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ABSTRACT: Honey is a complex mixture that contains nutrients and bioactive composition and chemical 

composition that is needed by the human body. Honey is also rich in antioxidants because it is prone to 

falsification given its many properties. This study discusses the chemical and nutritional profiles and the 

observation of counterfeiting in honey using the infrared septicroscopy method. The honey used is obtained 

from providers of native honey from Kalimantan forests with 3 kinds of honey brands, namely Mahuka A 

(MHA), Mahuka B (MHB) and Mahuka C (MHC). Tests of chemical and nutritional profiles included Water 

content, ash content, protein content, fat content and calcium levels followed by honey counterfeiting 

observation using the Fourier Transform Infrared (FTIR) method with a combination of Partial least square (PLS) 

calibration model and Principle Component Regression (PCR). The results of all honey samples have varying 

values in the water content between 26.75 - 31.00%. Ash content of 0.10 -0.16%. Protein content 0.24 - 0.88% fat 

content 0.08 -0.44% carbohydrate content. Observation of FTIR honey counterfeiting is used to replace the 

authenticity of Honey (MH). FTIR combined with Partial Least Square (PLS) was optimized in the subsequent 

testing of a mixture of sucrose (MCS) with native honey (MH). Calibration models were taken in a combination 

of regions 1423 - 1825 cm-1. A high coefficient of determination (R2) of 0.9960 with a calibration value (RMSEC) 

of the root error of the square root low of 0.0898% v / v was successfully understood in the MHA on the PLS 

model. high R2 values and low RMSEC and RMSEP values on calibration and validation assessments with both 

accuracy and precision models used. 

Keywords: forest honey; authentication; ATR-FTIR; chemometrics; sugar; east kalimantan 

Abstrak: Madu merupakan campuran kompleks yang mengandung nutrisi dan komposisi bioaktif serta 

komposisi kimiawi yang dibutuhkan oleh tubuh manusia. Madu juga kaya akan antioksidan karena rentan 

terhadap pemalsuan mengingat banyaknya khasiat madu. Penelitian ini membahas profil kimia dan nutrisi serta 

pengamatan pemalsuan pada madu dengan metode spektroskopi inframerah. Madu yang digunakan diperoleh 

dari penyedia madu asli hutan Kalimantan dengan 3 macam merk madu yaitu Mahuka A (MHA), Mahuka B 

(MHB) dan Mahuka C (MHC). Pengujian profil kimia dan nutrisi meliputi kadar air, kadar abu, kadar protein, 

kadar lemak dan kadar kalsium dilanjutkan dengan pengamatan pemalsuan madu menggunakan metode 

Fourier Transform Infrared (FTIR) dengan kombinasi model kalibrasi Partial Least Square (PLS) dan Principle 

Component Regresi (PCR). Hasil dari semua sampel madu memiliki nilai kadar air yang bervariasi antara 26,75 – 

31,00%, kadar abu 0,10 – 0,16%, kadar protein 0,24 - 0,88%, dan kadar lemak 0,08 – 0,44%. Pengamatan 
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pemalsuan madu secara FTIR digunakan untuk mengembalikan keaslian madu (MH). FTIR yang 

dikombinasikan dengan PLS dioptimalisasi dalam pengujian selanjutnya dari campuran sukrosa (MCS) dengan 

madu asli (MH). Model kalibrasi telah diambil pada kombinasi wilayah 1423 – 1825 cm-1. Koefisien determinasi 

(R2) yang tinggi sebesar 0,9960 dengan nilai kalibrasi (RMSEC) dari akar kesalahan pada akar kuadrat rendah 

sebesar 0,0898% v/v berhasil diketahui dalam MHA dengan model PLS. Nilai R2 tinggi serta nilai RMSEC dan 

RMSEP rendah pada kalibrasi dan penilaian validasi dengan model akurasi dan presisi.  

Kata kunci: madu hutan; autentikasi; ATR-FTIR; kemometrik; gula; kalimantan timur 

 

1. PENDAHULUAN 

Madu adalah cairan manis alami lebah setelah mengonsumi nektar bunga dan bahan-bahan 

manis lain dari tumbuhan. Madu merupakan campuran kompleks yang mengandung nutrisi dan 

senyawa bioaktif seperti karbohidrat (terutama fruktosa dan glukosa), enzim, protein, asam-asam 

amino, asam-asam organik, mineral, vitamin, bahan aromatik, polifenol, pigmen, lilin dan polen 

yang berkontribusi pada warna, aroma dan rasa [1]. Komposisi dan kualitas madu sangat beragam 

dan tergantung pada sumber nectar tumbuhan, lokasi, musim dan iklim, jenis pengolahan dan 

penyimpanan [1,2]. Madu mempunyai kandungan senyawa kimia yang sangat dibutuhkan tubuh 

manusia. Madu juga diketahui kaya akan antioksidan dan sejumlah kecil asam organic [3]. Keasaman 

ini tak terasa karena ditutupi oleh kandungan gula yang sangat besar, tetapi madu tetap tergolong 

sebagai makanan yang bersifat asam [4,5]. Selain itu madu juga memiliki karakteristik fisikokimia 

dan mikrobiologis yang dapat digunakan sebagai acuan kualitas yang ada pada madu. Berbagai 

penelitian telah dilakukan untuk mengetahui kualitas suatu madu tertentu [6-8]. Di Indonesia 

standar kualitas mutu madu sudah diatur pada SNI 3545:2013 [12].  

Saat ini cukup banyak oknum tidak bertanggung jawab yang membuat madu tiruan. Madu 

tiruan merupakan madu namun tidak diolah atau tidak bersumber dari lebah. Madu tiruan tersebut 

secara sepintas sulit dibedakan dari yang asli [9,10]. Madu tiruan atau madu sintetik diolah dengan 

campuran beberapa bahan seperti glukosa, gula pasir, flavor buah dan zat warna, dan terkadang 

cukup berpotensi untuk membahayakan kesehatan manusia. Madu tiruan tidak mengandung enzim 

dan tidak mengandung vitamin dan mineral sehingga berbeda dengan komposisi madu murni. Di 

Eropa pemalsuan madu menggunakan sirup gula inversi, sirup jagung, sirup maple, gula tebu, gula 

beet, molasse, dan sebagainya [11]. Bagi masyarakat awam tidaklah mudah menentukan keaslian 

madu. Banyak metode-metode praktis yang berkembang dari mulut ke mulut yang diyakini bisa 

membantu memilih madu yang asli [13]. Metode tersebut perlu ditelaah lebih lanjut untuk 

mengetahui kebenarannya. Penelitian ini merupakan penelitian pendahuluan untuk melakukan 

validasi terhadap metode-metode tradisional dalam menentukan keaslian madu yang dilakukan dan 

dianggap praktis oleh masyarakat. Sebagai pembanding dilakukan juga analisis secara kimia (kadar 

abu, padatan tak larut dalam air, keasaman). 

Spektroskopi inframerah menggunakan reflektansi total yang dilemahkan (FTIR-ATR) 

digunakan sebagai metode otentikasi karena mempunyai tingkat kepekaan dan akurasi serta 

kecepatan pengujian [14]. Metode ini membutuhkan jumlah sampel yang kecil dan tidak 

memerlukan waktu yang lebih untuk persiapan analisis serta dapat diterapkan pada kondisi sampel 

(padat, gel, cair bahkan gas) [15]. Penelitian ini bertujuan untuk melihat profil kimia serta identifikasi 

pemalsuan madu dengan menggunakan fourier transform infra red dengan kombinasi kalibrasi 
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multivariate Partial least square dan principle component regression. Kombinasi spektroskopi FTIR dan 

kalibrasi multivarian dari partial least square (PLS) kalibrasi telah pada beberapa penelitian 

diantaranya analisa curcumin, pengujian pemalsuan avocado oil, autentifikasi red fruit [15-17]. 

 

2. BAHAN DAN METODE 

2.1. Bahan 

Madu yang digunakan diperoleh dari penyedia madu asli dari hutan di Kalimantan Timur 

dengan 3 macam merek Mahuka A (MHA), Mahuka B (MHB) dan Mahuka C (MHC). Bahan-bahan 

yang digunakan untuk analisis lainnya adalah kualitas pro-analisa yang diproduksi oleh E. Merck 

(Darmstat Germany). Analisis pemalsuan madu menggunakan seri konsentrasi antara sukrosa dan 

madu seperti yang terlihat dalam Tabel 1. Sukrosa (gula): 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 

70, dan 75 %. Madu dimasukkan ke dalam 15 buah botol vial, masing-masing dengan volume 

sebanyak 2000 µL, kemudian ditambahkan larutan sukrosa dengan variasi konsentrasi ke dalam 

botol vial masing-masing sebanyak 100 µL dan divorteks selama 30 detik. Masing-masing sampel 

dianalisis dengan FTIR spectrophotometer (Nicolet 6700, Thermo Nicolet Corp. Madison, WI) dan 

analisis autentikasi dilakukan menggunakan TQ Analyst Software. 

Tabel 1. Seri konsentrasi larutan sukrosa dalam madu asli 

No % content* 

Honey Sucrose 

1 95 0.238 

2 95 0.476 

3 95 0.714 

4 95 0.952 

5 95 1.190 

6 95 1.429 

7 95 1.667 

8 95 1.905 

9 95 2.143 

10 95 2.381 

11 95 2.619 

12 95 2.857 

13 95 3.095 

14 95 3.333 

15 95 3.571 

2.2. Penentuan kadar abu 

Krus porselen kosong ditimbang dan dicatat beratnya (A) kemudian sampel homogen 

ditimbang dan dimasukkan dalam krus porselen (berat B). Krus porselen ditutup dan dimasukkan 

dalam furnace, lalu dipanaskan pada suhu 60000C selama 8 jam (jadi abu), hingga berat konstan. 

Masukkan ke dalam desikator dan ditimbang (D). Kadar abu dihitung dengan rumus : 
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𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝐴𝑏𝑢 =
(D − A)

𝐵
𝑥 100% 

Keterangan:  

- D = bobot sampel sebelum diabukan (g) 

- A = bobot sampel + cawan setelah diabukan (g) 

- B = bobot cawan kosong (g) 

2.3. Penentuan kadar air 

Menyiapkan refraktometer dengan lap tissue bagian prisma dan day light plate (kaca) hingga 

bersih dan kering. Sampel diteteskan 1-3 tetes pada prisma lalu ditutup dengan day light plate. Skala 

dibaca dan dicatat (satuan obrix). Kadar air sampel dihitung dengan rumus: 

Kadar Air = (100 – kadar gula) % 

2.4. Penentuan kadar protein  

Sampel ditimbang  ±1 g dan di masukkan ke dalam tabung Kjedahl dan ditambah  3,5 g  

K2SO4 ,  0,1 g CuSO4.5H2O dan 12 ml H2SO4(p). Tabung dipanaskan dalam almari asam pada 

instrumen Automatic Digestion Unit. Hasil dekstruksi dipindahkan dalam Automatic Distillation and 

Titration System. Semua reagen H3BO3 4%, NaOH 35%, HCl 0,2 N, dan aquadest telah tersedia. 

Kemudian dilakukan analisis destilasi dan titrasi pada alat. 

2.5. Penentuan kadar lemak 

Sampel dilumatkan hingga homogen kemudian ditimbang ±  5 gr dan ditambah 5 mL HCL 

pekat. Lakukan proses hidrolisis dalam water bath suhu ± 80oC selama 90 menit sambil digoyang-

goyang kemudian didinginkan. Ekstraksi dengan menggunakan 25 mL Diethyl ether, vortex selama 

1 menit ± 25 mL Petroleum benzene, vortex 1 menit. Ekstrak dituang ke dalam erlenmeyer yang 

sudah diketahui beratnya. Ulangi proses ekstaksi dengan menggunakan 15 mL Diethyl ether dan 15 

mL Petroleum Benzene. Ekstrak dikeringkan, kemudian dioven dalam suhu 100oC hingga berat 

konstan selama 1 – 2 Jam. Dinginkan dalam desikator dan ditimbang. Kadar lemak total dihitung 

dengan rumus: 

% 𝐿𝑒𝑚𝑎𝑘 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 =
(berat erlenmeyer + lemak) − (𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑟𝑙𝑒𝑛𝑚𝑒𝑦𝑒𝑟 𝑘𝑜𝑠𝑜𝑛𝑔)

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
𝑥 100% 

2.6. Pengukuran menggunakan instrument FTIR 

Instrumen FTIR menggunakan (A Nicolet 6700 dari Thermo Nicolet Corp., Madison, WI) 

dengan detektor (DTGS) sebagai pendeteksi dan KBr sebagai pembagi berkas, di olah menggunakan 

perangkat lunak sistem operasi OMNIC (Versi 7.0 Thermo Nicolet) [18]. Semua spektrum FTIR 

discan antara bilangan gelombang dari 4000 - 650 cm-1, pada resolusi 4 cm-1. Spektrum ini dicatat 

sebagai nilai absorbansi pada masing-masing titik data. Pengukuran sampel diulang tiga kali. 

 

2.7. Analisis kemometrik 

Analisis multivariat PLS dan PCR dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak TQ 

Analyst versi 9.0 (Thermo Nicolet, Madison, WI). PLS dan PCR dilakukan untuk membuat model 

kalibrasi. Daerah spektra yang menunjukkan perbedaan spektrum dipilih untuk dijadikan model 
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kalibrasi. Nilai root mean square error of calibration (RMSEC), root mean square error of prediction (RMSEP) 

dan koefisien determinasi (R2) digunakan sebagai kriteria untuk model kalibrasi. 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

3.1. Penentuan kadar air, abu, protein, lemak dan karbohidrat  

Hasil penelitian ini menunjukkan kadar air Mahuka A 31,00 % Mahuka B 27,75 % dan 

Mahuka C 26,75% dapat dilihat pada Tabel 2.  

Tabel 2. Analisis proksimat 

 

Kadar air merupakan faktor yang penting dalam penentuan kualitas madu. Syarat SNI untuk 

kadar air madu adalah maksimal 22% (SNI 2013). Semua madu menunjukkan lebih tinggi dari 

persyaratan SNI hal ini terjadi karena madu liar hidup di dalam hutan dan mempunyai tingkat 

kelembaban yang tinggi bisa juga disebabkan oleh faktor pemanenan serta kondisi lingkungan 

tempat lebah membuat sarang. Sifat higroskopis madu dapat menyerap air dari lingkungannya [19-

21].  

Hasil kadar abu mahuka A sebesar 0.16 % Mahuka B 0,10 % dan Mahuka C 0,11%. 

Kandungan abu yang terdapat dalam madu mempunyai nilai yang  kecil  tergantung pada 

komposisi nektar tanaman yang dikonsumsi lebah [22]. Jenis tanah tempat tanaman tumbuh 

mempengaruhi kandungan mineral yang ada dalam madu. Dengan demikian, variabilitas mineral 

telah dikaitkan secara kualitatif dengan asal botani dan geografis madu yang berbeda. Faktor-faktor 

ini terkait dengan pengambilan madu seperti lokasi geografis atau kondisi lingkungan yang berbeda 

dari daerah penghasil serta aspek teknologi pemrosesan madu [22-24]. 

Hasil kadar protein ketiga madu yaitu mahuka A 0,88% Mahuka B 0,24 % dan Mahuka C 

sebesar 0,58 %. Kandungan protein dalam madu sampai saat ini masih banyak diteliti tentang 

kemungkinan sebagai biomarker yang berguna untuk kualitas madu [25]. 

Hasil kadar lemak madu Mahuka A 0,30% Mahuka B 0,08% dan mahuka C 0,44%. Adanya 

kandungan lemak kemungkinan disebabkan dari beberapa faktor diantaranya dari sumber makanan 

yang diperoleh lebah. Madu hutan mendapatkan sumber makanannya berupa nektar dari sari bunga 

bunga yang ada di sekitar lingkungan tempat tinggal.  

Karbohidrat merupakan bentuk gula dan komponen utama pada madu yang jumlahnya 

hampir 80%. Fruktosa dan glukosa mencapai 85- 90% [26,27]. Kadar karbohidrat Mahuka A sebesar 

67.66% Mahuka B sebesar 71,83% dan Mahuka C sebesar 72,12 %. Karbohidrat yang terkandung pada 

madu meliputi maltosa, sukrosa, dan karbohidrat kompleks lainnya [28]. 

 

3.2. Observasi pemalsuan madu sukrosa menggunakan FTIR kombinasi multivariate 

Sample Kandungan 

debu (% b/b) 

Kadar air (%) Kandungan 

protein (% 

b/b) 

Total lemak 

(%) 

Kandungan 

karbohidrat 

(%) 

Mahuka A 0,16 31,00 0,88 0,30 67,66 

Mahuka B 0,10 27,75 0,24 0,08 71,83 

Mahuka C 0,11 26,75 0,58 0,44 72,12 
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Metode PLS menggunakan informasi spektrum sampel dari frekuensi pada spektral lebar 

dan kemudian berkorelasi antara spektral perubahan penyerapan dan konsentrasinya [29]. 

Sementara itu, PCR adalah jenis analisis faktor di mana data spektral dan konsentrasi dimasukkan 

ke dalam model dalam satu langkah [30]. Pada Gambar 1. menunjukkan spektrum FTIR semua madu 

dalam kisaran 4000 -650 cm-1. Wilayah spektral tempat variasi berada diamati dipilih untuk 

mengembangkan regresi PLS dan PCR, terutama di wilayah sidik jari pada 1423 – 1825 cm-1. Dalam 

model kalibrasi PLS dan PCR, evaluasi Metode linearitas dilakukan untuk menunjukkan 

proporsional hubungan antara respons (absorbansi) versus konsentrasi analit [18]. 

 

Gambar 1. Spektra FTIR dari madu, diamati pada daerah inframerah tengah (mid-infrared) dengan bilangan 

gelombang 4.000 – 650 cm-1 

Untuk kuantifikasi menggunakan PLS dan PCR, sampelnya adalah dibagi menjadi set 

kalibrasi dan validasi [31]. Kuantifikasi Sukrosa dalam madu dilakukan dengan menggunakan 

bilangan gelombang 1423 – 1825 cm-1. Di wilayah ini setelah di evaluasi di dapatkan hasil dari 

kalibrasi PLS dan PCR dalam hal R2, RMSEC, dan RMSEP dapat di lihat pada gambar 2-7.  

Gambar 2. Autentikasi madu Mahuka A menggunakan kalibrasi partial least square (PLS) 
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Gambar 3. Autentikasi madu Mahuka A menggunakan metode principle component regression (PCR) 

Gambar 4. Autentikasi madu Mahuka B menggunakan metode partial least square (PLS) 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Autentikasi madu Mahuka B menggunakan metode principle component regression (PCR) 
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Gambar 6. Autentikasi madu Mahuka C menggunakan metode partial least square (PLS) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Autentikasi madu Mahuka C menggunakan metode principle component regression (PCR) 

Pada Tabel 3 mengungkapkan nilai tertinggi R2 dan terendah RMSEC dibandingkan dengan 

spektrum lainnya.  

Tabel 3. Kalibrasi multivariat untuk menentukan kandungan sukrosa dalam madu pada bilangan gelombang 

1423 – 1825 cm-1 dengan menggunakan teknik PLS dan PCR 

Madu Metode Calibration Validation 

R2 RMSEC R2 RMSEP 

Mahuka A 

 

PLS 0,9960 0,0898 0,9602 0,357 

PCR 0,9767 0,218 0,9421 0,307 

Mahuka B PLS 0,9867 0,162 0,9846 0,156 

PCR 0,9867 0,169 0,9481 0,228 

Mahuka C PLS 0,9867 0,162 0,9846 0,156 

PCR 0,9827 0,185 0,9823 0,166 
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PLS = partial least square; PCR = principal component regression; RMSEC 

= root mean square error of calibration; RMSEP = root mean square error of 

prediction. 1st derivative = spectra turunan pertama; 2nd derivative = spectra turunan kedua 

Pada metode PLS semua madu  mendapatkan nilai RMSEC 0,0898- 0,162 dengan nilai R2 

0,9867- 0,9960 dan pada RMSEP 0,156 – 0,357 dengan nilai R2 0,9421 -0,9823 pada model kalibrasi PCR 

di dapat nilai  RMSEC 0,169 – 0,218 dengan nilai R2 0,9767 – 0,9867 dan pada RMSEP 0,166 -0,307 

dengan nilai R2 0,9421-0,9823 (Tabel 1). FTIR dikombinasikan dengan Partial Least Square (PLS) 

dioptimalkan pada pengujian lanjut pada campuran sukrosa (MCS) dengan Madu asli (MH). Model 

kalibrasi di ambil pada kombinasi wilayah 1423 – 1825 cm-1. Nilai koefisien determinasi (R2) yang 

tinggi sebesar 0,9960 dengan nilai kalibrasi (RMSEC) 0,0898 % v/v berhasil diketahui dalam MHA 

pada model PLS. nilai R2 yang tinggi dan nilai RMSEC dan RMSEP rendah pada kalibrasi dan validasi 

dikaitkan dengan semakin baik model akurasi dan presisi yang digunakan. Nilai rendah RMSEC 

menyarankan kemampuan model kalibrasi untuk menjelaskan hubungan antara prediktor dan 

tanggapan. Nilai RMSEC yang lebih rendah, model yang lebih baik diperoleh. Hasil PLS akan 

diperoleh nilai R2 dan RMSE dimana nilai R2 menunjukkan seberapa dekat hubungan antara nilai real 

atau kenyataan dengan nilai prediksi dari model kalibrasi yang digunakan. Menurut harmonisasi 

internasional dalam Rohman et al., (2014) apabila nilai R2 semakin mendekati 1, maka hubungan yang 

diharapkan dari model akan semakin baik [32]. Sedangkan nilai RMSE (Root Mean Square Error) 

adalah nilai kesalahan dalam model. Semakin kecil nilai RMSE, maka semakin baik model tersebut. 

 

4. KESIMPULAN 

Kandungan kimia dan nutrisi madu menunjukkan bahwa setiap sampel madu mempunyai 

nilai masing-masing karakteristik nilai yang berbeda hal ini disebabkan karena setiap jenis madu 

mempunyai asal dan kondisi yang berbeda. Spektroskopi FTIR dikombinasikan dengan metode 

chemometric dan dapat digunakan untuk melihat pemalsuan madu. PLS dan kalibrasi PCR dapat 

berhasil digunakan untuk mengukur kandungan sukrosa pada frekuensi 1423 – 1825 cm-1 dengan 

nilai koefisien determinasi (R2) yang tinggi sebesar 0,9960 dengan nilai kalibrasi (RMSEC) 0,0898 % 

v/v berhasil diketahui dalam MHA pada model PLS. Metode ini efektif cepat, akurat dan sederhana 

tanpa rumit dalam proses persiapan bahan dan dapat dianggap green analitical karena minim 

penggunaan bahan bahan kimia yang berbahaya. 
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