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ABSTRACT 

Indonesian honey has high water content and often exceeds the limitation of standard quality appointed by 
national and international regulation. It is caused by the high humidity and the hygroscopic character of honey 
itself. Riau Province is one of the highest producers of honey, but the water content is high, about 23-27%. 
Heating can be used to decrease the water content, but it increases the risk of damage to honey’s secondary 
metabolites and  may lose the functional character of honey towards human health. There is limited research 
that observes the effect of heating on honey’s secondary metabolites. Our research aimed to evaluate the effect 
of heating on Apis mellifera honey from acacia forest, Province of Riau, Indonesia towards the stability of 
honey’s secondary metabolites including water content analysis, screening of secondary metabolites, 
determination of antioxidant activity, measurement of TPC and TFC. The results show that the heating of 50 0C 
for 5 days and the heating of 1050C for 6 hours can decrease water content of honey without disturbing stability 
of honey’s secondary metabolites. It is showed by the score of IC50 of honey without heating (21103,74 μg/mL) 
is higher than the IC50 of honey heated by 500C (16503,83 μg/mL) and heated by 105 0C (777,33 μg/mL). The 
low value of IC50 indicates the high antioxidant activity, it is inline with TPC and TFC. The TPC and TFC 
without heating (TPC= 0,67 mgGAE/g; TFC=0,34 mgQE/g) is lower than sample heated by 500C (TPC=1,59 
mgGAE/g; TFC=0,46 mgQE/g) and 1050C (TPC=13,94 mgGAE/g; TFC=4,37 mgQE/g). 
 
 
Keywords: Apis mellifera, acacia forest, Riau honey, water content, secondary metabolites 
 

ABSTRAK  
Madu Indonesia memiliki kadar air yang cukup tinggi dan seringkali melebihi batas maksimal standar kualitas 
madu berdasarkan regulasi nasional dan internasional. Hal ini disebabkan oleh kelembaban udara yang cukup 
tinggi dan karakter higroskopis madu. Provinsi Riau merupakan salah satu penghasil madu tertinggi di 
Indonesia, namun kadar airnya cukup tinggi yaitu pada rentang 23-27%. Salah satu upaya untuk mengurangi 
kadar air madu adalah dengan pemanasan, namun senyawa metabolit sekunder pada madu berisiko mengalami 
kerusakan dan berdampak pada penurunan sifat fungsional madu terhadap kesehatan.   Penelitian terkait 
pengaruh pemanasan terhadap stabilitas senyawa metabolit sekunder pada madu belum banyak dilakukan. 
Penelitian ini bertujuan untuk melihat pengaruh pemanasan terhadap stabilitas senyawa metabolit sekunder 
pada madu Apis mellifera hutan akasia dari Provinsi Riau, Indonesia, diantaranya analisis kadar air, penapisan 
senyawa metabolit sekunder, pengukuran aktivitas antioksidan, pengukuran TPC dan pengukuran TFC. Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa perlakuan panas 500C selama 5 hari dan perlakuan panas 1050C selama 6 jam 
dapat menurunkan kadar air madu tanpa mengganggu stabilitas senyawa metabolit sekunder pada madu. Hal ini 
ditunjukkan pada nilai IC50 madu tanpa perlakuan (21103,74 μg/mL) yang lebih besar dari madu dengan 
perlakuan 500C (16503,83 μg/mL) dan 1050C (777,33 μg/mL). Nilai IC50 yang rendah menunjukkan aktivitas 
antioksidan yang tinggi, sejalan dengan TPC dan TFC.  Nilai TPC dan TFC sampel tanpa perlakuan (TPC= 
0,67 mgGAE/g; TFC=0,34 mgQE/g) lebih rendah dari sampel dengan pemanasan 500C (TPC=1,59 mgGAE/g; 
TFC=0,46 mgQE/g) dan lebih rendah dari sampel dengan pemanasan 1050C (TPC=13,94 mgGAE/g; TFC=4,37 
mgQE/g)." 
 
 
Kata Kunci: Apis mellifera, hutan akasia, madu Riau, kadar air, metabolit sekunder 
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PENDAHULUAN 

 

 Madu merupakan salah satu bioproduk 

dari lebah yang telah lama dikenal oleh 

masyarakat.  Lebah mengubah sakarida yang 

terdapat pada nektar menjadi madu melalui proses 

regurgitasi, evaporasi dan enzimatik. Enzim yang 

berperan dalam menghidrolisis sakarida menjadi 

monosakarida dalam proses pembentukan madu 

yaitu invertase dan amiloglukosidase (Alvarez-

Suarez et al. 2010). Rasa manis dari madu 

diperoleh dari kandungan fruktosa (38–55%) dan 

glukosa (31%) yang terkandung didalam madu 

(Yiuchung et al. 2019). Madu diketahui 

mengandung lebih dari 200 komponen penyusun. 

komponen tersebut diantaranya enzim, flavonoid, 

asam fenolik, senyawa volatil, gula, protein 

(0.5%), air (17.5%), vitamin dan mineral. 

komponen utama penyusun madu yaitu air, 

glukosa, fruktosa, sukrosa, mineral dan protein. 

Madu mengandung senyawa antioksidan 

enzimatik, seperti glukosa oksidase dan katalase, 

dan senyawa non enzimatik seperti asam askorbat, 

flavonoid dan fenolik (Yiuchung et al. 2019; Ciulu 

et al. 2016; Cianciosi et al. 2018). Komposisi yang 

terkandung didalam madu tergantung dengan 

kondisi alam dan sumber nektar (Manyi-Loh et al. 

2011). 

Banyak spesies lebah yang menghasilkan 

madu, tetapi hanya beberapa spesies lebah yang 

telah dimanfaatkan dalam bidang industri 

kesehatan, salah satunya spesies lebah Apis 

mellifera. Lebah A. mellifera merupakan spesies 

lebah non lokal yang diimpor ke Indonesia karena 

sifatnya yang mudah dibudidayakan, produksi 

madu tinggi, dan tidak agresif (Sihombing 1994). 

Usaha budidaya madu lebah A. mellifera sudah 

tersebar ke berbagai daerah di Indonesia. Riau 

merupakan provinsi Indonesia yang memiliki 

beberapa daerah penghasil madu terutama madu 

bersumber dari hutan. Madu yang bersumber dari 

hutan memiliki kandungan nutrisi lebih baik 

dibandingkan madu yang dibiakkan (Syahriati et 

al. 2021). Madu hutan Riau memiliki keunggulan 

dibandingkan dengan madu hutan lainnya 

dikarenakan kondisi lingkungan fisik yang sesuai, 

diantaranya terdapat hutan akasia (Accacia 

crassicarpa) yang dapat memberikan pakan pada 

lebah sepanjang tahun. Riau yang merupakan 

dataran rendah memiliki beberapa bioregion yang 

diduga dapat mempengaruhi karakteristik madu 

hutan. Karakteristik madu hutan dipengaruhi oleh 

lingkungan dimana nektar diperoleh (Pribadi dan 

Wiratmoko 2019). Berbagai manfaat madu pada 

bidang kesehatan diantaranya berperan sebagai 

antioksidan, antimikroba (Machado De-Melo et al. 

2017; Osés et al. 2016), antihipertensi, 

imunomodulator dan anti inflamasi (Hiwatashi et 

al. 2010; Hussein et al. 2013). Penelitian yang 

dilakukan oleh Mavric et al. (2008) menunjukan 

bahwa madu memiliki aktivitas antibakteri pada 

bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. 

Aktivitas antibakteri disebabkan oleh kadar air 

yang rendah, tekanan osmotik yang tinggi dan pH 

rendah yang menghambat pertumbuhan bakteri. 

Selain itu, aktivitas antimikroba madu juga 

disebabkan oleh adanya beberapa senyawa fenolik 

seperti pinocembrin dan asam siringat. 

 Dalam pengolahan pasca panen madu, kadar 

air madu harus berada di bawah limit batas yang 

telah ditetapkan oleh regulasi nasional (BSN 2004) 

yaitu dibawah 22% atau regulasi internasional 

yaitu dibawah 20% (Codex 2001). Kadar air yang 

rendah pada madu dapat menghambat proses 

fermentasi dan kristalisasi madu selama proses 

penyimpanan (Chen 2019). Proses pengurangan 

kadar air pada madu dapat dilakukan dengan 

pemanasan, namun  perlu mempertimbangkan faktor 

suhu dan lama pemanasan agar tidak merusak 

komponen dalam madu (Nirwantoro dan 

Hermawati 2012). Akan tetapi, penelitian yang 

dilakukan oleh Turkmen et al. (2006) menunjukan 

bahwa aktivitas antioksidan dari madu mengalami 

kenaikan seiring dengan kenaikan dari suhu 

pemanasan, sehingga perlakuan panas dalam 

pengurangan kadar air dapat dilakukan untuk 

menjaga kualitas madu tanpa merusak komponen 

bioaktif yang terkandung didalamnya. Penelitian 

ini bertujuan untuk melihat pengaruh pemanasan 

terhadap stabilitas senyawa metabolit sekunder 

pada madu A. mellifera hutan akasia dari Provinsi 

Riau, Indonesia, diantaranya analisis kadar air, 

penapisan senyawa metabolit sekunder, 

pengukuran aktivitas antioksidan, pengukuran total 

kadar fenolik/ total phenolic compound (TPC) dan 

pengukuran kadar total flavonoid/ total flavonoid 

compound (TFC).  
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BAHAN DAN CARA KERJA 

 

Penelitian ini menggunakan bahan utama 

berupa madu lebah A. mellifera yang diambil dari 

hutan akasia (Accacia crassicarpa) di Provinsi 

Riau. Bahan kimia yang digunakan dalam 

penelitian ini meliputi HCl, H2SO4, ammonia, 

serbuk magnesium, amil alkohol, kloroform, 

FeCl3, pereaksi Meyer, pereaksi Wagner, DPPH, 

kuersetin, asam galat, AlCl3, methanol, pereaksi 

Folin-Ciocalteu, Na2CO3, dan kalium asetat. 

 Sampel merupakan madu lebah A. 

mellifera yang diternak oleh masyarakat lokal di 

habitat hutan akasia (Accacia crassicarpa). Lokasi 

pengambilan sampel berada di Desa Dayun, 

Kabupaten Siak, Provinsi Riau, Indonesia. 

Pengambilan sampel dilakukan sekitar bulan Mei 

2022. Sarang lebah yang sudah siap dipanen 

diambil. Madu dipisahkan dari sarang lebah 

menggunakan mesin pemutar (spinner), 

dikumpulkan dan disimpan dalam wadah yang 

bersih dan kering. 

 Sampel madu yang sudah dikumpulkan 

dibagi menjadi 3 bagian. Bagian pertama 

merupakan sampel tanpa perlakuan pengeringan. 

Bagian kedua yaitu dengan cara dioven pada suhu 

50 0C selama 5 hari yang bertujuan untuk 

mengurangi kadar air pada madu. Bagian ketiga 

yaitu dengan cara dioven pada suhu 105 0C selama 

6 jam dengan tujuan untuk menghilangkan seluruh 

kadar air dalam sampel. Ketiga sampel kemudian 

dimasukkan masing-masing ke dalam wadah 

tertutup, kering, dan tidak tembus cahaya, 

kemudian disimpan dalam lemari pendingin pada 

suhu sekitar 4 0C sampai dilakukan analisis.  

Pengukuran kadar air dilakukan triplo pada 

semua sampel dengan mengacu prosedur SNI 01-

2891-1992. Sampel ditimbang dalam cawan 

porselen kering kemudian di oven pada suhu 105 
0C selama 3 jam atau sampai bobotnya konstan. 

Selanjutnya sampel dimasukkan dalam desikator 

untuk menurunkan suhunya. Setelah itu, bobot 

akhir sampel dan kadar air ditimbang. Semua 

sampel diuji secara kualitatif terhadap kandungan 

senyawa metabolit sekunder yang terkandung 

didalamnya. Penapisan senyawa metabolit 

sekunder meliputi pengujian golongan alkaloid, 

fenolik-flavonoid, terpenoid, saponin, dan tannin.  

Sebanyak 1 gram sampel ditambahkan 

dengan 8 mL HCl 1% kemudian diaduk sampai 

larut dan di saring (Saeed et al. 2012). Sebanyak 1 

mL filtrat ditambahkan pereaksi Meyer 1 mL. 

Terbentuknya endapan coklat mengindikasikan 

adanya alkaloid pada sampel (Anandi et al. 2021). 

Tabung reaksi yang berbeda, sebanyak 1 mL filtrat 

ditambahkan 1 mL pereaksi Wagner. 

Terbentuknya endapan putih kekuningan 

mengindikasikan adanya alkaloid pada sampel 

(Anandi et al. 2021).  

Sebanyak 1 gram sampel dilarutkan dalam 

akuades 20 mL, lalu dipanaskan selama 5 menit 

dan disaring. Filtrat dibagi dua dan dimasukkan ke 

dalam tabung reaksi yang berbeda. Filtrat pertama 

ditambahkan dengan FeCl3 10%. Terbentuknya 

warna hijau, biru, atau hitam mengindikasikan 

adanya senyawa fenolik (Handayani et al. 2017). 

Filtrat kedua ditambahkan dengan 5 mL amil 

alkohol, 1 mL HCl pekat, dan bubuk magnesium. 

Terbentuknya lapisan warna mengindikasikan 

adanya senyawa flavonoid (Anandi et al. 2021; 

Agustikawati et al. 2017).  

Sebanyak 0,5 g sampel dilarutkan dalam 2 

mL kloroform. Kemudian larutan ditambahkan 3 

mL H2SO4 pekat (Saeed et al. 2012). Warna coklat 

kemerahan mengindikasikan adanya senyawa 

terpenoid (Saeed et al. 2012) sedangkan warna 

kehijauan mengindikasikan adanya senyawa 

steroid (Anandi et al. 2021).  

Sebanyak 1 g sampel ditambahkan dengan 10 

mL akuades lalu dikocok dengan kuat. Indikasi 

adanya senyawa saponin apabila terbentuk busa 

yang stabil (Savithramma et al. 2011; Kumari et 

al. 2017).  

Sebanyak 1 g sampel dilarutkan dengan 20 

mL akuades, kemudian dididihkan dan disaring. 

Sebanyak 2 mL filtrat ditambahkan dengan 

beberapa tetes FeCl3 lalu diamati perubahan warna 

pada larutan. Adanya warna hijau kecoklatan atau 

biru kehitaman mengindikasikan adanya tanin 

(Saeed et al. 2012). 

Aktivitas penangkapan radikal bebas (radical 

scavenging activity) DPPH (1,1-diphenyl-2-

picrylhidrazyl) digunakan untuk menentukan 

aktivitas antioksidan pada sampel. Penentuan 

aktivitas antioksidan mengikuti prosedur kerja 

Aryal et al. (2019). Sampel dilarutkan dengan 

metanol dengan rentang konsentrasi 0-30.000 μg/

mL. Sebanyak 2 mL sampel dicampurkan dengan 

2 mL DPPH 0,1 mM. Selanjutnya sampel 

diinkubasi selama 30 menit dalam ruang gelap. 
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Setelah itu, sampel dibaca absorbansinya 

menggunakan spektrofotometer dengan panjang 

gelombang 517 nm. Persentase aktivitas 

antioksidan diukur dengan menghitung rasio 

antara selisih absorban blangko dan sample 

dibandingkan dengan absorban blanko 

Setelah aktivitas antioksidan didapatkan pada 

konsentrasi sampel secara berseri, nilai IC50 

(inhibition concentration of 50, yaitu konsentrasi 

yang dapat menghambat 50 persen radikal bebas) 

dihitung dengan membuat persamaan regresi 

linier. Semakin kecil nilai IC50, semakin besar 

aktivitas antioksidan sampel.  

Kadar total fenolik (TPC) pada sampel 

ditentukan dengan metode spektrofotometri dan 

mengacu pada Maeng et al. (2016). Kurva standar 

dibuat menggunakan asam galat pada rentang 

konsentrasi 0-200 μg/mL. TPC dihitung dalam 

satuan setara miligram asam galat per gram 

sampel (miligram gallic acid equivalent per gram 

sample atau mgGAE/g sampel). Sebanyak 0,2 mL 

sampel (10 mg/mL) dicampurkan dengan 1,8 mL 

akuades dan 0,2 mL pereaksi Folin-Ciocalteu. 

Sampel kemudian dihomogenkan dan diinkubasi 

selama 6 menit. Setelah itu, larutan sampel 

ditambahkan 2 mL Na2CO3 7% (b/v) dan 

dihomogenkan. Kemudian larutan diinkubasi 

selama 90 menit lalu absorbansinya dibaca dengan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 750 

nm. 

Penentuan kadar total flavonoid (TFC) 

menggunakan metode Dowd secara spektrofotometri 

dan mengacu pada Aryal et al. (2019). Kurva 

standar menggunakan kuersetin dengan rentang 

konsentrasi 0-100 μg/mL. TFC disajikan dalam 

miligram kuersetin per gram sampel (miligram 

quercetin per gram sample atau mgQE/g sampel). 

Larutan sampel 10 mg/mL sebanyak 1 mL 

ditambahkan 0,2 mL AlCl3 10% (b/v) dalam 

methanol. Kemudian larutan sampel ditambahkan 

dengan 0,2 mL CH3COOK 1 M dan 5,6 mL 

akuades lalu dihomogenkan dan diinkubasi selama 

30 menit. Setelah itu, larutan sampel dibaca 

absorbansinya dengan spektrofotometerpada 

panjang gelombang 415 nm. 

Data kadar air dan penapisan senyawa aktif 

dianalisis dan disajikan secara deskriptif. Analisis 

regresi linier dilakukan untuk membuat kurva 

aktivitas antioksidan, kurva standar asam galat, 

dan kurva standar kuersetin. Data TPC, dan TFC 

diolah menggunakan perangkat lunak SPSS 25 

menggunakan uji ANOVA satu arah (one way 

analysis of variance) dengan tingkat kepercayaan 

95%. Analisis lanjutan dengan tes Tukey (α= 0,05) 

dilakukan apabila ditemukan perbedaan yang 

berbeda nyata antara kelompok perlakuan pada uji 

ANOVA. Analisis korelasi bivariat Pearson 

berdasarkan nilai koefisien korelasi R2 juga 

dilakukan untuk melihat hubungan kadar air, IC50 

antioksidan, total fenolik, dan total flavonoid pada 

sampel (Moniruzzaman et al. 2013). Analisis 

korelasi menggunakan perangkat Microsoft Excel 

2010. 

 

HASIL 

 

Tabel 1 memperlihatkan bahwa perlakuan 

pengeringan dapat menurunkan kadar air pada 

sampel. Perlakuan pemanasan 105 0C selama 6 

jam menguapkan  air yang terkandung dalam 

madu secara sempurna sedangkan perlakuan 

pemanasan 50 0C selama 5 hari hanya 

menurunkan kadar air sekitar 9%. 

Keberadaan senyawa metabolit sekunder 

pada sampel dilakukan secara kualitatif dengan 

mengamati sinyal berupa warna atau endapan 

yang diberikan setelah reaksi kimia dilakukan. 

Analisis penapisan senyawa aktif menunjukkan 

bahwa sampel dengan perlakuan pemanasan 50 0C 

selama 5 hari, dan pengeringan 105 0C selama 6 

jam mengandung semua golongan senyawa 

metabolit sekunder yang diuji, yaitu alkaloid, 

fenolik, flavonoid, terpenoid, saponin, dan tannin. 

Pengujian senyawa tannin tidak memberikan 

sinyal positif pada sampel tanpa perlakuan 

pengeringan, namun positif terhadap pengujian 

golongan alkaloid, fenolik, flavonoid, terpenoid, 

dan saponin (Tabel 1). 

 

Aktivitas Antioksidan Metode DPPH 

Senyawa DPPH digunakan sebagai sumber 

radikal bebas pada penentuan aktivitas 

antioksidan. Aktivitas antioksidan diukur 

menggunakan beragam konsentrasi pada sampel. 

Sampel madu tanpa pengeringan dan sampel 

madu dengan pengeringan 50 0C selama 5 hari 

menggunakan rentang konsentrasi 0-15000 μg/

mL, sedangkan sampel dengan pengeringan 105 0C 

selama 6 jam menggunakan rentang konsentrasi 0-

1250 μg/mL (Gambar 1). Nilai aktivitas antioksidan 
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dan konsentrasi dari ketiga sampel digunakan untuk 

membuat kurva regresi aktivitas antioksidan yang 

selanjutnya digunakan untuk menghitung nilai IC50 

dari ketiga sampel. Nilai IC50 adalah konsentrasi 

yang dapat menghambat 50% dari radikal bebas 

dalam pengujian. Persamaan regresi untuk sampel 

tanpa pengeringan adalah y(aktivitas antioksidan 

(%)) = 0,0023x(konsentrasi sampel) + 1,4614, 

dengan nilai koefisien determinasi R2 sebesar 

99,32%. Persamaan regresi untuk sampel dengan 

pengeringan 50 0C selama 5 hari adalah y (aktivitas 

antioksidan (%) = 0,0029x(konsentrasi) + 2,1389, 

dengan nilai koefisien determinasi R2 sebesar 

99,34%. Persamaan regresi untuk sampel dengan 

pengeringan 105 0C selama 6 jam adalah y

(aktivitas antioksidan (%) = 0,601x (konsentrasi 

sampel) + 3,2827, dengan nilai koefisien 

determinasi R2 sebesar 99,01%. Berdasarkan 

persamaan regresi dari ketiga sampel, didapatkan 

nilai IC50 secara berurutan dari sampel tanpa 

pengeringan, pengeringan 50 0C selama 5 hari, dan 

pengeringan 105 0C selama 6 jam yaitu 21103,74 

μg/mL, 16503,83 μg/mL, dan 777,33 μg/mL (Tabel 

2). 

 

Kadar Total Fenolik (TPC) 

Penetuan TPC sampel dihitung berdasarkan 

kurva standar asam galat. Kurva standar asam galat 

memiliki persamaan regresi y (absorbansi) = 

0,005x (konsentrasi) + 0,0048 dengan koefisien 

Jenis Pengujian 

Sampel Madu 

(Pengeringan) 

Tanpa  
50 0C  

(5 hari) 

105 0C 

(6 jam) 

Kadar Air (%) 26,07 17,21 0 

Alkaloid: Meyer + + + 

Alkaloid: Wagner + + + 

Fenolik + + + 

Flavonoid + + + 

Terpenoid + + + 

Saponin + + + 

Tanin - + + 

 

Tabel 1. Kadar Air dan Penapisan Senyawa Metabolit 
Sekunder Madu A. mellifera.  

Keterangan: tanda positif (+) menunjukkan hasil pen-
gujian terdapat senyawa metabolit sekunder se-
dangkan tanda negatif (-) menunjukkan hasil pen-
gujian tidak terdapat senyawa metabolit sekunder. 

 

 
(a) 

 
(b) 

 

 
(c) 

determinasi R² = 99,97% (Gambar 2a). TPC 

tertinggi ada pada perlakuan pengeringan 105 0C 

selama 6 jam yaitu 13,94 ± 0,55 mgGAE/g. TPC 

pada sampel madu tanpa pengeringan dan 

pengeringan 50 0C selama 5 hari yaitu 1,59 ± 0,06 

mgGAE/g dan 0,67 ± 0,03 mgGAE/g (Tabel 2). 

TPC dari setiap perlakuan memiliki nilai rerata 

yang berbeda nyata pada uji ANOVA (p < 0,05) 

dan pada uji lanjut Tukey, nilai TPC pada semua 

perlakuan memiliki nilai yang berbeda nyata pada 

α= 5% (Tabel 2). 

 

Kadar Total Flavonoid (TFC) 

Kadar total flavonoid/ total flavonoid 

compound (TPC) ditentukan dengan cara 

memasukkan nilai absorbansi sampel pada 

persamaan regresi pada kurva standar kuersetin 

yaitu y = 0,0062x - 0,006 dengan nilai koefisien 

determinasi R² = 99,94 (Gambar 2b). Hasil 

perhitungan TFC pada sampel tanpa perlakuan, 

dengan pemanasan 50 0C selama 5 hari, dan 

pemanasan 105 0C selama 6 jam secara berurutan 

Gambar 1. Aktivitas Antioksidan Metode DPPH 
pada Berbagai Konsentrasi Sampel Madu A. 
Mellifera (a) Tanpa Perlakuan; (b) Pengerin-
gan 50 0C Selama 5 Hari; dan (c) Pengerin-
gan 105 0C Selama 6 Jam. 



 236 

Handayani dkk. 

yaitu 0,34 ± 0,05 mgGAE/g, 0,46 ± 0,08 

mgGAE/g, dan 4,37 ± 0,02 mgGAE/g (Tabel 2). 

Sama seperti hasil TPC, TFC tertinggi ada pada 

perlakuan pemanasan pemanasan 105 0C selama 

6 jam dan paling rendah pada sampel tanpa 

perlakuan. Analisis data menggunakan ANOVA 

menunjukkan bahwa TFC dari setiap perlakuan 

memiliki nilai yang berbeda nyata pada nilai α = 

5%. Namun, pada uji lanjut Tukey, sampel tanpa 

perlakuan dan sampel dengan pemanasan 50 0C 

selama 5 hari berada dalam subset yang sama 

yang artinya memiliki nilai yang tidak berbeda 

nyata (P>0,05). Selain itu, hasil uji lanjut Tukey 

juga menunjukkan bahwa sampel dengan 

pemanasan 1050C selama 6 jam, memiliki TFC 

yang berbeda nyata dengan kedua kelompok 

lainnya. 

 

Korelasi Kadar Air, IC50 Antioksidan, TPC, 

dan TFC 

Analisis korelasi Pearson terhadap kadar 

air, IC50 antioksidan DPPH, TPC, dan TFC 

menunjukkan hubungan yang kuat karena semua 

nilai koefisien korelasi (R2) lebih besar dari 90% 

(Monirizzaman et al. 2013) (Tabel 3). 

Berdasarkan hasil analisis korelasi, semakin 

rendah kadar air sampel berhubungan dengan 

peningkatan nilai aktivitas antioksidan 

(diindikasikan dengan nilai IC50 yang semakin 

rendah) (R2= 98,49%), peningkatan TPC 

(R2=92,44%), dan peningkatan TFC (90,43%). 

Selain itu, peningkatan aktivitas antioksidan juga 

berhubungan erat dengan TPC (R2= 97,61%) dan 

TFC (R2= 96,38%) pada sampel.  

 

PEMBAHASAN 

 

Kadar air dari madu Indonesia berkisar 

22,9% (Nirwantoro dan Hermawati 2012). Kadar 

air pada madu dari berbagai negara tropis lainnya 

diantaranya madu dari Malaysia memiliki kadar 

air sebesar 14.86–17.53%, Bangladesh 12.79%-

22.32%, Brazil 16,4%-19,4% dan India 17.20-

21.60% (Islam et al. 2012; Moniruzzaman et al. 

2013; Saxena et al. 2010; do Nascimento et al. 

2018). Kadar air madu berdasarkan regulasi 

internasional harus kurang dari atau sama dengan 

20% (Codex 2001). Regulasi dari Indonesia 

sendiri mengharuskan madu yang dipasarkan 

maksimal memiliki kadar air 22% (BSN 2004). 

Sampel 

IC50 Penangkapan 

Radikal Bebas DPPH 

(μg/mL) 

TPC (mgGAE/g) TFC (mgQE/g) 

Madu tanpa 

pengeringan 
21103,74 0,67 ± 0,03a 0,34 ± 0,05a 

Madu pengeringan 50 
0C selama 5 hari 

16503,83 1,59 ± 0,06b 0,46 ± 0,08a 

Madu pengeringan 105 
0C selama 6 jam 

777,33 13,94 ± 0,55c 4,37 ± 0,02b 

 

Tabel 2. Total Fenolik, Total Flavonoid, dan IC50 Penangkapan Radikal Bebas DPPH Madu A. mellifera  

Keterangan: Perbedaan huruf (a-c) pada kolom TPC dan TFC menunjukkan nilai yang berbeda nyata pada uji Tukey (p < 
0,05) dengan tingkat kepercayaan 95%.  

 
(b)  

(a) 

Gambar 2. Kurva Standar: (a) Asam Galat dan (b) Kuersetin. 
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Kadar air madu harus di bawah limit dikarenakan 

kadar air yang rendah dapat menghambat proses 

fermentasi dan kristalisasi madu selama proses 

penyimpanan (Chen 2019). Kadar air pada sampel 

madu tanpa perlakuan pemanasan yaitu 26,07%. 

Hal ini sejalan dengan penelitian sebelumnya 

yang melaporkan bahwa madu dari beberapa 

bioregion di Provinsi Riau memiliki kadar air 

23,83%-26,7% (Pribadi dan Wiratmoko 2019). 

Madu dari beberapa negara tropis seperti 

Bangladesh, India, dan Indonesia, termasuk madu 

dari hutan Riau, memiliki kadar air relatif tinggi 

sehingga perlu upaya pengolahan pasca 

pemanenan untuk mengurangi kadar air, supaya 

kadar airnya memenuhi standar kualitas madu 

berdasarkan SNI dan Codex. Proses pengolahan 

pasca panen untuk mengurangi kadar air pada 

madu dapat dilakukan dengan pemanasan, namun 

perlu mempertimbangkan faktor suhu dan lama 

pemanasan supaya tidak merusak komponen 

dalam madu dan penggunaan energi untuk 

pemanasan dapat efisien (Nirwantoro dan 

Hermawati 2012). Kadar air pada pemanasan 

1050C selama 6 jam dapat menurunkan kadar air 

sampai 0%, sedangkan pengeringan 500C selama 

5 hari hanya dapat menurunkan kadar air sampai 

17,21%. Berdasarkan acuan dari Codex (2001) 

dan BSN (2004), kadar air pada perlakuan 

pemanasan 50 0C selama 5 hari sudah memenuhi 

standar kualitas madu untuk dipasarkan. 

Pengeringan madu pada suhu 50 0C merupakan 

pengeringan yang belum sempurna karena madu 

masih bersifat basah (Nirwantoro dan Hermawati 

2012). Salah satu faktor yang perlu 

dipertimbangkan dalam pemilihan suhu saat 

proses penurunan kadar air pada madu adalah 

stabilitas bahan yang tersedia dalam madu seperti 

senyawa metabolit sekunder. Suhu tinggi dapat 

mengganggu stabilitas bahan dalam madu 

(Nirwantoro dan Hermawati 2012).  

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa 

madu A. mellifera dari hutan akasia Kabupaten 

Siak, Provinsi Riau, Indonesia mengandung 

senyawa metabolit sekunder yang cukup 

beragam yaitu alkaloid, fenolik, flavonoid, 

terpenoid, saponin, dan tanin. Penelitian yang 

dilakukan oleh Yelin dan Kuntadi (2019) pada 

madu monoflora jawa (madu mangga, kapuk 

dan karet) dari lebah A. mellifera dan madu 

multiflora (madu hutan) dari lebah A. dorsata 

menunjukan bahwa mengandung flavonoid dan 

saponin, tetapi negatif terhadap uji alkaloid, 

saponin, triterpenoid, dan tanin (Yelin dan 

Kuntadi 2019).  Penelitian yang dilakukan oleh 

Rasyiid & Susandarini (2020) menunjukan 

bahwa madu lebah A. dorsata dari Sulawesi 

Tengah mengandung alkaloid, fenolik, 

flavonoid, tannin, dan terpenoid. Setiap jenis 

madu mungkin memiliki kandungan metabolit 

sekunder yang berbeda yang disebabkan oleh 

perbedaan spesies lebah, sumber pakan, dan 

habitat. Keberagaman kandungan senyawa 

metabolit sekunder pada madu dapat dijadikan 

salah satu penciri suatu jenis madu. 

Stres oksidatif terjadi ketika jumlah 

antioksidan lebih sedikit dibandingkan dengan 

jumlah reactive oxygen species (ROS) di dalam 

tubuh. ROS merupakan produk samping 

respirasi oksidatif yang bersifat radikal bebas. 

ROS yang diproduksi berlebih didalam tubuh 

dapat menyebabkan kerusakan oksidatif pada 

lipid, protein, dan DNA. Kemudian, kerusakan 

yang disebabkan oleh ROS dapat menyebabkan 

munculnya berbagai jenis penyakit, diantaranya 

diabetes dan berbagai jenis kanker (Jubri et al. 

2013). Kebutuhan antioksidan dapat dicukupi 

dengan mengkonsumsi bahan pangan yang 

kaya akan antioksidan. Madu merupakan salah 

satu bahan pangan yang kaya akan antioksidan. 

Sumber antioksidan pada madu dapat berupa 

antioksidan enzimatik dan antioksidan non-

enzimatik. Antioksidan enzimatik pada madu 

diantaranya yaitu glucose oxidase, dan katalase, 

sedangkan antioksidan non enzimatik berupa 

senyawa metabolit sekunder seperti asam 

askorbat, senyawa fenolik, senyawa flavonoid, 

senyawa asam fenolik, senyawa turunan 

karotenoid, dan asam-asam organik (El-

Senduny et al. 2021).  

Kadar Air IC50 

Antioksidan

TPC

IC50 

Antioksidan
98,49

TPC 92,44 97,61

TFC 90,43 96,38 99,87

Parameter Uji 

Korelasi
Nilai R

2
 (%)

Table 3. Hasil Analisis Korelasi Pearson Bivariat 
pada Kadar Air, IC50 Antioksidan DPPH, 
TPC dan TFC. 
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Aktivitas antioksidan berbanding terbalik 

dengan nilai IC50 antioksidan. Semakin kecil 

konsentrasi IC50 suatu sampel mengindikasikan 

tingginya aktivitas antioksidan sampel tersebut. 

Madu A. mellifera hutan akasia Riau tanpa 

perlakuan pengeringan memiliki aktivitas 

antioksidan (IC50 DPPH = 21103,74 μg/mL) yang 

jauh lebih besar dibandingkan dengan madu A. 

mellifera dari Brazil yang memiliki rentang IC50 

DPPH 25450 μg/mL-294260 μg/mL (do 

Nascimento et al. 2018) dan madu A. mellifera 

akasia dari Malaysia yang memiliki nilai IC50 

DPPH lebih dari 60000 μg/mL (Moniruzzaman et 

al. 2013). Berbanding terbalik dengan aktivitas 

antioksidan, kadar air pada madu A. mellifera 

hutan akasia Riau (kadar air = 26,01%) memiliki 

kadar air paling rendah jika dibandingkan dengan 

madu A. mellifera asal Malaysia (kadar air = 

15,16%) (Moniruzzaman et al. 2013) dan Brazil 

(kadar air 16,4%-19,4%) (do Nascimento et al. 

2018). Perbedaan aktivitas antioksidan madu 

sampel dengan penelitian sebelumnya mungkin 

terjadi karena berasal dari wilayah geografis yang 

berbeda sehingga mengakibatkan perbedaan iklim 

dan habitat yang berpengaruh pada perbedaan 

metabolit sekunder pada sumber pakan lebah.  

Aktivitas antioksidan juga dianalisis pada 

sampel madu yang diberi perlakuan pengeringan 

50 0C selama 5 hari dan 1050C selama 6 jam. 

Aktivitas antioksidan sampel madu dengan 

pengeringan 105 0C selama 6 jam (IC50 = 777,33 

μg/mL) lebih besar dari sampel madu dengan 

pengeringan 50 0C selama 5 hari (IC50 = 16503,83 

μg/mL), lebih besar dari sampel madu tanpa 

pengeringan. Hal ini mungkin disebabkan oleh 

kandungan kadar air pada sampel madu dengan 

pengeringan 105 0C selama 6 jam paling rendah 

dibandingkan kadar air sampel madu dengan 

pengeringan 50 0C selama 5 hari dan sampel madu 

tanpa pengeringan. Rendahnya kadar air membuat 

madu semakin terkonsentrat sehingga konsentrasi 

metabolit sekunder pada sampel semakin tinggi. 

Paling tingginya aktivitas antioksidan pada sampel 

dengan perlakuan panas tinggi 1050C 

dibandingkan perlakuan panas 50 0C dan tanpa 

perlakuan, mengindikasikan bahwa senyawa 

metabolit sekunder pada madu A. mellifera hutan 

akasia Riau relatif tidak rusak dan stabil terhadap 

perlakuan panas. Penelitian yang dilakukan oleh 

Turkmen et al. (2006) menunjukan bahwa 

aktivitas antioksidan pada madu mengalami 

peningkatan seiring dengan kenaikan suhu 

pemanasan. Perlakuan pengeringan dengan suhu 

tinggi pada madu A. mellifera hutan akasia Riau 

dapat dilakukan untuk mengurangi kadar air 

karena tidak mengurangi aktivitas antioksidan 

madu sehingga karakter fungsionalnya sebagai 

sumber antioksidan tetap terjaga. 

Penentuan TPC dan TFC menjadi bagian dari 

analisis sampel yang berhubungan dengan 

aktivitas antioksidan. Sampel yang memiliki 

aktivitas antioksidan yang tinggi biasanya 

memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder 

golongan fenolik dengan kadar yang relatif tinggi. 

Pengukuran TPC pada penelitian ini dilakukan 

pada sampel madu tanpa perlakuan, dengan 

perlakuan pemanasan 50 0C selama 5 hari, dan 

dengan perlakuan pemanasan 105 0C selama 6 

jam. TPC madu A. mellifera dari hutan akasia 

Riau tanpa perlakuan pemanasan pada penelitian 

ini (0,67 ± 0,03 mgGAE/g) memiliki kisaran yang 

sama dengan madu A. mellifera dari Brazil (0,26-

1,00 mgGAE/g) (do Nascimento et al. 2018) dan 

lebih besar dari madu A. mellifera akasia dari 

Malaysia (0,187 mgGAE/g) (Monirizzaman et al. 

2013). Namun, TPC madu A. mellifera dari Brazil 

dan Malaysia jauh lebih rendah jika dibandingkan 

dengan madu A. mellifera akasia Riau pasca 

perlakuan pemanasan 50 0C (1,59 ± 0,06 

mgGAE/g) yang memiliki kadar air yang mirip 

dengan kadar air madu dari Malaysia dan Brazil. 

TPC pada sampel madu A. mellifera dari hutan 

akasia Riau pasca perlakuan pemanasan 105 0C 

selama 6 jam menunjukkan TPC tertinggi yang 

mencapai 13,94 ± 0,55 mgGAE/g.  

Uji ANOVA dan uji lanjut Tukey (α= 0,05) 

menunjukkan TPC madu A. mellifera hutan 

akasia Riau tanpa perlakuan pemanasan secara 

berbeda nyata lebih rendah dibandingkan sampel 

madu dengan perlakuan pemanasan 50 0C selama 

5 hari (p<0,05) dan secara berbeda nyata lebih 

rendah dari sampel madu dengan perlakuan 

pemanasan 105 0C selama 6 jam (p<0,05). Hal ini 

dapat terjadi karena perlakuan pemanasan 

membuat senyawa metabolit sekunder dalam 

madu lebih pekat karena perlakuan pemanasan 

dapat menurunkan kadar air pada sampel. Selain 

itu, tingginya TPC pada sampel dapat juga 
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disebabkan oleh karakter senyawa-senyawa 

fenolik pada sampel yang relatif tahan terhadap 

suhu tinggi. Hal ini didukung oleh semakin 

meningkatnya aktivitas antioksidan pada sampel 

walaupun sampel diberikan perlakuan suhu yang 

tinggi. Aktivitas antioksidan berhubungan erat 

dengan TPC (Moniruzzaman et al. 2013). 

Berbagai penelitian menunjukan bahwa senyawa 

fenolik yang diekstraksi pada suhu tinggi 

menggunakan microwave dihasilkan nilai total 

fenolik yang lebih tinggi dibandingkan dengan 

nilai total fenolik pada sampel yang diekstraksi 

dengan metode konvensional (Bhuyan et al. 2015; 

Ince et al. 2013; Sánchez-Camargo et al. 2021). 

TFC madu A. mellifera habitat hutan 

akasia Riau tanpa perlakuan pemanasan (0,34 

mgQE/g) jauh lebih tinggi dibanding madu A. 

mellifera dari Brazil (0 - 0,026 mgQE/g) (do 

Nascimento et al. 2018) dan Malaysia (0,022 

mgQE/g) (Monirizzaman et al. 2013). Hal ini 

dapat terjadi karena adanya perbedaan geografis 

dan iklim yang berdampak pada perbedaan habitat. 

Sejalan dengan TPC dan aktivitas antioksidan, 

TFC pada perakuan pemanasan 105 0C selama 6 

jam secara berbeda nyata lebih tinggi (p<0,05) dari 

TFC sampel madu pada perlakuan pemanasan 50 
0C selama 5 hari dan lebih rendah dari TFC 

sampel madu tanpa perlakuan. Sama seperti 

penjelasan pada TPC, TFC pada sampel juga 

berhubungan dengan aktivitas antioksidan sampel. 

Tingginya TFC yang seiring dengan 

meningkatnya suhu perlakuan mengindikasikan 

bahwa senyawa flavonoid pada sampel relatif 

stabil pada perlakuan panas. Perlakuan panas juga 

membuat sampel lebih pekat karena panas dapat 

menguapkan air pada sampel. Hal ini dapat 

disebabkan oleh terkonsentrasinya senyawa 

metabolit sekunder pada perlakuan pemanasan 

akibat terjadinya penurunan kadar air. Selain itu, 

peningkatan TPC yang seiring dengan peningkatan 

suhu pada pada sampel mengindikasikan bahwa 

senyawa fenolik pada sampel relatif tahan 

terhadap suhu tinggi. 

Senyawa fenolik yang terdapat didalam 

madu terbagi menjadi dua kelompok besar, yaitu 

asam fenolik dan flavonoid. Berdasarkan 

penelitian yang dilakukan oleh Ciulu et al. (2016), 

senyawa asam fenolik yang yang paling umum 

ditemukan di madu yaitu asam galat, asam kafeat, 

asam siringatd, metil siringat, 4-hydroxybenzoic 

acid, asam protokatekuat, asam vanilat, asam 

mandelat, asam fenil asetat, asam homogentisik, 

asam fenilpropanoat,  asam sinamat, asam p-

kumarik , asam ferulat, asam rosmarinat, asam 

klorogenat (Ciulu et al. 2016). Cianciosi et al. 

2018 melaporkan bahwa madu mengandung 

senyawa flavonoid diantaranya  kuersetin, 

kaemferol, krisin, pinokembrin, pinobanksin, 

galangin, katekin, genistein,  isorhamnetin, 

luteolin, mirisetin dan rutin  (Cianciosi et al. 

2018). Selain memiliki aktivitas antioksidan, 

senyawa fenolik dan flavonoid pada madu juga 

memiliki banyak manfaat untuk kesehatan, 

diantaranya bersifat antibakteri (Moniruzzaman et 

al. 2014), dapat menginhibisi SARS-CoV-2 

(Ferdian et al. 2021), menghambat agregasi 

trombosit (Guerrero et al. 2005), dapat 

menurunkan tekanan darah dan memperbaiki sel 

endothelium (Olas 2020; Sánchez et al. 2006), 

antikanker (Cianciosi et al. 2018; Aliyu et al. 

2013), dan berbagai manfaat kesehatan lainnya. 

Analisis korelasi Pearson telah banyak 

dilaporkan pada penelitian sebelumnya antara 

aktivitas antioksidan dengan TPC dan TFC, yang 

menyebutkan bahwa aktivitas antioksidan 

berkorelasi kuat dengan TPC dan TFC 

(Moniruzzaman et al. 2013; Krpan et al. 2009; de-

Miguel et al. 2014; Aryal et al. 2019; Saeed et al. 

2012). Uji korelasi terhadap dua variabel dapat 

dikatakan memiliki hubungan yang kuat jika nilai 

koefisien korelasi R2 lebih dari 75%. Hasil uji 

korelasi Pearson dalam penelitian ini 

menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan 

berhubungan kuat dengan TPC (R2=97,61%) dan 

TFC (R2=96,38%) pada semua perlakuan. 

Korelasi yang kuat ini mengindikasikan bahwa 

peningkatan aktivitas antioksidan (dengan nilai 

IC50 yang semakin rendah) sejalan dengan 

peningkatan TPC dan TPC pada sampel madu. 

Selain dipengaruhi oleh TPC dan TFC, aktivitas 

antioksidan juga mungkin meningkat pada sampel 

madu dengan perlakuan pemanasan karena 

terbentuknya senyawa baru hasil reaksi Maillard 

yang memiliki aktivitas antioksidan (Manzoco et 

al. 2001). Madu mengandung gula dan protein 

sehingga reaksi Maillard dapat terjadi ketika 

diberi perlakuan panas.  

Pada penelitian ini juga dilakukan 

analisis korelasi Pearson antara kadar air dengan 

aktivitas antioksidan, TPC, dan TFC. Analisis 



 240 

Handayani dkk. 

korelasi menunjukkan bahwa kadar air dalam 

penelitian ini memiliki hubungan yang erat dengan 

aktivitas antioksidan (R2=98,49%), TPC (R2 

=92,44%), dan TFC (R2=90,43%). Variabel kadar 

air pada penelitian ini digunakan sebagai pengaruh 

dari perlakuan pemanasan. Sampel tanpa 

perlakuan pemanasan memiliki kadar air yang 

lebih tinggi dari sampel dengan pemanasan 50 0C 

dan lebih tinggi dari sampel dengan pemanasan 

105 0C. Beberapa penelitian menyebutkan bahwa 

aktivitas antioksidan madu pada pemanasan dapat 

meningkat atau menurun. Hal ini bergantung pada 

kandungan zat dalam madu tersebut (Šarić et al. 

2013).  

Senyawa metabolit sekunder biasanya dapat 

rusak oleh perlakuan pemanasan. Kerusakan ini 

dapat diindikasikan dengan penurunan aktivitas 

antioksidan (kenaikan nilai IC50 antioksidan), dan 

perubahan sinyal positif pada penapisan senyawa 

metabolit sekunder. Hasil penelitian menunjukkan 

bahwa pemanasan cenderung tidak merusak 

senyawa metabolit sekunder pada madu karena 

sampel dengan perlakuan pemanasan tidak 

mengalami penurunan aktivitas antioksidan, TPC 

dan TFC, serta tidak berubahnya sinyal positif 

pada penapisan senyawa metabolit sekunder. 

Meningkatnya aktivitas antioksidan, TPC, dan 

TFC pada sampel madu yang dipanaskan dapat 

terjadi karena adanya pemekatan sampel seiring 

dengan berkurangnya kadar air serta stabilnya 

senyawa metabolit sekunder pada madu terhadap 

perlakuan panas (termostabil). Peningkatan 

aktivitas antioksidan juga dapat disebabkan oleh 

adanya senyawa baru hasil reaksi Maillard pada 

pemanasan madu. 

 

KESIMPULAN 

 

Madu A. mellifera yang dipanen dari hutan 

akasia dari Desa Dayuh, Kabupaten Siak, Provinsi 

Riau Indonesia mengandung senyawa metabolit 

sekunder golongan alkaloid, fenolik, flavonoid, 

terpenoid, saponin, dan tannin yang dapat 

dijadikan penciri dari madu jenis ini. Berdasarkan 

hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa 

perlakuan pemanasan pada sampel madu 

cenderung tidak mempengaruhi stabilitas senyawa 

metabolit sekunder (termostabil) karena tidak 

ditemukannya penurunan aktivitas antioksidan, 

TPC, dan TFC. Peningkatan aktivitas antioksidan, 

TPC, dan TFC pada sampel madu dengan 

perlakuan panas disebabkan oleh pemekatan 

sampel seiring dengan berkurangnya kadar air. 
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