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ABSTRACT

Heterotrigona itama honey is an alternative medicine that is often consumed directly. It is known to contain antiseptic
compounds which can inhibit bacterial activity. The aim of this study was to investigate the potential of stingless bee
honey (also known as kelulut) from Heterotrigona itama bees in the Calliandra plant area to inhibit the activity of
Escherichia coli bacteria in six months period (October 2022 — March 2023). To test the antibacterial properties of honey,
the agar diffusion method was used. This involved pouring nutrient agar media into a petri dish, allowing it to dry, making
a hole in the substrate, and adding a bacterial suspension. Samples were intensively tested for six months, with
chloramphenicol used as a positive control and aquades as a negative control. The results showed that stingless bee honey
from Heterotrigona itama was effective in inhibiting the growth of Escherichia coli bacteria. The antibacterial properties
of honey are influenced by the effect of predominant bioactive compounds.

Keyword: Antibacterial, E. coli, Heterotrigona itama, honey, six months
ABSTRAK

Madu Heterotrigona itama dikenal sebagai alternatif dalam pengobatan yang sering dijumpai dengan langsung
dikonsumsi. Kemampuan madu dalam menghambat aktivitas bakteri karena mengandung senyawa antiseptik. Penelitian
ini bertujuan untuk mengeksplorasi potensi madu lebah tanpa sengat (kelulut) Heterotrigona itama yang diternakkan pada
areal tumbuhan kaliandra dalam menghambat aktivitas bakteri Escherichia coli selama 6 bulan pengamatan (Oktober
2022 — Maret 2023). Penelitian ini menggunakan metode difusi agar untuk menguiji sifat antibakteri madu. Prosedur ini
meliputi penuangan media nutrient agar ke cawan petri dan dibiarkan mengering. Kemudian, dibuat lubang pada media
dan ditambahkan suspensi bakteri. Dilakukan pengujian pada sampel secara intensif selama enam bulan. Kloramfenikol
digunakan sebagai kontrol positif dan aquades sebagai kontrol negatif. Hasil menunjukkan bahwa madu lebah tanpa
sengat H. itama efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri E. coli. Sifat antibakteri madu dipengaruhi oleh efek
senyawa bioaktif yang dominan.

Kata kunci: Antibakteri, E. coli, Heterotrigona itama, honey

diare dan infeksi saluran kemih yang disebabkan
oleh bakteri Escherichia coli (Nor dkk., 2019).
Kemampuan madu dalam menghambat aktivitas
bakteri karena adanya kandungan senyawa
antiseptik yaitu hidrogen peroksida (Huda dkk.,

PENDAHULUAN

Lebah Heterotrigona itama atau yang sering
disebut lebah trigona memiliki ciri khas lebah tanpa
sengat atau kelulut (stingless bee). Sarang lebah ini

tetap dapat dipertahankan dari serangan predator
karena memiliki propolis (Wicandra, 2019). Madu
H. itama dikenal sebagai alternatif dalam
pengobatan yang sering dijumpai dengan langsung
dikonsumsi. Kebiasaan masyarakat yang kurang
memperhatikan kebersihan lingkungan sering kali
dapat menimbulkan berbagai gangguan kesehatan
sehingga manfaat madu ini sangat membantu
mengatasi  permasalahan  tersebut. Beberapa
diantaranya yaitu infeksi primer pada usus seperti
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2013).

Tumbuhan kaliandra merupakan tanaman obat
tradisional untuk mengobati berbagai infeksi.
Ekstrak tumbuhan kaliandra memiliki aktivitas
antimikroba salah satunya yaitu terhadap bakteri E.
coli (Nvau dkk., 2020). Tumbuhan kaliandra yang
memiliki potensi sebagai antibakteri ini yang
kemudian dijadikan lebah H. itama sebagai pakan
pokoknya. Adapun nektar diambil oleh lebah lalu
disimpan dalam sarang dan menjadi bahan utama
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produksi madu. Lebah sendiri memproduksi madu
sebagai cadangan makanannya. Lebah H. itama
diternakkan pada areal tumbuhan kaliandra untuk
mengetahui seberapa efektif kemampuan madu
dalam menghambat aktivitas bakteri khusunya pada
bakteri E. coli.

METODE PENELITIAN
Lokasi Penelitian

Penelitian ini dimulai dari pengambilan hingga
pengujian sampel. Pengambilan sampel dilakukan
di tempat budidaya lebah madu kelulut yaitu Desa
Lubuk Sawah, Kelurahan Mugirejo, Kecamatan
Sungai Pinang Kota Samarinda. Pengujian sampel
dilakukan di Laboratorium Kimia Hasil Hutan dan
Energi Terbarukan, Fakultas Kehutanan Universitas
Mulawarman.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini
adalah madu lebah kelulut Heterotrigona itama,
larutan aquades, larutan dragendorf, asam Klorida
(HCL), natrium hidroksida (NaOH), asam sulfat
(H2SO4), larutan Kkloroform, asam asetat
(CH3COOH), dan larutan molisch, nutrient agar,
dan glucose dan bakteri Escherichia coli.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini
adalah gelas ukur, gelas beaker, sarung tangan,
botol vial, spuit, kertas label, plastik wrapping,
alumunium foil, yellow dan blue tip, spatula, kawat
ose, penggaris, rak tabung, residu etanol, corong
kaca, timbangan analitik, kapas, tabung reaksi,
microtube, cawan petri, tabung reaksi, gelas beaker,
erlenmeyer, micropipet, UV-vis spectrometer,
autoclave, laminar air flow cabinet, hot plate,
incubator, cork borer, dan cutton swab.

Prosedur Penelitian
Uji Fitokimia

Pada pengujian fitokimia sampel madu H. itama
meliputi: uji alkaloid menggunakan pereaksi HCL
dan dragendorff, uji flavonoid menggunakan
pereaksi NaOH dan HCL, uji saponin menggunakan
pereaksi aquades dan HCL, uji triterpenoid dan
steroid menggunakan pereaksi CH3COOH dan
H2S04, uji karotenoid menggunakan pereaksi
kloroform dan H2SO4, uji kumarin menggunakan
pereaksi NaOH dan alkohol, uji tanin menggunakan
pereaksi CH3COOH, dan uji karbohidrat
menggunakan pereaksi Molisch dan H2SO4
(Syafrizal dkk., 2020).

Pembuatan Media

Pembuatan media agar menggunakan nutrient
broth, glukosa, dan agar. Semua bahan tersebut
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kemudian dihomogenkan dengan aquades dalam
gelas beaker. Larutan media tersebut kemudian
dipanaskan menggunakan hotplate sambal diaduk
menggunkan spatula atau bisa juga menggunakan
magnetic stirrer hingga mendidih kemudian
dilakukan sterilisasi.

Pembuatan Suspensi Bakteri

Suspense bakteri dilakukan dengan
memasukkan aquades steril kedalam isolate bakteri
kemudian kocok tabung tersebut. Larutan yang
dihasilkan kemudain diuji menggunakan UV-vis
spectrometer. Pengujian dilakukan berdasarkan
standar Mc. Farland 0,5.

Pengujian Antibakteri

Penelitian  ini  menggunakan  pengujian
antibakteri yang mengacu pada (Saputra dkk., 2021)
dengan sedikit modifikasi. Bakteri yang digunakan
pada pengujian ini yaitu Escherichia coli. Media NA
dituang ke dalam cawan petri steril sebanyak +20
ml dan dibiarkan hingga dingin (mengeras). Setelah
media mengeras, suspensi bakteri dimasukkan ke
dalam cawan petri berisi media agar menggunakan
mikropipet sebanyak 100 pl, kemudian dilabur
menggunakan cotton swab steril hingga rata dan
dibiarkan mengering. Sebanyak lima lubang
sumuran dibuat pada media dengan menggunakan
cork borer steril ukuran 5 mm.

Pengujian dilakukan dengan konsentrasi sampel
100% dengan kontrol positif berupa kloramfenikol
(konsentrasi akhir 10 pg/well) diteteskan kedalam
lubang sebanyak 20 pl, dan aquades 40% sebagai
kontrol negatif diteteskan kedalam lubang sebanyak
20 pl. Setiap lubang diisi dengan masing-masing
sampel sebanyak 20 pl. Ditutup rapat dan dibungkus
dengan menggunakan plastik wrapping. Kemudian
diinkubasi selama 18-24 jam dalam inkubator
dengan suhu 37°C. Data hasil pengujian antibakteri
dihitung berdasarkan rataan diameter dari tiga kali
pengulangan dalam satuan mm, yang selanjutnya
dibandingkan dengan kontrol positif. Zona hambat
pertumbuhan bakeri Escherichia coli ditunjukkan
dengan zona bening yang tampak pada sekitar
lubang sampel. Data hasil rata-rata dihitung dengan
menentukan  indeks  aktivitas dan  persen
penghambatan semua sampel pada konsentrasi
100%, menggunakan rumus berikut (Nasri dkk.,
2022):

Indeks aktivitas (Al) =

rata — rata diameter zona hambat sampel
rata — rata diameter zona hambat kontrol positif

Persen Penghambatan = Indeks aktivitas x 100%
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Berdasarkan Greenwood (1995) Kklasifikasi
respon penghambatan pertumbuhan bakteri adalah
sebagai berikut:
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Tabel 1. Klasifikasi Respon Penghambatan Pertumbuhan Bakteri

Diameter Daerah Hambatan (DDH)

Respon Penghambatan Pertumbuhan

> 20 mm
10-20 mm
5-10 mm
<5 mm

Sangat Kuat
Kuat
Sedang
Lemah

HASIL DAN PEMBAHASAN
Analisis Fitokimia

Hasil pengujian screening fitokimia sampel madu
H. itama pada setiap bulan pengujian menunjukkan
adanya senyawa alkaloid, flavonoid, kumarin, tanin,

dan karbohidrat. Didapatkan pula senyawa saponin
dan triterpenoid yang hanya terkandung dalam
sampel pada bulan januari. Sedangkan senyawa
steroid tidak ditemui pada semua sampel uji. Dari
hasil pengujian antibakteri yang telah dilakukan
didapatkan hasil sebagai berikut (Tabel 2):

Tabel 2. Fitokimia Madu Heterotrigona itama yang diternakkan pada Areal Tumbuhan Kaliandra selama 6

Bulan
No. Nama Sampel Alk Fla Sap Tri Ste Kar Kum Tan
1 Oktober 2022 + + - - - - + +
2 November 2022 + + - - - - + T
3 Desember 2022 + + - - - - + +
4 Januari 2023 + + + + - + + +
5 Februari 2023 + + - - - - + +
6 Maret 2023 + + - - - + + +

Ket: Alk(Alkaloid), Tri (Triterpenoid), Kum (Kumarin), Fla (Flavonoid), Ste (Steroid), Tan (Tanin), Sap (Saponin), Kar (Karotenoid)

Pengujian fitokimia yang dilakukan adalah
pengujian secara kualitatif dengan pengamatan pada
perubahan warna setelah diberikan pereaksi. Dapat
diketahui dalam Tabel 2 terdapat beberapa senyawa
bioaktif yang dominan. Senyawa tersebut yaitu
alkaloid, flavonoid, kumarin, dan tanin yang
ditemui pada madu tiap bulan. Saat ini belum ada
yang melaporkan secara lengkap selama 6 bulan
kondisi fitokimia dari propolis H. itama. Sarah dkk
(2022), melaporkan bahwa fitokimia propolis H.
itama yang diambil pada suatu waktu dari berbagai
tempat didominasi oleh alkaloid, flavonoid dan
kumarin. Perbedaan kualitas senyawa pada berbagai
sampel berdasarkan bulan ini dapat dipengaruhi
oleh kadar air maupun kadar gula yang berbeda.
Ketika kandungan air dan keasaman madu
meningkat,  kualitasnya  menurun.  Namun,
penurunan kandungan air juga menyebabkan
penurunan kualitas gula madu. Madu yang
mengandung lebih dari 17% air dan total kadar gula
kurang dari 83% rentan terhadap fermentasi yang
toleran terhadap yeast osmotoleran. Proses
fermentasi ini dapat menyebabkan madu menjadi

fermen selama penyimpanan, menghasilkan rasa
asam dan merusak madu. Perbedaan dalam rasio
tingkat air antara sampel dari berbagai bulan ini
dapat dipengaruhi oleh kedua elemen endogen
dalam koloni lebah madu, seperti jumlah koloni,
serta faktor eksogen meliputi faktor lingkungan dan
antropogenik. Faktor lingkungan ini mengacu pada
variasi kondisi iklim, musim, dan komposisi
vegetasi yang tersedia bagi lebah untuk dijadikan
pakan. Di sisi lain, faktor antropogenik mencakup
pengolahan madu selama panen, kemasan, dan
penyimpanan, serta praktik petani dalam
menambahkan sirup langsung ke madu (Fatimah
dkk., 2017). pengambilan sampel pada penelitian ini
dilakukan pada

Analisis Antibakteri

Hasil pengujian antibakteri pada sampel madu
H. itama menunjukkan aktivitas antibakteri dengan
adanya pembentukan zona hambat pada sekitar
lubang sumuran. Hasil pengukuran diameter zona
hambat aktivitas bakteri E. coli dapat dilihat pada
tabel 3.

Tabel 3. Hasil Pengukuran Zona Hambat Madu H. itama terhadap Bakteri E. coli

No. Sampel Rataan ATl (Indeks Persen Hambatan
(mm) Aktivitas) (%)
1 Oktober 9,556 0,465 46,488
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No. Sampel Rataan Al (Indeks Persen Hambatan
(mm) Aktivitas) (%)

kloramfenikol (+) 20,556

2 November 9,556 0,467 46,742
kloramfenikol (+) 20,444

3 Desember 8,667 0,417 41,712
kloramfenikol (+) 20,778

4 Januari 9,556 0,460 47,516
kloramfenikol (+) 20,111

5 Februari 8,889 0,442 44,200
kloramfenikol (+) 20,111

6 Maret 9,111 0,451 45,055

kloramfenikol (+) 20,222

Pada Tabel 3 dapat diketahui bahwa sampel
madu H. itama pada bulan Januari memiliki persen
hambat paling tinggi yaitu 47,516% dengan rata-
rata diameter zona hambat 9,556 mm. Adapun
persen hambat paling rendah yaitu 41,71% pada
sampel bulan desember dengan rata-rata diameter
zona hambat 8,667 mm. Hal tersebut menunjukkan
bahwa kemampuan madu Heterotrigona itama
dalam menghambat aktivitas bakteri Escherichia
coli tergolong dalam kategori sedang. Kontrol
negatif yaitu aquades menunjukkan pembanding
bahwa sampel madu memiliki aktivitas antibakteri.
Sedangkan kontrol positif berupa kloramfenikol
berperan sebagai pembanding karena bersifat
antibiotik sintetis. Sandika dan Suwandi (2017)
menyatakan bahwa Kloramfenikol menjadi pilihan
sebagai kontrol positif karena efektif, murah mudah
didapat, dan dapat diberikan secara oral.

Kemampuan madu dalam menghambat aktivitas
bakteri ditandai dengan adanya daerah bening yang
terbentuk disekeliling lubang sampel. Hal tersebut
karena adanya pengaruh dari senyawa bioaktif yang
terkandung dalam madu. Penelitian terdahulu yaitu
menurut Munte dkk. (2016) menyatakan bahwa
adanya senyawa yang dominan memberikan efek
terhadap pertumbuhan bakteri. Pada penelitian ini
ditemukan senyawa bioaktif yang dominan yaitu
alkaloid, flavonoid, kumarin, tanin, dan
karbohidrat. = Kemampuan  alkaloid  dalam
mengahambat bakteri dengan cara kerja berupa
merusak susunan penyusun peptidoglikan dan
berujung pada kematian sel. Senyawa flavonoid
memili sifat polar yang memudahkan madu H.
itama untuk menembus lapisan peptidoglikan.
Aktivitas  flavonoid ini  yang  kemudian
mengintervensi membran sitoplasma, penghambat
sintetis pada asam nukleat, metabolisme energi,
sinetis dinding sel, dan sintetis membrane sel
(Tansil dkk., 2016). Kumarin merupakan senyawa
bioaktif yang berpotensi dalam pembentukan
pigmen kulit, mempengaruhi Kkerja enzim,
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antimikroba dan menunjukkan aktivitas hambat
karsinogen (Kuspradini dkk., 2016). Kandungan
tanin dalam madu memberikan efek berupa reaksi
dengan membrane sel, inaktivasi enzim, dan
inaktivasi fungsi genetik (Pratiwi & Gunawan,
2018).

Aktivitas antibakteri madu dapat dipengaruhi
oleh kemampuan lebah mencari makan. Tumbuhan
yang dimanfaatkan sebagai sumber makanan lebah
merupakan penghasil nektar yang signifikan dalam
memenuhi kebutuhan nutrisinya. Selain itu, hal ini
tidak hanya berdampak pada komposisi kimia
madu, tetapi juga mempengaruhi viskositasnya.
Madu dengan kadar air yang lebih rendah
menunjukkan kualitas yang lebih unggul, karena
madu dengan kadar air yang lebih tinggi dapat
mempercepat  proses  fermentasi,  sehingga
menambah kerugian yang ditimbulkan pada
komponen madu (Mahani dkk., 2022).

Pada penelitian ini menunjukkan bahwa
membudidayakan madu pada areal kaliandra
memiliki keuntungan signifikan, yaitu kemampuan
untuk memperoleh hampir keseluruhan kandungan
senyawa metabolit sekunder. Hasil penelitian juga
menunjukkan bahwa kualitas senyawa paling
optimal dapat ditemukan pada bulan Januari,
sehingga melakukan panen pada periode tersebut
dapat dianggap sebagai waktu yang cocok untuk
memaksimalkan hasil budidaya madu.
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