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ABSTRAK

Radiasi ultraviolet, polusi udara, dan asap rokok dapat memicu pembentukan radikal
bebas yang disebut juga Reactive Oxygen Spestes (ROS). Oleh karena itu, diperlukan
senyawa antioksidan yang dapat meredam efek negatif dari radikal bebas. Salah satu
bahan alam yang mengandung antioksidan adalah madu lebah kelulut. Madu kelulut
(Heterotrigona itama) asal Samarinda masih sedikit dilakukan kajian. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan madu /. irama yang berasal dari
Samarinda, Kalimantan Timur. Metode yang digunakan, yaitu uji tabung fitokimia
untuk mengetahui golongan senyawa dan metode DPPH (2.2-diphenyl-I-
prcrylhydrazyl) dengan spektrofotometri UV-Vis untuk uji antioksidannya. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa madu AH. irama positif metabolit sekunder seperti
flavonoid, tannin, dan alkaloid serta nilai ICso sebesar 44,82 ppm dimana masuk dalam
kategori mengandung aktivitas antioksidan kuat. Madu H. szama tersebut memiliki

potensi dikembangkan menjadi alternatif dalam menjaga daya tahan tubuh dari radikal
bebas.

ABSTRACT

Ultraviolet radiation, air poHution and cigarette smoke can trigger the formation of free
radicals which are also called Reactive Oxygen Species (ROS). Therefore, antioxidant
compounds are needed that can reduce the negative effects of free radicals. One natural
ingredient that potential is kelulut bee honey. Kelulut honey (Heterotrigona itama) from
Samarinda is still limited. This research aims to determine the antioxidant activity of H.
itama honey from Samarinda, East Kalimantan. The method used were a phytochemical
tube test to determine the secondary metbolite content and the DPPH (2,2-diphenyl-
I-picrylhydrazyl) method by using UV-Vis spectrophotometry to detremine the
antioxidant. The research results showed that H. itama honey contains secondary
metabolites such as flavonoids, tannins and alkaloids and an ICso value of 44.82 ppm
which is included in the strong antioxidant activity category. These H. itama honey has
the potential to be developed as an alternative for maintaining the body's resistance to
free radicals.

This is an open access article under the CC-BY-SA license.

tak berpasangan pada orbital luar, menjadikannya
sangat reaktif. Kekurangan elektron ini mendorong

Faktor eksternal yang meliputi paparan
oksidan seperti obat-obatan, polusi udara, asap rokok,
dan radiasi ultraviolet dapat memicu terbentuknya
reactive oxygen species (ROS) atau yang lebih dikenal
sebagai radikal bebas (Andarina & Djauhari, 2017).
Radikal bebas adalah molekul yang memiliki elektron

radikal bebas untuk mencari pasangan elektron
melalui reaksi dengan molekul di sekitarnya, berakibat
pada kerusakan pada berbagai sistem tubuh, termasuk
sistem kekebalan tubuh(Sinulingga et al., 2018).
Kadar radikal bebas yang berlebihan dalam tubuh
dapat menyebabkan kerusakan pada molekul penting
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seperti protein dan lipid (Selawa, 2013). Menyadari
dampak negatif dari radikal bebas, keberadaan
senyawa yang dapat menetralkan dan menghentikan
reaksi berantai yang merusak jaringan tubuh sangatlah
penting. Inilah peran antioksidan (Huliselan, 2015).

Salah satu sumber alami antioksidan yang
menarik perhatian adalah produk dari lebah kelulut
asal Kalimantan Timur. Jenis Heterotrigona itama
merupakan salah satu jenis lebah kelulut yang sering
dibudidaya oleh masyarakat (Kustiawan, Aziz, et al.,
2022). Penelitian sebelumnya, banyak kajian terkait
bioaktivitas produk lebah kelulut yang berupa
propolis dan menunjukan aktivitas yang baik sebagai
antioksidan, antiinflamasi, antibakteri dan antivirus
(Batistuta et al, 2021; Demiati et al, 2024;
Kustiawan et al, 2023; Kustiawan, Zulfa, et al.,
2022). Beberapa penehtian Iainnya menunjukkan
bahwa madu kelulut dari daerah lain memiliki
aktivitas antioksidan lebih tinggi daripada madu dari
lebah jenis Apis sp. (Avila, Beux, Ribani, 2018;
Nweze, 2017; Ridoni et al, 2020). Kajian terkait
madu jenis FHeterotrigona itama yang berasal dari
Samarinda masih terbatas.

Berdasarkan hal tersebut, diperlukan penelitian
lebih lanjut terhadap biokativitas dari madu kelulut
Heterotrigona itama asal Samarinda untuk dapat
membuka  wawasan  baru

mengenai  potensi

penggunaan madu kelulut sebagai agen antioksidan.

Metode
Bahan

Bahan utama yang menjadi fokus penelitian
adalah madu lebah kelulut Hererotrigona itama yang
diperoleh dari Kelurahan Lempake, Kecamatan
Samarinda Utara, Kalimantan Timur. Determinasi
jenis lebah tersebut dilakukan pada Laboratorium
Perlindungan Hutan, Universitas Mulawarman.
Selain itu, materi pendukung yang turut diperlukan
melibatkan asam askorbat, methanol teknis, methanol
pro analytic (Merck), serta reagen DPPH (2,2—
diphenyl-I-picrylhydrazil) (Merck) dan aquadest.

Prosedur Penelitian
Pengujian Fitokimia
Pada penelitian ini dilakukan pengujian fitokimia
dengan menggunakan metode Kustiawan et al,
(2021) sebagai berikut:
1. Alkaloid
Ditimbang 05 ¢ sampel madu kemudian
ditambahkan  dengan  pereaksi  dragendroff
sebanyak 3-S5 tetes hingga terjadi perubahan
warna pada filtrat. Sampel yang positif
mengandung alkaloid ditunjukakkan dengan
terbentuknya sedimen berwarna coklat.

2.Flavonoid
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Dilakukan dengan melarutkan madu sebanyak
0,5 g dengan etanol 96% lalu ditambahkan
larutan  H>S0s+ 2N sebanyak 2 tetes lalu
dihomogenkan. Hasil positif dilihat  dart
perubahan warna menjadi kuning merah dan
kecoklatan.

3.Saponin
Dilakukan dengan menimbang sampel sebanyak
0,5 g kemudian ditambahkan 10 ml air hangat
kemudian dikocok selama 10 detik, jika terdapat
busa yang stabil selama 10 menit makan
dinyatakan positif saponin.

4. Tanin
Ditimbang 0,5 ¢ madu lalu ditambahkan FeCl3
1% sebanyak I-3 tetes atau hingga terjadi
perubahan warna. Hasil positif ditunjukkan
dengan terbentuk warna biru tua atau kehitaman.

Pengujian Aktivitas Antioksidan

Pada pengujian ini menggunakan metode uji
tabung DPPH. Konsentrasi Madu Lebah Kelulut /.
ftama yang digunakan adalah 25, 50, 75 dan 100
ppm.  Pengukuran
Spektrofotometri

absorbansi  menggunakan

UV-Vis panjang

gelombang maksimum 517 nm. Pada penelitian ini,

dengan

digunakan asam askorbat sebagai kontrol positif.
Aktivitas  antioksidan  dapat  dihitung  dengan
menggunakan persamaan regresi linear (y = bx + a)
untuk memperoleh nilai ICso. Hasil serapan kemudian
dicari persen hambatannya untuk aktivitas radikal
bebas dengan rumus %Inhibisi sebagai berikut:

% Inhibisi = Ak — As x 100%
Ak

Keterangan :
Ak : Absorbansi Kontrol
As : Absorbansi Sampel

Dari hasil presentasi inhibisi masing-masing
replikasi dapat dihitung nilai ICso nya lalu dianalisis
menggunakan kolerasi regresi (Prasiwati, R., ZOIO).
Antioksidan dari suatu senyawa dapat digolongkan
berdasarkan nilai ICso nya dapat dilihat pada Tabel I.

Tabel I. Nilai ICso berdasarkan aktivitas antioksidannya

K . Nilai ICso
ategort berdasarkan ppm
Sangat kuat Kurang dari 50
Kuat 50 hingga 100
Sedang 100 hingga 150
Lemah 150 hingga 200

Sangat lemah Lebih dari 200

(Sumber : Syafrinal et al,, 2019)

Hasil dan Pembahasan
Pengujian Fitokimia
Keberadaan senyawa metabolit sekunder dalam

madu lebah A iframa telah  diidentifikasi
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menggunakan metode skrining fitokimia. Hasil dari

skrining fitokimia ini dapat dilihat pada Tabel 2.
Tabel 2. Hasil Uji Fitokimia

Identifikasi Pereaksi Pengamatan ~ Hasil
Senyawa
Alkaloid Dragendroff Endapan +
cokelat
Saponin Air Terbentuk +
(penggojokan busa
kuat)
Flavonoid H2SO4 Kuning +
Tanin Fe Cls Hijau +
kehitaman

Hasil yang diperoleh dari wuji fitokimia
menunjukkan hasil positif pada beberapa parameter.
Uji alkaloid menunjukkan hasil positif berdasarkan
perubahan warna menjadi coklat setelah sampel madu
ditetesi dengan pereaksi dragendroff. Hasil serupa

Flavonoid dengan

juga diperoleh pada uji
menunjukkan hasil positif melalui reaksi dengan
pereaksi H>SO4. Uiji tannin menunjukkan hasil yang
positif dengan munculnya warna hijau kehitaman
setelah sampel direaksikan dengan pereaksi FeCls.
Selanjutnya, uji saponin juga menunjukkan hasil
positif melalui pembentukan busa yang stabil dengan
tinggi lebih dari I cm setelah sampel dikocok
menggunakan air hangat selama 10 menit.

Madu  kelulut kaya akan nutrisi, termasuk
karbohidrat, protein, asam amino, vitamin, dan
mineral. Flavonoid serta vitamin BI, B2, B3, B6, dan
C dapat ditemukan dalam madu kelulut. Mineral
seperti natrium (Na), kalsium (Ca), kalium (K),
magnesium (Mg), klor (Cl), besi (Fe), dan seng (Zn)
turut terkandung dalam madu kelulut (Budiman,
2019). Nutrisi-nutrisi ini, seperti vitamin C, B3, asam
organik, enzim, asam fenolik, flavonoid, vitamin A,
dan vitamin E, memiliki sifat antioksidan yang
berperan dalam madu kelulut (Bogdanov, 2008).
Madu kelulut juga memiliki potensi besar dalam
melindungi kulit dari kerusakan akibat radikal bebas
yang dihasilkan oleh paparan lingkungan (Afriliah,
2022).

Kandungan fitokimia yang terdeteksi memiliki
korelasi dalam potensi antioksidan dalam madu lebah
kelulut Heterotrigona itama. Hal serupa juga
ditemukan pada madu kelulut asal Kabupaten
Bengkayang, Pontianak (Afriliah et al, 2022) dan
madu  kelulut asal Provinsi Riau (Pribadi &
Wiratmoko, 2023). Komposisi madu dari lokasi yang
berbeda potensi  aktivitas
antioksidan yang prospektif dari madu Heterotrigona

tetap  menunjukan

stama. Jenis lebah kelulut tersebut merupakan lebah
yang menyukai tidak hanya satu  jenis nektar
tumbuhan  (multifloral). Kemampuannya untuk
beradaptasi terhadap ketersediaan pakan di tempat
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hidupnya, menjadi daya tarik  utama bagi
pembudidaya lebah kelulut (Sabran et al., 2023).

Pengujian Aktivitas Antioksidan Madu A, itama

Pada penelitian ini, dilakukan analisis
terhadap aktivitas antioksidan pada madu H. irama
dengan membandingkannya dengan vitamin C sebagai
bahan pembanding. Pengujian dilakukan melalui
metode UV-Vis dengan
menggunakan panjang gelombang maksimum pada
517 nm. Uji aktivitas antioksidan pada madu lebah
kelulut Heterotrigona irtama, dapat dilihat pada
Gambar I,
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Gambar I. Kurva hasil uji antioksidan Madu lebah kelulut
(Heterotrigona irama)

Tingkat keaktifan antioksidan dalam suatu
sampel dapat ditentukan melalui hasil nilai persentase
inhibisi (% inhibisi), di mana semakin tinggi nilai %
inhibisi menunjukkan semakin kuatnya aktivitas
antioksidan yang dimiliki oleh suatu sampel. Oleh
karena itu, tingkat keefektifan aktivitas antioksidan
dapat diperoleh melalui interpretasi hasil nilai %
inhibisi pada sampel madu lebah kelulut dan vitamin
C dalam penelitian ini. Sementara itu, uji aktivitas
antioksidan pada vitamin C tergambar pada Gambar
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Gambar 2. Kurva hasil uji antioksidan asam askorbat

Pengujian aktivitas antioksidan madu lebah
kelulut Heterotrigona itama ini menggunakan metode
yang sangat sederhana yaitu metode DPPH ([,[ -
Diphenyl-2-Prcrihydrazyl) secara  spektrofotometri
dengan mereaksikan sampel madu lebah kelulut

Heterotrigona itama dengan DPPH. Metode DPPH
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dipﬂih karena mudah, cepat, dan hanya membutuhkan
sejumlah  kecil sampel (Syafrinal, 2019). DPPH
adalah radikal bebas yang digunakan. Metode DPPH
didasarkan pada fakta bahwa radikal DPPH memiliki
elektron yang tidak berpasangan, memberikan warna
ungu. Perubahan warna ini sebanding dengan
konsentrasi larutan DPPH. Ketika elektron
dipasangkan  bersama, =~ warna  ungu  akan
menguning.Metode DPPH memiliki prinsip ketika
larutan DPPH berwarna ungu bereaksi dengan
senyawa antioksidan yang tekandung dalam madu
lebah kelulut Heterotrigona itama, Warna ungu akan
menguning saat DPPH menurun, menunjukkan
penurunan nilai absorbansi.

Jika nilai ICso sampel sama dengan atau
mendekati nilai ICso kontrol positif, maka sampel
tersebut berpotensi menjadi salah satu alternatif
antioksidan alami yang sangat kuat dalam penelitian
int. Vitamin C digunakan sebagai kontrol positif
untuk membandingkan dan mengetahui seberapa kuat
potensi antioksidan dalam madu lebah dibandingkan
dengan vitamin C (Mulangsri et al., 2017). Salah satu
vitamin yang larut dalam air yang dibutuhkan tubuh
adalah vitamin C, yang merupakan antioksidan yang
dapat melindungi terhadap kerusakan akibat radikal
(Safnowandi, 2022).

Asam askorbat atau vitamin C digunakan
karena memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi,
menghentikan reaksi berantai, mudah didapat, dan
memiliki lebih banyak gugus hidroksil daripada
vitamin lainnya. Gugus hidroksil ini memungkinkan
vitamin C untuk menyumbangkan lebih banyak atom
hidrogen untuk bereaksi dengan radikal bebas DPPH
(Kurang & Malaipada, 2021). Hasil perhitungan
mengungkapkan bahwa nilai ICso vitamin C kontrol
positif adalah 7,6 ppm. Karena nilai ICso madu lebih
tinggi dari nilai ICs, vitamin C, dimungkinkan untuk
menarik kesimpulan bahwa aktivitas antioksidan
madu lebah kurang kuat daripada vitamin C. Ini karena
vitamin C adalah senyawa murni dan terisolasi yang
memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat,
sedangkan ekstraknya masih merupakan campuran
senyawa yang mungkin memiliki sifat berbeda.

Penelitian potensi antioksidan pada madu
lebah kelulut Heterotrigona itama yang berasal dari
kelurahan ~ Lempake, kota Samarinda Utara,
Kalimantan  Timur menggunakan pendekatan
kuantitatif dengan metode eksperimental. Analisis
aktivitas antioksidannya ditelusuri dalam upaya
mengatasi dampak negatif radikal bebas yang dapat
melindungi tubuh dari kerusakan. Madu kelulut
Heterotrzgona ftama, sangat populer di Wilayah
tersebut. Oleh karena itu, langkah selanjutnya adalah
mengevaluasi komposisi nutrisi dan senyawa fitokimia
dalam madu kelulut. Penelitian Aziz et al, (2021)

sebelumnya terkait  potensi antioksidan propolis
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Heterotrigona rtama berasal dari lokasi yang berbeda,
yaitu Kutai Kartanegara. Produk lebah kelulut
propolis juga memiliki aktivitas antioksidan. Hasil
penelitian ini dapat membuka peluang untuk
pengembangan produk dari bahan alami berefek
antioksidan.

Madu lebah kelulut Hererotrigona itama yang
diuj 1 menggunakan metode DPPH, memiliki nilai ICso
sebesar 44,82 ppm (Gambar I). Nilai ICso ini
mengindikasikan bahwa madu lebah kelulut memiliki
aktivitas antioksidan yang kuat (Tabel 2), meskipun
lebih rendah dibandingkan dengan nilai ICso kontrol
positif (Gambar 2), yaitu vitamin C (7,6 ppm).

Tabel 3. Nilai ICso Sampel pada Pengujian Antioksidan

Sampel ICso Kategori
(ppm)
Madu Kelulut 44,82 Kuat
Vitamin C (Kontrol positif) 7,6 Sangat Kuat

Aktivitas antioksidan yang sangat kuat
dipengaruhi oleh jenis sumber pakan bunga yang
sedang berbunga di sekitar sarang lebah kelulut
tersebut. Pada bulan Juli, jenis tumbuhan seperti
kaliandra maupun rambutan mulai berbunga.
Pengambilan madu di bulan Juli menunjukan aktivitas
antioksidan yang menjanjikan dan bisa menjadi
referensi waktu bagi pembudidaya dalam mengarnbil
sampel.

Simpulan dan Saran

Madu kelulut Heterotrigona  itama  asal
Samarinda memiliki kandungan senyawa metabolit
sekunder seperti alkaloid, flavonoid, tannin, dan
saponin. Madu tersebut memiliki potensi sebagai
antioksidan dengan ICso sebesar 44,32 ppm. Hasil
tersebut diharapkan dapat menjadi referensi peneliti
dalam membuat produk antioksidan alami.
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