit dipisahkan. Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi metode baru pada 
ekstraksi herba pegagan menggunakan karbon aktif serja kajian farmakologi jejaring dilakukan secara 
in silico untuk mengkaji interaksi protein-protein dan senyawa-protein yang berkaitan dengan luka 
bakar. Herba pegagan dimaserasi dengan metanol, difiltrasi kemudian diberikan karbon aktif hingga 
warna hijau memudah, kemudian dievaporasi hingga didapatkan ekstrak berwarna kekuningan. Ekstrak 
dikarakterisasi menggunakan KLT dengan reagen anisaldehid-asam sulfat bersama dengan standar 
senyawa triterpenoid. Hasil skrining fitokimia menunjukkan keberadaan asaticoside, asiatic acid, 
dan madecassic acid pada ekstrak terpurifikasi. Senyawa non aromatik berperan dalam mempercepat 
kesembuhan luka bakar dengan mempengaruhi protein enzim, sitokin dan hormon.
Kata Kunci: Karbon aktif, Luka bakar, Centella asiatica, Ekstrak terpurifikasi, Triterpen
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1.	 Pendahuluan
Di Indonesia pada penelitian 

sebelumnya dilaporkan bahwa pada tahun 
2013-2015 di RSCM Jakarta terdapat 
peningkatan kematian dari 14.43% menjadi 
27.77% kematian akibat luka bakar.1 Luka 
bakar dikaitkan dengan trauma psikologis 
dan permasalahan fisik seperti contractures, 
hypertrophic scars, muscle wasting, keloid, 
pain, itching, depression, and anxiety. 
Penelitian sebelumnya juga melaporkan 
bahwa 1-15% penderita pasca luka bakar 
kesulitan bekerja.2 Selain itu, perubahan 
fisik pasca luka akibat lama penyembuhan/
regenerasi luka dan terbentuknya scar menjadi 
penyebab rendahnya kualitas hidup pasien.3,4

Centella asiatica atau pegagan telah 
banyak yang melaporkan terkait aktivitas 
regenerasi sel dan perbaikan pasca luka. 
Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa 
pasien dengan ulkus kronis dapat mempercepat 
penyembuhan luka pada 2 pekan setelah 
pemberian 1% krim ekstrak Centella asiatica.5 
Pada penelitian yang lain, dilaporkan bahwa 
tikus jantan sparague-dawley yang diinduksi 
luka bakar dan diberikan ekstrak metanol 
Centella asiatica 10% secara signifikan 
meningkatkan penyembuhan luka sebesar 
60.31%.6 Penelitian menggunakan mencit 
ICR jantan yang diinduksi luka bakar 
full-thickness burn (luka bakar derajat-3) 
menguji empat senyawa triterpenoid; 
terlihat madecassic acid yang menunjukkan 
penyembuhan luka yang signifikan secara 
in vitro dan in vivo.7 Pemberian asiaticoside 
dosis rendah (10 pg/ml) dapat menstimulasi 
VEGF dan meningkatkan jumlah keratinosit.8 
Pemberian asiatic acid dapat ditoleransi oleh 
sel fibroblast dan dapat mempengaruhi TGF-β 
yang berkaitan erat dengan keloid pada luka 
bakar.9,10 Penelitian lain melaporkan bahwa 
kandungan asiaticoside dapat mempercepat 
penyembuhan luka dalam waktu 21 hari.7 
Disamping triterpenoid tersebut, pada herba 
pegagan ini juga ditemukan senyawa bioaktif 
lain yang berperan dalam peyembuhan luka 
seperti β–sitosterol.11,12 Selain itu, senyawa 
asam ursolik dilaporkan dapat meningkatkan 
kerja enzim-enzim hyaluronidase, 
collagenase, dan elastase untuk penyembuhan 

luka.13 Bahkan, Herba Pegagan telah dibuat 
dalam bentuk sediaan salep madecassol yang 
mengandung ekstrak Centella asiatica 1%.14

Hasil ekstraksi konvensional dilaporkan 
mengandung klorofil 57 mg/g berat simplisia 
kering, yang minim aktivitas farmakologi dan 
sulit untuk dipisahkan meskipun dilakukan 
fraksinasi terutama menggunakan fraksi 
semipolar dan fraksi polar.15 Penelitian 
sebelumnya juga telah melakukan fraksinasi 
ekstrak etanol, dengan kloroform tapi tetap 
menghasilkan fraksi yang mengandung 
klorofil. Adanya kandungan klorofil dalam 
fraksi memungkinkan mempengaruhi efikasi 
dan kelarutan fraksi.16 Banyak penelitian 
yang telah melaporkan triterpenoid Centella 
asiatica tapi masih sangat terbatas upaya 
untuk menghasilkan bahan baku triterpenoid 
secara efisien.

Penggunaan karbon aktif (activated 
charcoal) banyak digunakan  sebagai adsorben 
dalam cemaran air atau limbah untuk menyerap 
senyawa aromatik. Metode ini telah dicoba 
dimanfaatkan untuk memisahkan senyawa 
non-aromatik pada ekstraksi herba Centella 
asiatica seperti asiatic acid, madecassic 
acid, asiaticoside, madecassoside, ursolic 
acid, maslinic acid, dan corosolic acid.17  
Pada sisi lain, mekanisme penyembuhan 
luka bakar melibatkan banyak ekskpresi gen 
yang masih menimbulkan kontroversi terkait 
mekanisme aksi dan target protein yang 
potensial. Banyak penelitian yang melaporkan 
aktivitas triterpenoid menghambat TGF-β, 
IL-1, IL-6 dan TNF-α padahal hormon dan 
sitokin tersebut merupakan kunci proses 
penyembuhan luka.18,19 Namun, paradigma 
penemuan obat tidak hanya ‘one target, one 
drug’ karena kondisi patologis melibatkan 
banyak protein.20 Bahkan, penelitian 
sebelumnya melaporkan bahwa sebagian 
senyawa bahan alam memiliki efek sinergistik 
dan sisanya antagonis yang keduanya tidak 
dapat disimpulkan hanya melalui satu 
pendekatan.21 Oleh karena itu dibutuhkan 
kajian pendahuluan yang komprehensif 
menggunakan pendekatan multitarget melalui 
identifikasi interaksi antara senyawa dan 
protein guna menyimpulkan mekanisme aksi 
senyawa bahan alam. Penelitian ini berfokus 
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pada kajian fitokimia senyawa non-aromatik 
beserta analisa farmakologi jejaring pada luka 
bakar.  

2.	 Metode
2.1.	 Alat

Neraca analitik (Ohaus), Magnetic 
stirrer & heater (Ika C-Mag HS7), rotary 
evaporator (BUCHI), alat gelas (Pyrex). Studi 
farmakologi jejaring menggunakan perangkat 
keras berupa laptop dengan spesifikasi model 
sistem: ASUS dengan Processor Intel(R) 
Core(TM) i3-3217U CPU1.80Ghz (4 CPUs) 
~1.8Ghz; Random Acces Memory (RAM) 
2 Gigabyte; Windows 8.0. Perangkat lunak 
yang digunakan untuk analisa farmakologi 
jejaring yakni MarvinSketch versi 16.8.1 
(ChemAxon), Cytoscape versi 3.10.1. 
Adapun database berbasis website yang 
digunakan yakni PubChem (https://pubchem.
ncbi.nlm.nih.gov/); STRING (https://
string-db.org/) yang didukung oleh Swiss 
Institute of Bioinformatics, Novo Nordisk 
Foundation Center Protein Research, dan 
European Molecular Biology Laboratory; 
DisGeNET (https://www.disgenet.org/); 
Open Target (https://platform.opentargets.
org/); SwissTargetPrediction (http://www.
swisstargetprediction.ch/) yang didukung 
oleh Swiss Institute of Bioinformatics.

 
2.2.	 Bahan

Simplisia Serbuk Centella asiatica 
(PT. Merapi Farma, Yogyakarta), plat KLT 
(Merck), Karbon Aktif (Sigma-Aldrich 
C9157-500G), Asiaticoside (Sigma-Aldrich 
43191-5MG-F), Asiatic Acid (ACE Biolabs 
CAS.464-92-6) dan Madecassic acid (isolat 
yang didapatkan dari Prof. apt. Dayar Arbain, 
Ph.D). Pelarut analytical grade yakni Metanol 
96% (Merck), Kloroform (Merck), Asam 
Asetat Anhidrat (Merck), Asam Asetat glasial 
(Merck), p-anisaldehid (Merck), Asam Sulfat 
(Merck) dan akuades. 

2.3.	 Prosedur
2.3.1.	Preparasi Ekstrak Terpurifikasi Herba 

Centella asiatica
Sebanyak 1 Kg simplisia serbuk 

Centella asiatica dimaserasi dengan metanol 

96% sebanyak 3 liter selama 48 jam dengan 
empat kali remaserasi. Setelah itu, maserat 
ditambahkan dengan karbon aktif kedalam 
maserat kemudian diaduk menggunakan 
magnetic stirrer dengan skala 2 selama 25 
menit pada suhu 28±2℃ hingga warna hijau 
memudar atau menjadi jernih. Campuran 
tersebut didiamkan selama 10 menit dan 
dilakukan filtrasi menggunakan kertas saring. 
Supernatan dievaporasi menggunakan rotary 
evaporator hingga didapatkan ekstrak kental.

2.3.2.	Identifikasi Fitokimia Senyawa 
Golongan Triterpenoid
Disiapkan sampel berupa maserat 

ekstrak metanol herba Centella asiatica, 
ekstrak terpurifikasi herba Centella asiatica, 
standar asiaticoside, asiatic acid dan 
madecassic acid 0.1%. Sampel di totolkan pada 
plat KLT 3x10 cm dengan batas bawah 2 cm 
dan batas atas 1 cm dan di elusi menggunakan 
fase gerak kloroform: asam asetat glasial: 
metanol: akuades (60:32:12:8 v/v). Adapun 
identifikasi adanya senyawa asiatic acid 
dan madecassic acid dilakukan dengan 
menotolkan maserat, ekstrak terpurifikasi, 
asiatic acid dan madecassic acid pada plat 
KLT 4x10 cm dengan batas bawah 2 cm dan 
batas atas 1 cm. Elusi dilakukan menggunakan 
fase gerak kloroform: asam asetat glasial: 
metanol (95:7.5:2.5 v/v). Plat KLT hasil elusi 
dikeringkan dengan cara diangin-anginkan 
pada udara terbuka, kemudian salah satu plat 
disemprot menggunakan pereaksi semprot 
anisaldehid-asam sulfat.dan dipanaskan pada 
suhu 100℃ menggunakan hot plate selama 
10 menit atau hingga terjadi perubahan warna 
pada area elusi sampel. Bercak yang muncul 
diidentifikasi perubahan warnanya dan 
dihitung niai Rf ketiga sampel diatas pada 
sinar tampak atau cahaya visibel.22

2.3.3.	Preparasi senyawa non-aromatik dan 
protein target yang terkait
Senyawa non-aromatik yang dipilih 

yaitu senyawa yang telah dilaporkan pada 
penelitian sebelumnya dan tidak mengandung 
gugus aromatik, yaitu asiatic acid, madecassic 
acid, asiaticoside, madecassoside, ursolic 
acid, maslinic acid dan corosolic acid.23,24,25 
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Struktur 2D senyawa direkonstruksi 
menggunakan Marvin Sketch versi 16.8.1 
(Gambar 1.).26

Protein target yang terkait senyawa 
diperoleh dari Comparative Toxicogenomics 
Database (https://ctdbase.org/) yang 
didukung oleh National Institute of 
Environmental Health Sciences (NIEHS), 
dan SwissTargetPrediction (http://www.
swisstargetprediction.ch/) yang didukung 
oleh Swiss Institute of Bioinformatics. Data 
gene interactions disimpan dalam format 
excel (.xls). Data protein dari masing-masing 
senyawa dikumpulkan, digabung, dan dihapus 
apabila terdapat duplikasi.27

2.3.4.	Pengumpulan Protein Target terkait 
Luka Bakar

Protein target yang terkait dengan luka 
bakar diperoleh dengan memasukkan kata 
kunci “burn” dan “burn scar” pada basis data 
DisGeNET (https://www.disgenet.org/) dan 
Open Target (https://platform.opentargets.
org/). Protein target yang dikumpulkan dari 
kedua basis data (database) digabungkan 
dan dihapus apabila terdapat duplikasi.28 
Daftar protein tersebut dibuat jejaring pada 
laman STRING (https://string-db.org/) dan 
disimpan dalam format Tab-Separated Values 
(.tsv) untuk tahap selanjutnya.

2.3.5.	Pembuatan farmakologi jejaring dan 
analisa interaksi protein-protein
Dokumen daftar protein (.tsv) dibuka 

dan dianalisa menggunakan Cytoscape versi 
3.10.1 kemudian dilakukan filter  berdasarkan 

Gambar 1. Struktur senyawa non-aromatik yang terdapat pada Centella asiatica.23,29
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“degree centrality (DC)” (10 – 82) dan 
“betweeness centrality (BC)” (0.01 - 0.216). 
Klasterisasi dilakukan dengan menggunakan 
ClusterONE dengan minimum size 10 dan 
minimum density 0.5. Visualisasi proses 
biologis (gene ontology) dilakukan dengan 
GOlorize berdasarkan proses biologis yang 
relevan.28

2.3.6.	Analisa jejaring interaksi senyawa 
pada protein
Protein hasil klasterisasi dan protein 

terkait senyawa dielaborasi dan dianalisa 
protein yang menjadi bagian dari irisan dari 
kedua data tersebut, kemudian ditampikan 
melalui diagram venn. Jejaring mode aksi 
dibuat dengan #node1 adalah senyawa non-
aromatik dan node2 adalah protein yang 
menjadi irisan pada diagram venn serta 
combined score ditetapkan dengan nilai 
0,7. Dokumen tersebut disimpan dengan 
format excel (.xls) dan dianalisa jejaring 
menggunakan  Cytoscape versi 3.10.1. Mode 
aksi suatu senyawa ditentukan berdasarkan 
pada data gene interaction yang terdapat 
di Comparative Toxicogenomics Database 
(https://ctdbase.org/) dan dielaborasi 
berdasarkan referensi yang relevan.27

3.	 Hasil
Berdasarkan hasil purifikasi metanol 

herba Centella asiatica ekstrak, didapatkan 
bahwa maserat yang semula berwarna hijau 
atau hijau gelap (Gambar 2A) berubah 
menjadi tak berwarna hingga kuning jernih 
(Gambar 2B). Karbon aktif berwarna hitam 
sehingga menghasilkan maserat kehitaman 
disertai dengan endapan hitam pada dasar 
tabung sebelum difiltrasi (Gambar 2C). 
Adapun setelah evaporasi didapatkan ekstrak 
dengan konsistensi kental berwarna kuning.

3.1.	 Identifikasi Fitokimia Senyawa 
Golongan Triterpenoid
Skrining fitokimia bertujuan untuk 

mengidentifikasi keberadaan senyawa 
asiaticoside, asiatic acid, dan madecassoside 
pada ekstrak terpurifikasi. Berdasarkan hasil 
elusi menggunakan KLT ditunjukkan bahwa 
ekstrak terpurifikasi mengandung asiaticoside 
pada Rf 0.73 (Tabel 1.) dengan warna violet 
atau ungu tua (Gambar 3A.). Selain itu, pada 
ekstrak terpurifikasi juga terdapat bercak-
bercak lain dengan warna kuning dan hijau 
muda dengan nilai Rf yang identik pada 
sampel maserat setelah disemprot dengan 
reagen anisaldehid-asam sulfat (Tabel 1).

Hasil elusi asiatic acid, dan madecassic 
acid, ekstrak terpurifikasi, dan maserat  pada 
menggunakan KLT pada Gambar 3B, terlihat 
bahwa ekstrak terpurifikasi mengandung 
asiatic acid pada Rf 0.49 dengan bercak yang 

Gambar 2. Hasil purifikasi ekstrak metanol Herba Pegagan (Centella asiatica).  Maserat(A); maserat 
terpurifikasi setelah difiltrasi (B); maserat setelah pemberian karbon aktif (C).
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berwarna biru keunguan. Ekstrak terpurifikasi 
juga mengandung madecassic acid pada nilai 
Rf 0.21 dengan bercak berwarna ungu atau 
violet (Tabel 1). Ekstrak terpurifikasi dan 
maserat masih terdapat bercak lain berwarna 
hijau gelap setelah disemprot dengan reagen 
anisaldehid-asam sulfat (Gambar 3B).

3.2.	 Jejaring interaksi protein-protein
Identifikasi interaksi protein-protein ini 

bertujuan untuk menentukan klaster protein 
yang paling berpengaruh dan proses biologis 
yang terjadi pada luka bakar. Hasil analisa 
menunjukkan bahwa dari 382 node protein 

didapatkan 51 node protein dengan degree 
(10 - 82) dan betweeness centrality (0.01 
– 0.216). Hasil klasterisasi menggunakan 
metode ClusterONE didapatkan 32 node 
protein yakni IL1β, MMP1, IL-2, IRF4, 
KITLG, ICAM1, MAPK8, IL-1α, COL1A1, 
TGF-β1, TNF, XDH, TP53, CSF3R, IL-6, 
NR3C1, PTGS2, VCAM1, CD4, TJP1, IL-
10, FGF-2, IL-4, MMP8, PLG, MMP-14, 
MMP13, NFκB1, SOD2, NOX-4, PPAR-α, 
dan IFNGγ (Gambar 4). Selain itu, hasil 
analisa interaksi protein-protein pada Gambar 
5A, menunjukkan bahwa protein TP53, IL1B 
dan SOD2 memiliki degree centrality yang 

Gambar 3. Profil fitokimia KLT asiatic acid (AA), dan madecassic acid (MA), ekstrak terpurifikasi 
(ET), maserat (M) dan asiaticoside (AS) setelah diberikan pereaksi semprot anisaldehid-
asam sulfat.

Sampel
Plat A (Gambar 2A) Plat B (Gambar 2B)

Kloroform:asam asetat:metanol:air 
(80:32:12:8)

Kloroform: asam asetat: metanol 
(95:7.5:2.5)

Asiatic acid (AA) - 0.50
Madecassic acid (MA) - 0.21

Asiaticoside (AS) 0.74 -
Ekstrak terpurifikasi 

(ET)
0.73;  0.57; 0.43; 0.53; 0.30; 0.21; 0.16; 0.09 0.49; 0.21; 0.01

Maserat (M) 0.74; 0.60; 0.44; 0.31; 0.17; 0.09 0.87; 0.51; 0.21; 0.01

Tabel 1. Nilai Rf bercak sampel pada KLT setelah disemprot anisaldehid-asam sulfat
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dominan (continuous mapping mendekati 
0.22) dibandingkan dengan protein lainnya. 
Protein yang terlibat pada proses inflamasi 
yakni IL-1β, IL-1α, TGF-1β, TNF, IL-
6, VCAM, IL10, NF-kB1 dan NOX. 
Adapun protein yang terlibat pada proses 
penyembuhan luka (wound healing) yakni IL-
1β, IL-1α, TGF-1β, IL-6, PLG, dan PPAR-α. 

3.3.	 Jejaring interaksi senyawa pada protein
Analisa parameter ini bertujuan untuk 

mengkaji target protein yang terkait dengan 
senyawa dan mode aksi senyawa pada 
protein. Pada data gene interaction pada 
Comparative Toxicogenomics Database, 
senyawa asiaticoside terkait dengan 14 
protein, asiatic acid 29 protein, corosolic acid 
53 protein, madecassoside 2 protein, maslinic 
acid 13 protein, ursolic acid 73 protein, dan 
madecassic acid 100 protein. Berdasarkan data 
protein tersebut, hasil elaborasi data protein 
dari 7 senyawa didapatkan 230 protein dari 
284 protein  setelah menghilangkan duplikasi 
data protein. Berdasarkan 230 protein tersebut 
dan 32 protein hasil klasterisasi didapatkan 

14 protein yang merupakan irisan dari kedua 
data (Gambar 5A) dan hanya 10 protein yang 
relevan dengan mekanisme senyawa pada luka 
bakar yakni IL-1β, IL-6, MAPK8, PTGS2, 
NOX4, IFN-γ, NF-κB1, TGF-β1, MMP-
13, dan TNF (Gambar 5B). Pada Gambar 
4, berdasarkan 10 protein tersebut diatas 
menunjukkan bahwa protein IL1β memiliki 
degree centrality dan betweenes centrality 
yang paling besar, kemudian diikuti protein 
TNF dengan degree centrality dan betweenes 
centrality lebih rendah dibandingkan IL-1β.

Mode aksi suatu senyawa dikaji 
berdasarkan data gene interaction pada 
Comparative Toxicogenomics Database 
dengan kategori stimulus protein (increased 
expression), menghambat protein (decreased 
expression, downregulate expression, dan 
inhibit protein). Berdasarkan hasil kajian 
mode aksi (Gambar 5B), didapatkan bahwa 
senyawa asiatic acid menghambat protein IL-
1β, IL-6, dan MAPK8; senyawa ursolic acid 
menghambat protein IL-6, TNF, NF-κB1, 
MAPK8, IFN-γ, PTGS2 dan menstimulasi 
TGFβ1; Madecassic acid menghambat

Gambar 4. Gen dan protein beserta proses biologis (biological process) yang terlibat pada luka bakar.
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MMP13; senyawa corosolic acid mengham-
bat PTGS2 dan NOX4; serta senyawa maslin-
ic acid menghambat protein PTGS2.

4.	 Pembahasan
Kandungan bioaktif pada Centella 

asiatica terkenal dengan 4 senyawa yakni  
asiatic acid, madecassic acid, asiaticoside, 
madecassoside yang memiliki aktivitas 
penyembuhan luka.17,22,29 Namun, tidak 
tertutup kemungkinan adanya senyawa non-
aromatik lain seperti ursolic acid, corosolic 
acid, dan maslinic acid juga telah dilaporkan 
memiliki aktivitas penyembuh luka. Penelitian 

sebelumnya melaporkan bahwa ursolic acid 
dapat mempercepat penyembuhan luka dalam 
waktu kurang dari 3 hari yang ditandai dengan 
re-epitelisasi lengkap.30 Senyawa maslinic 
acid menurunkan fase inflmasi melalui 
penghambatan jalur pensinyalan NF-κB dan 
STAT-1.31 Adapun corosolic acid menekan 
inflamasi melalui penghambatan interleukin 
receptor- associated kinase (IRAK)-1 melalui 
jalur NF-κB.32 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
maserat yang pada awalnya berwarna hijau tua 
berubah menjadi jernih tak berwarna setelah 
pemberian karbon aktif. Teknik tersebut telah

A

B

Gambar 5. (A) Gen dan protein beserta proses biologis (biological process) yang terlibat pada luka 
bakar, (B) Diagram irisan protein yang terkait luka bakar dan yang menjadi target aksi 
senyawa
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dilakukan pada penelitian sebelumnya untuk 
menghilangkan klorofil pada produk herbal 
ekstrak rosemary dan thyme.33 Karbon aktif 
dapat menghilangkan klorofil pada maserat 
dengan cara mengikat senyawa dengan gugus 
aromatik pada lapisan struktur karbon.34 Kar-
bon aktif kerap digunakan untuk memurni-
kan air atau meminimalkan cemaran dalam 
air.35,36 Karbon aktif serbuk (powdered acti-
vated carbon) memiliki struktur mikrokristal 
dengan banyak pori-pori partikel. Struktur 
karbon aktif terdiri dari atom karbon yang 
berikatan secara kovalen, membentuk struk-
tur heksagon dan tersusun berlapis-lapis.37 
Karakteristik tersebut memungkinkan karbon 
aktif menyerap lebih optimal interaksi antara 
senyawa organik aromatik melalui interaksi 
phi (π- π interaction), interaksi van der waals 
dan elektrostatik.38 Oleh karena itu, senyawa 
golongan klorofil, flavonoid, kumarin, dan 
tanin terjerap pada karbon aktif dan meny-
isakan senyawa non-aromatik pada ekstrak 
terpurifikasi.

Senyawa triterpenoid tidak dapat 
diamati pada UV 254 dan 366. Oleh karena itu, 
visualisasi bercak pada plat KLT derivatisasi 
pereaksi semprot seperti asam asetat anhidrat 
pada reagen Liebermann-burchard dan reagen 
anisaldehid-asam sulfat. Metode derivatisasi 
senyawa menggunakan anisaldehid-asam 
sulfat akan terjadi penambahan gugus 
anisaldehid pada atom C-3 struktur triterpen 
sehingga yang semula tidak memiliki gugus 
kromofor yang dapat terdeteksi oleh sinar 
UV, dengan masuknya gugus anisaldehid 
yang terikat pada rantai oksigen C-3 triterpen 
membentuk struktur aromatik. Keberadaan 
asam sulfat disertai pemanasan maka struktur 
non-aromatik berubah menjadi aromatik 
akibat oksidasi dan resonansi elektron yang 
menghasilkan variasi warna.39 

	 Pada penelitian ini asiaticoside, 
madecassoside, dan asiatic acid sulit dielusi 
pada fase gerak yang sama. Hal ini dikarenakan 
gugus gula (glikon) meningkatkan polaritas 
senyawa sehingga terelusi lebih lambat. Pada 
penelitian sebelumnya dilaporkan bahwa 
asiaticoside dan madecassoside memiliki 
nilai Rf lebih rendah dibandingkan asiatic 
acid dan madecassic acid.22 Oleh karena 

itu, identifikasi asiatic acid dan madecassic 
acid dilakukan pada fase gerak dengan 
polaritas rendah yakni menghilangkan air dan 
menurunkan rasio metanol pada fase gerak. 
Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa 
kandungan empat senyawa triterpenoid 
pada Centella asiatica cukup rendah yakni 
asiaticoside 0.25%, madecassoside 1.02%, 
asiatic acid 0.12%, dan madecassic acid 
0.54%.40 

Tanaman Centella asiatica dipercaya 
baik secara etnofarmakologi maupun 
secara eksperimental mempercepat 
proses penyembuhan luka. Kandungan 
bioaktif triterpen dilaporkan memiliki 
efek mempercepat penyembuhan luka. 
Berdasarkan hasil kajian jejaring farmakologi 
didapatkan 10 protein yang relevan dengan 
mekanisme senyawa pada luka bakar 
beberapa IL-1β, IL-6, MAPK8, PTGS2, 
NOX4, IFN-γ, NF-κB1, TGF-β1, MMP13, 
dan TNF. Protein IL-1β dan TNF memiliki 
degree centrality dan betweenes centrality 
yang besar dibandingkan protein lainnya. 
Protein IL-1β merupakan sitokin pro-
inflamasi yang berperan pada respon imunitas 
terhadap infeksi dan kerusakan jaringan. 
Adanya kerusakan sel akibat luka bakar 
mengaktivasi sel makrofag melalui damage 
associated molecular pattern (DAMP) 
untuk mensekresikan IL-1β (41,42). Adapun 
tumor necrosis factor (TNF) merupakan 
sitokin sebagai kunci regulasi inflamasi 
dan proses penyembuhan luka. TNF secara 
cepat disekresikan oleh sel endotel vaskuler, 
keratinosit, dan sel fibroblast pada area luka, 
kemudian menginisiasi fase inflamasi dengan 
mengundang sel leukosit ke area luka. Selain 
itu, TNF meregulasi aktivitas fibroblast, 
endotel vaskular dan keratinosit untuk 
mensintesis matriks ekstraseluler.43 Pada 
penelitian ini, asiatic acid mengurangi sekresi 
sitokin IL-1β sehingga memperpendek fase 
inflamasi dan bergeser ke fase proliferasi 
dan remodeling. Pada fase tersebut 
asiatic acid menstimulasi fibronektin dan 
sintesis kolagen.44 Secara umum, inflamasi 
berkaitan dengan dua jalur pensinyalan 
yakni jalur MAPK dan NF-κB, kedua jalur 
tersebut merupakan second messenger 
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setelah aktivasi reseptor interleukin-1 (IL-1) 
oleh IL-1 pada saat terjadi luka bakar.45

Proses penyembuhan luka terdiri dari 
3 (tiga) tahap yakni fase inflamasi, fase 
proliferasi dan fase remodeling. Pada fase 
inflamasi, adanya induksi panas menyebabkan 
kerusakan sel dan membentuk damage-
associated molecular pattern molecules 
(DAMPs) yang memicu aktivasi makrofag 
menjadi M1 makrofag yang mensekresikan 
mediator proinflamasi. Makrofag membantu 
perubahan sel T Naïve untuk berdiferensiasi 
menjadi Sel Th1 dan Sel Th2. Sel Th1 
bertanggungjawab pada sekresi sitokin 
IL-2 dan IFN, sedangkan Sel Th2 yang 
mensekresikan IL-4 dan IL-10.46 Sel M1 
makrofag mensekresikan mediator inflamasi 
IL-23 yang mempengaruhi sel Th-17 untuk 
mensekresikan IL-17 dan TNF-α guna 
mengundang leukosit ke tempat luka untuk 
meminimalkan adanya infeksi.44,47 

Pada penelitian ini kami menemukan 
bahwa protein IL-1β, IL-6, MAPK8, PTGS2, 
IFN-γ, NF-κB1, dan TNF merupakan 
protein yang terlibat dalam proses inflamasi. 
Senyawa asiatic acid menekan IL-1β dan 
IL-6 dengan mekanisme penghambatan pada  
NF-κB1 sebagai faktor inflamasi. Senyawa 
triterpenoid mengurangi inflamasi dengan 
menurunkan pelepasan TNF-α, IL-1β, dan 
IL-6 serta menghambat ekspresi iNOS, COX-
2 dan NF-kB.44,48

Fase proliferasi berkaitan dengan 
perbanyakan sel keratin (keratinocyte) dan 
sel fibroblas. Fase proliferasi umumnya 
terjadi secara tumpang tindih (overlapping) 
dengan fase remodeling yang ditandai dengan 
perbanyakan sel keratin (keratinocyte) dan 
sel fibroblas melalui sitokin dan faktor 
pertumbuhan. Asiaticoside dilaporkan 
meningkatkan migrasi sel keratin ke area luka 
melalui peningkatan ekspresi gen Rac1 dan 
ThoA serta menginduksi fosforilasi protein 
ERK dan p38 MAPK.49,50

	 Fase remodeling diperankan oleh 
aktivasi TGF-β yang diproduksi oleh sel 
M2 makrofag. Penelitian ini didapatkan 
bahwa NOX4, TGF-β1, dan MMP13 terlibat 
pada proses remodeling. Senyawa ursolic 
acid memacu TGF-β1 yang berperan pada 

differensiasi sel fibroblas  untuk sintesis 
matrik ekstraseluler, sedangkan madecassic 
acid menghambat MMP13. Adanya TGF-β 
akan mengaktivasi reseptor TGF-β1 dan 
TGF-β2 yang bertanggungjawab pada 
proliferasi sel fibroblas, differensiasi 
sel fibroblast menjadi myofibroblas dan 
sekresi kolagen, serta menekan enzim 
matrixs metalloproteinase/MMP.44 Setelah 
tercapainya jumlah myofibroblas maka 
sel Th1 berperan dalam menekan aktivitas 
myofibroblas dengan melepaskan IFN-γ dan 
IL12.51 Senyawa asiatic acid dan ursolic 
acid menekan ekspresi TGF-β melalui 
penghambatan fosforilasi Smad 2/3 dan 
peningkatan kadar Smad7 (52,53). Penelitian 
sebelumnya juga melaporkan bahwa ursolic 
acid menghambat menurunkan ekspresi gen 
TGF-β melalui aktivasi jalur Nrf2/HO-1.54 
Namun, hal tersebut berbeda dengan penelitian 
sebelumnya yang  melaporkan bahwa 
ursolic acid mempercepat penyembuhan 
luka setelah pemberian ursolic acid 0.2%.55 
Adapun NOX4 dihambat oleh corosolic acid 
padahal NOX4 berperan dalam diferensiasi 
fibroblas. Pada penelitian sebelumnya 
dilaporkan bahwa hambatan NOX4 tidak 
berpengaruh signifikan pada diferensiasi 
fibroblas karena TGF-β merupakan faktor 
kunci diferensiasi fibroblast.56 Oleh karena 
itu, pada penelitian ini mengungkap bahwa 
senyawa non-aromatik pada herba Centella 
asiatica dimungkinkan dapat mempercepat 
penyembuhan luka bakar dengan cara 
menekan mediator proinflamasi dan jalur 
pensinyalannya serta menekan enzim MMP. 
Penelitian selanjutnya masih memungkinakn 
untuk dilakukan guna mengkaji senyawa 
non-aromatik pada penyembuhan luka bakar 
secara in vitro dan in vivo untuk mengukur 
parameter makroskopis, mikroskopis dan 
molekuler.

5.	 Conclusion
Penambahan karbon aktif pada ekstrak 

metanol herba Centella asiatica dapat 
menhilangkan pigmen daun dan senyawa 
aromatik. Ekstrak terpurifikasi mengandung 
senyawa asiaticoside, asiatic acid dan 
madecassic acid pada hasil KLT. Hasil kajian
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farmakologi jejaring menunjukkan bahwa 
senyawa non-aromatik pada herba Centella 
asiatica menghambat pelepasan mediator 
proinflamasi dan jalur pensinyalannya 
serta menekan enzim MMP pada proses 
penyembuhan luka.
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