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ABSTRAK 
Pemanasan pada suhu dan waktu optimum dapat meningkatkan aktivitas 
antioksidan pada madu apis dan trigona karena meningkatnya total 
fenolik, total flavonoid dan pigmen coklat. Kemampuan antioksidan dapat 
diukur melalui kemampuan menangkap radikal oleh DPPH (1,1-Diphenyl-
2-picrylhydrazyl).  Tujuan penelitian ini untuk membandingkan perubahan 
aktivitas antioksidan melalui parameter penangkapan radikal DPPH serta 
pigmen coklat pada 5 jenis madu apis dan 5 jenis madu trigona dari kota 
Bogor, Kalimantan, Sulawesi, dan Lombok pada sebelum dan sesudah 
dipanaskan yang diukur dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis.  
Hasil penelitian ini menunjukkan persen inhibisi baik pada madu jenis apis 
maupun pada madu jenis trigona, cenderung mengalami peningkatan 
seiring dengan pertambahan suhu dan waktu pemanasan.  Pigmen coklat 
didapatkan cenderung mengalami peningkatan seiring dengan 
pertambahan suhu dan waktu pemanasan.  Kemampuan penangkapan 
radikal DPPH paling tinggi terdapat pada madu jenis trigona asal Lombok 
dengan nilai inhibisi 93% dan IC50 sebesar 3.435 ± 29,3 ppm dengan 
persentase kenaikan 59,1 % pada suhu 50o C selama 9 hari.   Dengan 
demikian, madu jenis Apis dan Trigona memiliki senyawa bioaktif  dengan 
kemampuan menangkap radikal DPPH diantaranya terbentuknya pigmen 
coklat serta berpotensi meningkat kemampuan antioksidannya melalui 
pemanasan pada suhu tertentu.  
 
Kata Kunci: Antioksidan, Penangkapan DPPH, Madu, Pemanasan, Pigmen 
Coklat 

 
  

ABSTRACT 
Heating at the optimum temperature and time can increase the antioxidant activity of apis and trigona honey 
due to increased total phenolics, total flavonoids and brown pigments. The aim of this study was to compare 
changes in antioxidant activity through the parameters of DPPH radical scavenging and brown pigment in 5 
types of apis honey and 5 types of trigona honey from Bogor, Kalimantan, Sulawesi and Lombok before and 
after heating as measured using a UV-Vis spectrophotometer. The results of this study indicated that the 
percentage of inhibition in both apis and trigona honey tended to increase with increasing temperature and 
heating time. Brown pigment was found to tend to increase with increasing temperature and heating time. 
The highest DPPH radical scavenging ability was found in trigona honey from Lombok with an inhibition value 
of 93% and an IC50 of 3,435 ± 29.3 ppm with a percentage increase of  59.1% at 50oC for 9 days. Thus, Apis and 
Trigona types of honey have bioactive compounds with the ability to capture DPPH radicals including the 
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formation of brown pigments and have the potential to increase their antioxidant abilities through heating at 
certain temperatures. 
 
Keywords: Antioxidant, Brown Pigment, Scavenging DPPH, Honey, Heating Treatment 
 
 
1. PENDAHULUAN 

Keberadaan senyawa–senyawa radikal 
menjadi masalah serius yang dapat mengganggu 
kesehatan. Salah satu solusi untuk menangkal 
radikal bebas adalah dengan mengonsumsi 
makanan yang mengandung antioksidan, karena 
antioksidan berperan menangkap radikal 
sehingga menghentikan rekasi berantai (Khan et 
al., 2019).  Salah satu makanan yang 
mengandung antioksidan adalah madu. Madu 
adalah produk alami yang mengandung nutrisi 
dan senyawa yang bermanfaat seperti flavonoid 
dan asam fenolat yang dihasilkan oleh lebah. 
Kandungan gizi yang terkandung dalam madu 
antara lain karbohidrat, protein, dan beberapa 
jenis mineral (Putu et al., 2017) menunjukkan 
bahwa bahwa berbagai spesies lebah tak 
bersengat (Trigona sp) menghasilkan madu 
dengan berbagai sifat-sifat (misalnya, kisaran 
kadar air: 25,88–40,07%; kisaran keasaman: 
18,59–140,36 mEq kg−1; kisaran gula total: 
45,33–77,69%, dan rentang 5-HMF: 0,15–3,19 
mg kg−1) (Ávila et al., 2019). 

Indonesia memiliki berbagai macam jenis 
madu yang berbeda-beda setiap daerah. Lebah 
penghasil madu juga memiliki jenis yang 
berbeda-beda, diantaranya lebah apis dan lebah 
trigona (Lamerkabel, 2011). Madu jenis trigona 
memiliki asam amino sistein lebih banyak 
daripada asam amino prolin. Kandungan sistein 
madu trigona sekitar 34,67 ± 2,09 mg/Kg sampel 
sedangkan prolin sekitar 16,23 ± 5,68 mg/Kg 
sampel. Madu apis memiliki kadar prolin yang 
tinggi yaitu 145,9 ± 3,39 mg/Kg sampel 
(Shamsudin et al., 2019).  Madu yang disimpan 
dapat mengalami kristalisasi karena kadar 
glukosa dan fruktosanya, oleh karena itu perlu 
dilakukan pemanasan untuk mencegah 
kristalisasi pada madu (Tosi et al., 2004). 
Manfaat lain dari pemanasan ternyata dapat 
meningkatkan aktivitas antioksidan pada madu 
komersial di Turki (Turkmen et al., 2006)dan 
madu di Kroasia (Šaric et al., 2013). Beberapa 
senyawa bioaktif seperti flavonoid dan fenolik 
yang berperan sebagai antioksidan pada madu 
akan rusak apabila dipanaskan (Nicoli et al., 
1997). 

Metode yang biasa digunakan untuk 
mengukur aktivitas antioksidan adalah DPPH 
(difenil-1-pikrilhidrazil). Elektron bebas pada 
senyawa radikal DPPH (difenil-1-pikrilhidrazil) 
akan akan berpasangan dengan hidrogen dari 
senyawa antioksidan sehingga DPPH (difenil-1-

pikrilhidrazil) akan menjadi senyawa yang stabil 
yang ditandai dengan perubahan warna ungu 
menjadi kuning pudar (Liang & Kitts, 2014). 
Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa 
keberadaan pigmen coklat pada akhir proses 

pemanasan, diduga memiliki peran yang sama 

dengan senyawa fenolik dan flavonoid yang 

mengalami perubahan selama proses pemanasan, 

terutama pada aktivitas antioksidan dan bioaktivitas 

lainnya (Nugraha et al., 2022). 
Madu apis dan trigona di Indonesia 

memiliki beragam jenis madu, yang berasal dari 
daerah yang berbeda-beda. Kondisi lingkungan 
dan iklim yang berbeda, dapat menyebabkan 
kandungan yang ada dalam madu juga berbeda-
beda, karena sumber makanan lebah menjadi 
berbeda-beda (Tosi et al., 2004). Madu lokal 
Indonesia seperti madu kelengkeng dan madu 
dari Papua memiliki nilai IC50 sebesar 19.511 
ppm dan 5.453 ppm, yang masih tergolong kecil 
(Sumarlin et al., 2014, 2018).  Oleh karena itu 
penelitian ini bertujuan untuk membandingkan  
perubahan aktivitas penangkapan radikal DPPH 
serta pigmen coklat pada madu apis dan trigona  
sebelum dan setelah dipanaskan. Hal ini dapata 
digunakan sebagai dugaan awal perubahan 
aktivitas antioksidan akibat pemanasan tertentu. 

 
2. METODE PENELITIAN 

Metode untuk menentukan suhu dan 
waktu optimum pemanasan dilakukan dengan 
mencari % inhibisi pada madu dengan 
menggunakan DPPH (difenil-1-pikrilhidrazil), 
variasi suhu pemanasan pada 0, 50, 70, dan 80 °C 
dan variasi waktu 1-10 hari. 

 
2.1 Material dan Instrumentasi 

Akuades, DPPH (sigma), kertas saring, 
metanol, kuersetin (sigma), asam galat (merck), 
Na2CO3, folin ciocalteu (merck), AlCl3 (merck), 
aluminum foil). Sampel madu sebanyak 10 
sampel (terdiri dari madu Apis dan madu 
trigona) dari berbagai wilayah Indonesia. Madu 
apis : AP LK (apis lengkeng); AP LMB (apis 
Lombok utara); AP MG (apis mangrove)  MAC 
(madu Aceh ); MG KLS (apis Kalimantan selatan). 
Madu Trigona : SL BB (trigona Sulawesi 
tenggara); TR BIR (trigona Sulawesi selatan); 
TRG BGR (trigona Bogor); TR LMB (trigona 
Lombok); TR SLS (trigona Sulawesi). 

Oven (Memmert), spektrofotometer UV-
Vis (Genesys s101), hand refraktometer brix 
ATC 0% – 80% (yieryi). 
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2.2. Preparasi Madu Sebelum Pemanasan 
Sebanyak 2 gram sampel ditempatkan 

pada tabung reaksi pada suhu ruang, kemudian 
dilarutkan dalam 10 ml akuades dan dikocok 
menggunakan vortex, setelah itu larutan disaring 
dengan kertas saring wathman no.1.  Setelah itu, 
sampel digunakan untuk pengujian aktivitas 
penangkapan radikal DPPH.  
 
2.3. Preparasi Madu Setelah Pemanasan 

Sebanyak 2 gram sampel madu 
ditempatkan pada botol vial dan ditutup rapat, 
kemudian dimasukkan ke dalam oven pada 
temperatur 50, 70, dan 80 °C. Dalam waktu 1 
sampai 10 hari masing–masing suhu dilakukan 
triplo. Dalam setiap waktu 24 jam, masing–
masing sampel pada suhu diambil dan segera 
didinginkan. Masing-masing sampel kemudian 
dikocok dengan vortex dan disaring 
menggunakan kertas saring wathman No.1 
kemudian dianalisis aktivitas penangkapan 
radikal DPPH-nya. 

 
2.4 Uji Aktivitas Pengkapan Radikal Sebagai 

Persen Inhibisi 
 Sampel yang sudah dipreparasi dilarutkan 

dengan akuades sampai sebesar 1 brix dengan 
menggunakan refraktometer brix (yieryi), 
kemudian 1 mL sampel dicampur dengan 3 mL 
DPPH setelah itu campuran dikocok dengan 
vortex dan diinkubasi dalam keadaan gelap 
selama 30 menit. Absorbansi diukur pada 
panjang gelombang maksimum menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis dengan menggunakan 
metanol sebagai blanko dan campuran DPPH 
dengan akuades sebagai kontrol. Aktivitas 
penangkapan radikal DPPH dihitung sebagai 
persen inhibisi dengan persamaan persen 
inhibisi sebagai berikut: 

 

% Inhibisi =
𝐴𝐶 − 𝐴𝑆

𝐴𝐶
 𝑋 100 %                   

Dengan : 
AC = Absorbansi kontrol 
AS = Absorbansi sampel 

 
Pengujian ini dilakukan pada sampel 

sebelum dan sesudah pemanasan pada variasi 
suhu 50, 70 dan 80 °C dan variasi waktu yaitu 1-
10 hari sehingga pada persen inhibisi yang paling 
besar dijadikan sebagai suhu dan waktu 
optimum pemanasan madu. 

 
2.5. Uji Nilai IC50 

Pengujian IC50 dilakukan pada sampel 
sebelum pemanasan dan pada suhu 50oC, selama 
9 hari (Nugraha et al., 2022).  Sebanyak 500 mg 
sampel ditimbang lalu dilarutkan dengan 
menggunakan akuades dalam labu 50 mL 

(konsentrasi 10.000 ppm). Deret konsentrasi 
dibuat  variasi konsentrasi 500, 1000, 2000, 
4000, 6000 dan 8000 ppm. Masing-masing 
konsentrasi dipipet 1 mL, kemudian 
ditambahkan dengan 3 mL DPPH 0,1 mM 
kemudian divortex 30 detik dan diinkubasi 30 
menit. Absorbansi diukur pada panjang 
gelombang maksimum (516 nm). Kurva dibuat 
dengan konsentrasi sebagai x dan % inhibisi 
sebagai y. Nilai IC50 didapat dari persamaan y = 
ax + b (Sumarlin et al., 2018). 

 
2.6 Uji Kadar Pigmen Coklat 

Pengujian pigmen coklat dilakukan dengan 
mengukur absorbansi dari ekstrak yang 
dilarutkan dengan akuades sebesar 1 brix pada 
panjang gelombang 420 nm menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis, setiap interval 24 jam 
pada sampel sebelum dan sesudah pemanasan. 

 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
Persen Inhibisi 

Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui 
suhu dan waktu optimum pemanasan dengan 
mengamati perubahan aktivitas penangkapan 
radikal DPPH (persen inhibisi) madu pada 
variasi waktu dan suhu dengan konsentrasi 
sebesar 1 brix. Waktu 0 menunjukan aktivitas 
pengakapan radikal tanpa dipanaskan. 

Uji-H menghasilkan nilai p < 0,05 yang 
menunjukkan ada perbedaan yang signifikan 
terhadap  persen inhibisi pada setiap variasi 
suhu dan waktu. Ketidakstabilan kenaikan 
aktivitas antioksidan pada setiap harinya 
(Gambar 1), dimungkinkan terjadi karena 
beberapa faktor seperi terbebasnya senyawa 
flavonoid dan fenolik serta terbentuknya pigmen 
coklat yang menyebabkan peningkatan ((Jeong 
et al., 2004). Hasil penelitian ini menunjukkan % 
inhibisi baik pada madu jenis apis maupun pada 
madu jenis trigona, cenderung mengalami 
peningkatan seiring dengan pertambahan suhu 
dan waktu pemanasan (Gambar 1). 

Persen inhibisi baik pada madu apis 
maupun trigona mengalami peningkatan setelah 
dipanaskan, dan memiliki suhu dan waktu 
optimum pemanasan yang berbeda-beda tiap 
sampel untuk mendapatkan aktivitas 
antioksidan terbesar (Tabel 1). Perbedaan ini, 
dapat disebabkan karena kandungan pada setiap 
madu yaitu fenolik, flavonoid dan pigmen coklat 
yang berbeda-beda (Tosi et al., 2004). 

Perubahan struktur flavonoid juga 
mempengaruhi kemampuan penangkapan 
radikal oleh DPPH yang pada akhirnya dapat 
mempengaruhi sifat antioksidan. Hilangnya 
gugus karbonil pada C4 yang terkonjugasi 
dengan gugus hidroksil pada ikatan rangkap di 
cincin 2-3 pada cincin C dapat menyebabkan 
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penurunan aktivitas antioksidan (Arifin & 

Ibrahim, 2018). 
Penelitian juga telah dilakukan terhadap 31 

sampel madu akasia dan 8 sampel madu kastanye 

yang dilakukan dua temperatur – pada 23°C (suhu 

kamar) dan setelah 5 menit pemanasan pada 95°C  

menunjukan. Hasil yang diperoleh menunjukkan 

perubahan aktivitas antioksidan dan kandungan 

fenolik total yang tidak merata di antara masing-

masing sampel, yaitu pada beberapa sampel 

aktivitas antioksidan menurun setelah pemanasan, 

sementara pada sampel lainnya justru meningkat 

(Šaric et al., 2013). 
 Senyawa aglikon flavonoid dan aglikon 

fenolik pada penelitian lain dilaporkan memiliki 
antioksidan yang lebih tinggi daripada bentuk 
glikosidanya (Csepregi et al., 2016). Senyawa 
aglikon flavonoid juga memiliki kelebihan yaitu 
lebih mudah diserap oleh tubuh di usus halus 

karena strukturnya yang lebih sederhana, 
sedangkan glikosida flavonoid butuh didegradasi 
terlebih dahulu oleh enzim atau bakteri pada 
usus, sehingga penyerapannya membutuhkan 
waktu yang lebih lama (Kumar & Pandey, 2013). 

Antara Madu apis dan Trigona pada 
sampel yang diuji pada penelitian ini 
menunjukkan kecederungan yang hampir sama.  
Artinya semakin tinggi suhu maka 
kecenderungan adanya peningkatan inhibisi, 
meskipun di beberapa waktu ada persilangan 
antar suhu. Fenomena ini dijelaskan bahwa hal 
ini dimungkinkan karena berbagai alasan seperti 
peningkatan total fenolik, total flavonoid pada 
sampel. Meskipun ada sampel yang mengalami 
penurunan total fenolik dan flavonoid setelah 
pemanasan, aktivitas antioksidan pada madu 
tetap meningkat (Nugraha et al., 2022). 

 
 

 
Gambar 1. Grafik % Inhibisi madu di berbagai suhu dan waktu (a)% inhibisi AP LK;(b) % inhibisi AP 

LMB; (c) % inhibisi AP MG;(d) % inhibisi MAC;(e) % inhibisi MG KLS; (f) % inhibisi SL BB; (g) % inhibisi 
TR BIR; (h) % inhibisi TRG BGR; (i) % inhibisi TR LMB; (j) % inhibisi TR SLS 
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Selain itu, fenomena tersebut 
menunjukkan ada senyawa lain yang 
mempengaruhi aktivitas inhibisi menggantikan 
senyawa fenolik dan flavonoid yang rusak selama 
pemanasan. Salah satunya yaitu pigmen coklat, 
merupakan senyawa hasil reaksi Maillard yang 
terbentuk dari kondensasi antara gula pereduksi 
dan asam amino pada madu yang dipanaskan 
(Turkmen et al., 2006).   Salah satu senyawa 
pemberi warna coklat yang dapat berperan 
sebagai antioksidan yaitu Piroltiazolat (Noda et 
al., 2016). Senyawa ini terbentuk dari sistein 
dengan glukosa (Yanagimoto et al., 2002). 

Pirolotiazolat memiliki aktivitas antioksidan 187 
± 3.0 mg Trolox eq/gram sampel (Noda et al., 
2016). Asetilpirol juga merupakan senyawa hasil 
reaksi Maillard yang berfungsi sebagai 
antioksidan, terbentuk dari glukosa dan prolin 
(Yanagimoto et al., 2002). Madu jenis trigona 
memiliki asam amino sistein lebih banyak 
daripada prolin, kandungan sistein madu trigona 
sekitar 34,67 ± 2,09 mg/Kg sampel dan prolin 
sekitar 16.23 ± 5.68 mg/Kg sampel (Shamsudin 
et al., 2019).  

 

 
Tabel 1. Waktu dan suhu optimum pemanasan Madu 

No Sampel 
Waktu dan Suhu 

Optimum 
Pemanasan 

Persen Inhibisi 
Sebelum 

Pemanasan (%) 

Persen 
Inhibisi 

Optimum 
(%) 

Persen 
Kenaikan 

(%) 

APIS 

1 AP LK hari ke-7 suhu 80 °C 12,55 ± 2,4 92,31 ± 0,31  635 

2 AP LMB hari ke-8 suhu 70 °C 36,14 ± 1,7 90,97 ± 0,16 150 

3 AP MG hari ke-8 suhu 70 °C 19,70 ± 1,2 92,85 ± 0,16 371 

4 MAC hari ke-8 suhu 70 °C 28,19 ± 1,4 91,86 ± 0,31 225 

5 MG KLS hari ke-8 suhu 70 °C 28,28 ± 1,1 87,35 ± 0,31 208 

TRIGONA 

6 SL BB hari ke-1 suhu 80 °C 31,90 ± 2,2 88,87 ± 0,13 179 

7 TR BIR hari ke-10 suhu 50 °C 38,07 ± 0,2 94,00 ± 0,62 146 

8 TRG BGR hari ke-8 suhu 70 °C 20,42 ± 0,7 86,85 ± 0,23 255 

9 TR LMB hari ke-9 suhu 50 °C 66,40 ± 1,4  93,00 ± 0,20 42,2 

10 TR SLS hari ke-8 suhu 70 °C 31,40 ± 1,8 93,00 ± 0,22 198 

Keterangan : AP LK (apis lengkeng); AP LMB (apis lombok utara); AP MG (apis Mangrove)  MAC (madu aceh ); MG KLS 
(apis kalimantan selatan), SL BB (trigona sulawesi utara); TR BIR (trigona sulawesi selatan); TRG BGR (trigona bogor); 
TR LMB (trigona Lombok); TR SLS (trigona sulawesi). 

 
 

Aktivitas penangkapan radikal oleh  
senyawa piroltiazolat dan asetilpirol karena 
kedua senyawa tersebut dapat mendonorkan 
atom H kepada senyawa radikal DPPH (difenil-1-
pikrilhidrazil) yang berwarna ungu (Gambar 2), 
sehingga DPPH (difenil-1-pikrilhidrazil)  menjadi 
senyawa yang stabil dengan warna ungu yang 
memudar. Piroltiazolat memiliki enol pada 
strukturnya, sehingga dapat menjadi senyawa 
yang stabil kembali setelah mendonorkan atom 
H kepada DPPH (difenil-1-pikrilhidrazil) (Noda 
et al., 2016). Asetilpirol memiliki gugus hidroksil 
dan rantai rangkap pada cincin furan yang 
berperan penting sebagai aktivitas antioksidan, 
sehingga ketika atom H didonorkan kepada 
DPPH (difenil-1-pikrilhidrazil)  senyawa ini 
mengalami delokalisasi elektron untuk menjadi 
stabil kembali (Kundu & Pramanik, 2020). 
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sebagai penangkap radikal bebas DPPH (a) 
piroltiazolat + DPPH (b)asetilpirol + DPPH 



La Ode Sumarlin, Anna Muawanah, Amalia Istiqomah, Nurul Amilia, Tarso Rudiana, Sri Yadial Chalid, Hajar 
Aktivitas Penangkapan Radikal DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) Ekstrak Madu Sebelum dan Sesudah Pemanasan 
 

 
JRST (Jurnal Riset Sains dan Teknologi) - Vol.7 (2) 2023 - (191-199) 196 

Pigmen coklat didapatkan cenderung 
mengalami peningkatan seiring dengan 
pertambahan suhu dan waktu pemanasan 
(Gambar 3), jika dibandingkan dengan pola 
kenaikan pada grafik % inhibisi (Gambar 1), 
sampel MG KLS dan AP LK memiliki pola yang 
hampir sama antara pola kenaikan pigmen coklat 
dengan persen inhibisi. Hal ini mungkin 
dikarenakan, total fenolik dan total flavonoid 
pada kedua sampel tersebut tergolong sangat 
kecil sehingga aktivitas antioksidannya lebih 
dipengaruhi oleh pigmen coklat yang terbentuk.  

Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan 
bahwa pembentukan pigmen coklat, terjadi 
peningkatan pada semua sampel madu antara 32 
– 1.428%. Keberadaan pigmen coklat pada akhir 
proses pemanasan sampel madu, diduga 
memiliki peran yang sama dengan senyawa 
fenolik dan flavonoid yang mengalami 
perubahan selama proses pemanasan terutama 
pada aktivitas antioksidan dan bioaktivitas 
lainnya (Nugraha et al., 2022). 
 

 

 
Gambar 3. Grafik absorbansi pigmen coklat di berbagai waktu dan suhu (a) Absorbansi AP LK; (b) 

Absorbansi AP LMB; (c) Absorbansi AP MG; (d) Absorbansi MAC; (e) Absorbansi MG KLS; (f) Absorbansi 
SL BB; (g) Absorbansi TR BIR; (h) Absorbansi TRG BGR; (i) Absorbansi TR LMB; (j) Absorbansi TR SLS
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Aktivitas antioksidan dapat meningkat 
dimungkinkan karena terbentuknya senyawa 
pigmen coklat yang merupakan hasil dari reaksi 
Maillard (Nayik & Nanda, 2016).  Pirolotiazolat 
merupakan salah satu pigmen coklat yang 
diklaim memiliki aktivitas antioksidan hasil 
reaksi glukosa dengan sistein (Gambar 4). 
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Gambar 4. Reaksi Maillard (Noda et al., 2016)  

 
Gugus amin dari asam amino bagian 

protein dan senyawa lain yang mengandung 
gugus amin bereaksi secara non enzimatik 
dengan gula pereduksi dan menghasilkan 
senyawa-senyawa baru seperti pirolotiozolat 
(Gambar 4) (Noda et al., 2016).   Salah satu 
contoh MRPs (Maillard Reaction Product) adalah 
melanoidin yang berperan sebagai warna coklat 
pada makanan selain itu senyawa ini juga 
memiliki aktivitas antioksidan (Rufián-Henares 
& Morales, 2007) yang dapat diukur pada 
panjang gelombang 420 nm (de la Cueva et al., 
2017). 

 
Nilai IC50 Madu Sebelum dan Sesudah 
Pemanasan (Pada Suhu dan Waktu Optimum) 

 Nilai IC50 adalah konsentrasi yang dapat 
meredam 50 % radikal bebas DPPH, semakin 
kecil nilai IC50 maka semakin besar aktivitas 
antioksidannya. Penentuan IC50 dilakukan pada 
sampel sebelum dipanaskan dan sampel yang 
telah dipanaskan pada suhu dan waktu optimum. 
Suhu dan waktu optimum berdasarkan data total 
fenolik tertinggi yang telah diuji sebelumnya 
yaitu suhu 50oC selama 9 hari (Nugraha et al., 
2022).  Pengujian dilakukan triplo dengan variasi 
konsentrasi yang digunakan adalah 500, 1000, 
2000, 4000, 6000 dan 8000 ppm. Grafik 
hubungan antara konsentrasi dengan % inhibisi 
akan menghasilkan persamaan y = ax + b, 
kemudian IC50 didapatkan dari persamaan 
tersebut.  

Berdasarkan hasil analisis sampel madu 
jenis apis maupun trigona mengalami 
peningkatan nilai IC50 sebelum dipanaskan 
dengan madu setelah dipanaskan pada suhu dan 
waktu yang optimum, madu jenis trigona 
memiliki rata-rata nilai IC50 lebih besar 
dibandingkan madu apis  (Tabel 2). Hal ini sesuai 
dengan penelitian madu trigona dan apis di 

Malaysia yang menyatakan madu trigona 
memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan madu apis karena total 
fenolik dan flavonoidnya yang lebih tinggi (Ismail 
et al., 2021). Uji-Z menunjukkan nilai p < 0,05 
artinya terdapat perbedaan yang signifikan pada 
IC50 madu sebelum dipanaskan dengan IC50 madu 
setelah dipanaskan pada suhu dan waktu 
optimum. Madu yang memiliki nilai IC50 paling 
tinggi adalah madu jenis trigona TR LMB dengan  
peningkatan 59,17 % memiliki nilai IC50  setelah 
dipanaskan 3.435 ± 29,3 ppm.  Ssampel ini 
merupakan sampel dengan nilai total fenolik 
terbesar setelah dipanaskan yaitu 7,097 ± 0,237 
(Nugraha et al., 2022). 

 
Tabel 2. Perubahan IC50 sebelum dan setelah 
pemanasan 

No Sampel 
IC50 Sebelum 
Pemanasan 

(ppm) 

IC50 Pada 
Suhu & Waktu 

Optimum 
(ppm) 

Persentase 
Kenaikan 

(%) 

 APIS 

1 AP LK 45.784 ± 9,70 32.327  ± 37,8 29,39 

2 AP LMB 16.924 ± 10,79 5.599  ± 12,50 66,92 

3 AP MG 30.641 ± 36,70 11.112  ± 14,73 63,73 

4 MAC 26.887 ± 39,51 11.989  ± 25,5 55,41 

5 MG KLS 29.743 ± 35,60 17.640  ± 35,0 40,69 

 Rata-
rata 

30.595 15.733 48,58 

 TRIGONA 

1 SL BB 19.591 ± 32,50 8.244  ± 19,70 57,92 

2 TR BIR 13.731 ± 17,01 6.586  ± 35,60 52,04 

3 TRG BGR 31.177 ± 19,00 10.032 ± 16,50 21,15 

4 TR LMB 8.412 ± 24,30 3.435  ± 29,30 59,17 

5 TR SLS 8.561 ± 20,31 5.575 ±   3,53 34,88 

 Rata-
rata 

16.294 6.774 58,43 

Keterangan : AP LK (apis Lengkeng); AP LMB (apis Lombok 
utara); AP MG (apis mangrove)  MAC (madu Aceh ); MG KLS 
(apis Sulawesin selatan), SL BB (trigona Sulawesi Utara); TR 
BIR (trigona Sulawesi Selatan); TRG BGR (trigona Bogor); TR 
LMB (trigona Lombok); TR SLS (trigona Sulawesi). 

 
Nilai IC50 pada TR LMB ini, lebih besar 

dibandingkan dengan madu asal Indonesia lain, 
yaitu madu kelengkeng sebesar yang memiliki 
IC50 19.511,64 ppm (Sumarlin et al., 2018), dan 
madu asal Papua yang memiliki nilai IC50 
5.453,75 ppm (Sumarlin et al., 2014). Madu yang 
memiliki nilai IC50 paling rendah adalah sampel 
madu AP LK dengan nilai IC50  setelah dipanaskan 

32.327  ± 37,8 ppm, namun madu ini masih 
memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan madu komersil asal Jawa 
Tengah yang memiliki nilai IC50 745.750 ppm 
(Sumarlin et al., 2014). 
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4. KESIMPULAN 
Pemanasan pada suhu dan waktu optimum 

dapat meningkatkan kemampuan penangkapan 
radikal DPPH pada madu jenis apis maupun 
trigona.  Nilai IC50 paling kuat terdapat pada madu 
trigona (TR LMB) dengan peningkatan 59,17 %.  
Hasil penelitian ini menunjukkan persen inhibisi 
baik pada madu jenis apis maupun pada madu 
jenis trigona, cenderung mengalami peningkatan 
seiring dengan pertambahan suhu dan waktu 
pemanasan.  Pigmen coklat didapatkan 
cenderung mengalami peningkatan seiring 
dengan pertambahan suhu dan waktu 
pemanasan. Dengan demikian, madu jenis Apis 
dan Trigona memiliki senyawa bioaktif  dengan 
kemampuan menangkap radikal DPPH 
diantaranya terbentuknya pigmen coklat serta 
berpotensi meningkat kemampuan 
antioksidannya melalui pemanasan pada suhu 
tertentu. 
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