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INFO ARTIKEL ABSTRAK

Sejarah artikel: Sebagai organ paling luar tubuh, kulit langsung terpapar dengan lingkungan prooksidan

Dit?f%mﬂ seperti radiasi ultraviolet, obat, polusi udara, dan asap rokok. Paparan lingkungan ini

Revisi memicu pembentukan radikal bebas yang disebut juga Reactive Oxygen Spesies (ROS).

Dipublikasikan Oleh karena itu, diperlukan senyawa yang dapat meredam efek negatif dari radikal bebas

- yaitu antioksidan. Salah satu bahan alam yang mengandung antioksidan adalah madu

Kata kunci: lebah kelulut. Madu kelulut (Heterogona Itama) memiliki aktivitas antioskidan sehingga

Madu baik dalam membantu menangkal radikal bebas. Penelitian ini bertujuan untuk

Hetf:rog'ona Itama mengetahui aktivitas antioksidan dan untuk menentukan nilai IC50 (Inhibitory

Antioksidan Concentration) dari Madu lebah kelulut (Heterogona Itama) yang berasal dari

DPPH Samarinda Kalimantan Timur dengan menggunakan metode penelitian DPPH (2,2-
diphenyl-I-picrylhydrazyl) dengan panjang gelombang maksimum S§I7 nm
menggunakan spektrofotometri Uv-Vis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa Madu
Lebah Kelulut (Heterogona Itama) mengandung metabolit sekunder seperti Flavonoid,
tannin, dan alkoloid serta nilai IC50 sebesar 99,106 ppm dimana masuk dalam kategori
mengandung aktivitas antioksidan kuat.

Key word: ABSTRACT

Honey

Heterogona Itama
Antioxidants

DPPH

As the outermost organ of the body, the skin is directly exposed to environmental pro-
oxidants such as ultraviolet radiation, drugs, air pollution and cigarette smoke. This
environmental exposure triggers the formation of free radicals which are also called
Reactive Oxygen Species (ROS). Therefore, we need compounds that can reduce the
negative effects of free radicals, namely antioxidants. One of the natural ingredients that
contain antioxidants is kelulut bee honey. Kelulut honey (Heterogona Itama) has
antioxidant activity so it is good at helping to ward off free radicals. This study aims to
determine the antioxidant activity and to determine the ICS0 (Inhibitory
Concentration) value of kelulut honey bee (Heterogona Itama) originating from
Samarinda, East Kalimantan using the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) research
method with maximum wavelength 517 nm using Uv-Vis spectrophotometry. The
results showed that Kelulut Bee Honey (Heterogona Itama) contains secondary
metabolites such as Flavonoids, tannins, and alkoloids as well as an IC50 value of
99.106 ppm which is included in the category of containing strong antioxidant activity

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

Pendahuluan

Kulit, sebagai organ terluar tubuh manusia, memainkan peran krusial sebagai pelindung dari
berbagai faktor eksternal yang meliputi paparan oksidan seperti obat-obatan, polusi udara, asap
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rokok, dan radiasi ultraviolet. Paparan ini memicu terbentuknya reactive oxygen species (ROS) atau
yang lebih dikenal sebagai radikal bebas (Andarina & Djauhari, 2017). Radikal bebas adalah molekul
yang memiliki elektron tak berpasangan pada orbital luar, menjadikannya sangat reaktif. Kekurangan
elektron ini mendorong radikal bebas untuk mencari pasangan elektron melalui reaksi dengan
molekul di sekitarnya, berakibat pada kerusakan pada berbagai sistem tubuh, termasuk sistem
kekebalan tubuh(SinuIingga et al,, 2018). Kadar radikal bebas yang berlebihan dalam tubuh dapat
menyebabkan kerusakan pada molekul penting 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). Antioksidan adalah zat yang mampu mencegah atau mengurangi kerusakan akibat reaksi
radikal bebas(Kalangi, 2013) Mekanisme utama antioksidan adalah dengan mentransfer atom
hidrogen atau proton ke radikal bebas, menghentikan reaksi berantai dan menjaga keseimbangan
dalam tubuh(Werdhasari, 2014—).

Salah satu sumber alami antioksidan yang menarik perhatian adalah madu kelulut, produk
hasil hutan yang sering ditemukan di Kalimantan dan populer di kalangan masyarakat setempat.
Beberapa studi telah menunjukkan bahwa madu kelulut memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi
daripada madu dari lebah jenis Apis sp (Avila, Beux, Ribani, 2018; Nweze, 2017). 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). Mengandung beragam nutrisi yang memiliki sifat antioksidan,
madu kelulut memiliki potensi besar dalam melindungi kulit dari kerusakan akibat radikal bebas yang
dihasilkan oleh paparan lingkungan(Afriliah, 2022). Dengan memahami aktivitas antioksidan dan
komposisi nutrisi dalam madu kelulut, penelitian lebih lanjut dapat membuka wawasan baru
mengenai potensi penggunaan madu kelulut dalam perawatan kulit secara alami(Ridoni, 2020).

Metode
Desain, Tempat dan Waktu

Penelitian ini melibatkan metode kuantitatif dengan pendekatan eksperimental yang
diarahkan pada madu lebah kelulut Heterogona Itama. Madu ini diperoleh dari wilayah kelurahan
Lempake, Samarinda Utara, Kalimantan Timur. Tujuan utama penelitian adalah untuk mengkaji
potensi antioksidan dalam madu tersebut. Pengukuran aktivitas antioksidan akan dilakukan dengan
menggunakan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), di mana penilaian dilakukan

berdasarkan kapasitasnya dalam menetralisir radikal bebas. Penelitian ini juga akan mencermati
bagaimana madu kelulut Heterogona Itama dapat berfungsi sebagai agen perlindungan terhadap

dampak buruk radikal bebas pada tubuh.

Bahan dan Alat

Alat-alat yang diperlukan dalam proses penelitian mehputi spatula, mikropipet, timbangan
analitik, batang pengaduk, rak tabung, kertas saring, kuvet kaca, spektrofotometer IV-Vis, dan gelas
ukur. Sementara itu, materi utama yang menj adi fokus penelitian adalah madu lebah kelulut
Heterogona Itama yang diperoleh dari kelurahan Lempake, kecamatan Samarinda Utara. Selain itu,
materi pendukung yang turut diperlukan melibatkan asam askorbat, kertas saring, aluminium foil,
methanol teknis, methanol pro analytic, serta reagen DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) dan
aquadest.

Langkah-Langkah Penelitian

Dalam rangka meneliti potensi antioksidan pada madu lebah kelulut Heterogona Itama yang
berasal dari kelurahan Lempake, kota Samarinda Utara, Kalimantan Timur, penelitian ini akan
menggunakan pendekatan kuantitatif dengan metode eksperimental. Langkah pertama dalam
penelitian ini adalah memahami peran kulit sebagai pelindung terhadap faktor eksternal termasuk



radikal bebas yang dihasilkan dari paparan oksidan seperti polusi udara, asap rokok, dan radiasi
ultraviolet. Paparan ini memicu terbentuknya reactive oxygen species (ROS) atau radikal bebas yang
memiliki potensi merusak berbagai komponen dalam tubuh. Dalam upaya mengatasi dampak negatif
radikal bebas, diperlukan senyawa antioksidan yang dapat melindungi tubuh dari kerusakan. Madu
kelulut Heterogona Itama, yang populer di wilayah tersebut, telah menunjukkan aktivitas antioksidan
yang tinggi dalam beberapa penelitian sebelumnya. Oleh karena itu, langkah selanjutnya adalah
mengevaluasi komposisi nutrisi dan senyawa fitokimia dalam madu kelulut. Uji fitokimia akan
melibatkan pengujian adanya alkaloid, flavonoid, saponin, dan tannin dalam madu kelulut sebagai
indikator kandungan senyawa-senyawa tersebut. Selanjutnya, penelitian akan memfokuskan pada
pengujian aktivitas antioksidan madu kelulut menggunakan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl). Ujt ini dimulai dengan pembuatan larutan DPPH yang nantinya akan digunakan
sebagai reagen pengukur aktivitas antioksidan. Berbagai konsentrasi madu kelulut akan disiapkan dan
dicampur dengan larutan DPPH. Selanjutnya, larutan akan diinkubasi dan absorbansi diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang tertentu. Data hasil absorbansi
akan diolah dengan metode regresi linear untuk menghitung nilai IC50 dan menganalisis aktivitas
antioksidan madu kelulut. Melalui rangkaian langkah-langkah ini, penelitian ini diharapkan dapat
memberikan pemahaman lebih mendalam mengenai potensi antioksidan madu kelulut Heterogona
Ttama serta kontribusi komposisi nutrisi dan senyawa fitokimia dalam aktivitas antioksidannya, Selain
itu, hasil penelitian ini dapat membuka peluang untuk pengembangan bahan alami dalam perawatan

kulit yang melindungi dari kerusakan akibat radikal bebas.

Pengolahan dan analisis data
Dalam rangka penelitian ini, pengolahan serta analisis data dilaksanakan melalui dua tahap,
yakni uji fitokimia serta pengujian aktivitas antioksidan.

Uji Fitokimia Pada penelitian ini dilakukan uji fitokimia berupa uji alkaloid, flavonoid saponin dan
tannin.

I. Alkaloid Ditimbang 0,5 g sampel madu kemudian ditambahkan dengan pereaksi dragendroff sebanyak 3-
S tetes hingga terjadi perubahan warna pada filtrat. Sampel yang positif mengandung alkaloid
ditunjukakkan dengan terbentuknya sedimen berwarna coklat.

2. Flavonoid Dilakukan dengan melarutkan madu sebanyak 0,5 g dengan etanol 96% lalu ditambahkan
larutan H2504 2N sebanyak 2 tetes lalu dihomogenkan. Hasil positif dilihat dari 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 g madu lalu ditambahkan FeCI3 1% sebanyak I1-3 tetes atau hingga terjadi
perubahan warna. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuk warna biru tua atau kehitaman.

Pengujian Aktivitas Antioksidan pada pengujian ini menggunakan metode DPPH yang diawali
dengan pembuatan larutan DPPH ditimbang sebanyak S mg dan dilarutkan dengan menggunakan
50 ml metanol, campuran lalu dikocok hingga homogen. Dilanjutkan pembuatan Konsentrasi Madu
Lebah Kelulut Heterogona Itama. Madu lebah kelulut dibuat dengan masing — masing konsentrasi
25, 50, 75 dan 100 ppm. Selanjutnya ditambahkan 3 ml masing-masing larutan DPPH dan metanol
hingga 10 ml, lalu dikocok hingga homogen. Kemudian larutan diinkubasi selama 30 menit dan
diukur dengan menggunakan alat Spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum
517 nm. Pada penelitian ni, digunakan asam askorbat sebagai pembanding kontrol positif. Lalu
Aktivitas antioksidan dapat dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linear (y = bx + a)
untuk memperoleh nilai IC50. 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 IC50 nya lalu
dianalisis menggunakan kolerasi regresi (Prasiwati, R., 2010). Analisa aktivitas antioksidan dari
madu lebah kelulut Heterogona Itama dilakukan menggunakan Spektorfotometri UV -Vis. Setelah
memperoleh hasil, data yang diperoleh dapat diolah dan disaj ikan dalam bentuk tabel.

Hasil dan Pembahasan

HASIL
Uji Fitokimia

Kehadiran senyawa metabolit sekunder dalam Madu Lebah Heterogona Kelulut jenis Itama
telah diidentifikasi menggunakan metode skrining fitokimia. Hasil dari skrining fitokimia ini dapat
ditemukan pada Tabel I, yang menunjukkan hasil dari analisis tersebut. Sampel yang diperoleh
berasal dari wilayah kelurahan Lempake, Kecamatan Samarinda Utara, Kalimantan Timur, dan telah
diuji melalui metode uji fitokimia untuk mengidentifikasi keberadaan senyawa-senyawa seperti
alkaloid, flavonoid, saponin, dan tannin dalam madu lebah kelulut Heterogona Itama. Hasil yang
diperoleh dari uji fitokimia menunjukkan hasil positif pada beberapa parameter. Uji alkaloid
menunjukkan hasil positif berdasarkan pembahan warna menjadi coklat setelah sampel madu ditetesi
dengan pereaksi dragendroff. Hasil serupa juga diperoleh pada uji Flavonoid dengan menunjukkan
hasil positif melalui reaksi dengan pereaksi H2504. Uji tannin menunjukkan hasil yang positif
dengan munculnya warna hijau kehitaman setelah sampel direaksikan dengan pereaksi FeCl3.
Selanj utnya, uji saponin juga menunj ukkan hasil positif melalut pembentukan busa yang stabil dengan
tinggi lebih dari I cm setelah sampel dikocok menggunakan air hangat selama 10 menit.

Pengujian Aktivitas Antioksidan pada madu lebah kelulut (Heterogona Itama) dan Vitamin C

Pada penelitian ini, dilakukan analisis terhadap aktivitas antioksidan pada madu lebah
kelulut (Heterogona Itama) dengan membandingkannya dengan vitamin C sebagai bahan
pembanding. Pengujian dilakukan melalui metode spektrofotometri UV-Vis dengan menggunakan
panjang gelombang maksimum pada 517 nm. Uji aktivitas antioksidan pada madu lebah kelulut
Heterogona Itama, sebagaimana tergambarkan pada gambar I, diimplementasikan dengan metode
DPPH. Sementara itu, uji aktivitas antioksidan pada vitamin C tergambar pada gambar 2. 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. Antioksidan dari suatu senyawa dapat digolongkan
berdasarkan nilai ICso nya dapat dilihat pada tabel IL.

Pengujian aktivitas antioksidan madu lebah kelulut Aererogona itama ini menggunakan
metode yang sangat sederhana yaitu metode DPPH (7,7- Diphenyl-2-Picrihydrazyl) secara
spektrofotometri dengan mereaksikan sampel madu lebah kelulut Aeterogona itama dengan DPPH.
Metode DPPH dipilih 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 heterogona itama, Warna ungu akan menguning saat DPPH menurun, menunjukkan
penurunan nilai absorbanasi. Hasil berikut diperoleh dari pengukuran absorbansi sampel pada



pengujian dilakukan dengan deret konsentrasi 25, 50,75, dan 100 ppm dan didapatkan hasil ICso
sebesar 99,106 ppm yang menandakan bahwa sampel memiliki aktivitas antioksidan kuat.

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 penehtian int,
Vitamin C digunakan sebagai kontrol positif untuk membandingkan dan mengetahui seberapa kuat
potensi antioksidan dalam madu lebah dibandingkan dengan vitamin C. Salah satu vitamin yang larut
dalam air yang dibutuhkan tubuh adalah vitamin C, yang merupakan antioksidan yang dapat
melindungi terhadap kerusakan akibat radikal bebas(Sari et al.,, 2021).

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
int memungkinkan vitamin C untuk menyumbangkan lebih banyak atom hidrogen untuk bereaksi
dengan radikal bebas DPPH. Hasil perhitungan mengungkapkan bahwa nilai ICso vitamin C kontrol
positif adalah 7,6646 ppm. Karena nilai 1Cso madu lebih tinggi dari nilai IC50 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.

Pembahasan
Beradasarkan hasil diatas berikut adalah pembahasan Hasil Uji Fitokimia dan Pengujian

Aktivitas Antioksidan pada Madu Lebah Kelulut Heterogona Itama

Uji Fitokimia

Uji fitokimia merupakan metode yang digunakan untuk mengidentifikasi dan menguji
keberadaan senyawa-senyawa kimia alami dalam sampel tumbuhan atau produk alami lainnya. Dalam
penelitian ini, madu lebah kelulut Heterogona Itama yang berasal dari wilayah kelurahan Lempake,
Kecamatan Samarinda Utara, Kalimantan Timur, telah diuji menggunakan metode uji fitokimia
untuk mengidentifikasi keberadaan beberapa jenis senyawa, termasuk alkaloid, flavonoid, saponin,
dan tannin. Hasil uji fitokimia menunjukkan hasil positif pada beberapa parameter. Uji alkaloid
menunjukkan hasil positif dengan pembahan warna menjadi coklat setelah sampel madu ditetesi
dengan pereaksi dragendroft. Hasil serupa juga diperoleh pada uji flavonoid, di mana hasil positif
terlihat melalui reaksi dengan pereaksi H2S0O4. Uji tannin menunjukkan hasil yang positif dengan
munculnya warna hijau kehitaman setelah sampel direaksikan dengan pereaksi FeCl3. Uji saponin
juga menghasilkan hasil positif melalui pembentukan busa yang stabil setelah sampel dikocok
menggunakan air hangat selama 10 menit.

Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

Metode DPPH (I,1-Diphenyl-2-Picrihydrazyl) adalah metode spektrofotometri yang
digunakan untuk mengukur aktivitas antioksidan dalam suatu sampel. Pada metode ini, radikal bebas
DPPH yang berwarna ungu digunakan sebagai indikator. Ketika senyawa antioksidan bereaksi
dengan radikal DPPH, warna larutan akan berubah menjadi kuning, menunjukkan penurunan nilai
absorbansi dan konsentrasi radikal DPPH yang berkurang. Nilai ICS0 (konsentrasi yang diperlukan
untuk mengurangi 50% dari radikal DPPH) digunakan untuk mengukur sejauh mana sampel
memiliki kapasitas untuk menangkap radikal bebas. Dalam penelitian ini, madu lebah kelulut
Heterogona Itama diuji menggunakan metode DPPH, dan hasil pengukuran absorbansi sampel pada
deret konsentrasi 25, 50, 75, dan 100 ppm menghasilkan nilai ICS50 sebesar 99,106 ppm. Nilai IC50
ini mengindikasikan bahwa madu lebah kelulut memiliki aktivitas antioksidan yang kuat, meskipun
lebih rendah dibandingkan dengan nilai IC50 kontrol positif, yaitu vitamin C (7,6646 ppm).

Pada akhirnya, hasil ini memberikan wawasan mengenai potensi antioksidan dalam madu
lebah kelulut Heterogona Itama dan menjelaskan bahwa meskipun nilai IC50 madu lebih tinggi
daripada nilai IC50 vitamin C dalam pengujian DPPH, madu tetap memiliki sifat antioksidan yang

berharga dalam konteks nutrisi dan kesehatan manusia.



Gambar I. Kurva hasil uji antioksidan Madu lebah kelulut (Heterogona Itama

Tabel I Hasil Uji Fitokimia

Identifikasi Pereaksi Hasil Dokumentasi
Senyawa
‘Alkaloid Pereaksi Dragondroff Endapan coklat
:
Saponin ‘Alr (Penggojokan Kuat) Terbentuk Busa
Favonoid H250: Terlihat wama kuning
|
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Gambar 2. Kurva hasil uji antioksidan asam askorbat

Tabel II. Nilai IC50 berdasarkan aktivitas antioksidannya

Kategori Nilai IC50
berdasarkan ppm
Sangat kuat Kurang dari 50

Kuat
Sedang
Lemah

Sangat lemah

50 hingga 100
100 hingga 150
150 hingga 200
Lebih dari 200

(Sumber : Syafrinal et al.,, 2019)



Simpulan Dan Saran

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang ada, dapat diambil kesimpulan bahwa madu kelulut
Heterogona Itama memiliki dugaan mengandung senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid,
flavonoid, tannin, dan saponin. Bukti ini terungkap setelah proses uji fitokimia yang dilakukan
dengan metode uji tabung. Selanjutnya, didapati bahwa madu kelulut Heterogona Itama juga
memperlihatkan kemampuan sebagai agen antioksidan, yang terlihat dari hasil nilai ICS0 sebesar
99,106 ppm. Temuan ini mengklasifikasikan madu ini dalam kategori memiliki aktivitas antioksidan

yang signiﬁkan.

Saran

Berdasarkan hasil penelitian, disarankan untuk mengembangkan penelitian lebih lanjut dengan fokus
pada identifikasi lebih mendalam terhadap senyawa metabolit sekunder dalam madu kelulut
Heterogona Itama. Selain itu, penting juga untuk mempertimbangkan penelitian yang melibatkan
variasi sumber madu kelulut untuk mengidentifikasi keterkaitan dengan komposisi senyawa. Dengan
aktivitas antioksidan yang kuat, penggunaan madu kelulut dalam produk perawatan kulit dapat
dijajaki lebih lanjut, dan saran ini dapat dihubungkan dengan upaya promosi kesadaran masyarakat
tentang manfaat kesehatan alami dari madu kelulut. Fokus pada pelestarian dan pengembangan
budidaya lebah kelulut untuk memastikan ketersediaan sumber daya alam ini dalam jangka panjang.
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