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ABSTRAK
Propolis merupakan salah satu produk dikumpulkan lebah dari getah pohon dan

pada umumnya memiliki warna coklat kehitaman yang digunakan pada
permukaan luar sarang untuk menghindari predator luar. Produk lebah kelulut
jenis Heterotrigona itama digunakan oleh masyarakat sebagai upaya preventif
dan pengobatan. Jenis ini juga menghasilkan propolis dengan jumlah lebih
banyak dibandingkan jenis lebah bersengat, namun potensinya masih belum
banyak dieksplorasi. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kandungan
fitokimia fraksi etil asetat propolis lebah kelulut jenis H. itama asal Kutat
Kartanegara, Kalimantan Timur. Sampel propolis diekstraksi menggunakan
metode maserasi dengan etanol 96% dan diuapkan untuk menghasilkan ekstrak
etanol propolis. Kemudian dilakukan partisi cair-cair mendapatkan fraksi etil
asetat. Setelah mendapatkan fraksi etil asetat, penelitian dﬂanjutkan dengan uji
fitokimia secara kualitatif dan pengukuran kandungan total fenolik. Hasil
analisa fitokimia menunjukkan fraksi etil asetat dari propolis lebah kelulut
mengandung alkaloid, triterpenoid, saponin dan senyawa fenol. Pengukuran
kandungan total fenolik menunjukan fraksi etil asetat memiliki kandungan
fenolik 812 mg GAE/100g. Dapat disimpulkan kandungan senyawa dan total
fenolik pada fraksi etil asetat propolis /. irama dari Kutai Kartanegara
dipengaruhi oleh lingkungan sekitar peternakan tersebut.

ABSTRACT

Propolis is one of the products collected by bees from tree sap and generally has
a blackish brown color that is used on the outer surface of the hive to avoid
outside predators. The product of Heterotrigona itama bee is used by the
community as a preventive and treatment effort. This species also produces
propolis more than stinging bees, but its potential has not been explored much.
The purpose of this study was to determine the phytochemical content of the
ethyl acetate fraction of the /. szama propolis from Kutai Kartanegara, East
Kalimantan. The propolis sample was extracted with 96% ethanol and
evaporated to produce propolis ethanol extract. Then the liquid-liquid partition
was carried out to obtain the ethyl acetate fraction. This continued with
qualitative phytochemical tests and measurements of total phenolics. The results
of phytochemical analysis showed that the ethyl acetate fraction of propolis
contained alkaloids, triterpenoids, saponins and phenolic content. The ethyl
acetate fraction had total phenolic content 812 mg GAE/ 100g, It can be
concluded that the compound and total phenolic content in the ethyl acetate
fraction of H. itama propolis from Kutai Kartanegara influenced by the
environment around the apiary.
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Pendahuluan

Indonesia merupakan negara yang kaya akan
keanekaragaman flora dan faunanya, salah satu fauna
yang banyak terdapat di Indonesia adalah lebah. Ada
berbagai macam jenis lebah yang tinggal di hutan
Indonesia, dari lebah yang bersengat hingga yang
tidak bersengat (Rasmussen & Gonzalez, 2017).
Salah satu lebah tidak bersengat yaitu lebah kelulut.
Lebah kelulut atau yang biasa disebut sebagai lebah
klanceng adalah lebah yang memiliki perbedaan
signifikan pada tubuh maupun hasil produknya.
Lebah kelulut tidak memiliki ekor atau sengat pada
bagian belakang tubuhnya (snhg[ess bee), berwarna
hitam pekat seperti lalat, lebih banyak mengambil
getah dari pohon buah-buahan, menghasilkan madu
yang memiliki rasa asam serta memproduksi propolis
lebih banyak dari jenis lebah lainnya. Salah satu jenis
lebah kelulut adalah Heterotrigona 1tama yang
sekarang mulai dikembangbiakkan oleh masyarakat
untuk dimanfaatkan propolisnya sebagai upaya
preventif dan pengobatan (Haryanto et al, 2012).

Propolis merupakan hasil dari olahan getah
pohon yang kemudian digunakan untuk melindungi
sarang lebah dari predator luar. Senyawa yang
terkandung di dalam propolis seperti senyawa-
senyawa polifenol, terpenoid, steroid, asam amino
dan vitamin. Adanya senyawa-senyawa tersebut
menandakan propolis memiliki berbagai aktivitas
(Gambar 1) seperti antioksidan, antibakteri,
antivirus, antiinflamasi, dan antitumor (Alencar etal,

2007; Orst er al, 2005).
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Gambar I. Berbagai potensi bioaktivitas propolis

Propolis juga memiliki potensi aktivitas sebagai
antiparasit (Paula er al, 202I; Ribeiro er al,
2021).Propolis juga mempunyai potensi sebagai
produk antiinflamasi alami yang alami, efek samping
dan toksik yang rendah, serta terjangkau (Kubat er
al, 2021)

Kandungan  propolis  memiliki  perbedaan
berdasarkan jenis pohon sumber getah, suhu, wilayah

dan keadaan sekitar peternakan lebah. Dari beberapa
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penelitian propolis yang telah ada, ditemukan
beberapa faktor penentu yang mempengaruhi
kualitas propolis tersebut salah satunya lokasi dan
lingkungan yang memberikan peran penting dalam
kualitasnya (Hirmarizqi et al, 2019). Pada penelitian
ini peneliti melakukan penelitian dengan sampel
propolis dari Kutai Kartanegara.

Kutai  Kartanegara merupakan salah  satu
Kabupaten yang terkenal akan sumber energi di
daerah nya. Salah satunya adalah PLTGU
(Pembangkit Listrik Tenaga Gas dan Uap) yaitu
suatu pusat pembangkit listrik yang menggunakan
tenaga uap sebagai penggerak utama turbin untuk
menghasilkan tenaga listrik yang memiliki produk
sampingan berupa air pendingin (Hutomo &
Arinardi, 1992) Masyarakat sekitar PLTGU, Kutai
Kartanegara ~ mulai  mengembangkan  usaha
peternakan  lebah  kelulut  sebagai  alternatif
pendapatan di masa pandemi COVID-19. Dengan
lokasi yang strategis dan keadaan yang mendukung,
masyarakat  melihat  adanya  peluang  untuk
mengembangbiakkan lebah kelulut karena daerah
perumahan tersebut dikelilingi banyak pohon buah-
buahan sehingga lebah kelulut dapat memperoleh
getah yang kemudian diolah menjadi propolis
(Istikowati er al, 2019). Namun keberadaan
PLTGU disekitar ternak lebah tersebut menjadi
pertimbangan  apakah  dapat  mempengaruhi
kandungan senyawa pada propolis atau tidak.

Sehingga dilakukanlah penelitian ini untuk
mengidentifikasi kandungan senyawa dari propolis
asal Kutai Kartanegara tersebut menggunakan
fraksinasi dengan pelarut semipolar, yaitu etil asetat.

Metode
Pengumpulan sampel

Sampel propolis mentah diambil dari peternakan
lebah kelulut di Desa Tanjung Batu, Kutai
Kartanegara, Kalimantan Timur pada bulan Februari
2021. Jenis lebah diidentifikasi di Laboratorium
Fakultas Kehutanan, Universitas Mulawarman dan
disimpan sebagai spesimen.

Ekstraksi

Sebelum di ekstrak, propolis yang masih segar
dibekukan dalam freezer pada suhu -4°C. Setelah itu
sampel yang sudah beku dihaluskan dengan bantuan
blender hingga menjadi serbuk, hal ini harus
dilakukan dengan cepat dan sedikit demi sedikit
karena propolis mudah lembek ketika berada disuhu
ruang sehingga akan susah untuk diblender. Setelah
menjadi serbuk, sampel direndam menggunakan
etanol 96%, diaduk dan didiamkan selama 1x24 jam
sebanyak 4 kali. Hasil penyaringan propolis
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kemudian diuapkan diatas waterbath sampai menjadi
ekstrak kental.

Fraksinasi

Ekstraksi dan fraksinasi dilakukan metode
ektraksi (Pramono & Puspitasari, 2015) dengan
modifikasi. Ekstrak etanol propolis dilarutkan
terlebih dahulu dengan etanol sebanyak SO ml dan
dimasukkan kedalam corong pisah, dan dilakukan
fraksinasi bertingkat dengan pelarut non polar
terlebih dahulu. Kemudian filtrat etanol dilarutkan
menggunakan aquades lalu dimasukkan kedalam
corong pisah, ditambahkan etil asetat dan gojok
selama I menit lalu diamkan hingga terbagi menjadi
dua fase. Setelah terpisah, filtrat fraksi etil asetat
dikeluarkan dari corong pisah dan dilakukan
pengulangan sebanyak 3x. Kemudian filtrat fraksi etil
asetat tersebut diuapkan untuk mendapatkan fraksi
etil asetat. Fraksi etil asetat inilah yang akan
dilakukan uji fitokimia.

Uji Fitokimia

Analisis fitokimia dilakukan dengan metode
kualitatif berdasarkan perubahan warna (Khairunnisa
et al, 2020).

Uji Alkloid — diambil fraksi etil asetat sebanyak
S ml dimasukkan kedalam tabung reaksi kemudian
ditambahkan 2 ml HCL pekat dan I ml larutan
dragendorf. Adanya perubahan warna menjadi jingga
atau merah menandakan bahwa fraksi mengandung
senyawa alkaloid.

Uji Flavonoid — diambil fraksi etil asetat I ml
dimasukkan kedalam tabung reaksi kemudian
ditambahkan ~ beberapa tetes FeCl.  Adanya
perubahan warna menjadi kuning, merah, atau coklat
menandakan adanya senyawa flavonoid.

Uji Steroid/ Triterpenoid — diambil fraksi etil
asetat sebanyak I ml dimasukkan kedalam tabung
reaksi dan ditambahkan kloroform 0,5 ml. Kemudian
tambahkan beberapa tetes H2SOs pekat pada sisi
tabung. Jika terjadi perubahan warna menjadi coklat
kemerahan diantara permukaan maka
mengindikasikan adanya senyawa triterpenoid, tetapi
jika lapisan atas berwarna merah dan lapisan H2SO4
berwarna kuning kehijauan maka mengindikasikan
adanya senyawa steroid.

Uji Tanin — diambil fraksi etil asetat I ml
dimasukkan kedalam tabung reaksi dan ditambahkan
beberapa tetes laruta pb 1%. Jika terdapat endapan
kuning pada tabung menandakan adanya senyawa
tanin.

Uji Saponin — diambil fraksi etil asetat sebanyak I
ml tambahkan 2 ml aquades kemudian direbus
selama 10 menit. Saring campuran tersebut
mengunakan kerta saring lalu masukkan kedalam
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erlenmeyer, tambahkan aquades hingga 10 ml lalu
kocok selama 2 menit. Jika campuran tersebut
menghasilkan buih maka mengindikasikan adanya
senyawa saponin.,

Uji Kandungan Fenolik Total

Diambil fraksi sampel sebanyak 500ug/ml larutan
sampel dan masukkan kedalam labu ukur 10 ml,
tambahkan 0,5 ml reagen Follin-Ciocalteau, kocok
pelan dan inkubasi selama 8 menit. Tambahkan 3 ml
Natrium Karbonat kocok hingga dan tambahkan
aquades hingga tanda 10 ml kemudian kocok hingga
homogen. Inkubasi selama 2 jam ditempat yang
gelap, lalu ukur absorbansinya di spektrofotometer
UV-vis pada panjang gelombang 767 nm (Ahmad er
al, 2015).

Hasil dan Pembahasan

Ekstraksi awal propolis mengahasilkan 75,36
ekstrak etanol 98%. Setelah dilakukan fraksinasi dari
10 gram ekstrak etanol propolis menghasilkan 4,2
gram fraksi etil asetat. Karakteristik fraksi etil asetat
berwarna merah kecokelatan. Fraksi tersebut
dilanjutkan pengujian fitokimia dan kandungan
fenolik totalnya. Hasil ujt fitokimia tersebut dapat
dilihat secara kualitatif perubahan warnanya pada

Gambear 2.

Gambar 2. Perubahan warna saat pengujian
fitokimia fraksi etil asetat propolis. Keterangan : EA
: Fraksi Etil Asetat (kontrol), I : alkaloid (+), 2 :
flavanoid (—), 3: ,4: tanin (—) , S saponin(‘f‘))

Fraksi etil asetat pada pengujian fitokimia dinyatakan
positif mengandung alkaloid setelah terjadi
perubahan warna dari sampel awal yang berwarna
orange bening hanya menjadi orange yang sedikit
keruh dengan endapan. Hal tersebut dikarenakan,
senyawa alkaloid akan bereaksi dengan nitrogen
sehingga membentuk endapan (Harborne, 1987).
Pada uji triterpenoid fraksi etil asetat propolis terjadi
perubahan warna dari sampel awal yang berwarna
orange bening menjadi coklat. Hal tersebut
dikarenakan adanya proses esterifikasi senyawa
triterpenoid dengan anhidrida asetat (Afif, 2013).
Fraksi etil asetat juga mengandung saponin karena
terbentuknya buih  diberi perlakuan. Senyawa

saponin  memiliki  aglikon  glikosida  berupa
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sapogenin. Jika suatu sampel mengandung saponin
akan diidndikasikan dengan terbentuknya buih
setelah dikocok, karena adanya penurunan tegangan
permukaan (Dyck er al, 2010). Sendangkan, uji
flavonoid pada fraksi etil asetat propolis tidak terjadi
perubahan  warna  merah-cokelat  dan  tidak
menunjukan adanya endapan pada uji tanin. Sehingga
dinyatakan fraksi etil asetat propolis lebah kelulut
dari Kutai Kartanegara tidak memiliki kandungan
senyawa flavonoid dan tanin.

Uji fitokimia fraksi etil asetat dari propolis
lebah kelulut Heterotrigona  itama menunjukan
adanya senyawa alkaloid, triterpenoid dan saponin
(Tabel 1.). Senyawa serupa juga diidentifikasi dari
propolis adalah polifenol (flavonoid, asam fenolat
dan esternya), terpenoid, steroid, asam amino,
vitamin (A, C, E), mineral (Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Cu,
dan Zn) (Bankov er al, 2008; Kumazawa et al,
2004)

Tabel I. Hasil analisis fitokimia

No. Senyawa Fraksi Etil asetat
I. Alkaloid +
2. Flavonoid -
3. Steroid/ triterpenoid +
4, Tanin -
S. Saponin +

Adanya PLTGU di dekat peternakan lebah tidak
mempengaruhi pohon—pohon yang ada disekitarnya,
karena hasil gas dan uap yang dikeluarkan tidak
mempengaruhi getah dari pohon-pohon tersebut
sehingga getah pohon tidak terkontaminasi. Salah
satu yang dapat menyebabkan adanya perbedaan hasil
kandungan senyawa propolis adalah jenis pohon
buah yang diambil getahnya. Tiap pohon memiliki
kandungan senyawa yang berbeda, sehingga
kandungan propolis juga akan berbeda mengikuti
jenis pohon apa yang dominan berada di sekitar
peternakan tersebut (Saepudin er al, 2017). Suhu
dan cuaca juga dapat mempengamhi senyawa dari
pohon sehingga getah yang dikeluarkan juga
mempunyai kandungan yang berbeda.

Menurut (Rosyidi er al, 2018), propolis lebah
jenis Apis sp. memiliki senyawa-senyawa kimia yang
sangat banyak dan berbeda-beda tergantung dari
lingkungan di sekitar peternakan lebahnya sehingga
terdapat perbedaan senyawa pada propolis yang ada
di Indonesia dengan propolis yang berada di negara
lainnya. Hal tersebut juga kemungkinan besar
mempengaruhi senyawa yang akan didapatkan dari
propolis.  Menurut (Sabir, 200S), variasi senyawa
pada propolis berhubungan erat dengan jenis dan
usia pohon yang diambil getahnya untuk diolah

menjadi propolis.
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Hasil dart ujt fenolik total menandakan bahwa
propolis yang diambil dari perumahan PLTGU
memiliki senyawa fenolik. Senyawa fenolik total
diukur menggunakan spektrofotometri  UV-Vis
dengan  metode  kolorimetri  yang  diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 767 nm.
Absorbansi di ukur dengan senyawa standar asam
galat dan dilakukan pengulangan sebanyak dua kali.
Nilai absorbansi yang didapatkan pada dua
pengulangan berturut-turut adalah 0,903 dan 0,906
dengan rata-rata 0,904. Dari hasil tersebut dilakukan
perhitungan fenolik total untuk mencari ekivalen
asam galat dan didapatkan hasil 406 mgEAG/100g.
Nilai y dari larutan asam galat didapatkan 0.3529 x
—0.5302 dapat dilihat pada Gambar 3.

”g Kurva Absorbansi Asam Galat
T 2y.F0,3529x - 0,5302 977
S R2=0,8482 '
S 15 4
0
z 1
3
505 o101
g o—*
05 | 0,5 1pg/ml 2pg/ml 4 pg/ml 8 pg/ml 16
' ng/ml Konsentrasi Asam Galat ng/ml

Gambar 3. Kurva absorbansi asam galat

Kandungan fenolik total dari fraksi etil asetat
didapatkan nilai 812 mgEAG/100g dan fenolik
total ekstrak etanol 96% didapatkan nilai 550
ngAG/ 100g dapat dilihat dalam Tabel 2.

Table 2. Hasil fenolik total

Kandungan

Fenolik Total
1. Ekstrak Etanol 96% 550 ngAG/IOO g

2. Fraksi Etil Asetat 812 ngAG/ 100 ¢

No. Nama Sampel

Hasilnya kadar fenolik total pada ekstrak etanol
96% propolis lebih kecil dibandingkan kadar fenolik
total fraksi etil asetat. Pelarut yang paling efektif
dalam mengekstrak senyawa fenolik adalah etil asetat.
Hal ini kemungkinan dikarenakan propolis /. irama
memiliki rantai hidrokarbon yang panjang sehingga
dapat terlarut dengan baik didalam pelarut semi polar
seperti etil asetat (Do et al, 2014). Pelarut etil asetat
memiliki spektrum penyarian senyawa dari polar
hingga nonpolar. Flavonoid tidak terdeteksi pada
fraksi etil asetat, kemungkinan karena flavonoid
adalah senyawa dengan gugus hidroksi yang tidak
tersubstitusi sehingga bersifat lebih polar (Akbar,
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2010). Jika dilihat kandungan fenolik fraksi etil
asetat propolis /. stama lebih besar daripada ekstrak
etanol 96%, ini menunjukan adanya senyawa fenolik
lain yang tidak termasuk golongan flavonoid.
Pemilihan pelarut tersebut sebaiknya menjadi
pertimbangan penting ketika melakukan eksplorasi
senyawa bahan alam. Perbedaan warna pada larutan
uji fenolik total dari sampel fraksi etil asetat dan

ekstrak etanol 96% dapat dilihat pada Gambar 4.

Gambear 4. Uji fenolik total fraksi etil asetat dan
ekstrak etanol 96%

Berbeda halnya kandungan fenolik propolis yang
didapatkan Thailand sebesar 12,54 — 70,04 mg
EAG/ ¢ (Aumcharoen & Phankaew, 2016).
Sedangkan kandungan fenolik propolis juga berbeda
di beberapa negara seperti wilayah Korea Selatan
(48,5-238,9 mg EAG/g), Australia (142,4 £ 3,61
mg EAG/g), Brazil <26,8 T 412 mg EAG/g) dan
China (132,1 + 328 mg EAG/g) (Wang er al.,
2016). Hal ini menunjukan habitat lebah akan
mempengaruhi senyawa yang dihasilkan dari produk
lebah tersebut.

Pengaruh iklim di lokasi sekitar peternakan
lebah juga dapat mempengaruhi komposisi senyawa
dari propolis (Dabija & Eremia, 2008; Mountford-
McAuley et al, 2021; Souza et al, 2016). Lokasi
pengambilan sampel juga mempengaruhi makro dan
mikronutrisi kandungan propolis (Mulyati er al,
2021) Sampel propolis Kutai Kartanegara yang
diambil pada bulan Februari dan curah hujan tinggi
saat 1itu kemungkinan mempengaruhi kandungan
senyawa dan kandungan fenolik total yang ada.
Kondisi iklim mempengaruhi pertumbuhan dan
pembungaan tumbuhan sumber pakan lebah tersebut.

Simpulan dan Saran

Kesimpulan  dari penelitian fraksi etil asetat
propolis lebah kelulut yang berasal dari Kutai
Kartanegara ~ mengandung  senyawa  alkaloid,
triterpenoid, saponin dan fenolik total lebih rendah
dari ekstrak awalnya. Keberadaan PLTGU di sekitar
peternakan lebah kelulut tidak secara langsung
mempengaruhi tumbuhan yang hidup di sekitarnya.
Variasi vegetasi bergetah yang tumbuh di sekitar dan
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kondisi iklim yang kemungkinan besar
mempengaruhi senyawa propolis /. rtama tersebut.

Diperlukan penelitian lanjutan untuk

mengetahui potensi propolis dari fraksi berbeda dan

kemungkinan menjadi sebuah produk makanan,

minuman, kosmetik, maupun obat-obatan.
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