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ABSTRACT

One form of honey adulteration is label adulteration for some premium haney such as uniflora honey from the
honeybee species Trigona sp. One of the analytical methods that are currently developing and hag the
potential to perform the classification of premium honey in Indonesia is the UV spectroscopy method. In this
study, an investigation was carried out on the effect of dilution on the performance of UV spectroscopy in the
process of classifying Indonesian honey with different honeybees. A total of 4 types of honey samples with 10
samples each were used in this study. The honey sample was then diluted using distilled water. Each type of
honey was given two dilution treatmerfg§) namely 1:20 (volume:volume) dilution of 5 samples and 1:40
(volume:volume) dilution of 5 samples. Spectral data were taken using a UV-visible spectrometer with a
wavelength of 190-1100 nm (Genesys™ 10S UV-Vis, Thermo Scientific USA) using the transmittance mode.
The results of spectra analysis generally show that the sample with a 1.20 dilution has a higla' absorbance
intensity for both the original and modified spectra. The PCA results for each dilution showed that the honey
samples could be separated into four different clusters for both 1:20 and 1:40 dilutions. The results of PCA
analysis using all samples showed that the honey samples were classified into eight different clusters showing
a significant effect of differences in honey sample dilution on the classification process of honey samples based
on differences in the types of honeybees.
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ABSTRAK

Salah satu bentuk pemalsuan madu adalah pemalsuan label untuk beberapa madu premium seperti madu
uniflora dari jenis lebah Trigona sp. Di antara beberapa metode analisis yang saat ini berkembang dan
potensial untuk klasifikasi madu premium di Indonesia adalah metode UV spectroscopy. Pada penelitian ini
dilakukan investigasi pengaruh pengenceran terhadap kinerja UV spectroscopy dalam proses klasifikasi madu
Indonesia dengan jenis lebah berbeda. Sebanyak 4 jenis sampel madu dengan jumlah masing-masing 10
sampel digunakan dalam penelitian ini. Sampel madu kemudian diencerkan menggunakan air distilasi.
Setiap jenis madu diberikan dua perlakuan pengenceran yaitu pengenc@ian 1:20 (volume:volume) sebanyak
5 sampel dan pengenceran 1:40 (volumewvolume) sebanyak 5 sampel. Spektrometer UV-visible (Genesys™
10S UV-Vis, Thermo Scientific, USA) digunakan untuk mengukur data spektra dengan menggunakan mode
transmitan di panjang gelombang 190-1100 nm. Hasil analisis spektra secara umum menunjukkan sampel
dengan pengenceran 1:20 memiliki intensitas absorbans yang lebih tinggi baik untuk spektra original
maupun spektra modifikasi. Hasil PCA (principal component analysis) untuk masing-masing pengenceran




menunjukkan sampel madu dapat terpisah menjadi empat kluster berbeda baik untuk pengenceran 1:20
maupun pengenceran 1:40. Hasil analisis PCA menggunakan semua sampel menunjukkan sampel madu
terklasifikasikan menjadi delapan kluster berbeda menunjukkan adanya pengaruh yang signifikan dari
perbedaan pengenceran sampel madu terhadap proses klasifikasi sampel madu berdasarkan perbedaan
jenis lebahnya.

Kata kunci: klasifikasi, lebah tak bersengat, PCA, pengenceran, uv-spectroscopy

Pendahuluan

Madu merupakan zat manis alami yang diproduksi oleh lebah madu dan biasa digunakan sebagai
m”lan pemanis (Spiteri et al., 2017). Madu memiliki kandungan gizi dan manfaat medis yang tinggi
dan merupakan satu-satunya bahan pemanis alami yang dapat digunakan manusia secara langsung
tanpa proses pengolahan sehingga saat ini merupakan salah satu produk pertanian penting dengan
nilai ekonomi tinggi (El Sohaimy et al., 2015). Kemponen utama madu adalah karbohidrat (70-80%
w/w). Karbohidrat ini umumnya terdiri atas glukosa (~31% w/w), fruktosa (~38% w/w) dan air (10-
20% w/w) (He et al, 2020). Secara umum kualitas madu sangat ditentukan oleh kondisi lingkungan
lebah, iklim, intensitas interaksi peternak dengan lebah, metode panen madu dan penyimpanan
madu (Wilczynska & Zak, 2020). Secara khusus, komposisi kimia dan karakteristik sensorik madu
seperti kandungan protein, karbohidrat, enzim, mineral dan kandungan asam organik lebih
ditentukan oleh jenis nektar yang dikumpulkan oleh lebah (Da Silva et al, 2016; Gok et al., 2015).
Saat ini berdasarkan asal nektar, madu dikelompokkan ke dalam madu uniflora (madu dengan
dominasi satu jenis nektar bunga) daranultiﬂora (madu dengan banyak jenis nektar bunga) di mana
secara umum madu uniflora memiliki harga lebih mahal dibandingkan madu multiflora (Sousa et al.,
2014).

Secara umum berdasarkan jenis lebah, madu dihasilkan oleh dua jenis lebah yaitu kelompok lebah
madu bersengat (sting bee) dan lebah madu tak bersengat (stingless bee). Contoh lebah madu
bersengat yang banyak dibudidayakan di Indonesia adalah dari kelompok Apis spp. yaitu lebah Apis
dorsata, Apis mellifera dan Apis cerana. Untuk lebah madu tidak bersengat yang umum
dibudidayakan sebagai penghasil madu adalah lebah Trigona spp. atau madu klenceng. Setiap jenis
lebah madu memiliki karakteristik sarang tersendiri yang menyebabkan keragaman mutu madu
berdasarkan perbedaan jenis lebah (Zuccato et al., 2017). Saat ini beberapa madu uniflora dari lebah
Trigona sp. dengan jumlah masih terbatas banyak digunakan di dalam proses pengobatan alami
seperti untuk pengobatan penyakit tumor, radang, infeksi, batu ginjal dan mempercepat
penyembuhan luka (Rao et al., 2016; Vit et al., 2012). Madu ini memiliki manfaat medis yang penting
karena pada umumnya mengandung beberapa senyawa biologik aktif seperti senyawa polifenol,
flavonoid, asam triterpenilﬁriterpenic acids), vitamin C dan beberapa senyawa polisakarida yang
berperan sebagai senyawa anti-oksidan, anti-kanker, anti-diabetes dan anti-obesitas (Ali et al., 2020).
Beberapa senyawa polifenol pada madu Trigona sp. dan diketahui memiliki efek anti-diabetes di
antaranya adalah quercetin, apigenin, luteolin, catechin, rutin, dan kaempferol (Amin et al, 2018).
Trigona sp. juga diketahui memiliki beberapa senyawa polifenol yang bermanfaat sebagai zat anti-
kanker seperti quercetin, apigenin, chrysin, dan luteolin (Hossen et al., 2017). Madu uniflora Trigona
sp ini juga diperdagangkan dengan harga yang sangat mahal dibandingkan madu dari lebah yang
lain (Vit et al., 2012).




Secara umum pemalsuan madu dapat dilakukan dengan dua cara yaitu pertama adalah
pengoplosan madu (honey adulteration) (madu asli dicampur dengan bahan bukan madu seperti
sirup) dan kedua adalah pemalsuan label madu (mislabeling) pada kemasan. Salah satu bentuk
pemalsuan madu yang saat ini sering terjadi adalah pemalsuan label untuk beberapa madu premium
seperti madu uniflora dari jenis lebah Trigona sp. Untuk mencegah hal tersebut ada dua jenis metode
analisis yang telah dievaluasi untuk uji keaslian beberapa madu premium. Pertama menggunakan
metode analisis berbasis pengukuran data spektra seperti menggunakan NIR spectroscopy (Yang et
al., 2020), mid infrared spectroscopy (Kasprzyk et al., 2018), Raman spectroscopy (Nickless et al,, 2014),
nuclear magnetic resonance spectroscopy (Spiteri et al., 2017) dan fluorescence spectroscopy (Ali et al,,
2020; Lin et al,, 2017). Kedua menggunakan metode analisis berbasis pengukuran data kromatografi
seperti HS-SPME-GC/MS dan UHPLC-PDA-MS/MS yang telah digunakan untuk uji keaslian madu
premium Manuka dari Selandia Baru (Beitlich et al., 2014). Secara umum kedua jenis metode analisis
tersebut baik yang berbasis pengukuran data spektra maupun data kromatografi bekerja dengan
cara mendeteksi perbedaan komposisi kimia pada madu asli dan madu yang telah dioplos. Sebagai
contoh, madu asli memiliki komposisi senyawa fruktosa dan glukosa dengan rasio yarmlnik untuk
setiap madu. Pengoplosan madu asli dengan cara menambahkan gula buatan seperti high fructose
corn syrup (HFCS) atau sirup jagung fruktosa tinggi telah mengubah rasio fruktosa dan glukosa pada
madu sehingga dapat dibedakan antara madu asli dan madu yang telah dioplos. Metode analisis
yang telah diujicobakan tersebut memiliki akurasi yang memadai untuk membedakan madu
premium dan madu biasa. Hanya saja proses aplikasinya di Indonesia terkendala dengan masih
mahalnya instrumentasi yang diperlukan dan keterbatasan sumber daya manusia terlatih untuk
menjalankan analisis tersebut.

Salah satu metode analisis yang saat ini berkembg dan potensial untuk uji keaslian madu
premium di Indonesia adalah metode UV spectroscopy. Saat ini di Indonesia, UV spectroscopy sudah
digunakan untuk uji keaslian kopi (Suhandy & Yulia, 2017; Yulia & Suhandy, 2017) dan teh (Suhandy
& Yulia, 2019a). Instrumentasi (spektrometer) UV secara umum memiliki beberapa kelebihan seperti
lebih murah, UV spectroscopy juga relatif mudah menjalankannya dan termasuk analisis yang ramah
lingkungan (bisa menggunakan pelarut air untuk persiapan sampelnya). Namun demikian, sebagian
besar instrumentasi UV spectroscopy saat ini dibuat dalam mode pengambilan spektra transmitan
yang memiliki kelemahan terutama saat penguman spektra sampel yang memiliki konsentrasi
tinggi (larutan pekat) (Suhandy & Yulia, 2019b). Salah satu cara mengatasi hal ini adalah dengan
melakukan proses pengenceran (dilution). Sampel madu yang terlalu pekat menghasilkan spektra
yang sangat noisy di mana sebagian besar cahaya diserap oleh sampel dan sangat sedikit sekali yang
diteruskan ke detektor. Pengenceran yang terlalu besar menyebabkan sampel madu menyerupai
referensi (reference) dan spektra yang dihasilkan mengandung sedikit sekali informasi sampel karena
sebagian besar cahaya diteruskan ke detektor. Sebagian besar sampel madu asal Indonesia adalah
sampel yang pekat dan membutuhkan proses pengenceran yang tepat untuk dapat diambil data
spektranya di daerah UV. Pada penelitian ini dilakukan investigasi pengaruh pengenceran sampel
madu terhadap kinerja UV spectroscopy dalam proses klasifikasi madu Indonesia dari empat jenis
lebah berbeda.

Bahan dan metode

Sampel madu




Sampel madu yang digunakan terdiri atas empat jenis madu dari empat jenis lebah yang berbeda
yaitu Apis cerana, Apis mellifera, Apis dorsata dan Trigona sp. Seluruh sampel merupakan madu
multiflora yang dipanen di tahun yang sama (2020) dan berasal dari 3 petemak madu berbeda di
provinsi Lampung dan Jawa Tenah. Sebanyak 10 sampel digunakan untuk setiap jenis madu. Secara
lengkap deskripsi sampel madu yang digunakan dapat dilihat di Tabel 1.

Tabel 1. Deskripsi sampel yang digunakan pada penelitian

Nama Sampel Asal Daerah Waktu Panen Jenis Lebah Jenis Sengat Jumlah sampel

Madu Cerana Sukadanfa, 25 September Apis cerana Bersengat 10
Lampung Timur 2020

Madu Trigona Lari:tfga:?r;ur 10 2;;c0)ber Trigona sp Tak Bersengat 10

Madu Mellifera Ba’?:ngg,;swa 15 S;g;eom ber Apis mellifera Bersengat 10

Madu Dorsata ngga:af:r;‘s’uar{g 3 Seg;;ronber Apis dorsata Bersengat 10

Persiapan sampel madu dengan beda pengenceraé

Seluruh sampel madu dipanaskan menggunakan water bath selama 30 menit dengan suhu 60°C
sebelum diencerkan (Frausto-Reyes et al., 2017). Hal ini dilakukan untuk meminimalkan kristalisasi
yang terjadi pada sampel madu. Sampel madu kemudian dikeluarkan dari water bath dan dibiarkan
di suhu ruang selama 30 menit kemudian diencerkan menggunakan air distilasi. Untuk pengukuran
data UV-vis, salah satu kendala yang dihadapi saat persiapan sampel adalah sampel madu yang
terlalu pekat karena menyebabkan sebagian besar cahaya akan diserap bahan dan hanya sedikit
cahaya diteruskan ke detektor dan ini menyebabkan terjadinya banyak noise pada spektra. Beberapa
rasio pengenceran telah diujicobakan saat pra penelitian yaitu dengan perbandingan sebagai
berikut: 1:20, 1:25, 1:30, 1:35 dan 1:40. Pengenceran di bawah 1:20 menyebabkan noise pada spektra
karena sampel madu masih terlalu pekat. Pengenceran di atas 1:40 berpotensi sampel madu tidak
bisa dibedakan dengan sampel referensi yaitu air distilasi karena sampel yang sudah terlalu encer.
Semakin besar rasio pengenceran menyebabkan warna sampel madu semakin cerah seperti dapat
dilihat di Gambar 1. Wama sampel madu menjadi mirip warna air distilasi mulai terjadi saat
pengenceran 1:25. Namun demikian, bentuk spektra untuk pengenceran 1:20 sampai 1:40 masih
identik dengan noise minimal dan menunjukkan adanya informasi sampel madu yang masih mungkin
terobservasi. Sehingga pada penelitian ini dilakukan evaluasi pengaruh 2 level pengenceran
(pengenceran paling rendah dan pengenceran paling tinggi) yang masih mungkin diperoleh dengan
noise yang minimal. Berdasarkan hal tersebut, setiap jenis madu diberikan dua perlakuan
pengenceran yaitu pengenceran 1:20 (volume:volume) sebanyak 5 sampel dan pengenceran 1:40
(volume:volume) sebanyak 5 sampel. Setelah itu, hasil pengenceran diaduk selama 10 menit
menggunakan pengaduk magnetik dengan kecepatan 1500 rpm (Ciblanc™, China).




Madu Apis cerana Madu Apis cerana
sebelum pengenceran setelah pengenceran 1:20

Gambar 1. Perbandingan warna sampel madu sebelum dan setelah pengenceran.

Pengukuran spektra sampel madu

Penmkuran spektra dilakukan dengan meneteskan 3 mL sampel madu yang telah diencerkan dan
diaduk ke dalam kuvet kuarsa berukuran 10 mm. Data spektra diukur atau dibaca menggunakan
spektrometer UV-visible pada panjang gelombang 190-1100 nm (Genesys™ 10S UV-Vis, Thermo
Scientific, USA) dengan menggunakan mode transmitan yaitu mengukur intensitas cahaya yang
gjteruskan ke detektor dengan cara membandingkan kondisi saat melewati sampel dan referensi.
Dan spektra disimpan dalam format file .csv dan diubah ke dalam format file .xIs kemudian diimpor
ke pengolah data the Unscrambler versi 9.8 (CAMO, Oslo, Norwegia) untuk analisis selanjutnya.

Analisis spektra dan PCA

Evaluasi pengaruh pengenceran terhadap proses klasifikasi sampel madu berdasarkan jenis
lebahnya dilakukan dengan dua level analisis. Level pertama adalah analisis data spektra baik untuk
spektra original maupun spektra modifikasi dengan melihat pengaruh pengenceran terhadap
intensitas absorbans yang dihasilkan. Level analisis kedua yaitu menggunakan PCA (principal
component analysis). Hasil analisis PCA ditampilkan dalam bentuk nilai skor dan nilai x-loadings. Nilai
skor PCA dapat menunjukkan seberapa dekat satu sampel dengan sampel yang lainnya dan
menghasilkan klusterisasi sampel. Sampel yang berada dalam kluster yang sama dapat diidentifikasi
nbagai sampel dengan karakteristik yang identik. Nilai x-loadings dapat memberikan informasi
kontribusi setiap panjang gelombang yang terlibat dalam proses klusterisasi sampel (Joliffe &
Morgan, 1992).

Hasil dan pembahasan
Analisis spektra original madu dengan beda pengenceran

Spektra original untuk madu Apis cerana dan Trigona sp. dengan beda pengenceran di interval
190-1100 nm dapat dilihat di Gambar 2. Secara umum spektra dengan noise tinggi dapat dilihat di
panjang gelombang 190-250 nm (area panjang gelombang cahaya ultra violet) khususnya di spektra
madu Trigona sp. yang dikenal juga sebagai noise frekuensi tinggi (high frequency noise). Dapat
dilihat bahwa spektra madu dengan pengenceran 1:20 memiliki informasi sampel yang lebih banyak
dengan intensitas absorbans yang lebih tinggi baik untuk madu Apis cerana maupun madu Trigona
sp. Hanya saja spektra kedua jenis madu tidak terlihat berbeda di panjang gelombang cahaya tampak
dan infra merah dekat (visible dan near infrared) di interval 400-1100 nm.
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Elambar 2. Spektra original sampel madu Apis cerana dan Trigona sp. dengan beda pengenceran di interval
190-1100 nm.
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Gambar 3. Spektra original sampel madu Apis mellifera dan Apis dorsata dengan beda pengenceran di interval
190-1100 nm.

Hasil yang sama diperoleh untuk madu Apis mellifera. Seperti terlihat di Gambar 3, spektra sampel
madu Apis mellifera untuk pengenceran 1:20 memiliki intensitas absorbans yang lebih tinggi
dibandingkan dengan sampel madu dengan pengenceran 1:40. Namun demikian, untuk spektra
madu Apis dorsata hasil yang berbeda diperoleh di mana sampel madu dengan pengenceran 1:40
memiliki nilai intensitas absorbans yang lebih tinggi dibandingkan spektra sampel madu dengan
pengenceran 1:20. Untuk saat ini belum dapat disimpulkan alag’l utama mengapa pola intensitas
absorbans untuk Apis dorsata berbeda dengan madu jenis lain dari Apis mellifera, Apis cerana dan
Trigona sp. Salah satunya adalah karena keterbatasan data yang dimiliki saat ini. Dengan hanya 5
sampel untuk tiap pengenceran, data tersebut sangat tidak memadai untuk menyimpulkan pola yang
berbeda tersebut terjadi karena variasi sampel saja atau bukan. Sehingga diperlukan pengambilan
data yang lebih banyak lagi khususnya untuk sampel Apis dorsata sehingga dapat diketahui lebih
jauh penyebab terjadinya perbedaan pola intensitas absorbans. Secara umum hasil yang diperoleh
menunjukkan secara spektroskopi, perbedaan pengenceran menyebabkan perbedaan dalam
intensitas absorbans yang dihasilkan. Sehingga pengenceran pada proses persiapan madu untuk




pengukuran UV spectroscopy dapat menjadi salah satu variabel yang harus diperhatikan dalam
pengukuran spektra sampel madu. Namun demikian, analisis spektra original memiliki kelemahan di
mana perbedaan intensitas absorbans yang terjadi bisa juga diakibatkan oleh faktor lain yang tidak
berhubungan dengan kondisi pengenceran seperti perbedaan baseline spektra dan lainnya. Untuk
itulah analisis spektra dilanjutkan dengan analisis spektra modifikasi untuk memberikan konfirmasi
pengaruh faktor pengenceran terhadap kualitas spektra madu yang dihasilkan.

Analisis spektra modifikasi madu dengan .beda pengenceran
3

Spektra modifikasi diperoleh dengan menggunakan tiga algoritma yaitu: moving average
smoothing dengan 7 segmen (MAS), standard normal variate (SNV) dan Savitzky-Golay first derivation
dengan jumlah segmen 7 dan ordo 2 (SG 1d). Tujuan dilakukan modifikasi data spekna original
menggunakan ketiga algoritma tersebut adalah untuk meminimalkan adanya noise yang tidak
berhubungan langsung dengan kondisi beda pengenceran sampel. Sebagai contohﬂflAS biasa
digunakan untuk menghilangkan adanya high frequency noise (Suhandy & Yulia, 2020). SNV dan SG
1d dapat digunakan untuk menghilangkan adanya perbedaan baseline pada data spektra (Suhandy
& Yulia, 2020). Spektra modifikasi sampel madu Apis cerana dan Trigona sp. ditunjukkan di Gambar
4. Seperti yang terlihat di Gambar 4, spektra sampel madu dengan pengenceran 1:20 memiliki
intensitas absorbans yang lebih tinggi dibandingkan dengan sampel pengenceran 1:40. Terdapat
satu puncak positif di panjang gelombang sekitar 260 nm dan satu puncak negatif di panjang
gelombang sekitar 290 nm untuk kedua sampel madu Apis cerana dan Trigona sp. yang
menunjukkan perbedaan intensitas absorbans yang diakibatkan oleh perbedaan pengenceran.
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Gambar 4. Spektra maodifikasi sampel madu Apis cerana dan Trigona sp. dengan beda pengenceran di interval
250-350 nm.

Plot spektra modifikasi sampel madu Apis mellifera dan Apis dorsata ditunjukkan di Gambar 5.
Hasil yang sama juga terlihat untuk kedua sampel madu tersebut. Secara umum spektra sampel
madu dengan pengenceran 1:20 lebih tinggi dibandingkan pengenceran 1:40. Puncak gelombang
positif dengan intensitas absorbans tinggi juga masih diidentifikasi di sekitar panjang gelombang
260 nm untuk Ag# mellifera dan Apis dorsata. Untuk puncak negatif, spektra sampel madu Apis
mellifera sedikit bergeser ke frekuensi yang lebih rendah yaitu sekitar panjang gelombang 300 nm.
Dari hasil analisis spektra modifikasi ini maka dapat dipastikan adanya pengaruh yang sangat




signifikan dari proses persiapan sampel yaitu tahap pengenceran sampel madu saat proses
pengambilan data spektra UV spectroscopy untuk uji keaslian madu Indonesia.
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Gambar 5. Spekira maodifikasi sampel madu Apis mellifera dan Apis dorsata dengan beda pengenceran di
interval 250-350 nm.

Hasil PCA

Identifikasi pengaruh beda pengenceran pada kualitas spektra sampel madu, selain dengan
menggunakan visualisasi intensitas absorbans maka dapat juga dilakukan dengan cara uji klusterisasi
menggunakan analisis PCA. Pada dasarnya sampel dengan pengukuran spektra tertentu yang
terletak dalam satu kluster di dalam PCA bisa dianggap memiliki kesamaan (similarity) secara
spektroskopi. Artinya jika sampel dengan beda pengenceran terletak dalam kluster yang sama
menunjukkan secara spektroskopi, beda pengenceran tidak berpengaruh terhadap data spektra yang
dihasilkan. Sebaliknya jika sampel dengan beda pengenceran terletak dalam kluster yang berbeda
menunjukkan secara spektroskopi, beda pengenceran memiliki pengaruh terhadap data spektra
yang dihasilkan.

Gambar 6 menunjukkan hasil analisis PCA (dalam bentuk plot nilai skor dua PC pertama) untuk
sampel madu dengan pengenceran 1:20 dan 1:40 menggunakan spektra modifikasi di interval 250-
350 nm. Dengan menggunakan data sampel dengan kondisi pengenceran yang sama maka sampel
berhasil dikelompokkan berdasarkan jenis lebahnya. Penentuan jumlah minimal PC yang terlibat
dalam analisis PCA ditentukan berdasarkan kriteria nilai cumulative percent variance (CVP) yaitu
sebesar lebih dari 70-85% (CPV > 70-85%) (Hu et al,, 2018; Hu et al.,, 2019). Untuk pengenceran 1:20
misalnya dengan PC1=72% dan PC2=19% dengan CPV sebesar 91%, empat jenis sampel madu dari
empat jenis lebah dapat dikelompokkan ke dalam 4 kluster yang berbeda. Madu Apis dorsata dan
Trigona sp. terletak di PC1 negatif sedangkan madu Apis cerana dan Apis mellifera terletakai PC1
positif. Untuk pengenceran 1:40, hasil yang sama juga berhasil diperoleh di mana 4 jenis sampel
madu dapat dikelompokkan ke dalam 4 kluster berbeda sesuai dengan jenis lebahnya. Hanya saja
apabila dibandingkan antara pengenceran 1:20 dan 1:40 maka klusterisasi sampel madu di
pengenceran 1:20 terlihat lebih baik di mana jarak antar kluster terlihat lebih besar dibandingkan
dengan klusterisasi pada pengenceran 1:40. Madu Trigona sp. sebagai madu dari lebah tak bersengat
juga terlihat lebih bisa dibedakan dengan tiga madu dari lebah bersengat yaitu Apis dorsata, Apis
mellifera dan Apis cerana. Hal ini berkorelasi dengan intensitas absorbans pada spektra dengan

pengenceran 1:20 yang lebih tinggi. Ini menunjukkan spektra dengan pengenceran 1:20 memiliki




lebih banyak informasi sampel yang berhasil dikumpulkan sehingga lebih unggul dalam proses

klusterisasi sampel.
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Gambar 6. Plot nilai skor hasil analisis PCA untuk pengenceran 1:20 dan 1:40 menggunakan spektra modifikasi
di interval 250-350 nm.
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Gambar 7. Hasil analisis PCA dalam bentuk plot skor PC1xPC2 untuk seluruh sampel menggunakan spektra
modifikasi di interval 250-350 nm.

PCA juga dihitung untuk seluruh sampel (gabungan pengenceran 1:20 dan 1:40) untuk
mengevaluasi pengaruh pengenceran terhadap proses pemisahan sampel madu dari empat jenis
lebah berbeda. Hasilnya ditunjukkan di Gambar 7 dengan nilai PC1=74% dan PC2=16% (CPV=90%).
Dapat dilihat bahwa sampel madu kemudian terkelompokkan menjadi 8 kluster berdasarkan beda
pengenceran dan beda jenis lebah. Sebagai contoh, sampel madu Apis dorsata untuk pengenceran
1:20 dan pengenceran 1:40 terpisah cukup sangat jauh. Meskipun keduanya memiliki nilai PC1




negatif tapi dari nilai skor PC2, kedua sampel berbeda di mana madu Apis dorsata dengan
pengenceran 1:20 berada di PC2 positif (PC2 > 0) dan madu Apis dorsata dengan pengenceran 140
berada di PC2 negatif (PC2 < 0). Hasil yang sama juga teridentifikasi untuk sampel madu Apis cerana
dan madu Apis mellifera. Hasil ini menunjukkan pengaruh pengenceran sampel madu terhadap
kualitas data spektra sangat signifikan. Perbedaan data spektra ini pada akhirnya sangat
mempengaruhi keberhasilan proses uji keaslian sampel madu berdasarkan jenis lebahnya.

Plot nilai x-loadings hasil analisis PCA ditampilkan di Gambar 8 untuk mengidentifikasi variabel
panjang gelombang yang paling kontributif terhadap proses pemisahan sarn:el madu berdasarkan
beda pengenceran dan jenis lebah. Pada PC1 terdapat satu puncak positif dengan nilai x-loadings
tinggi yaitu di ijang gelombang 295 nm. Pada PC2 terdapat satu puncak positif dan satu puncak
negatif dengan nilai x-loadings tinggigitu di panjang gelombang 275 nm dan 305 nm. Panjang
gelombang dengan x-loadings tinggi tersebut berkorelasi dengan absorbansi beberapa senyawa

penting madu seperti senyawa benzoic, salicylic dan aryl-alyphatic acids (Dimitrova et al.,, 2007).
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Gambar 8. Plot nilai x-loadings hasil analisis PCA thtuk seluruh sampel menggunakan spektra modifikasi di

interval 250-350 nm.
Kesimpulan

Hasil penelitian menunjukkan pengaruh pengenceran yang signifikan terhadap intensitas
absorbans sampel madu. Fenomena ini secara umum terlihat di seluruh sampel madu dari empat
jenis madu yang digunakan. Perbedaan intensitas absorbans dari dua macam pengenceran juga
teridentifikasi baik untuk spektra original maupun spektra modifikasi di mana pengenceran 1:20
menghasilkan intensitas absorbans lebih tinggi. Hasil analisis juga mengkorfirmasi adanya pengaruh
pengenceran terhadap kualitas spektra yang dihasilkan. Untuk sampel madu dengan pengenceran
seragam, UV spectroscopy berhasil mengklasifikasi sampel madu sesuai dengan jenis lebahnya baik
untuk pengenceran 1:20 maupun pengenceran 1:40. Namun, UV spectroscopy gagal
mengelompokkan sampel madu sesuai dengan jenis lebahnya ketika sampel madu dengan dua
pengenceran digabung. Hasil penelitian ini juga menunjukkan pengenceran 1:20 dapat




d'\reke\endasikan untuk pengukuran spektra sampel madu untuk empat jenis madu di Indonesia
yaitu Apis cerana, Apis mellifera, Apis dorsata dan Trigona sp.
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