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RINGKASAN 

 

FAJAR OKTA UNDARI. Analisis Fisikokimia dan Aktivitas Antibakteri Madu 

Hutan Timor terhadap Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus. Dibimbing 

oleh HADRI LATIF dan MIRNAWATI BACHRUM SUDARWANTO. 

 

 Kemunculan bakteri yang resistan terhadap antibiotik telah menjadi perhatian 

dunia. Madu yang dikenal akan kemampuannya sebagai antimikrob diharapkan bisa 

menjadi alternatif untuk mengatasi masalah tersebut. Aktivitas antimikrob madu 

dikaitkan dengan sifat fisikokimia madu berupa kadar air dan aktivitas air yang 

rendah. Kandungan hidrogen peroksida (H2O2) dan senyawa fitokimia seperti 

flavonoid juga memengaruhi kemampuan antibakteri madu. Pinocembrin dan 

kaempferol merupakan senyawa flavonoid yang ditemukan dalam madu serta 

dikenal karena kemampuannya sebagai antimikrob. Penelitian yang mengkaji 

tentang sifat fisikokimia, senyawa antibakteri dan aktivitas antibakteri madu hutan 

Timor terhadap bakteri yang resistan antibotik masih sangat terbatas, oleh karena 

itu penelitian ini bertujuan menganalisis sifat fisikokimia, H2O2, pinocembrin, dan 

kaempferol, serta menguji aktivitas antibakteri madu hutan Timor terhadap bakteri 

Multidrug-Resistant (MDR).  

 Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium dengan 

teknik  pengambilan sampel secara purposif. Sampel berupa madu hutan asal Pulau 

Timor yang dipanen pada bulan September 2022. Masing-masing sampel diambil 

dari 7 koloni yang berbeda. Isolat bakteri yang digunakan untuk mengetahui 

aktivitas antibakteri madu hutan Timor adalah Methicillin-Resistant Staphylococcus 

aureus (MRSA) ATCC strain No. 43300. Penelitian ini terdiri dari 3 tahap  yaitu 1) 

tahap pengujian fisikokimia, 2) tahap pengujian H2O2, pinocembrin dan 

kaempferol, dan 3) tahap pengujian aktivitas antibakteri madu terhadap bakteri 

MRSA. 

 Metode pemanenan madu mengacu pada SNI 8664:2018. Madu dimasukkan 

ke dalam botol kaca disimpan di tempat yang gelap, pada suhu ruangan. Pengujian 

kadar air, aktivitas air, dan pH madu dilakukan dengan menggunakan 

refraktometer, aw-meter dan pH meter secara berturut-turut. Kuantifikasi H2O2 

dilakukan dengan menggunakan peroxide test strips. Ekstraksi senyawa 

pinocembrin dan kaempferol menggunakan metode ekstraksi fase padat dan 

dikarakterisasi menggunakan High Performance Liquid Chromatography-Diode 

Array Detector (HPLC-DAD). Uji aktivitas antibakteri madu hutan Timor terhadap 

MRSA dilakukan dengan metode difusi cakram sesuai prinsip kerja metode Kirby-

Bauer dengan vankomisin digunakan sebagai kontrol positif. Cakram kosong steril 

dengan diameter 6 mm dijenuhkan dengan madu sebanyak 1 mL selama 12–24 jam 

sebelum digunakan dalam uji aktivitas antibakteri. Data hasil pengujian terkait sifat 

fisikokimia, kadar H2O2, pinocembrin dan kaempferol dianalisis dengan uji 

pendugaan rata-rata. Sedangkan data terkait daya hambat madu hutan Timor 

terhadap MRSA dianalisis menggunakan uji-t dua sampel.  

 Rata-rata kadar air madu hutan Timor pada sampel madu hutan Timor adalah 

17,52%, dengan selang kepercayaan 95% antara 14,5%–20,6%. Kadar air madu 

hutan Timor telah memenuhi syarat SNI 8664:2018 dan Codex Alimentarius 

Commission Standards. Rata-rata aktivitas air pada sampel madu hutan Timor 

adalah 0,6, dengan selang kepercayaan 95% antara 0,59–0,61. Hal ini menunjukkan 
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bahwa dengan tingkat kepercayaan 95%, rata-rata aktivitas air dalam populasi madu 

hutan Timor berada pada rentang tersebut. Aktivitas air madu hutan Timor yang 

rendah menjadi salah satu faktor penentu aktivitas antibakterinya, karena sebagian 

besar bakteri tumbuh optimal pada aw 0,91. Rata-rata pH pada sampel madu hutan 

Timor adalah 4,18, dengan selang kepercayaan 95% antara 3,88–4,48. Keasaman 

madu menjadi faktor penting dalam aktivitas antibakterinya, karena sebagian besar 

bakteri tumbuh pada kisaran pH 6,5–7,5. 

 Rata-rata konsentrasi H2O2 pada sampel madu hutan Timor adalah 109,1 

µmol/L, dengan selang kepercayaan 95% antara 65,54–152,66 µmol/L. Hasil 

pengujian menunjukkan bahwa kandungan H2O2 pada madu hutan Timor 

bervariasi. Faktor yang memengaruhi kandungan H2O2 adalah kondisi 

penyimpanan, pemrosesan, kesehatan dan pakan koloni lebah, serta substansi lain 

dalam madu yang bisa mengurai H2O2. Rata-rata konsentrasi pinocembrin pada 

sampel madu hutan Timor adalah 2,2 mg/100 g, dengan selang kepercayaan 95% 

antara 0,44–3,96. Kandungan pinocembrin pada madu hutan Timor relatif tinggi 

jika dibandingkan dengan kadar pinocembrin madu Belgia dan madu Swiss. Rata-

rata konsentrasi kaempferol pada sampel madu hutan Timor adalah 1,7 mg/100 g, 

dengan selang kepercayaan 95% antara 1,05–2,35. Rata-rata konsentrasi 

kaempferol madu hutan Timor juga berada di atas rata-rata konsentrasi kaempferol 

yang tercantum di database USDA tahun 2011. Daya hambat madu hutan Timor 

dan vankomisin terhadap MRSA tidak berbeda nyata dengan rata-rata diameter 

zona hambat 13,93±0,23 mm untuk madu hutan Timor dan 14,33±0,05 mm untuk 

vankomisin. Aktivitas antibakteri tersebut dikaitkan dengan sifat fisikokimia dan 

senyawa antibakteri alami yang terkandung dalam madu. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa madu hutan Timor memiliki sifat 

fisikokimia dan kandungan senyawa yang mendukung aktivitas antibakteri. 

Efektivitasnya sebanding dengan vankomisin, sehingga berpotensi sebagai agen 

alternatif dalam mengatasi resistansi antibiotik. 

 

Kata kunci : antibakteri, fisikokimia, fitokimia, madu hutan Timor, MRSA 
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SUMMARY 

 

FAJAR OKTA UNDARI. Physicochemical Analysis and Antibacterial Activity of 

Timor Forest Honey Against Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus. 

Supervised by HADRI LATIF and MIRNAWATI BACHRUM SUDARWANTO. 

  

 The emergence of antibiotic-resistant bacteria has become a global concern. 

Honey has the potential to serve as an alternative agent in combating antibiotic 

resistance. Its antimicrobial activity, is attributed to various factors, including its 

physicochemical characteristics such as low water content and water activity as well 

as the presence of hydrogen peroxide (H₂O₂) and phytochemical compounds such 

as flavonoids. Among these, pinocembrin and kaempferol are flavonoid compounds 

found in honey that have been reported to exhibit antimicrobial effects. However, 

research on the physicochemical properties, antibacterial compounds, and 

antibacterial activity of Timor forest honey against antibiotic-resistant bacteria 

remains very limited. Therefore, this study aimed to determine the physicochemical 

properties, H2O2, pinocembrin, kaempferol and antimicrobial activity of Timor 

forest honey against Multidrug-Resistant (MDR) bacteria. 

 This research was a laboratory experimental research employing purposive 

sampling technique. The samples consisted of Timor forest honey from Timor 

Island, harvested in September 2022. Each sample was obtained from 7 colonies. 

The bacterial isolate used to evaluate antibacterial activity of Timor forest honey 

was Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC strain No. 43300. 

The research was conducted in 3 stages : 1) physicochemical analysis, 2) analysis 

of H2O2, pinocembrin and kaempferol, and 3) antibacterial activity of Timor forest 

honey against MRSA. 

 Honey harvesting method referred to Indonesian National Standard (SNI 

8664:2018). Honey was placed in glass bottles and stored in dark place at room 

temperature. Moisture content, water activity, and pH of honey were measured 

using a refractometer, water activity meter, and pH meter, respectively. 

Quantification of H₂O₂ was carried out using peroxide test strips. Pinocembrin and 

kaempferol compounds were extracted using the solid-phase extraction method and 

characterized using High-Performance Liquid Chromatography with a Diode Array 

Detector (HPLC-DAD). 

The antibacterial activity against MRSA was evaluated using disc diffusion 

method based on Kirby-Bauer protocol, with vancomycin as the positive control. 

Sterile blank discs (6 mm in diameter) were saturated in 1 mL of honey for 12-24 

hours prior to use in the antibacterial activity test. Data on physicochemical 

properties, H₂O₂ content, pinocembrin and kaempferol were analyzed using mean 

estimation test, while the inhibition zone diameter data were analyzed using two-

sample t-test. 

 The average moisture content of Timor forest honey samples is 17,52%. with 

a 95% confidence interval ranging from 14,5% to 20,6%. This value complies with 

the requirements of SNI 8664:2018 and the Codex Alimentarius Commission 

Standards. The average water activity (aw) of the samples was 0,6, with a 95% 

confidence interval ranging from 0,59–0,61. The low water activity of Timor forest 

honey is one of the key factors contributing to its antibacterial activity, as most 

bacteria grow optimally at a water activity of 0,91. The average pH of the samples 
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was 4,18, with a 95% confidence interval ranging from 3,88–4,48. The acidity of 

honey is an important factor in its antibacterial activity, as most bacteria grow 

within a pH range of 6,5–7,5.  

 The average concentration of H₂O₂ of the samples is 109,1 µmol/L. with a 

95% confidence interval ranging from 65,5 µmol/L to 152,66 µmol/L. The results 

indicate considerable variation in H₂O₂ content, which may be influenced by storage 

and processing conditions, the health and nutrition of bee colonies, and the presence 

of substances in honey that can degrade H₂O₂. The average pinocembrin 

concentration of the samples is 2,2 mg/100 g with a 95% confidence interval 

ranging from 0,44 mg/100 g to 3,96 mg/100 g, which is relatively high compared 

to levels reported in Belgian and Swiss honey. The average kaempferol 

concentration in Timor forest honey is 1,7 mg/100 g with a 95% confidence interval 

ranging from 1,05 mg/100 g to 2,35 mg/100 g, exceeding the average values listed 

in USDA 2011 database. 

The inhibition zone produced by Timor forest honey and vancomycin against 

MRSA were not significantly different with average diameters of 13,93 ± 0,23 mm 

and 14,33± 0,05 mm, respectively. The antibacterial activity of Timor forest honey 

is attributed to its physicochemical properties and the presence of bioactive 

compounds.The results indicate that Timor forest honey possesses physicochemical 

properties and bioactive compounds that contribute to its antibacterial activity. Its 

effectiveness highlights its potential as a natural alternative to combat antibiotic-

resistant bacteria. These findings highlight its potential as a natural alternative for 

combating antibiotic-resistant bacteria. 

 

Keywords: antibacterial, MRSA, physicochemical, phytochemical, Timor forest 

honey 
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