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ABSTRACT

Background. Many diseases resulted from degenerative processess which can
be inhibited by antioxidant systems. Honey is one of food with antioxidant activity.
Objective. This study aims to investigate antioxidant activities of several types of
monofloral honey from Java and Sumatera. Method. A laboratory experimental study,
conducted on 4 types of floral honeys: coffee, palm trees, cottonwoods and rambutan.
Determination of phenolic compounds was performed with High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and measurement of total phenolic contents performed
with Folin-Ciocalteu’s reagent. Antioxidant activity was conducted in two ways, those
were by 2.2-diphenyl-1-picrylhydrasyl (DPPH) free radical scavenging method and
linoleic acid peroxidation method using butylated hydroxytoluene(BHT) as a standard.
Data were analyzed using Analysis of varian (Anova) and continued with Duncan’s
multiple range test (DMRT). Result. Four types of Javanese and Sumateranese
honeys contained some phenolic compounds. Those are chlorogenic acid, cafeic
acid, p-coumaric acid, ferulic acid, pinobanksin, quercetin, luteolin, pinocembrin and
chrysin while the dominant fenolic compound varies between honeys. Total phenolic
contents from four types of honey were between 2.000 to 4.400 ppm. The highest
phenolic content was in honey from cottonwoods, but the best antioxidant activity
was found in honey from coffee. Antioxidant activities were found in honey which
come from the following order: coffee, cottonwoods, palm trees, and rambutan honey.
Antioxidant activities did not correlated with total phenolic content. Conclusion.
Javanese and Sumateranese honey contained nine active substances that varies in
total phenolic contents. The best antioxidant activity was found in coffee honey, and
this activity did not correlated with its total phenolic contents.
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ABSTRAK

Latar Belakang. Banyak penyakit yang dapat timbul karena proses degeneratif yang
dapat diperlambat dengan adanya sistem antioksidan. Madu merupakan salah satu
bahan pangan yang diketahui memiliki aktivitas antioksidan. Tujuan. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan berbagai jenis madu dari beberapa
daerah di Jawa dan Sumatera. Metode. Penelitian laboratorium terhadap empat jenis
madu yaitu madu bunga kopi, sawit, randu dan rambutan. Penentuan kandungan
komponen fenolat dilakukan dengan High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) dan pengukuran kadar fenolat total dilakukan dengan reagen folin-ciocalteu.
Aktivitas antioksidan diukur berdasarkan peredaman radikal bebas 2.2-diphenyl-
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1-picrylhydrazyl (DPPH) dan retensi dalam sistem asam linoleat dengan standar
butylated hydroxytoluene (BHT). Analisis statistik dilakukan dengan Analysis of
varian (Anova) dilanjutkan Duncan’s multiple range test (DMRT). Korelasi antar
analisis dilakukan dengan uji korelasi Pearson. Hasil. Keempat jenis madu yang
diteliti mempunyai kandungan fenolat berupa asam klorogenat, asam kafeat, asam
p-koumarat, asam ferulat, pinobanksin, quercetin, luteolin, pinocembrin dan chrysin.
Komponen fenolat dominan untuk tiap madu bervariasi tergantung jenis madunya.
Kadar fenolat total pada keempat jenis madu antara 2.000 sampai 4.400 ppm.
Kandungan fenolat total paling tinggi terdapat pada madu randu, namun aktivitas
antioksidan paling tinggi ditunjukkan oleh madu kopi. Urutan besarnya aktivitas
antioksidan berturut-turut adalah madu kopi, madu randu, madu sawit, dan madu
rambutan. Aktivitas antioksidan yang tinggi tidak berbanding lurus dengan kandungan
fenolat totalnya. Kesimpulan. Madu dari beberapa daerah di Jawa dan Sumatera
mengandung sembilan senyawa aktif, dengan kadar fenolat yang bervariasi. Aktivitas
antioksidan tertinggi terdapat pada madu bunga kopi dan aktivitas ini tidak berkorelasi

dengan kandungan fenolat totalnya.

Kata kunci: antioksidan, fenolat, madu monoflora

PENDAHULUAN

Saat ini diketahui bahwa patoge-
nesis dalam kejadian penyakit-penyakit
degeneratif misalnya, kanker, ateroskle-
rosis, diabetes mellitus, hipertensi, proses
penuaan, dan penyakit Alzheimer terjadi
karena adanya kerusakan jaringan akibat
ketidakseimbangan antara pembentukan
radikal bebas dalam tubuh dengan sis-
tem scavenger (“pemakan”). Radikal be-
bas (Reactive Oxygen Species = ROS) ini
dibentuk baik secara alami dalam tubuh
berupa anion superoksid, radikal hidroksi,
dan hidrogen peroksida, maupun berasal
dari luar tubuh." Pada dasarnya sel-sel tu-
buh makhluk hidup mempunyai mekanis-
me pertahanan untuk mencegah produksi
radikal bebas dan kerusakan oksidatif ini,
berupa antioksidan baik alami maupun
berupa suplemen. Seringkali mekanisme
pertahanan alami ini terganggu karena
berbagai proses patologis sehingga tidak
dapat berfungsi, dan pada kondisi seperti
inilah dibutuhkan suplemen antioksidan
untuk memutus reaksi oksidatif tersebut.?
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Saat ini, penelitian tentang an-
tioksidan menarik perhatian karena bukti
mutakhir menunjukkan bahwa antioksidan
memegang peran penting dalam kese-
hatan manusia. Konsumsi antioksidan di-
kaitkan dengan aktivitas penghambatan
terhadap kanker, jantung koroner, radang,
proses degenerasi saraf, dan penuaan.®*
Salah satu sumber antioksidan yang telah
dikenal adalah madu. Konsumsi madu di-
kaitkan dengan peningkatan aktivitas an-
tioksidan dalam tubuh, baik pada manusia
maupun hewan.567 Selain antioksidan,
madu juga memiliki aktivitas farmakologis
lain, diantaranya sebagai antibakteri,®°"
antimutagenik dan antitumor, "2 antiinfla-
masi,’>'* penurun kadar kolesterol,’ dan
vasodilator.'®'”

Aktivitas antioksidan madu dapat
bervariasi, tergantung pada sumber bu-
nganya. Faktor eksternal yang dapat ber-
pengaruh di antaranya adalah musim, ling-
kungan, dan cara pengolahannya.81920
Banyak penelitian telah dilakukan tentang
kandungan fenolat dan aktivitas antioksi-
dan dalam madu, tetapi hampir semua-
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nya dari luar negeri, misalnya madu dari
Spanyol,?! Venezuela,?? Rumania,? Chili,?
Inggris, Wales, Selandia Baru,?® Austra-
lia,?® dan Amerika Serikat. Sampai saat
ini masih sedikit penelitian yang meng-
ungkap tentang kandungan fenolat dan
aktivitas antioksidan madu asli Indonesia.
Beberapa jenis madu asal Indonesia yang
pernah diteliti di antaranya adalah madu
randu dan kelengkeng.?’?® Kedua jenis
madu ini diketahui mengandung senyawa
fenolat yang cukup tinggi dan mempunyai
aktivitas antioksidan, namun tidak diketa-
hui daerah asal madu yang diteliti. Pene-
litian ini diharapkan mengungkap kan-
dungan fenolat, kadar fenolat total, serta
aktivitas antioksidan madu dari beberapa
daerah di Jawa dan Sumatera. Ke depan,
diharapkan informasi ini memberikan ke-
mungkinan pengembangan madu sebagai
minuman kaya antioksidan.

METODE

Penelitian dilakukan di dua lokasi,
yaitu laboratorium biokimia Pusat Studi
Pangan dan Gizi, Universitas Gadjah
Mada Yogyakarta untuk analisis kompo-
nen fenolat, dan Laboratorium Chem-Mix
Pratama, Bantul, Yogyakarta untuk anali-
sis fenolat total dan aktivitas antioksidan
(metode peredaman 2.2-diphenyl-1-picryl-
hydrasyllDPPH dan metoda sistem asam
linoleat). Waktu penelitian adalah antara
bulan Juli sampai Oktober 2009.

Sampel

Sampel madu yang digunakan
dalam penelitian ini ada empat jenis yaitu
madu kopi dari Bawen Ungaran, madu
sawit dari Palembang, madu randu dari
Pati, dan madu rambutan dari Magelang.
Madu diambil dari peternak lebah di

tiap lokasi. Selama transportasi, madu
dikemas dalam botol bening, ditutup rapat,
dan bagian luar dibungkus kertas koran
untuk melindungi dari sinar matahari.
Madu disimpan di suhu ruang sampai
saat analisis. Madu tersebut berasal dari
dua kali masa panen yang berbeda, dan
analisis dilakukan secara terpisah dengan
masing-masing sebanyak tiga ulangan.

Ekstraksi Komponen Fenolat

Ekstraksi dilakukan menurut pe-
nelitian sebelumnya.® Sebanyak 60 gram
resin amberlite XAD-2, ukuran pori 9 nm,
ukuran partikel 0.3-1.2 mm direndam da-
lam metanol selama 10 menit, setelah itu
metanol dibuang dan diganti akuades.
Campuran diaduk, dibiarkan selama 5-10
menit dan dimasukkan ke dalam kolom
kaca 50x2 cm. Sebanyak 25-50 g madu
dilarutkan dalam 250 mL akuades, dan
pH larutan diatur menjadi 2.0 dengan
penambahan HCI pekat. Larutan disaring
pelan-pelan melalui kolom resin amberlite
XAD-2. Kolom dicuci dengan 250 mL air
asam (pH 2 dengan HCI) dan selanjut-
nya dibilas dengan 300 mL akuades ne-
tral untuk menghilangkan semua gula dan
komponen polar lain dari madu. Kompo-
nen fenol dilusi dari sorbent dengan 250
mL metanol. Ekstrak metanol dipekatkan
secara vakum pada suhu 40° C dalam ro-
tary evaporator Buchi. Residu dilarutkan
dalam 5 mL akuades dan diekstraksi tiga
kali dengan 5 mL dietil eter. Ekstrak di-
campurkan dan pelarut diuapkan dengan
nitrogen. Ekstraksi dilakukan dua kali un-
tuk tiap sampel, standar deviasinya ha-
rus kurang dari 5 persen. Ekstrak kering
disimpan dalam lemari pendingin sampai
dilakukan analisis.
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Karakterisasi Komponen Fenolat

Karakterisasi komponen fenolat
dilakukan dengan alat High Performance
Liquid Chromatography (HPLC).?® Peng-
aturan HPLC yang digunakan adalah:
pompa eluen HPLC waters 1525 binary,
detektor UV L-7400 dan detektor massa
waters micromass ZQ-2000. Komponen
fenolat madu dipisahkan dalam kolom
analisis sinergi MAX-RP, diameter dalam
250x4.6 mm, diisi dengan fase stasioner
Luna C18, ukuran partikel 4 um. Gradien
biner linier yang digunakan adalah pada
kecepatan 0.8 mL/menit. Waktu running
HPLC lebih dari 40 menit. Fase mobil bi-
ner terdiri dari pelarut A (air ultra murni
dengan metanol 10 persen dan asam ase-
tat 1 persen) dan pelarut B (metanol 100
persen). Elusi dari kolom dicapai dengan
gradien linier sebagai berikut: 0-30 menit
B naik dari 30 persen menjadi 100 persen
dan dijaga konstan sampai 33 menit; 33-
36 menit B turun kembali menjadi 30 per-
sen dan dijaga konstan sampai 40 menit.
Detektor Ultra Violet (UV) diatur pada pan-
jang gelombang 254 nm.

Ekstrak kering madu dilarutkan
dalam metanol sehingga diperoleh larut-
an 0.5 persen (b/v), disaring dengan filter
0.45 ym sebelum analisis. Komponen fe-
nolat diidentifikasi dengan membanding-
kan waktu retensinya. Konsentrasi kom-
ponen yang teridentifikasi dalam ekstrak
ditunjukkan oleh unit luas puncak.?®

Pengukuran Kadar Fenolat Total
Penentuan kadar fenolat total dila-
kukan dengan teknik kolorimetri berdasar-
kan reagen fenol folin-ciocalteu.?? Seba-
nyak 100 pL ekstrak ditambahkan akua-
des 500 pL dan dicampur dengan 1.5 mL
larutan C {25 mL larutan A [1 persen (b/v)
SDS, 0.4 persen (b/v) NaOH, 2 persen
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(b/v) sodium karbonat, dan 0.16 persen
(b/v) sodium dan potasium tartrat] dengan
250 pL 4 persen (b/v) CuSO,}. Sampel di-
tempatkan dalam waterbath 37 °C selama
10 menit. Selanjutnya, reagen folin-ciocal-
teu yang telah dilarutkan dengan perban-
dingan 1:2 ditambahkan ke dalam cam-
puran reaksi dan inkubasi dilanjutkan sela-
ma 10 menit. Sebagai standar digunakan
fenol dan absorbansi diukur pada panjang
gelombang 750 nm.

Pengukuran Aktivitas Antioksidan
Metode 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH)

Aktivitas peredaman (kemam-
puan mentransfer H/e) melawan radikal
2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) di-
ukur sesuai penelitian sebelumnya®
dengan modifikasi. Sebanyak 2 mL larut
an DPPH dicampur dengan 5 yL madu
atau larutan ekstrak fenolat dalam meta-
nol (10 mg/mL) dalam mikro kuvet. Sam-
pel blanko mengandung metanol dan
DPPH dalam jumlah yang sama. Absor-
bansi DPPH yang tersisa diukur setelah
16 menit, dengan panjang gelombang
515 nm. Ulangan analisis dilakukan seba-
nyak 3 kali. Aktivitas peredaman radikal
dihitung dengan rumus [=[(AB-AA)/AB]
x100; dimana I=penghambatan DPPH, %;
AB=penyerapan sampel blanko (=0 me-
nit); AA=penyerapan sampel larutan madu
yang diuji pada akhir reaksi (t=16 menit).

Pengukuran Aktivitas Antioksidan
dalam Sistem Asam Linoleat
Pengukuran aktivitas antioksidan
ini dilakukan dengan metode ferric thio-
cyanate, menggunakan butylated hy-
droxytoluene (BHT) sebagai standar.®' Se-
banyak 4 mg sampel dalam 99.5 persen
etanol dicampur dengan 2.5 persen asam
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linoleat dalam 99.5 persen etanol (4.1
mL), 0.05 M buffer fosfat (pH 7; 8 mL) dan
air suling (3.9 mL). Campuran diletakkan
dalam screw cap container dan dibiarkan
di tempat gelap pada suhu 40 °C. Diambil
sebanyak 0.1 mL larutan tersebut dan di-
tambahkan ke dalamnya etanol 75 persen
(9.7 mL) dan amonium tiosianat 30 persen
(0.1 mL), dan campuran dibiarkan selama
3 menit. Setelah 3 menit, ditambahkan
ferrous chloride 0.02 M dalam asam hi-
droklorat 3.5 persen (0.1 mL). Absorbansi
warna merah menunjukkan besarnya
kandungan peroksida. Pengukuran absor-
bansi dilakukan setiap hari sesuai dengan
waktu penyimpanan (masa induksi), pada
panjang gelombang 500 nm. Kontrol dan
standar dibuat dengan prosedur yang
sama, di mana kontrol hanya mengguna-
kan asam linoleat dan standar berupa 4
mg BHT.

Tabel 1. Komponen Fenolat dalam Madu

Analisis Data

Setiap data yang diperoleh diana-
lisis dengan Analysis of varian (Anova)
satu arah untuk mengetahui pengaruh
jenis sampel terhadap masing-masing
analisis, dan dilanjutkan dengan Duncan’s
multiple range test (DMRT). Korelasi antar
perlakuan (hubungan antara komponen
fenolat dengan kadar fenolat total dan ak-
tivitas antioksidan, dan hubungan fenolat
total dengan aktivitas antioksidan) diuji
dengan Kkorelasi bivariat Pearson. Pro-
gram komputer yang digunakan adalah
Statistical Product and Service Solution
(SPSS) 12.0 for windows.

HASIL

Kandungan Komponen Fenolat
Berdasarkan hasil kromatogram

dari keempat sampel madu pada pan-

jang gelombang 254 nm,?® kemungkinan

jenis komponen fenolat dalam madu dan

kadarnya dapat dilihat dalam Tabel 1.

Kadar Fenolat (ug/100g) dalam Madu

Wakitu . Komponen
No  Retensi Fenolat Kopi Sawit Rand Rambut
(menit) pi awi andu ambutan
1 5,1 Belum diketahui 26,27 63,36 36,92 26,91
2 5,6 Belum diketahui - - 3.501,53 -
3 6,4 Asam klorogenat 2.521,1 721,86 4.374,5 718,59
4 7,2+81 Asam kafeat 522,77 968,58 4.023,1 801,12
5 9,3 Belum diketahui 127,11 214,77 41,92 -
6 10,6 Asam p-koumarat 63,53 145,02 257,38 100,9
7 11,2 Asam ferulat 99,98 431,41 194,59 242,17
8 13,2+ 14,1  Pinobanksin 1.967,7 2.123,2 1.435 3.296,3
9 18,2 Quersetin 158,66 1.285,7 256,6 418,1
10 23,0 Luteolin 475,7 439,65 73,39 1.962,7
11 33,7 Belum diketahui - 457,95 - -
12 37,3 Pinocembrin 672,29 2742 339,65 13,971
13 42,7 Chrysin 527,74 258,82 312,42 412,67
14 47,7 Belum diketahui - 93,74 312,42 -
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Tabel 1 di atas menunjukkan
komponen fenolat yang dominan untuk
masing-masing jenis madu, yaitu madu
kopi didominasi oleh asam klorogenat
dan pinobanksin, madu sawit adalah
pinobanksin dan quersetin, madu randu
adalah asam klorogenat dan asam ka-
feat, dan untuk madu rambutan didomina-
si oleh pinocembrin dan pinobanksin.

MGMI Vol. 6, No. 1, Desember 2014: 11-24

Kadar Fenolat Total

Hasil pengukuran kadar fenolat
total dengan reagen folin-ciocalteu dapat
dilihat dalam Gambar 1. Gambar ini me-
nunjukkan bahwa dari keempat jenis
madu, kadar fenolat tertinggi terdapat
pada madu randu, sedangkan yang teren-
dah adalah madu kopi.

5000 4433
c

. 3386
24000 b
=Y)]
g 2422
= 3000 2072
= a
e ~ a
= EZ 2000
-]
S 8
g 1000
=
g 0 T T T
LA kopi sawit randu rambutan

Jenis Madu

Gambar 1. Kadar Fenolat Total

Ket : a, b, ¢ huruf yang berbeda menunjukkan beda nyata pada taraf signifikansi 5 persen

Aktivitas Antioksidan Metode DPPH
Pada pengujian cara ini, semakin
tinggi persen peredaman radikal bebas
menunjukkan aktivitas antioksidan yang
lebih besar. Hasil uji aktivitas antioksidan
dengan metode DPPH dapat dilihat da-

lam Gambar 2. Tampak bahwa aktivitas
antioksidan tertinggi terdapat pada madu
kopi, meskipun jika dibandingkan dengan
ketiga jenis madu lain, secara statistik
perbedaan ini tidak bermakna.

15 32.14 28.23
- a 2455
& 30 a 21,06
e 25 a
E _20

]
22 15
E 10
=
20 5
d‘: 0 T T T
kopi sawit randu rambutan
Jenis Madu

Gambar 2. Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH
Ket: a huruf yang sama, menunjukkan bahwa tidak ada beda nyata antar jenis madu
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Aktivitas Antioksidan dalam Sistem
Asam Linoleat

Hasil pengukuran berupa absor-
bansi, di mana pengamatan dilakukan se-
tiap hari selama lima hari sehingga tampak
masa retensi/ penyimpanan madu. Be-
sar absorbansi berbanding lurus dengan

kadar peroksida yang terbentuk karena
proses oksidasi. Hasil ditampilkan dalam
tabel besarnya absorbansi dan grafik ab-
sorbansi versus waktu (hari). Hasil pengu-
kuran dan perbandingannya dengan stan-
dar (BHT) dapat dilihat dalam Tabel 2 dan
Gambar 3.

Tabel 2. Angka Peroksida Asam Linoleat selama Masa Retensi dengan Penambahan

Berbagai Jenis Madu

Sampel Angka Peroksida pada Penyimpanan Hari ke-
0 1 2 3 4 5
Blanko 0.074 1.085¢ 1.122¢ 2.567¢ 2.800¢ 1.637°
BHT 0.074 0.339% 0.510° 0.626° 1.3912 0.759°
Kopi 0.074 0.517° 0.780° 1.086° 1.72082 2.346¢
Sawit 0.074 0.325% 0.656%° 1.911¢ 2.185b¢ 1.791b¢
Randu 0.074 0.2612 0.5112 1.964¢ 2.147° 1.722%¢
Rambutan 0.074 0.2742 0.781° 1.577¢ 2.566« 2,178«

Ket : @b huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan beda nyata pada taraf signifikansi

5 persen

2.5

1.5

0.5

0 1 2

Absorbansipada 500 nm

Masa retensi (hari)

=C=Blanko
—o— BHT
—&— Kopi
—&— Sawit
=C=Randu

4 5 —&— Rambutan

Gambar 3. Aktivitas Antioksidan dalam Sistem Asam Linoleat

Absorbansi paling rendah terdapat
pada kontrol BHT, sedangkan yang paling
mendekati nilai absorbansi BHT adalah
madu kopi. Absorbansi blanko, madu
bunga sawit, randu, dan rambutan, se-
luruhnya jauh lebih besar daripada BHT
dan madu kopi (p<0.05). Dilihat dari waktu
retensi penyimpanannya, blanko, madu
bunga sawit, randu, rambutan, dan BHT

mempunyai waktu induksi empat hari, se-
dangkan madu kopi waktu induksinya le-
bih dari empat hari (Gambar 3). Pada hari
keempat, semua bahan yang diuji, kecuali
madu kopi, absorbansinya sudah maksi-
mal dan pada hari kelima mulai menurun;
sedangkan pada madu kopi, sampai hari
kelima masih menunjukkan kenaikan.
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Korelasi Antar Analisis

Hasil uji korelasi bivariat Pearson
antara kadar fenolat total dengan aktivi-
tas antioksidan metoda DPPH sebesar
0.335 (p>0.05), antara kadar fenolat total
dengan aktivitas antioksidan berdasarkan
angka peroksida sebesar -0.139 (p<0.05),
antara aktivitas antioksidan metode DPPH
dengan angka peroksida sebesar -0.843
(p<0.05). Hal ini menunjukkan bahwa ti-
dak ada hubungan antara kandungan
fenolat total dengan aktivitas antioksidan
madu dan semakin tinggi aktivitas antiok-
sidan metode DPPH semakin rendah ka-
dar peroksidanya.

PEMBAHASAN

Jenis komponen fenolat yang
dominan untuk setiap madu, yaitu madu
kopi didominasi oleh asam klorogenat
dan pinobanksin, madu sawit adalah
pinobanksin dan quersetin, madu ran-
du adalah asam klorogenat dan asam
kafeat, dan untuk madu rambutan di-
dominasi oleh pinocembrin dan pino-
banksin. Madu dalam penelitian ini di-
perkirakan mengandung minimal sembilan
jenis komponen fenolat, yaitu asam kloro-
genat, asam kafeat, asam p-koumarat,
asam ferulat, pinobanksin, quersetin, lu-
teolin, pinocembrin, dan chrysin (Tabel 1).
Penelitian ini sejalan dengan penelitian
yang pernah dilakukan terhadap madu
dari Spanyol, dengan kandungan flavo-
noid utamanya adalah flavanon, pino-
banksin, pinocembrin, dan flavon chrysin,
namun penelitian tersebut tidak mengukur
kandungan asam fenolatnya.?' Hasil yang
didapat dalam penelitian ini juga sejalan
dengan penelitian tentang madu Aus-
tralia, yang mengandung sembilan jenis
komponen fenolat dan asam galat,?® se-
dangkan madu dalam penelitian ini tidak
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mengandung asam galat. Dapat dilihat di
atas bahwa dalam penelitian ini jenis kom-
ponen fenolat dominan untuk setiap madu
berbeda-beda. Perbedaan kandungan fe-
nolat ini kemungkinan disebabkan oleh
perbedaan jenis bunga dan letak geogra-
fisnya.18.19.20

Penelitian in vitro menunjukkan
bahwa fenolat, terutama jenis flavonoid,
mampu berperan sebagai antioksidan
yang mempengaruhiradikal bebas oksigen
dan peroksidasi lemak, dimana keduanya
berperan dalam kondisi patologis seperti
arteriosklerosis, kanker, dan peradangan
kronis. Asam kafeat dan ferulat dapat
mencegah stres foto-oksidatif pada kulit.
Kandungan senyawa fenolat alami asam
p-koumarat mampu melindungi hewan
melawan kerusakan oksidatif jantung yang
dipicu oleh doxorubicin. Potensi pelindung
dari asam p-koumarat kemungkinan ka-
rena kapasitas pemerangkap radikal
bebasnya.3?

Kadar fenolat total dalam madu
berturut-turut dari yang paling tinggi adalah
madu randu, madu sawit, madu rambutan,
dan madu kopi (Gambar 1). Kadar fenolat
total ini sering dihubungkan dengan ak-
tivitas antioksidan madu. Di antara kom-
ponen fenolat tersebut, terdapat flavonoid
yang berasal dari propolis dan asam fe-
nolat yang berasal dari nektar. Kompo-
nen fenolat adalah pemerangkap radikal
peroksil yang efisien karena struktur mole-
kulnya, termasuk cincin aromatik dengan
gugus hidroksil yang mengandung hidro-
gen mobil.22 Keempat jenis madu yang di-
teliti dalam penelitian ini mempunyai ka-
dar fenolat total antara 2.000-4.400 ppm
(mg/kg madu). Angka ini jauh lebih besar
daripada dalam madu Venezuela yang
mempunyai kadar fenolat total sekitar 125
mg/L.? Hasil ini menunjukkan bahwa ke-
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empat jenis madu kemungkinan mempu-
nyai aktivitas yang tinggi, sehingga perlu
dilanjutkan dengan pengujian aktivitas an-
tioksidannya.

Aktivitas antioksidan dengan meto-
de penghambatan terhadap DPPH paling
baik didapatkan pada madu bunga kopi
(Gambar 2), namun ternyata perbedaan
dengan madu lain tidak bermakna secara
statistik. Hal ini kemungkinan disebabkan
standar deviasi yang berbeda sehingga
hasil yang diperoleh tidak berbeda signifi-
kan. Penyebab perbedaan standar deviasi
ini adalah karena sampel madu diambil
dari dua masa panen yang berbeda. Kah-
konen et aP®* menemukan bahwa madu
yang diambil dari masa panen yang sama
standar deviasinya kecil (6%), sedangkan
madu dari masa panen yang berbeda ter-
nyata standar deviasinya tiga kali lebih be-
sar (19%). Selain karena pengaruh masa
panen, perbedaan aktivitas antioksidan
madu dapat dipengaruhi oleh tingkat ke-
matangan madu saat dipanen dan iklim.3

Madu dari berbagai negara lain
menunjukkan aktivitas penghambatan
terhadap DPPH yang bervariasi, misal-
nya berbagai macam madu dari Polandia
mempunyai persentase penghambatan
DPPH yang bervariasi dari 23.81-100
persen,® madu dari Algeria sebesar
39.57+4.18 persen,*®* madu di daerah
Tualang Malaysia sebesar 41.30+0.78
persen,* sedangkan madu dari Bangla-
desh sebesar 33.6-97.5 persen.® Hal ini
menunjukkan bahwa perbedaan daerah
dan negara menentukan daya antioksidan
madu. Perbedaan ini dapat dipengaruhi
oleh letak geografis, lingkungan, dan mu-
sim panennya.

Tabel 2dan Gambar 3 menunjukkan
hasil pengukuran aktivitas antioksidan
dalam sistem asam linoleat, yaitu dengan

menilai absorbansinya. Nilai absorbansi
berbanding lurus dengan kadar peroksida
di dalamnya. Peroksida (hidroperoksida)
merupakan produk oksidasi primer yang
tidak stabil dan secara bertahap akan
didekomposisi menjadi produk sekunder
(misalnya alkan, alkohol, dan aldehid)
yang menimbulkan bau tengik. Gambar
3 menunjukkan bahwa absorbansi untuk
blanko, BHT, madu randu, madu sawit,
dan madu rambutan mencapai puncak
pada hari keempat dan hari berikutnya
menurun. Hal ini berarti bahwa pada hari
keempat, kadar peroksida blanko, BHT,
madu randu, madu sawit, dan madu
rambutan mencapai maksimal dan mulai
mengalami dekomposisi menjadi senyawa
sekunder lainnya. Sementara untuk madu
kopi, absorbansi pada hari kelima masih
meningkat dan puncak belum tercapai.
Hal ini menunjukkan bahwa dekomposisi
produk primer oksidasinya rendah, namun
belum diketahui kapan mulai terjadi proses
dekomposisi ini.

Selain itu, untuk mengetahui bah-
wa sudah mulai terjadi dekomposisi pro-
duk primer oksidasi, dapat dilakukan
pengukuran kadar produk sekunder oksi-
dasi (alkan, alkohol, atau aldehid). Salah
satu caranya adalah dengan mengukur
kadar malondialdehid (MDA) dengan me-
tode Thiobarbituric Acid (TBA).3' Dengan
mengetahui kadar MDA, maka dapat di-
ketahui dengan pasti kapan mulai terjadi
proses dekomposisi peroksida menjadi
produk sekunder oksidasi.

Hasil Anova aktivitas antioksidan
dalam sistem asam linoleat menunjukkan
bahwa untuk madu kopi dan BHT tidak
berbeda signifikan, sehingga dapat dika-
takan bahwa aktivitas antioksidan madu
kopi sebanding dengan standar BHT. Apa-
bila diurutkan, maka aktivitas antioksidan
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dari yang paling tinggi adalah madu kopi,
madu randu, madu sawit, dan madu ram-
butan.

Tidak ada korelasi yang nyata
antara kadar fenolat total dengan
aktivitas antioksidan metoda DPPH
dan antara kadar fenolat total dengan
aktivitas antioksidan dalam sistem asam
linoleat, sedangkan antara aktivitas
antioksidan metoda DPPH dan sistem
asam linoleat adalah berkorelasi negatif
sangat nyata. Korelasi negatif ini terjadi
karena aktivitas antioksidan tertinggi
untuk metode peredaman DPPH adalah
yang persentasenya tertinggi, sedangkan
untuk sistem asam linoleat adalah yang
nilanya terendah. Dari korelasi antar
analisis ini diketahui bahwa kadar fenolat
total tidak berpengaruh terhadap aktivitas
antioksidan dalam madu, sedangkan
semakin tinggi aktivitas antioksidannya
berdasarkan penghambatan DPPH, maka
semakin rendah kadar peroksidanya.

Penelitian ini memberikan hasil
yang berbeda dengan penelitian lain yang
menemukan bahwa aktivitas antioksidan
madu berbanding lurus dengan kadar fe-
nolat totalnya.3*4%4!" Kemungkinan penye-
bab hal ini adalah terdapatnya komponen
antioksidan lain selain komponen fenolat
total. Meskipun komponen fenolat adalah
komponen utama yang berperan pada
efek antioksidan dalam madu, namun
komponen non-fenolat seringkali juga
terlibat.*? Aktivitas antioksidan dari total
fase air asam dan air netral, fase meta-
nol, dan fase air setelah ekstraksi eter le-
bih rendah daripada kapasitas antioksidan
madu secara keseluruhan. Kemungkinan,
komponen antioksidan dalam madu mem-
punyai beberapa interaksi yang sinergis.
Penelitian lain menunjukkan bahwa pH
(tingkat keasaman), absorbansi, konduk-

20

MGMI Vol. 6, No. 1, Desember 2014: 11-24

tivitas elektrik, dan kadar polifenol total
madu berkorelasi kuat dengan pengham-
batan DPPH. Demikian juga korelasi an-
tara penghambatan DPPH dengan asam
amino juga tinggi, lebih tinggi daripada
korelasinya dengan kandungan polifenol.
Hal ini menunjukkan bahwa komposisi
asam amino dalam madu dapat diguna-
kan sebagai indikator kapasitas antioksi-
dannya.?'

Komponen fenolat dalam madu
dapat berperan pada beberapa meka-
nisme yang telah disebutkan. Meskipun
demikian, kadar fenolat tunggal atau kom-
ponen lain dalam madu bisa jadi terlalu
rendah untuk mempunyai peran yang nya-
ta, sehingga kapasitas antioksidan total
dalam madu merupakan hasil dari aktivi-
tas kombinasi dan interaksi dari sejumlah
komponen lain, misalnya fenolat, peptida,
asam organik, enzim, produk reaksi Mail-
lard, dan komponen minor lain.?? Untuk
memastikan hal tersebut, maka perlu dila-
kukan penelitian tentang kandungan kom-
ponen-komponen antioksidan lain dalam
madu selain fenolat total.

KESIMPULAN

Komponen fenolat yang terdapat
dalam madu adalah asam klorogenat,
asam kafeat, asam p-koumarat, asam
ferulat, pinobanksin, quersetin, luteolin,
pinocembrin, dan chrysin. Kadar fenolat
total dalam madu berkisar antara 2.000
sampai 4.400 ppm. Aktivitas antioksi-
dan madu berdasarkan daya pengham-
batan terhadap DPPH dan dalam sistem
asam linoleat antara terdapat pada madu
bunga kopi. Urutan aktivitas antioksidan
dari yang paling besar adalah madu kopi,
madu randu, madu sawit, dan madu ram-
butan. Aktivitas antioksidan madu tidak
berkorelasi dengan kadar fenolat totalnya.
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SARAN

Beberapa penelitian  lanjutan
yang perlu dilakukan untuk perbaikan
penelitian ini adalah: (1) Pengukuran
aktivitas antioksidan metode peredaman
DPPH dalam beberapa konsentrasi madu,
sehingga dapat diketahui nilai konsentrasi
penghambatan minimalnya (Inhibitory
Concentration/IC, ), (2) Penelitian dalam
jangka waktu yang lebih panjang untuk
mengetahui kapan puncak absorbansi
dalam sistem asam linoleat tercapai dan
kapan mulai menurun, karena hal ini
menunjukkan kadar peroksida maksimal
dan terjadinya proses dekomposisi
produk primer oksidasi; (3) Pengujian
aktivitas antioksidan dengan metode lain
misalnya Thiobarbituric Acid (TBA) untuk
mengukur kadar malondialdehid (MDA),
suatu produk sekunder hasil oksidasi.
Hal ini mengingat mekanisme kerja suatu
senyawa antioksidan adalah dapat bekerja
pada penghambatan produk oksidasi
tahap primer atau sekunder; dan (4) Faktor
yang mempengaruhi aktivitas antioksidan
dalam madu selain komponen fenolat,
misalnya komposisi asam aminonya.
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