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ABSTRACT  

The research was carried out in the Milk Pilot Plant Laboratory, Brawijaya 
University Malang from October to November.The objective of this research was to determine 
antioxidant activity of honey enrichment by Propolis, Pollen, and Royal jelly. Indicator of 
antioxidant activity is peroxide number. Lower peroxide number indicated that this product 
has higher antioxidant activity.The result of this research was the honey enrichment by 
Propolis 480mg, pollen 320mg and royal jelly 480mg decrease 0.2333 meq peroxide number. 
Effect of added proportion of 0.5ml; 1ml; 1.5ml honey formulation into 3.5 ml oil oxidation 
substrate has peroxide number by 0.5167 meq; 0.3667 meq; and 0.2333 meq. It can be 
concluded that the addition various formulation combine show highly significantly different 
effect (P<0,01)on peroxide number in oil substrate.  
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PENDAHULUAN  

Lebah madu merupakan serangga 
yang berperan dalam menghasilkan madu. 
Serangga ini mengubah nektar yang 
dihasilkan tanaman menjadi madu, 
selanjutnya madu akan disimpan dalam 
sarang lebah (Suranto, 2004). Lebah madu 
juga menghasilkan beberapa produk antara 
lain Madu, Royal jelly, Propolis, Beeswax, 
dan Bee venom.  

Madu secara umum berkhasiat 
untuk menghasilkan energi, karena 
kandungan utama madu adalah karbohidrat 
tinggi dan merupakan gula sederhana yang 
mudah dicerna sehingga baik dikonsumsi 
oleh orang dewasa maupun bayi. Selain itu 
madu juga dapat meningkatkan daya tahan 
tubuh dan meningkatkan stamina (White 

and Doner, 2001), sedangkan royal jelly 
dan propolis bermanfaat sebagai 
antimikrobia (Radiati, 2003).  

Gangguan fungsi imun pada tubuh 
dapat disebabkan oleh adanya radikal 
bebas. Menurut Bendich (1996), radikal 
bebas merupakan molekul yang sangat 
reaktif dengan satu atau lebih elektron 
yang tidak berpasangan, dapat 
menyebabkan kerusakan pada struktur  sel 
dan akibatnya kemungkinan dapat 
merugikan fungsi imun. Peristiwa ini 
menyebabkan timbulnya reaksi berantai 
yang dapat merusak molekul makro 
pembentuk sel yang pada akhirnya dapat 
menjadi sumber timbulnya berbagai 
keadaan patologis dalam tubuh manusia, 
radikal bebas terbentuk terus menerus 
sebagai akibat dari proses metabolisme sel 
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normal, peradangan, kekurangan gizi dan 
respon terhadap pengaruh dari luar tubuh 
seperti polusi, UV, asap rokok dan lain-
lain (Amic, Davidonic, Beslo, and 
Trinajstic, 2003). 

Dampak negatif radikal bebas dapat 
diredam dengan cara mengkonsumsi 
antioksidan. Antioksidan dapat 
memperlambat oksidasi dalam persaingan 
mengikat oksigen, memperlambat pada 
langkah awal, memblokir perambatan 
setiap tahap perusakan atau mengikat 
radikal bebas, permulaan katalisis, atau 
penstabilan peroksida (Halliwell, 1994). 

Menurut Hegazi (1997), tingginya 
kandungan flavonoid dalam propolis 
menyebabkan ekstrak etanol propolis 
memiliki aktivitas sebagai antioksidan. 
Vitamin C selain berfungsi dalam 
pertumbuhan, sintetik kolagen, absorbsi zat 
besi juga berfungsi sebagai antioksidan 
(Annonimous, 2005a). Oleh karena itu 
formulasi suatu produk madu yang 
mengandung madu, royal jelly, propolis, 
dan pollen, diharapkan mempunyai sifat 
fungsional sebagai antioksidan yang 
optimal.  

MATERI DAN METODE  

Bahan yang digunakan adalah madu, 
pollen dengan ukuran 60 mesh, propolis, 
royal jelly, etanol 96%, KI, asam asetat, 
kloroform, pati, aquades, Na2SO3.5H2O, 
minyak kelapa alami, I2.  

Peralatan yang digunakan meliputi: 
Rotary evaporator, automatic stirring, 
penghalus manual (terbuat dari besi), 
timbangan analitik, ayakan 60 mesh, gelas 
volume, pipet volume, kertas saring, beker 
glass, erlenmeyer, buret, oven, spatula. 
Rancangan Percobaan 

Metode penelitian yang digunakan 
adalah percobaan menggunakan 
Rancangan Acak Kelompok (RAK) 
dengan dua kali ulangan, pengelompokkan 
didasarkan pada perbedaan hari pengujian. 
Perlakuan tingkat penambahan masing-
masing formulasi madu ke dalam minyak 
adalah 0,5 ml; 1 ml; dan 1,5 ml.  

Prosedur Penelitian  
1. Ekstraksi Propolis 

Tujuan ekstraksi adalah untuk 
mendapatkan ekstrak propolis yang 
terpisah dari bahan cemaran seperti kayu, 
pasir, dan daun-daun. Proses ekstraksi 
dapat dilihat pada Gambar 1.                            

Gambar1. Metode ekstraksi propolis  

2. Formulasi Madu  
Komposisi dalam formulasi madu 

dalam penelitian ini terdapat pada Tabel 1.  

Tabel 1. Formula dalam 100 ml madu  
Formula Propolis Pollen Royal jeli 

A 160 mg 320 mg 1440 mg 
B 480 mg 320 mg 480 mg 
C 160 mg 960 mg 480 mg 

 

3.Pengujian angka Peroksida 
Bilangan peroksida pada prinsipnya 

adalah untuk menentukan derajat 

Propolis 

Etanol 80% 

Ekstraksi 

10 gr propolis + 100gr pelarut dimaserasi 150 

rpm selama 4 jam pada suhu ruang 

Evaporasi 

Rotari evaporator pada suhu 70oC (etanol) 

Ekstrak propolis + etanol 

Pembuatan Formulasi Madu 

Uji angka peroksida 
dengan metode 

iodometri 

Uji vitamin C 
dengan metode 
titrasi iodium
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kerusakan minyak atau lemak. Asam 
lemak tidak jenuh dapat mengikat oksigen 
pada ikatan rangkap nya sehingga 
membentuk peroksida. Angka peroksida 
ditentukan dengan metode iodometri. 

Peroksida yang terbentuk selama 
pemanasan akan bereaksi dengan alkali 
iodida dalam larutan asam. Reaksi ini akan 
membentuk iod bebas. Iod bebas ini 
kemudian dititrasi dengan  Na2S2O3 0,01N. 

Indikator pati 1% digunakan untuk 
mengetahui akhir titrasi, dengan adanya 
perubahan warna dari kuning menjadi biru. 
Proses titrasi dihentikan ketika larutan 
tidak berwarna. Hal ini menandakan bahwa 
I2 sudah habis dititrasi dengan natrium 
thiosulfat. 
4.Pengujian vitamin C 

Vitamin C akan dioksidasi oleh 
larutan Iodium standar karena Iodium 
bersifat sebagai oksidator. Amilum 
digunakan sebagai indikator setelah 
vitamin C teroksidasi seluruhnya oleh 
larutan Iodium standar maka kelebihan 
Iodium akan bereaksi dengan amilum dan 
menghasilkan warna biru. 
Variabel Penelitian  

Variabel yang diuji adalah angka 
peroksida dari berbagai formulasi madu 
yang diperkaya dengan propolis, pollen, 
dan royal jelly. 
Analisis Data 

Data yang diperoleh dianalisia 
dengan menggunakan sidik ragam. Apabila 
menunjukkan adanya perbedaan yang 
nyata maka analisa data akan diteruskan 
dengan menggunakan Uji Jarak Berganda 
Duncan (Yitnosumarto, 1993).   

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Uji aktivitas antioksidan formulasi 
madu yang telah dilakukan didapatkan 
hasil seperti pada Tabel Tabel 2. 

Berdasarkan hasil analisis ragam, 
penambahan berbagai formulasi madu 
dalam minyak menunjukkan pengaruh 
yang sangat nyata (P<0,01) terhadap angka 
peroksida dalam sampel minyak. 

Tabel 2. Angka Peroksida pada formulasi 
madu dan UJBD  

Perlakuan

 
Angka peroksida 

(meq) 
Notasi 

Bc 0,2333±0,03 a 
Bb 0,3667±0,03 b 
Ac 0,3833±0,03 b 
Ba 0,5167±0,03 c 
Cc 0,5333±0,06 c 
Ab 0,5833±0,22 cd 
Cb 0,6833±0,03 d 
Aa 0,6833±0,03 d 
Ca 0,9833±0,03 e 

Keterangan:Notasi yang berbeda menunjukkan 
adanya perbedaan yang sangat nyata 
(P<0,01).  

Tabel 2 menunjukkan bahwa 
formulasi madu B memiliki aktivitas 
antioksidan tertinggi yang  ditunjukkan 
dengan rendahnya angka peroksida. 
Semakin besar konsentrasi formulasi madu 
yang ditambahkan dalam minyak maka 
angka peroksida akan mengalami 
penurunan. Minyak dengan penambahan 
formulasi madu apabila dibandingkan 
dengan sampel minyak kontrol juga 
menunjukkan angka peroksida sampel 
minyak kontrol cenderung semakin besar, 
sedangkan peningkatan angka peroksida 
dari sampel minyak dengan penambahan 
formulasi madu cenderung semakin 
rendah. Hal ini menandakan bahwa dalam 
sampel minyak kontrol terjadi reaksi 
berantai radikal. Adanya formulasi madu 
dalam sampel reaksi radikal ini dapat 
dihambat melalui reaksi antara senyawa 
radikal dengan senyawa yang terkandung 
dalam formulasi madu membentuk produk 
yang lebih stabil, sehingga laju reaksinya 
dapat diturunkan.  

KESIMPULAN  

Penambahan berbagai formulasi madu 
dalam minyak berpengaruh sangat nyata 
(P<0,01) terhadap angka peroksida dalam 
sampel minyak. Aktivitas antioksidan 
tertinggi pada formulasi madu B yang 
ditunjukkan dengan angka peroksida yang 
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paling rendah jika dibandingkan dengan 
angka peroksida dari formulasi madu A 
dan C.  

Berdasarkan penelitian ini dapat 
disarankan bahwa pengujian aktivitas 
antioksidan lebih lanjut dilakukan dengan 
menggunakan formulasi madu B atau 
dengan pengujian aktivitas antioksidan  
lebih lanjut secara langsung pada senyawa 
flavonoid, dengan perlakuan lama inkubasi 
yang berbeda-beda.   
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