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PENGANTAR PENERBIT

Assalamualaikum warahmatullahi wabarakatuh

Penerbit menyambut dengan penuh apresiasi kehadiran buku
Membedah Keaslian Madu: Fakta llmiah di Balik Pemalsuan Madu &
Cara Sains Melindungi Konsumen sebagai sebuah kontribusi penting
dalam khazanah literatur ilmiah di bidang pangan, kimia, dan sains
hayati. Buku ini hadir pada momentum yang tepat, seiring
meningkatnya perhatian global terhadap isu keaslian pangan,
perlindungan konsumen, serta jaminan mutu produk alami bernilai
ekonomi tinggi seperti madu.

Pemalsuan madu merupakan persoalan kompleks yang tidak
hanya berdampak pada aspek kesehatan dan ekonomi, tetapi juga
menyentuh dimensi kepercayaan publik terhadap produk pangan.
Oleh karena itu, kehadiran buku ini menjadi sangat relevan karena
menawarkan pendekatan ilmiah yang komprehensif, sistematis, dan
berbasis bukti dalam memahami serta mendeteksi praktik pemalsuan
madu. Penulis berhasil merangkum berbagai metode analisis
modern—mulai dari teknik fisikokimia konvensional hingga
pendekatan mutakhir berbasis omik, spektrometri, kemometrika, dan
biomolekuler—dengan penjelasan yang runtut dan mudah dipahami.

Penerbit menilai bahwa keunggulan utama buku ini terletak
pada keseimbangan antara kedalaman ilmiah dan keterbacaan. Materi
yang disajikan tidak hanya relevan bagi akademisi dan peneliti, tetapi
juga bermanfaat bagi mahasiswa, praktisi industri, regulator, serta
masyarakat umum yang memiliki kepedulian terhadap keaslian dan
mutu madu. Dengan cakupan pembahasan yang luas, buku ini
berpotensi menjadi referensi utama dalam pengujian autentikasi
madu sekaligus rujukan pendukung dalam pengembangan kebijakan
pengendalian mutu pangan.

Melalui proses penyuntingan dan penerbitan yang mengacu
pada standar akademik dan etika publikasi ilmiah, penerbit berharap
buku ini dapat memberikan sumbangsih nyata bagi pengembangan
ilmu pengetahuan, peningkatan literasi sains pangan, serta penguatan
peran sains dalam melindungi konsumen. Kami juga berharap buku ini



dapat mendorong lahirnya kajian lanjutan dan inovasi metode analisis
autentikasi pangan di masa mendatang.

Akhir kata, penerbit menyampaikan penghargaan kepada
penulis atas dedikasi dan kerja ilmiah yang telah menghasilkan buku
ini. Semoga kehadiran buku Membedah Keaslian Madu dapat
memberikan manfaat luas, memperkaya referensi ilmiah nasional,
serta menjadi bagian dari upaya berkelanjutan dalam menjaga
integritas dan mutu produk pangan Indonesia.

Wassalamualaikum warahmatullahi wabarakatuh.

Dr. Siti Ummi Masruroh, M. Sc.
UIN Jakarta Press



PRAKATA

Segala puji bagi Allah Swt, Tuhan Yang Maha Esa. Atas rahmat
dan karunia-Nya, sehingga buku Membedah Keaslian Madu: Fakta
Ilmiah Dibalik Pemalsuan Madu & Cara Sains Melindungi Konsumen
dapat diselesaikan. Salawat dan salam semoga senantiasa tercurah
kepada Nabi Muhammad SAW, yang melalui keteladanan dan
perjuangan Beliau, umat manusia terdorong untuk menempuh jalan
ilmu pengetahuan dan kemaslahatan.

Buku ini disusun sebagai respons terhadap meningkatnya
perhatian global terhadap isu keaslian bahan pangan, khususnya
madu, yang dalam beberapa dekade terakhir menghadapi tantangan
serius berupa pemalsuan, penurunan mutu, serta risiko terhadap
kesehatan dan kepercayaan konsumen. Madu, sebagai produk alami
bernilai gizi dan ekonomi tinggi, kerap menjadi sasaran praktik
penambahan gula, sirup fruktosa, maupun bahan asing lainnya yang
sulit dikenali secara kasat mata.

Melalui buku ini, pembaca diajak memahami keaslian madu
secara komprehensif, mulai dari konsep dasar autentikasi pangan,
karakteristik fisikokimia dan biologis madu, hingga berbagai teknik
analisis ilmiah modern yang digunakan untuk mendeteksi pemalsuan.
Pendekatan yang dibahas meliputi analisis omik, kromatografi gas dan
cair, spektrometri massa, teknik spektroskopi, analisis isotop,
kemometrika, biosensor, hingga metode biomolekuler seperti DNA
barcoding dan analisis enzim. Setiap metode disajikan beserta prinsip
kerja, keunggulan, keterbatasan, serta relevansinya dalam konteks
pengujian madu komersial.

Selain membahas aspek teknis analisis, buku ini juga mengulas
dampak ekonomi dan mutu global akibat pemalsuan madu,
implikasinya terhadap sifat fisik, kimia, gizi, dan khasiat madu, serta
tantangan regulasi dan pengendalian kualitas di tingkat nasional
maupun internasional. Dengan demikian, buku ini tidak hanya
menempatkan sains sebagai alat analisis, tetapi juga sebagai
instrumen perlindungan konsumen dan penjaga integritas produk
pangan.



Meskipun memuat materi ilmiah yang mendalam dan berbasis
literatur terkini, penyajian buku ini dirancang dengan bahasa yang
sistematis dan komunikatif, sehingga dapat diakses oleh pembaca dari
berbagai latar belakang. Buku ini diharapkan dapat menjadi rujukan
bagi dosen, peneliti, mahasiswa, serta praktisi di bidang ilmu pangan,
kimia, biologi, kesehatan, farmasi, dan sains hayati, sekaligus menjadi
sumber pengetahuan bagi masyarakat umum yang ingin memahami
cara membedakan madu asli dan madu yang telah dipalsukan secara
ilmiah.

Ucapan terima kasih penulis sampaikan kepada seluruh pihak
yang telah memberikan dukungan moral, akademik, dan material
dalam penyusunan buku ini, khususnya kepada orang tua, rekan
sejawat, serta Pusat Penelitian dan Penerbitan (Puslitpen) UIN Syarif
Hidayatullah Jakarta atas dukungan pembiayaan dan fasilitasi
penulisan buku.

Akhir kata, semoga buku ini dapat memberikan kontribusi nyata
dalam pengembangan ilmu pengetahuan, meningkatkan kesadaran
akan pentingnya Kkeaslian madu, serta menjadi referensi yang
bermanfaat dalam upaya menjaga mutu pangan dan melindungi
konsumen.

Januari 2026
Penulis
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BAB 1
KEASLIAN BAHAN PANGAN

1.1 Pengantar

Fenomena dalam aktivitas manusia bahwa praktik penipuan,
dalam berbagai bentuknya, telah lama menyertai transaksi komersial,
termasuk dalam perdagangan bahan pangan. Prinsip caveat emptor
(biarkan pembeli berhati-hati) pernah diterapkan, namun pepatah ini
kini mulai kabur seiring munculnya kontrak tertulis yang memuat
spesifikasi produk secara rinci dan metode analisis yang cermat.

Meskipun ada tren menuju transparansi tersebut, beberapa
dekade terakhir tetap menunjukkan adanya kasus penipuan berskala
besar dalam transaksi komersial yang melibatkan komoditas. Dalam
banyak kasus, konsumen pada akhirnya harus mengandalkan
pelabelan dan iklan produk untuk memperoleh informasi mengenai
sifat suatu produk. Oleh karena itu, menjadi tanggung jawab otoritas
penegak hukum publik untuk mengawasi klaim yang dibuat serta
menindak pelaku penipuan.

Bab ini akan membahas persoalan keaslian komoditas pangan
tunggal, khususnya madu, yang masih merupakan sektor penting
dalam industri makanan. Akan terlihat bahwa, kecuali persoalan
keaslian dalam komoditas ini dapat diatasi, maka sangat kecil
kemungkinan permasalahan keaslian bahan makanan yang
diformulasikan dapat diselesaikan.

Dalam permasalahan keaslian, bukan hanya konsumen akhir
yang dirugikan. Para pengolah makanan, yang kini semakin menjadi
bagian dari konglomerat bisnis besar, juga dapat terdampak. Tuntutan
hukum yang berhasil dapat menyebabkan kerugian besar, bahkan
kehancuran bagi produsen makanan.

Pengawasan terhadap keaslian makanan umumnya menjadi
tanggung jawab badan penegak hukum publik yang berwenang.
Sebagai contoh, di Inggris, sebagian besar masalah terkait keaslian
makanan ditangani melalui proses hukum berdasarkan peraturan
pelabelan makanan, apabila suatu produk tidak sesuai dengan
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deskripsi yang tertera. Hal ini berada dalam lingkup kewenangan
Otoritas Standar Perdagangan (Trading Standards Authority).
Sementara itu, isu kesehatan masyarakat saat ini ditangani oleh
departemen Kesehatan Lingkungan.

Secara umum, persoalan keaslian pangan tidak selalu
menimbulkan risiko langsung bagi kesehatan masyarakat. Namun,
kondisi ini sangat dipengaruhi oleh integritas individu yang terlibat
dalam praktik ilegal serta, dalam batas tertentu, tingkat pemahaman
mereka terhadap kimia pangan. Apabila pelaku mengesampingkan
dampak kesehatan demi memperoleh keuntungan ekonomi, maka
dampak yang serius berpotensi muncul. Contoh nyata ditunjukkan
oleh kasus minyak goreng terkontaminasi di Spanyol, yang
mencerminkan pentingnya kewaspadaan terhadap keaslian makanan.

Oleh karena itu, isu keaslian ini menjadi sangat krusial bagi
lembaga penegak hukum, yang harus memiliki pemahaman tidak
hanya mengenai bagaimana masalah ini muncul, tetapi juga
bagaimana cara memantau dan mengevaluasinya.

Autentikasi makanan dan minuman merupakan topik terkini
yang mendapat perhatian luas dari seluruh pelaku dalam rantai pasok
pangan, termasuk industri makanan, konsumen, dan peneliti di bidang
ilmu pangan. Autentikasi makanan mencakup berbagai aspek yang
berkaitan dengan kesalahan pelabelan, pemalsuan, serta klaim yang
menyesatkan mengenai asal usul, metode produksi, atau teknologi
pemrosesan yang digunakan.

Mengingat banyaknya faktor yang dapat memengaruhi
komposisi kimia suatu makanan seperti asal geografis, varietas atau
jenis, kondisi budidaya, pembiakan, dan/atau pemberian pakan
diperlukan penerapan metode analisis yang akurat, andal, dan
berkapasitas tinggi untuk menilai keaslian dan keterlacakan produk
tersebut.

Akhirnya, autentikasi juga bertujuan untuk menjamin
keamanan dan mutu pangan, khususnya dalam hal karakteristik
organoleptik, kandungan nutrisi, dan senyawa bioaktif. Untuk
mendukung tujuan ini, berbagai alat analisis dapat digunakan,
termasuk kombinasi dengan kemometrika tingkat lanjut, seperti
teknik spektroskopi dan kromatografi, metode berbasis DNA, serta
pendekatan omik yang canggih.



1.2. Peran teknologi dan analisis data untuk menargetkan
keaslian pangan

Meningkatnya perhatian terhadap pemalsuan dan penipuan
pangan oleh konsumen serta industri manufaktur pangan telah
menimbulkan berbagai peluang dan tantangan. Misalnya, analisis dan
pemantauan masalah autentikasi pangan telah membuka peluang bagi
teknologi baru yang memanfaatkan era digital, seperti blockchain,
teknologi penginderaan, dan Internet of Things (IoT) (Ruiz-Garcia et
al,, 2009; Kamble et al., 2020). Hal ini juga mendorong pengembangan
strategi atau sistem baru untuk memantau pemalsuan pangan
(Fritsche, 2018; Moore et al., 2012; Cavanna et al., 2018; Cortés et al.,
2019). Target autentikasi dan pencegahan penipuan pangan
memerlukan pendekatan baru dalam jenis analisis yang digunakan
serta interpretasi datanya (Cavanna et al., 2018; Moore et al., 2012;
Serazetdinova et al, 2019; Cortés et al., 2019). Selain itu, untuk
memahami sistem pangan secara menyeluruh—mulai dari kebun
hingga meja makan penting untuk melibatkan informasi dari berbagai
sumber lain, seperti data terkait fungsi pangan, jenis bahan, preferensi
konsumen, dan informasi pasar.

Keterlambatan dalam penerapan teknologi baru dan analisis
data oleh industri manufaktur pangan, otoritas regulasi, serta
laboratorium pengendalian kualitas merupakan beberapa masalah
utama. Penerapan dan pemilihan metode analisis yang tangkas dan
modern, dikombinasikan dengan penggunaan analisis data seperti
alat pembelajaran mesin (machine learning), termasuk tantangan
terkait pengambilan bahan dan definisi mengenai apa yang dianggap
sebagai bahan autentik, di antara masalah lainnya, masih belum
didefinisikan atau dipahami dengan baik. Selain itu, pemanfaatan
teknologi dan analisis data dalam menangani pemalsuan dan
penipuan pangan terhambat oleh kurangnya pelatihan atau
pendidikan, tidak hanya pada tingkat praktis, tetapi juga pada tingkat
akademis. Oleh karena itu, kebutuhan akan staf yang sangat terampil
dan berkualifikasi menjadi sangat penting.

Sebagian besar teknik analisis yang diterapkan untuk
memastikan dan memantau keaslian maupun praktik penipuan
pangan umumnya bersifat nontarget. Meskipun demikian, banyak
bukti empiris serta berbagai penerapan yang berhasil di bidang ini
telah memperlihatkan bahwa pendekatan tersebut berpotensi
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digunakan sebagai metode rutin dalam pengendalian mutu. (Rubert et
al, 2016; Saa et al., 2019; Saeys et al., 2019; Wielogorska et al.,, 2018;
Wilde et al., 2019; Cavanna et al., 2018). Metodologi tradisional atau
pendekatan analisis yang saat ini digunakan relatif lebih mahal,
memakan waktu, serta memerlukan instrumentasi yang sangat
terspesialisasi dan operator yang terampil (Cavanna et al., 2018). Oleh
sebab itu, penggabungan teknologi penginderaan yang membutuhkan
lebih sedikit bahan habis pakai dan waktu yang lebih singkat dalam
persiapan bahan menjadi semakin menarik karena dapat
menghasilkan analisis yang lebih hemat waktu dan biaya pengujian.

Sudah menjadi hal yang umum bahwa penggunaan teknologi
digital dan teknologi penginderaan untuk menilai keaslian makanan di
pusat distribusi sangat penting guna memastikan kepatuhan terhadap
sistem pengendalian kualitas dan regulasi (Be¢ & Huck, 2019; Be¢ et
al, 2020). Pengujian komoditas pertanian dan makanan di titik
pengumpulan (misalnya, pusat distribusi atau pasar) dapat
meminimalkan kemungkinan kerusakan dan penurunan mutu
makanan selama proses transportasi menuju laboratorium analisis
atau pengendalian kualitas secara tradisional.

Selain itu, kemunculan teknologi penginderaan menghilangkan
kebutuhan akan analisis yang mahal dan memakan waktu yang biasa
digunakan sepanjang rantai pasok dan nilai makanan untuk menjamin
kualitas serta keaslian produk. Teknologi ini sangat bergantung pada
keahlian operator karena untuk memperoleh hasil yang andal dengan
akurasi tinggi, juga diperlukan pengetahuan khusus. Oleh karena itu,
pelatihan bagi individu yang terlibat dalam rantai pasok dan nilai
makanan akan sangat bermanfaat.

Perkembangan terbaru dalam perangkat portabel juga telah
menghadirkan alat baru yang mampu mengumpulkan data
multidimensi dan kompleks. Integrasi sistem transfer data
antarperangkat akan memungkinkan penyimpanan data secara jarak
jauh sehingga memudahkan pemeliharaan catatan untuk analisis
penipuan pangan (Esteki et al., 2019). Sensor telah terbukti berguna
untuk memantau hampir seluruh tahap dalam rantai pasok dan nilai
(dari hulu hingga hilir). Penggabungan teknologi penginderaan,
Internet of Things (10T), dan blockchain di seluruh rantai nilai pangan
memberikan banyak manfaat, seperti peningkatan produktivitas,
keamanan, kepercayaan konsumen, serta transparansi sistem pangan.
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BAB I
MENGUNGKAP KEASLIAN PANGAN DENGAN
ANALISIS OMIK

2.1 Pengantar

Informasi yang lengkap, akurat, dan jujur mengenai pangan
yang kita konsumsi merupakan tuntutan utama tidak hanya bagi
konsumen, tetapi juga bagi pelaku industri (pengecer pangan,
produsen, dan importir) serta pemerintah. Pemalsuan pangan,
kesalahan pelabelan, dan penipuan, baik yang disengaja maupun yang
tidak disengaja demi keuntungan ekonomi, merupakan masalah yang
terus berkembang di seluruh dunia. Meskipun skala penuh dari
penipuan pangan mungkin sulit untuk diketahui, biaya yang
ditimbulkan bagi industri pangan global diperkirakan mencapai 15
miliar dolar AS setiap tahunnya (Johnson, 2014). Oleh karena itu,
banyak peraturan telah diberlakukan secara global guna menghindari
pemalsuan pangan dan kesalahan pelabelan (Ortea etal., 2016). Untuk
itu, metode analisis yang akurat dan andal sangat diperlukan agar
dapat memenuhi peraturan tersebut dan menjamin keaslian produk
pangan mulai dari pertanian hingga meja makan.

Tantangan terkini yang terkait dengan keaslian pangan telah
didefinisikan oleh Ortea et al. (2016) (Gambar 2.1). Penggantian
spesies dengan spesies lain yang kualitasnya lebih rendah serta
kesalahan pemberian label merupakan bentuk penipuan pangan yang
paling umum, meskipun otentikasi pangan mencakup banyak aspek
lain, seperti asal geografis, identifikasi ras atau varietas, metode
produksi, aturan pemberian pakan, teknologi pemrosesan dan
pengawetan, penambahan komponen yang tidak dideklarasikan, serta
deteksi organisme hasil rekayasa genetika (GMO). Faktanya, tingkat
kesalahan pemberian label yang tinggi masih sering dilaporkan
(Tantillo et al, 2015; Kane & Hellberg, 2016). Oleh karena itu,
sejumlah besar metode analisis yang dikembangkan untuk otentikasi
pangan lebih banyak difokuskan pada deteksi dan identifikasi spesies.

Autentikasi asal produk pangan, yang memungkinkan
penelusuran produk hingga wilayah tertentu, juga telah memperoleh
perhatian luas, terutama dalam upaya verifikasi produk dengan asal
bersertifikat serta pembedaan varietas atau kultivar. Dalam konteks
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ini, sistem pelabelan telah dibuat untuk mendukung keaslian asal
regional atau produksi tradisional, seperti label mutu yang
dikeluarkan oleh Uni Eropa, yaitu Protected Designation of Origin
(PDO), Protected Geographical Indications (PGI), dan Traditional
Specialties Guaranteed (TSG).

Produk makanan yang diproduksi secara organik, karena
sifatnya yang dianggap lebih sehat dan ramah lingkungan
dibandingkan produk konvensional, semakin diminati dan memiliki
harga yang lebih tinggi sehingga sering menjadi target penipuan
pangan. Oleh karena itu, kemampuan berbagai platform analitis untuk
membedakan metode produksi telah banyak dipelajari. Selain itu,
keaslian pangan juga mencakup pendeteksian GMO guna memenuhi
persyaratan yang ditetapkan oleh peraturan yang berlaku.
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Gambar 2.1. Tantangan terkini terkait keaslian makanan dan
teknologi utama berbasis omik yang digunakan untuk mempelajarinya.
Diadaptasi dari Ortea et al. (2016)

Meskipun pendekatan konvensional seperti pemfokusan
isoelektrik, SDS-PAGE, serta teknik genetik klasik (misalnya RFLP dan
Real Time PCR/Polymerase Chain Reaction [rtPCR]) masih
dimanfaatkan, penggunaan perangkat berbasis molekuler berskala
besar, termasuk teknik yang berkaitan dengan proteomik,
metabolomik, dan genomik telah membantu mengatasi keterbatasan
metode sebelumnya. Pada bab ini disajikan uraian umum yang
menyeluruh dan mutakhir mengenai berbagai temuan dalam tiga
tahun terakhir (2015-2018) yang menerapkan teknologi proteomik,
metabolomik, dan genomik untuk penilaian keaslian pangan pada



beragam jenis bahan makanan, dengan penekanan pada topik-topik
yang telah diuraikan sebelumnya.

2.2. Proteomik

Sifat protein dapat menjadi penanda berbagai fitur dari komponen dan
produk pangan, sehingga dapat digunakan sebagai alat berbasis proteomik
untuk menilai kualitas makanan, seperti otentikasi bahan pangan (Gallardo
et al, 2013). Spektrometri massa (MS) merupakan metode pilihan dalam
menganalisis protein, karena memungkinkan karakterisasi dan sekuensing
peptida serta protein, sehingga dapat mengidentifikasi, bahkan dalam
beberapa kasus mengukur protein yang spesifik untuk spesies atau kelompok
generik komponen makanan (misalnya dengan sidik jari massa peptida
(PMF) atau spektrometri massa tandem (MS/MS) setelah pencernaan
enzimatik protein menjadi peptida) (Ortea et al., 2016). Selain itu, MS juga
memungkinkan pengambilan sidik jari spesifik dari komponen pangan
berdasarkan massa protein utuh (misalnya pembuatan profil protein) atau
massa peptida yang diperoleh setelah pencernaan (misalnya pembuatan
profil peptida). Setelah protein penanda atau peptida diidentifikasi, metode
berbasis LC-MS yang cepat dan sensitif untuk deteksi atau pengukuran dapat
dikembangkan (misalnya pemantauan reaksi terpilih (SRM) atau
pemantauan reaksi ganda (MRM)). Tabel 2.1 menyajikan gambaran umum
studi proteomik terkini yang dilakukan dalam autentikasi pangan.

Tabel 2.1. Distribusi Metode Proteomik Terkini dalam Autentikasi Pangan.
Rincian spesifik seperti bahan yang dianalisis, batas deteksi, dan akurasi identifikasi
disertakan jika tersedia/dinilai (Bohme et al., 2019).

Makanan Ty u.a.n Teknik Penanda Referensi Detail Spesifik
analisis Utama Utama
Makanan Penentuan  Sidik jari  Sidik jari MS  Stahl &  Sampel ikan dari
Laut 54 spesies protein spesifik Schroder, 54 spesies,
ikan MALDI- spesies dari 2017 diperoleh  dari
komersial TOF MS protein otot pengecer
makanan,
supermarket,
dan toko ikan.
Metode
divalidasi pada
118 sampel yang
diperoleh  dari
supermarket dan
toko ikan.
Diferensiasi Proteomik  Protein Piovesana Sampel ikan

ika“g”fhefld kuantitatif =~ sarkoplasma etal. 2016  gilthead bream
bream liar 1 MS/MS  Parvalbumin




dan  hasil (diekskresik liar dan hasil
budidaya an budidaya.

berlebihan

pada

kelompok

hasil

budidaya)

155 dan 37

protein DE

ditemukan

menggunaka

n dua metode

berbeda.

Daging Deteksi Pembuatan Protein otot Flaudrops Potongan daging
daging profil Sidik jari MS etal. 2015  (sapi, babi, kuda,
sapi, kuda, Protein spesifik dari ayam, domba,

. MALDI-TOF . .
sapi muda, MS protein otot kalkun) dari
ayam, dan DL: 50% tukang  daging
babi dalam dalam lokal; enam
produk campuran olahan  kuliner
makanan (sapi/babi). dari supermarket

dan restoran.
Identifikasi  Pencocokan  Pustaka Ohana et Sampel daging
26 spesies  spektral LC-  gpektral MS  al. 2016 (16 spesies
MS/MS dari protein mamalia dan 10
otot Akurasi: spesies burung)
100% dari tukang
(tingkat daging/superma
genus) dan rket.
95% (tingkat
spesies); DL:
10%  kuda
dalam daging
sapi.
Deteksi LC-MS/MS 20 peptida Montowska Daging segar dan
daging bebaslabel tahan panas etal. 2017  matang,  serta
ayam, babi, dari protein produk
sapi, miofibrilar komersial.
bebek, dan dan
angsa sarkoplasma
dalam DL: 1,0%
produk dalam
daging campuran
daging; 0,8%
sapi dalam
sosis ayam.
Deteksi Identifikasi  Peptida Li et al. Sampel daging
pemalsuan  peptida spesifik 2018 (babi, sapi,
produk LC-MS/MS  spesies tahan domba, ayam,
daging dan SRM panas (dari bebek) dari
beberapa rumah  potong
protein) DL: hewan dan




0,5% supermarket.
pemalsuan. Bubuk  kacang
dan kacang
polong serta
tepung  kedelai
dari peternakan.
SRM 16 peptida Watson et Sampel daging
spesifik al. 2015 (sapi, babi, kuda,
spesies dari domba) dari
mioglobin supermarket/tuk
DL: 1% ang daging.
dalam
campuran.
pSRM Peptida Orduna et Sampel daging
spesifik al. 2015 sapi, babi, kuda,
spesies dari dan domba.
mioglobin
DL: 1%
daging babi
dalam
campuran.
Susu dan Deteksi Pembuatan Peptida Caira et al. Sampel susu,
produk kasein profil triptik kasein 2016 dadih, dan keju
susu kerbau air  peptida spesifik dari pabrik susu
dan sapi  MALDI-TOF . .
dalam susu,  MS spesies DIT: dan keju.
dadih, dan 0,78% ~ sapi;
keju. 2% kerbau
Diferensiasi air.
ras kerbau
aitr.
Pemalsuan  Pembuata Protein: Sassi et al.
susu n profil  Kasein, 20156
kerbau air, protein & serum
kambing, peptida amiloid A,
dan MALDI- laktalbumin,
domba. TOF MS laktoglobuli,
Identifikasi pepton
perlakuan Campuran
panas. biner hingga
1%
disiapkan.
Akurasi:
100%
(identifikasi
spesies) dan
100%
(pengenalan
perlakuan
panas).
Anggur & Diskriminasi  Analisis Puncak Re Satar et 33 botol anggur
Minuman 33 anggur Jlangsung spesifik al. 2016 putih dari
dalam produsen anggur
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putih MALDI- spektrum terdaftar
Kroasia TOF MS MALDI-TOF Kroasia.
MS
GMO Perbandin 2-DE 23 dan 21 Balsamo et Biji kacang dari
gan protein biji- al.2015 peristiwa
kacang- bijian DE Embrapa 5.1 GM
kacangan dan non-GM,
GM dan untuk dua
non-GM varietas.
Perbandin  2-DE & 148 protein Tan et al. Biji jagung GM
gan jagung iTRAQ biji DE 2017 yang
GM dan mengekspresika
non-GM n fitase secara
berlebihan, dan
pasangan  non-
GM. 148 protein
yang
diekspresikan
secara berbeda
ditemukan
(kebanyakan
terkait  dengan
modifikasi pasca-
translasi dan
perputaran
protein).
2-DEDIGE 99 protein Vidal et al. Tepung jagung
DE 2015 komersial  dari
peristiwa
MON810 dan
pasangan  non-
GM. 99 bintik
yang
diekspresikan
secara berbeda
ditemukan
(beberapa enzim,
protein kejut
panas, dan
protein lainnya).
LC-MS/MS  Protein Mesnage et  Sampel biji

metabolisme  al. 2016
karbohidrat
dan energi

jagung giling dari
peristiwa NK603
(jagung toleran
glifosat) dan
pasangan  non-
GM. 117 protein
ditemukan DE
dalam peristiwa
NK603.
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Lainnya Penentuan  LC-MS/MS  Peptida Grundy et Sembilan gelatin
asal gelatin penanda sapi al. 2016 komersial (asal
dan babi sapi, babi, dan
ikan). DL: 2,3%
gelatin sapi/babi.
Spesies yang
tidak
diumumkan
ditemukan dalam
gelatin
komersial.
Pembuata Sidik jari  Flaudrops Standar gelatin
n profil  spesifik dari etal. 2015  babi dan sapi
peptida peptida serta permen.
MALDI- gelatin  DL:
TOF MS 1% gelatin

dalam
permen;
20% gelatin
babi dalam
gelatin sapi.

2-DE, elektroforesis dua dimensi; DE, diekspresikan secara berbeda; DIGE, elektroforesis gel
diferensial; DL, batas deteksi; GM, dimodifikasi secara genetik; iTRAQ, tag isobarik untuk
kuantifikasi relatif dan absolut; LC, kromatografi cair; MALDI-TOF, desorpsi/ionisasi laser
terbantu matriks-waktu terbang; MS, spektrometri massa; MS/MS, spektrometri massa tandem;
PSRM, pemantauan reaksi pseudo-terpilih; SRM, pemantauan reaksi terpilih.
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BAB III
ANALISIS INFORMASI BERTEMA AUTENTIKASI

3.1 Pengantar

Madu merupakan larutan gula yang terkenal karena manfaatnya
bagi kesehatan (Cianciosi et al., 2018; Miguel et al., 2017) akibat
komposisinya yang sangat beragam (da Silva et al,, 2016). Temuan
terbaru mengungkapkan bahwa madu memiliki potensi sebagai agen
pencegah kanker (Cianciosi et al, 2020; Afrin et al., 2020) serta
berperan sebagai antiinflamasi (Ranneh et al., 2021). Oleh karena itu,
konsumsi madu terus meningkat seiring dengan gaya hidup sehat
yang diikuti banyak orang. Namun, fakta ini menimbulkan masalah
pasokan, karena banyak negara di seluruh dunia tidak mampu
memproduksi madu secara mandiri (sebagian besar disebabkan oleh
kondisi iklim dan tingginya populasi), sehingga mereka terpaksa
mengimpor madu (Garcia, 2018). Dengan demikian, madu menjadi
salah satu produk yang rawan penipuan mengingat harganya yang
tinggi, tingkat konsumsi yang besar, dan pasar globalnya (Hassoun et
al,, 2020). Selain itu, persyaratan peraturan terkait madu bervariasi
tergantung pada negaranya. Kualitas madu sangat bergantung pada
proses produksi dan asal madu tersebut.

Kasus pertama berkaitan dengan proses pengolahan madu
selama prosedur produksi, yang melibatkan beberapa tahapan,
seperti sentrifugasi, penyaringan, atau pasteurisasi (Bogdanov &
Martin, 2002). Arahan Komisi Eropa (EC) 2001/110/EC menyatakan
bahwa proses penyaringan madu harus dicantumkan pada label,
namun hal ini tidak selalu dilakukan. Selain itu, pemalsuan madu
dengan penambahan berbagai komponen selama proses produksi
merupakan masalah yang umum terjadi. Praktik pemalsuan ini
didorong oleh motif keuntungan, mengingat madu merupakan produk
bernilai tinggi dengan harga pasar yang mahal. Salah satu caranya
adalah dengan menambahkan pemanis murah ke dalam madu untuk
mengurangi jumlah madu asli dalam setiap kemasan. Contoh bahan
yang sering digunakan adalah sirup jagung fruktosa tinggi (HFCS),
sirup glukosa, atau sirup gula invert (Siddiqui et al, 2017).
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Penambahan air juga merupakan praktik penipuan lain yang tidak
disukai, karena dapat mempengaruhi masa simpan dan nilai gizi madu
(Yang et al.,, 2018). Secara umum, berbagai metode analisis untuk
mendeteksi pemalsuan madu telah dikembangkan dan dijelaskan
secara rinci (Wu et al,, 2017a; Hassoun et al., 2020; Se et al., 2019).
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Gambar 3.1. Tinjauan umum tentang autentikasi madu. Persegi panjang
mewakili berbagai masalah keaslian, sedangkan oval menggambarkan
bidang penting untuk mendeteksi penipuan madu (Tsagkaris et al., 2021)

Berdasarkan asal madu, terdapat karakteristik yang secara
langsung berkaitan dengan harga pasar dan kualitas produk.
Pentingnya informasi mengenai asal madu tercermin dalam peraturan
Uni Eropa (UE), yang menekankan: (i) kewajiban mencantumkan asal
madu pada label, misalnya “campuran madu UE” (Direktif
2001/110/EC dan amandemennya, Direktif 2014/63/EU), serta (ii)
penetapan skema kualitas.

Secara rinci, terdapat dua skema kualitas yang diatur dalam
Peraturan (UE) No. 1151/2012, yaitu “Protected Designation of
Origin” (PDO) dan “Protected Geographical Indication” (PGI), yang
menyoroti adanya hubungan yang erat antara kualitas pangan dengan
asal geografisnya. Oleh karena itu, madu yang berasal dari wilayabh,
daerah, atau negara tertentu—misalnya madu PDO Mel de Barroso
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dari Portugal dapat memperoleh pangsa pasar dan harga yang lebih
tinggi.

Namun demikian, asal geografis bukanlah satu-satunya
parameter penting dalam menentukan keaslian madu. Asal botani juga
dapat memengaruhi harga pasar. Sebagai contoh, di Uni Eropa
terdapat tren konsumsi madu embun, yang menyebabkan harga pasar
jenis madu tersebut menjadi lebih tinggi (Pita-Calvo & Vazquez, 2017).

Secara keseluruhan, pemantauan dan pengendalian asal madu
sangat penting, dan hal ini hanya dapat dilakukan melalui kombinasi
metode analisis yang andal dengan dukungan alat kemometrik yang
canggih.

Berbagai komponen dalam madu, seperti karakteristik
fisikokimia, senyawa fenolik, atau kandungan logam, telah digunakan
sebagai penanda untuk membedakan asal botani dan/atau
geografisnya. Data-data tersebut diperoleh melalui berbagai teknik
analisis, seperti kromatografi cair yang dikombinasikan dengan
spektrometri massa (LC-MS) atau resonansi magnetik nuklir (NMR),
yang mampu memberikan beragam informasi.

Namun demikian, pemrosesan data mentah dan ekstraksi
informasi yang relevan merupakan tantangan tersendiri. Pada
kenyataannya, penggunaan alat kemometrik yang canggih sering kali
diperlukan untuk mencapai tingkat diskriminasi yang diinginkan.
Umumnya, dilakukan pengukuran terhadap sejumlah variabel X pada
sejumlah data N untuk membentuk matriks Y (X x N), yang bertujuan
mengungkap pola-pola potensial. Pola-pola ini dapat dimanfaatkan
baik secara kualitatif (misalnya, sebagai sidik jari kimiawi) maupun
secara kuantitatif (misalnya, senyawa penanda yang menunjukkan
asal botani tertentu, seperti hotrienol, nerol oksida, dan benzil
sinamat dalam madu goldenrod) (Jasicka-Misiak et al., 2018). Analisis
data multivariat mencakup metode tanpa pengawasan, seperti
analisis komponen utama (PCA) dan analisis klaster hierarkis (HCA),
serta metode dengan pengawasan, seperti analisis diskriminan
kuadrat terkecil parsial (PLS-DA) dan regresi kuadrat terkecil parsial
(PLSR) (Khakimov et al., 2015).

Perlu dicatat bahwa dalam metode tanpa pengawasan,
algoritma yang digunakan tidak memiliki informasi apa pun mengenai
kelas bahan. Sebaliknya, pada metode dengan pengawasan,
diperlukan himpunan data pelatihan dengan klasifikasi bahan yang
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telah diketahui untuk membangun model prediktif. Selain itu, banyak
makalah yang diterbitkan menunjukkan hasil yang saling
bertentangan, tergantung pada prosedur statistik yang digunakan. Hal
ini menegaskan pentingnya peran kemometrika dalam menentukan
keaslian pangan (Granato et al., 2018).

Untuk memahami lebih lanjut penerapan analisis data
multivariat dan pembelajaran mesin (machine learning) dalam studi
keaslian madu, studi tinjauan terbaru oleh Maione et al. (2019) sangat
direkomendasikan. Namun, bahkan alat kemometrik yang paling
canggih sekalipun tidak dapat mengatasi keterbatasan data analitis
yang berkualitas rendah. Oleh karena itu, penting untuk menyoroti
tren serta membahas berbagai kendala yang dihadapi dalam
metodologi analitis yang tersedia.

Pada bab ini dipaparkan berbagai perangkat canggih yang
berkaitan dengan teknik analitis untuk penentuan asal madu (Gambar
3.1). Sebagai ilustrasi meningkatnya perhatian terhadap topik
keaslian madu, untuk pertama kalinya dilakukan evaluasi
scientometrik secara komprehensif di bidang ini. Beragam metode
analitis beserta penerapannya yang dilaporkan selama periode 2014-
2019 dibahas secara kritis, sehingga memberikan pemahaman
mengenai persoalan keaslian, penanda potensial, serta pemanfaatan
alat kemometrik.

3.2. Perkembangan Topik Keaslian Madu: Analisis Scientometrik

Menarik untuk menelusuri perkembangan topik keaslian madu
dari waktu ke waktu melalui evaluasi scientometrik. Penelusuran
dilakukan menggunakan basis data Scopus dengan string pencarian
sebagai berikut: “authentication” ATAU “geographical origin” ATAU
“botanical origin” ATAU “authenticity” ATAU “fraud” ATAU
“adulteration” DAN “honey”. Perlu dicatat bahwa hanya artikel ilmiah
berbahasa Inggris yang dimasukkan dalam analisis ini.

Lebih lanjut, makalah yang tersisa dievaluasi dalam konteks
untuk memastikan keterkaitan makalah tersebut dengan keaslian
madu. Semua abstrak (sebanyak 1.129 makalah yang diterbitkan
hingga tahun 2019) dianalisis untuk menentukan relevansinya, dan
semua artikel terpilih diperiksa secara komprehensif. Terlihat bahwa
keaslian madu merupakan bidang yang berkembang pesat (Gambar
3.2). Meskipun jumlah artikel ilmiah sempat relatif stabil pada periode
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2011-2013, peningkatan yang signifikan dalam jumlah publikasi
tampak jelas pada periode 2017-2019, yang menandakan bahwa
perhatian terhadap bidang ini terus meningkat.
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Gambar 3.2. Evolusi temporal artikel tentang keaslian madu (basis data
Scopus 12/2020) (Tsagkaris et al.,, 2021)
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Gambar 3.3. [su-isu keaslian madu dalam berbagai artikel ilmiah (Tsagkaris
etal, 2021)

Penting untuk menyelidiki pengelompokan makalah yang
terkait dengan berbagai isu keaslian, yaitu asal botani, asal geografis,
dan pemalsuan (Gambar 3.3). Diskriminasi asal botani merupakan isu
keaslian yang paling banyak dipelajari, yakni sekitar 44% dari
makalah yang ditinjau, diikuti oleh pemalsuan (sekitar 21%) dan
diskriminasi asal geografis (14%). Ada pula makalah yang meneliti
asal botani dan geografis secara bersamaan, yaitu sekitar 7%.
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Seperti yang telah disebutkan, harga madu secara langsung
berkaitan dengan asal botani dan geografisnya (Soares et al,, 2017a),
sebuah fakta yang menjelaskan mengapa mayoritas makalah
difokuskan pada asal madu. Selain itu, penelusuran menunjukkan
bahwa sekitar 13% artikel ilmiah membahas nilai gizi madu
berdasarkan perbedaan asal botani dan/atau geografis. Terdapat pula
persentase yang sangat kecil, yakni sekitar 1%, dari artikel yang
membahas isu keaslian lainnya, seperti jenis produksi (Barriel, 2018),
pembedaan antara madu embun dan madu bunga (Bergamo et al.,
2019), serta pembedaan madu berdasarkan sumber entomologi yang
berbeda (Zuccato et al., 2017). Namun, yang penting dicatat adalah
hampir seluruh artikel tersebut diterbitkan setelah tahun 2017, yang
menunjukkan adanya isu keaslian baru dan yang sedang berkembang
yang akan diselidiki lebih lanjut di masa mendatang.

Mengenai evolusi temporal artikel berdasarkan isu keaslian,
studi tentang asal botani menunjukkan peningkatan yang signifikan
sejak periode 2008-2010 (Gambar 3.4). Artikel mengenai pemalsuan
dan asal geografis menunjukkan peningkatan yang relatif stabil,
sedangkan persentase studi mengenai nilai gizi madu tetap konstan
sejak periode 2005-2007. Hal ini kemungkinan berkaitan dengan
fakta bahwa nilai gizi madu secara umum telah terdefinisi dengan
baik.

- Botanical origin

—~—Geographical
origin
——Both botanical

and geographical
origin

% articles ——Adulteration
Nutritive

Other

Gambar 3. 4. Evaluasi temporal studi per masalah autentikasi
(Tsagkaris et al.,, 2021)
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Gambar 3.5. Perbandingan Teknik Analisis dalam Artikel Autentikasi Madu
(Tsagkaris et al., 2021)

Keaslian madu dipelajari menggunakan berbagai teknik analisis
(Gambar 3.5). Menariknya, lebih dari 50% artikel menggunakan
teknik kromatografi (30%) dan analisis fisikokimia (22%) untuk
menentukan sifat fisikokimia madu, seperti pH, konduktivitas
elektrokimia, warna, dan viskositas. Meskipun teknik kromatografi
mahal, rumit, dan memakan waktu, teknik ini dianggap sebagai alat
yang ampuh dan mampu menghasilkan pembedaan yang signifikan
apabila dikombinasikan dengan kemometrik. Di sisi lain, analisis
fisikokimia biasanya menjadi langkah awal dalam memantau asal
madu karena biayanya yang murah, proses yang cepat, dan
penerapannya yang sederhana. Selain itu, spektroskopi vibrasi dan
fluoresensi, serta teknik analisis unsur, isotop, sensorik, NMR,
imunologi, dan molekuler juga digunakan.

Menarik untuk memperhatikan teknik mana yang paling banyak
dipelajari pada setiap masalah keaslian (Gambar 3.6). Teknik
kromatografi dan analisis fisikokimia terutama digunakan dalam studi
penentuan asal botani. Teknik vibrasi dan fluoresensi sebagian besar
diterapkan untuk mengungkap kasus pemalsuan, sekaligus untuk
studi penentuan asal botani. Sedangkan teknik imunologi dan
molekuler lebih banyak digunakan untuk penentuan asal botani,
sebagaimana diharapkan, karena teknik tersebut telah lama
digunakan dalam penentuan asal genetik. Teknik isotop terutama
digunakan dalam studi pemalsuan. Secara khusus, analisis rasio isotop
karbon stabil (SCIRA) merupakan metode resmi untuk mendeteksi
pemalsuan madu, yang didasarkan pada rasio isotop karbon stabil,

19



khususnya *3C/*2C atau &'3C. Rasio ini dapat mengungkap
penambahan gula ke dalam madu serta pemberian makan berlebihan
oleh lebah.

18,0 4
16,0
140
12,0
10,0
8.0
6.0 +
40

o]

=]

0,0 +

wAsal Botam

sGeografis
asal

mKeduanya: botani &

geografis

ll ll | T

‘ff o \Eagq 4’0"0& 4“@00 & -¢* f e

<¢~" ¥

}?‘ ef Teknik

Gambar 3.6. Persentase Artikel tentang Keaslian Madu Berdasarkan Teknik
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BAB IV
PEMALSUAN MADU: DAMPAK EKONOMI DAN
RISIKO PENGENDALIAN KUALITAS GLOBAL

4.1. Pengantar

Pemalsuan bermotif ekonomi (EMA), menurut definisi kerja
Badan Pengawas Obat dan Makanan Amerika Serikat (FDA), adalah
"penggantian atau penambahan zat secara curang dan disengaja
dengan tujuan meningkatkan nilai produk atau mengurangi biaya
produksinya, yaitu demi keuntungan ekonomi” (United States Food
and Drug Administration, 2011a). EMA dapat terjadi pada semua
produk makanan dan sering disebut sebagai penipuan makanan.
Dalam arti yang luas, kami menganggap EMA dalam makanan
mencakup penjualan produk makanan yang tidak memenuhi standar.

EMA bukanlah masalah baru. Masalah ini telah diatur dalam
undang-undang daging Mesir kuno, undang-undang anggur Yunani
dan Romawi, serta undang-undang pangan Amerika Serikat sejak
tahun 1784 (Crawford, 1954). Produk makanan bernilai tinggi sering
menjadi sasaran EMA karena insentif ekonomi yang kuat. Dalam
industri pemanis, sasaran umum EMA meliputi sirup maple dan madu.
Codex Alimentarius, yang ditetapkan oleh Organisasi Pangan dan
Pertanian (FAO) serta Organisasi Kesehatan Dunia (WHO), berfungsi
sebagai seperangkat standar pangan internasional sukarela,
pedoman, dan kode praktik yang “berkontribusi pada keamanan,
kualitas, dan keadilan perdagangan pangan internasional” (United
States Food and Drug Administration, 2012a).

Codex Alimentarius mendefinisikan madu sebagai "zat manis
alami yang dihasilkan oleh lebah madu dari nektar tanaman atau dari
sekresi bagian tanaman yang hidup, atau ekskresi serangga penghisap
tanaman pada bagian tanaman yang hidup, yang dikumpulkan oleh
lebah, diubah dengan menggabungkan zat-zat tertentu milik lebah
sendiri, kemudian disimpan, dikeringkan, dan dibiarkan di sarang
madu hingga matang" (Codex Alimentarius Commission, 1981).

Salah satu tantangan dalam mengidentifikasi EMA dalam madu
adalah kurangnya standar identitas federal untuk madu di Amerika
Serikat. Beberapa negara bagian berupaya mengatasi ambiguitas ini.

Misalnya, Florida memiliki standar identitas yang sangat mirip dengan
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definisi Codex Alimentarius, sedangkan badan legislatif negara bagian
Wisconsin sedang mempertimbangkan definisi madu yang sesuai
dengan standar Codex Alimentarius (Florida Department of State,
2010; Wisconsin Legislative Documents, 2011). Uni Eropa memiliki
standar identitas untuk madu yang hampir identik dengan Codex
Alimentarius (Europa, 2010).

Beberapa jenis EMA telah diidentifikasi dalam industri madu.
Jenis-jenis tersebut meliputi aditif yang digunakan untuk
mengencerkan dan memperpanjang umur simpan madu, pemberian
pakan tambahan secara intensif kepada lebah madu guna
meningkatkan produksi madu, penggunaan antibiotik dan bahan
kimia lain pada populasi lebah madu yang dapat meninggalkan residu
dalam madu, serta penutupan asal negara madu yang sebenarnya
untuk menghindari tarif dan pemeriksaan.

Salah satu jenis EMA yang umum adalah perpanjangan atau
pengenceran madu dengan pemanis lain yang lebih murah. Pengencer
yang sering ditemukan antara lain sirup jagung, tebu, dan bit
(Fairchild et al., 2000; Paradkar & Irudavarai, 2001). Pada tahun 2011,
harga rata-rata madu dalam jumlah besar sekitar 173 sen per pon,
sedangkan sirup jagung fruktosa tinggi sekitar 32 sen per pon dan gula
bit olahan sekitar 56 sen per pon (United States Department of
Agriculture Economic Research Service, 2013). Dengan perbedaan
harga yang mencapai tiga hingga lima kali lipat, penggunaan bahan
pengencer madu dapat memberikan keuntungan ekonomi yang
signifikan.

Pemberian pakan tambahan berupa sirup gula kepada lebah
madu mungkin diperlukan untuk memenuhi kebutuhan nutrisi koloni
di daerah yang sumber makanan alaminya kurang memadai, serta
dapat penting dalam membangun koloni (Standifer etal., 1977). Pakan
tambahan ini juga dapat digunakan sebagai sumber makanan selama
musim dingin dan awal musim semi sebelum produksi madu dimulai.
Namun, jika pemberian pakan tambahan dilakukan selama masa
produksi madu, hasilnya dapat menyerupai madu yang dicampur
dengan sirup gula tambahan (Cordella et al., 2005).

Kualitas madu yang dihasilkan melalui pemberian pakan
tambahan secara intensif memiliki profil gula yang berbeda dari madu
murni dan mengencerkan sifat nutrisi alami madu. Dengan demikian,
perubahan kualitas produk akhir ini melalui pemberian pakan
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tambahan intensif pada lebah madu merupakan salah satu bentuk
EMA pada madu.

Antibiotik tertentu dan bahan kimia lainnya dapat digunakan
dalam pemeliharaan lebah untuk memastikan kesehatan koloni lebah.
Di Amerika Serikat, terdapat 10 bahan kimia yang disetujui untuk
digunakan dalam koloni lebah madu, tiga di antaranya adalah
antimikroba (Mid-Atlantic Apicultural Research & Extension
Consortium, 2005). Penggunaan obat yang disetujui mencakup waktu
penarikan yang diperlukan, yaitu periode selama dan setelah
perawatan di mana madu dari sarang yang dirawat tidak boleh
dikumpulkan untuk dikonsumsi.
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Gambar 4.1. Jumlah produksi madu domestik dan impor AS, 1965-2010.
(Sumber: Departemen Pertanian Amerika Serikat Layanan Informasi
Pertanian dan Komisi Perdagangan Internasional Amerika Serikat Data Tarif
dan Perdagangan Interaktif Web).

Proses ini harus membantu memastikan bahwa residu obat
tidak masuk ke dalam persediaan makanan manusia. Ketika obat yang
tidak disetujui digunakan atau obat yang disetujui digunakan tanpa
periode penarikan yang tepat, residu antibiotik dan obat lain dapat
terkandung dalam madu. Ini merupakan jenis ketiga dari masalah
yang telah diidentifikasi oleh EMA dalam produksi madu.

Selain itu, dalam beberapa tahun terakhir, beberapa kasus
penyembunyian asal negara madu yang sebenarnya telah
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didokumentasikan (Standifer et al., 1977; Ward et al., 2009). Praktik
ini memungkinkan produsen madu dari negara tertentu untuk
menghindari pengujian tambahan atau tarif yang mungkin dikenakan
saat mengimpor ke negara lain. Pengiriman madu melalui negara
perantara dan pelabelan ulang, yang sering disebut sebagai
"transshipment" atau "pencucian madu", adalah salah satu metode
untuk menyembunyikan asal negara sebenarnya (Schneider, 2011a).
Metode lain yang digunakan adalah penghilangan serbuk sari melalui
penyaringan madu, karena serbuk sari dapat digunakan untuk
mengidentifikasi asal geografis madu.
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Catatan: kuantitas termasuk 4 jenis madu curah dan madu yang dikemas
untuk penjualan eceran
Gambar 4.2. Jumlah Impor Madu ke Amerika Serikat dari Negara-Negara dengan
Produksi Madu Rendah (Sumber: Bea Cukai dan Perlindungan Perbatasan AS; bukan
statistik perdagangan resmi AS)

4.2 Penyebab dan Tantangan dalam Pengendalian Kualitas Madu
4.2.1 Penurunan produksi dalam negeri

Dalam dua dekade terakhir, pasar madu di Amerika Serikat
telah mengalami pergeseran signifikan, dari pasar yang sebagian
besar produksinya berasal dari dalam negeri menjadi pasar yang lebih
dari separuh madunya diimpor. Salah satu penyebab penurunan
produksi madu tersebut adalah gangguan runtuhnya koloni, yaitu
suatu sindrom yang belum diketahui penyebabnya pada lebah madu.
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Gangguan ini menyebabkan hilangnya sekitar 33 persen koloni setiap
tahun di Amerika Serikat pada periode 2006 hingga 2011 (United
States Department of Agriculture Agricultural Research Service, 2013).
Puncak produksi madu di Amerika Serikat terjadi pada tahun 1969,
dengan jumlah produksi hampir mencapai 267 juta pon. Pada tahun
2012, jumlah tersebut menurun hampir 45% menjadi 147 juta pon
(United States Department of Agriculture Economic Research Service,
2013; Ward etal., 2009). Sementara itu, impor madu meningkat setiap
tahun sejak 1969 hingga 2012, mencapai 298 juta pon dan mencakup
lebih dari 66% dari total persediaan madu yang tersedia pada tahun
2012 di Amerika Serikat (Gambar 4.1).

4.2.2 Kurangnya standar identitas federal
Pada tahun 1995, juri di Michigan memutuskan untuk
mendukung pengolah madu yang didakwa atas penjualan madu palsu,
sebagian disebabkan oleh kurangnya peraturan pemerintah mengenai
madu (Breen, 2010; United States Department of Justice, 1995).
Meskipun saat ini belum ada standar identitas federal untuk madu di
Amerika Serikat, industri madu di negara tersebut telah berupaya
untuk menetapkannya. Pada tahun 2006, sebuah Petisi Warga Negara
yang diajukan ke FDA oleh berbagai pemangku kepentingan
mengusulkan amandemen terhadap Kode Peraturan Federal AS guna
memasukkan standar identitas yang serupa dengan definisi Codex
Alimentarius. Tanggapan dari FDA menyatakan bahwa keputusan atas
petisi tersebut belum dapat diambil karena "prioritas lembaga lain
dan keterbatasan sumber daya". Petisi serupa diajukan kembali pada
tahun 2007 dan diulang lagi pada tahun 2009 (Litton, 2011). Industri
madu mendapatkan dukungan pada tahun 2010 ketika 15 senator AS
mengirimkan surat kepada FDA yang menekankan pentingnya
mengadopsi standar identitas federal untuk madu. Baru-baru ini,
Dewan Perwakilan Rakyat AS menyetujui sebuah Rancangan Undang-
Undang yang, jika disahkan, akan mewajibkan Menteri Pertanian
untuk menyerahkan temuan yang menjelaskan "bagaimana standar
federal yang tepat untuk identitas madu akan sesuai dengan
kepentingan konsumen, industri madu, dan pertanian Amerika
Serikat" (United States 112th Congress - 2nd Session, 2012). Beberapa
negara bagian telah menetapkan standar identitas untuk madu
(Florida Department of State, 2010; Wisconsin Legislative Documents,
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2011). Namun, standar negara bagian tersebut hanya dapat
diberlakukan di wilayah masing-masing. Standar identitas federal
untuk madu akan meningkatkan efektivitas penegakan peraturan
dengan memberikan definisi hukum mengenai madu yang dijual di
Amerika Serikat.

Pengendalian kualitas atau "pengawasan internal” dalam
industri madu bervariasi. Survei terhadap pengepak madu di Amerika
Serikat yang dilakukan pada tahun 1999 menemukan bahwa hanya
58% responden yang melaporkan melakukan pengujian madu untuk
EMA (Fairchild et al, 2000). Berita media yang lebih baru
menunjukkan bahwa beberapa pengepak secara rutin melakukan
pengujian untuk memastikan kualitas madu yang mereka impor,
sementara yang lain enggan membahas topik tersebut (Schneider,
2011b). Menurut CEO National Honey Board, banyak pengepak
menguji madu yang mereka kelola terutama dari aspek kemurnian,
keaslian, dan sumbernya, tetapi tidak ada data spesifik yang tersedia
mengenai siapa yang melakukan pengujian dan metode analisis apa
yang digunakan (Boynton, 2012).

4.2.3 Metode analisis kualitas madu yang tidak memadai

Metode analisis umum untuk madu yang digunakan oleh
industri pangan mencakup teknik yang dapat mengidentifikasi
keberadaan gula C4, seperti yang terdapat dalam sirup jagung, dan
gula C3, seperti yang terdapat dalam sirup beras (Boynton, 2012).
Spektrometri massa rasio isotop karbon stabil (SCIRA) dapat
digunakan untuk mendeteksi pemalsuan madu dengan sirup yang
meniru profil gula madu (Elflein & Raezke, 2008). Batas deteksi
metode laboratorium ini sekitar 20%, sehingga masih memungkinkan
terjadinya pengenceran dengan sirup gula lain hingga tingkat yang
memberikan keuntungan ekonomi yang signifikan.

Metode resmi Asosiasi Komunitas Analisis (AOAC)
Internasional untuk menguji EMA dalam madu, yaitu AOAC 998.12,
menggabungkan SCIRA dengan pengukuran kadar protein madu yang
terisolasi. Metode ini meningkatkan sensitivitas pengujian dan
menurunkan batas deteksi hingga 7%, yang masih memungkinkan
beberapa pemalsuan, namun dapat mengidentifikasi pemalsuan
dalam tingkat tinggi.
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Selain itu, penggunaan metode ini untuk identifikasi EMA madu
oleh badan pengawas menjadi rumit karena FDA saat ini belum
mampu melakukan bagian SCIRA dari pengujian ini, yaitu AOAC
991.41. Menurut peringatan impor madu yang dikeluarkan oleh FDA,
“laboratorium FDA tidak memiliki kemampuan instrumental untuk
menganalisis madu menurut Metode Analisis Resmi AOAC
Internasional, Metode Resmi AOAC 991.41, yang memerlukan
spektrometer massa rasio isotop” (United States Food and Drug
Administration, 2013a). Kondisi ini mengharuskan FDA mengirimkan
bahan untuk dianalisis oleh pihak ketiga, sehingga pengujian lebih
berguna sebagai survei industri daripada sebagai strategi intervensi.

4.2.4 Kebijakan perdagangan

Pada bulan Oktober 1994, sebuah petisi diajukan kepada Komisi
Perdagangan Internasional Amerika Serikat (USITC) dan Departemen
Perdagangan Amerika Serikat atas nama Federasi Peternakan Lebah
Amerika dan Asosiasi Produsen Madu Amerika. Petisi tersebut
menuduh bahwa industri madu di Amerika Serikat terancam oleh
impor madu Cina yang dijual dengan harga murah. Pada bulan
November tahun yang sama, USITC mengeluarkan penetapan awal
yang menyatakan bahwa “ada indikasi yang wajar bahwa industri di
Amerika Serikat mengalami kerugian material atau terancam
kerugian material akibat impor madu dari Republik Rakyat Tiongkok
(Tiongkok), yang diduga dijual di Amerika Serikat dengan harga di
bawah nilai wajar” (United States International Trade Commission,
1994).

Ekspor produk dalam jumlah besar dengan harga di bawah nilai
pasar dikenal sebagai praktik “dumping” di pasar. Sebagai hasil dari
penetapan ini, tarif antidumping diberlakukan pada impor madu dari
Tiongkok. Penetapan serupa juga dilakukan oleh USITC pada tahun
2000 terkait impor madu dari Argentina dan Tiongkok. (United States
International Trade Commission, 2013).

Pada tahun 2000, lebih dari 16% dari total impor madu ke
Amerika Serikat berasal dari Tiongkok dan Argentina. Persentase
tersebut menurun menjadi 12% pada tahun 2001 dan kurang dari 4%
pada tahun 2002. Pada tahun 2012, USITC memberikan suara bulat
agar perintah yang berlaku terkait impor madu dari Tiongkok tetap
dipertahankan (United States International Trade Commission, 2012).
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Selain tarif Amerika Serikat terhadap madu dari Tiongkok yang
diberlakukan pada tahun 2000, Uni Eropa juga memberlakukan
larangan impor madu dari Tiongkok pada tahun 2002. Kebijakan ini
menyebabkan terjadinya surplus madu Tiongkok di pasar
internasional.

Pada saat impor dari Tiongkok menurun, terjadi peningkatan
impor madu dari negara-negara yang secara historis tidak
memproduksi atau mengekspor madu dalam jumlah besar (Gambar
4.2). Untuk menghindari tarif tinggi saat mengimpor ke Amerika
Serikat dan larangan madu di Uni Eropa, produsen madu Tiongkok
menyiapkan rute pengiriman ulang (transshipment) madu (Schneider,
2011b). Transshipment adalah pengangkutan madu melalui negara
perantara, diikuti dengan pelabelan ulang untuk menyembunyikan
asal madu yang sebenarnya, sebuah proses yang juga dikenal sebagai
"pencucian madu".

Satu skema pencucian madu besar di Amerika Serikat
mengakibatkan sebelas orang dan enam perusahaan didakwa atas
tuduhan konspirasi global untuk mengimpor madu Tiongkok secara
ilegal. Sebanyak 606 pengiriman madu asal Tiongkok masuk ke
Amerika Serikat antara Maret 2002 dan April 2008, meskipun secara
keliru dinyatakan bahwa madu tersebut berasal dari Rusia, India,
Malaysia, Mongolia, Filipina, Korea Selatan, Taiwan, dan Thailand
(United States District Court Northern District of Illinois - Eastern
Division, 2009). Para terdakwa diduga bersekongkol mengimpor
madu asal Tiongkok senilai lebih dari 40 juta dolar AS secara ilegal
untuk menghindari bea antidumping hampir sebesar 80 juta dolar AS.

Dakwaan tersebut juga menyatakan bahwa madu tetap dijual ke
Amerika Serikat meskipun telah diuji positif mengandung residu
antibiotik. Sebagian madu ditolak oleh salah satu pembeli karena
kandungan antibiotik, namun kemudian madu tersebut dijual kembali
meskipun diketahui terkontaminasi antibiotik.

Dalam upaya menghindari penerimaan madu Tiongkok yang
dikirim ulang dari India, Uni Eropa melarang impor madu dari India
pada Juni 2010 (Schneider, 2011b). Tindakan ini diikuti oleh protes
publik dari produsen dan konsumen yang meminta agar tindakan
serupa diterapkan di Amerika Serikat (Schneider, 2011a). Namun,
Amerika Serikat pada akhirnya tidak melarang impor madu apa pun.
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4.2.5 Strategi Peningkatan Pengujian Residu Antibiotik pada

Madu Cina

Keberadaan residu antibiotik diatur dalam semua produk
makanan yang berasal dari hewan. Antibiotik dan bahan kimia lainnya
digunakan dalam industri madu untuk memastikan kesehatan koloni
lebah. Di Amerika Serikat, sangat sedikit antibiotik dan bahan kimia
yang disetujui untuk digunakan dalam koloni lebah. Selain itu, bahan
kimia tersebut hanya diizinkan pada dosis tertentu dengan periode
penarikan yang diperlukan guna mengurangi kemungkinan residu
antibiotik masuk ke dalam pasokan makanan (Mid-Atlantic Apicultural
Research & Extension Consortium, 2005).

Misalnya, antibiotik oksitetrasiklin disetujui untuk pencegahan
penyakit busuk daun Eropa dan Amerika, yaitu penyakit bakteri yang
mempengaruhi populasi lebah madu, dengan dosis 200 mg per koloni
sebanyak tiga kali, dengan interval 4-5 hari, serta periode penarikan
selama 45 hari. Madu yang diproduksi selama periode penarikan tidak
boleh dikumpulkan dan dipasarkan untuk dikonsumsi manusia. Madu
yang diimpor dari Tiongkok telah diuji dan ditemukan mengandung
residu antibiotik yang tidak disetujui untuk digunakan dalam koloni
lebah di Amerika Serikat, seperti kloramfenikol, enrofloksasin, dan
siprofloksasin (U.S. Department of Health and Human Services, 2007).

Madu yang diimpor ke Uni Eropa dari beberapa negara, termasuk
Tiongkok, Turki, Argentina, Republik Ceko, Uruguay, dan Meksiko,
telah terbukti mengandung residu antibiotik, antara lain
kloramfenikol, metronidazol, nitrofuran, sulfatiazol, streptomisin,
linkomisin, oksitetrasiklin, sulfadimidin, dan tilosin (European
Commission, 2013). Kloramfenikol merupakan antibiotik spektrum
luas yang murah, namun dapat menyebabkan kondisi langka dan tidak
dapat disembuhkan pada manusia, yaitu anemia aplastik, meskipun
dikonsumsi dalam dosis yang sangat rendah. Oleh karena itu,
antibiotik ini tidak disetujui untuk digunakan pada hewan penghasil
pangan di Amerika Serikat (Merck, 2009). Sejak sekitar tahun 1997,
kloramfenikol telah digunakan pada koloni lebah madu di Tiongkok
sebagai respons terhadap wabah penyakit busuk daun yang
mengancam industri peternakan lebah di negara tersebut
(Dharmananda, 2003).

Antibiotik lain yang juga ditemukan dalam madu, seperti
enrofloksasin, telah disetujui untuk digunakan pada beberapa jenis
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hewan penghasil pangan, namun tidak disetujui untuk penggunaan
pada lebah madu di Amerika Serikat (Mid-Atlantic Apicultural
Research & Extension Consortium, 2005). Enrofloksasin termasuk
dalam golongan antibiotik yang dianggap penting bagi kesehatan
manusia oleh Food and Drug Administration (FDA), sehingga berbagai
tindakan telah dilakukan untuk mengurangi penggunaan obat
tersebut guna meminimalkan perkembangan resistensi yang meluas
(United States Food and Drug Administration, 2012b).

Karena adanya residu antibiotik dalam madu Tiongkok, terutama
kloramfenikol, pengiriman madu dari Tiongkok harus menjalani
pengujian tambahan oleh FDA sebelum dapat dipasarkan di Amerika
Serikat (United States Food and Drug Administration, 2013b).
Keinginan untuk menghindari pengawasan tambahan tersebut
memberikan insentif bagi perusahaan untuk mengirimkan madu
dengan menyembunyikan negara asal sebenarnya.

4.3 Analisis permasalahan dalam pemalsuan madu

Banyak faktor yang telah diuraikan berdampak negatif pada
pengendalian kualitas di pasar madu internasional, sehingga
memungkinkan penjualan madu dengan kualitas di bawah standar.
Peningkatan tajam impor madu diduga menyebabkan pengawasan
regulasi terhadap madu yang dikonsumsi di Amerika Serikat menjadi
lebih rendah. Namun, dampak terbesar pada pasar madu
internasional berasal dari pergeseran sumber produksi utama dan
kebijakan yang bertujuan melindungi produsen madu AS dari praktik
perdagangan tidak adil serta madu berkualitas rendah. Kemajuan
dalam perlindungan pangan umum beberapa tahun terakhir
kemungkinan akan memengaruhi industri madu.

Undang-Undang Modernisasi Keamanan Pangan FDA (FSMA),
yang disahkan pada 4 Januari 2011 (United States 111th Congress,
2011), menetapkan bahwa importir harus memiliki program untuk
memverifikasi bahwa produk makanan yang mereka impor dari
pemasok asing tidak dipalsukan atau diberi label yang salah (United
States Food and Drug Administration, 2013a). Sebagaimana diatur
dalam Aturan Usulan FSMA untuk Pengendalian Pencegahan Makanan
Manusia, importir wajib memverifikasi bahwa pemasok mematuhi
pengendalian pencegahan berbasis risiko yang memadai dan
memberikan tingkat perlindungan kesehatan masyarakat yang setara
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dengan ketentuan FSMA (United States Food and Drug Administration,
2011b; United States Food and Drug Administration, 2013a).

Salah satu risiko dari madu yang dikirim ulang adalah potensi
masuknya madu yang menghindari persyaratan keamanan pangan AS
karena asal madu dinyatakan secara tidak benar. Pada tahun 2012,
total konsumsi madu di AS mencapai 400 juta pon (United States
Department of Agriculture Economic Research Service, 2013). Ukuran
porsi madu yang umum diterima adalah 21 gram, yang berarti sekitar
8,6 miliar porsi madu dikonsumsi di AS pada tahun tersebut (United
States Department of Agriculture Economic Research Service, 2013b).
Selama periode yang sama, hampir 70% madu yang dikonsumsi di AS
adalah impor (United States Department of Agriculture Economic
Research Service, 2013c). Perkiraan ini, dikombinasikan dengan
adanya permasalahan luas terkait EMA pada madu, menimbulkan
kekhawatiran terhadap kesehatan masyarakat.

Kekhawatiran serius terkait kesehatan manusia mengenai
keberadaan Kkloramfenikol dan antibiotik lain yang dapat
menyebabkan resistensi mikroba telah dibahas sebelumnya.

Meskipun jarang, terdapat dokumentasi mengenai reaksi alergi
terhadap antibiotik pada beberapa individu yang terpapar residu
antibiotik dalam jenis makanan lain (Dewdney et al., 1991). Selain itu,
perluasan European Medicines Agency (EMA) terhadap madu
menunjukkan kurangnya pengawasan yang berpotensi membuka
peluang bagi pemalsuan madu secara sengaja, yang bahkan lebih
mengkhawatirkan bagi kesehatan masyarakat. Hal ini memberikan
kesempatan bagi Badan Pengawas Obat dan Makanan Amerika Serikat
(FDA) dan badan kesehatan masyarakat lainnya untuk bersikap
proaktif dalam mencegah insiden yang disebabkan oleh konsumsi
madu tersebut.

Peraturan perdagangan madu terhambat oleh ketiadaan
standar identitas federal untuk madu, keterbatasan metode analitis
dalam mendeteksi residu, serta kebijakan perdagangan. Kebijakan ini
meliputi larangan sementara impor madu, peraturan antidumping,
dan penerapan tarif impor yang ketat terhadap madu dari negara
tertentu. Tarif antidumping yang dikenakan pada madu asal Tiongkok,
bersama dengan pengujian tambahan terhadap kloramfenikol pada
madu Tiongkok di perbatasan AS, telah memberikan insentif yang
kuat bagi EMA di pasar madu.
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Meskipun upaya regulasi telah dilakukan, negara-negara besar
dan organisasi perdagangan belum mampu menjamin keamanan dan
kualitas madu impor secara konsisten. Kondisi ini menyebabkan
kurangnya jaminan kualitas di seluruh pasar madu. Akibatnya, produk
madu yang dipalsukan dapat sampai ke konsumen, yang berujung
pada hilangnya kepercayaan konsumen serta meningkatnya risiko
dampak negatif bagi kesehatan masyarakat. Pemalsuan madu yang
meluas juga berpotensi memengaruhi harga madu di pasar global dan
mata pencaharian peternak lebah.
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BABYV
MADU DAN KEASLIANNYA

5.1. Pengantar

Madu adalah pemanis alami yang dihasilkan oleh lebah madu
dan terdiri dari berbagai jenis gula, komposisi asam organik, asam
amino, enzim, dan mineral (da Silva et al.,, 2016). Namun, madu juga
dianggap sebagai salah satu makanan yang paling sering dipalsukan
(Fakhlaei et al, 2020). Bentuk pemalsuan yang umum meliputi
penambahan gula C4 (gula jagung atau tebu), gula C3 (sirup beras),
dan gula invert secara sengaja. Selain itu, sering terjadi pemberian
gula kepada lebah madu di luar musim, fermentasi akibat kondisi
penyimpanan yang tidak tepat, atau pengolahan yang menyebabkan
perubahan kandungan unsur kimia. Dengan demikian, pemalsuan
madu dapat merusak manfaat asli madu. Oleh karena itu, upaya untuk
mengidentifikasi keaslian madu dilakukan dengan berbagai alat kimia
analitik yang beragam (Tura & Seboka, 2020).

Madu, sebagai pemanis alami yang diproduksi oleh lebah,
memiliki sejarah panjang sebagai makanan favorit sekaligus obat
tradisional. Namun, industri pangan global kini menghadapi
tantangan serius akibat maraknya pemalsuan madu, di mana zat asing
atau pemanis buatan ditambahkan sehingga merusak kualitas,
keaslian, dan nilai gizi produk (Momtaz et al, 2023). Di antara
berbagai kasus pemalsuan makanan yang dilaporkan belakangan ini,
madu menempati peringkat tertinggi sebagai produk yang sering
dipalsukan (Fakhlaei et al.,, 2020). Tren ini tidak hanya merugikan
konsumen, tetapi juga berdampak negatif pada produsen madu asli
yang kesulitan bersaing dengan produk palsu yang memenuhi pasar.

Dampak pemalsuan madu meluas ke berbagai bidang, seperti
kesehatan konsumen, etika konsumerisme, standar industri, dan
hukum perdagangan internasional. Untuk mengatasi tantangan ini,
autentikasi madu menjadi sangat penting. Berbagai teknik telah
dikembangkan oleh otoritas dan ahli untuk membedakan madu asli
dari yang palsu, meskipun tugas ini semakin sulit karena metode
pemalsuan yang kian canggih dan sifat madu yang bervariasi.

Industri madu global dipengaruhi oleh praktik di berbagai
negara, yang berkaitan erat dengan dinamika pasar melalui perbedaan
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budaya, regional, kualitas, perdagangan, keberlanjutan, dan inovasi.
Praktik perdagangan madu bervariasi berdasarkan faktor seperti
iklim dan tradisi, yang memengaruhi jenis dan rasa madu. Pasar madu
merespons perbedaan regional untuk memastikan konsumen
mendapatkan beragam pilihan produk. Standar dan sertifikasi
kualitas berperan menjaga kemurnian dan keamanan madu, sekaligus
membangun kepercayaan konsumen.

Praktik pemeliharaan lebah yang berkelanjutan juga semakin
mendapat perhatian, mendorong metode ramah lingkungan di
seluruh dunia. Dinamika pasar turut memengaruhi harga dan mata
pencaharian peternak lebah di berbagai wilayah. Pertukaran budaya
dan inovasi produk madu dari praktik regional turut memberikan
manfaat bagi industri global. Peningkatan produksi madu juga
dipengaruhi oleh kemajuan teknologi dalam pemeliharaan lebah,
pembiakan, nutrisi, pengendalian hama, serta berbagi pengetahuan.
Konservasi lingkungan, pengendalian iklim, dan permintaan pasar
turut mendorong produktivitas, sehingga Kketersediaan madu
berkualitas tinggi dapat terpenuhi secara global.

Sementara itu, dedikasi dan keahlian peternak lebah menjadi
faktor penting dalam pertumbuhan industri madu. Di India,
permintaan madu terus meningkat seiring dengan meningkatnya
kesadaran masyarakat terhadap kesehatan dan preferensi
penggunaan pemanis alami. Reputasi madu sebagai alternatif yang
lebih sehat dibanding gula rafinasi telah mendorong popularitasnya.
Selain sebagai pemanis, madu juga diminati karena khasiat nutrisi dan
obatnya. Penggunaan madu yang serbaguna dalam masakan
tradisional India, pengobatan Ayurveda, dan berbagai aplikasi kuliner
modern semakin meningkatkan permintaan.

Kemudahan akses melalui platform ritel online juga
memudahkan konsumen mendapatkan madu, termasuk produk madu
organik khusus. Meskipun industri madu di India menghadapi
tantangan terkait kualitas dan keaslian, kesadaran konsumen yang
meningkat dan inisiatif pemerintah berupaya menjaga kemurnian
serta integritas produk madu, sehingga permintaan terus meningkat.

Permintaan madu di berbagai negara bagian di India bervariasi
berdasarkan faktor budaya, kebiasaan makan, dan tingkat kesadaran
regional. Negara-negara bagian seperti Maharashtra, Punjab, Benggala
Barat, Delhi, Bihar, Uttar Pradesh, Rajasthan, dan Tamil Nadu
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merupakan produsen madu utama yang memenuhi kebutuhan
domestik dan ekspor (Singh, 2021). Secara keseluruhan, permintaan
madu di India mencerminkan perpaduan warisan budaya, tradisi
kuliner, dan preferensi masyarakat yang semakin sadar kesehatan.

Bab ini membahas berbagai masalah kompleks terkait
pemalsuan madu, meliputi motif, teknik, dan konsekuensinya. Selain
itu, dibahas pula berbagai langkah teknologi dan regulasi yang
diterapkan untuk mengatasi persoalan tersebut, dengan menyoroti
isu lebih luas mengenai keamanan dan etika pangan. Penelusuran
mengenai pemalsuan madu dan upaya autentikasi mengungkap
interaksi antara masyarakat, teknologi, dan alam. Perjuangan
melawan pemalsuan madu merupakan upaya mempertahankan
keaslian, membangun kepercayaan, dan menjamin masa depan yang
berkelanjutan bagi makanan kuno ini.

Instrumen analitik yang dapat digunakan adalah Liquid
Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS/MS), yaitu teknik analisis
yang menggabungkan kemampuan pemisahan fisik dari kromatografi
cair dengan spesifisitas deteksi spektrometri massa. Keunggulannya
terletak pada kemampuannya untuk menganalisis berbagai
komponen secara luas, seperti senyawa termal labil, senyawa dengan
polaritas tinggi atau massa molekul tinggi, termasuk gula. Metode ini
juga dapat digunakan untuk menjelaskan distribusi oligosakarida
(gula) dan strukturnya, yang berbeda berat molekul, urutan gula, serta
struktur cabang (Kawasaki et al.,, 1999), serta mengukur secara akurat
keberadaan gula bebas (Cocuron et al.,, 2020).

Metode lain yang cukup berkembang adalah berdasarkan citra
digital dan mendapat perhatian besar dari komunitas ilmiah karena
biaya rendah, kepraktisan, dan portabilitasnya (Fernandes et al,
2020; Fan et al,, 2021). Metode ini didasarkan pada perolehan citra
digital secara cepat menggunakan perangkat elektronik seperti
smartphone, kamera digital, atau pemindai. Data yang diperoleh
kemudian diubah menjadi sistem warna yang sesuai, biasanya merah-
hijau-biru (RGB). Nilai RGB tersebut dianalisis menggunakan aplikasi
akses terbuka Color Grab (versi 3.6.1, Loomatix ©) (Loomatix, 2017).

Aplikasi ini memungkinkan diperolehnya respons saluran RGB
secara real time yang memberikan nama warna secara instan,
sehingga memudahkan analis dalam mengontrol dan menafsirkan
respons yang diperoleh selama prosedur. Respons analitis diperoleh

35



melalui logaritma sederhana dari persamaan yang kemudian
ditransfer ke dalam perhitungan transmitansi yang digunakan untuk
reaksi kolorimetri sesuai dengan hukum Lambert-Beer.

Madu asli adalah madu yang dihasilkan oleh lebah dari nektar
bunga, sedangkan madu campuran adalah madu asli yang
ditambahkan dengan zat kimia lain untuk meningkatkan rasa.
Selanjutnya, madu sintetis adalah madu buatan tanpa keterlibatan
lebah dalam proses pembuatannya, atau disebut madu palsu berupa
campuran larutan atau sirup yang menyerupai madu. Dalam
pengklasifikasian  tersebut, algoritma diperlukan  untuk
mengelompokkan atau mengidentifikasi data berdasarkan fitur
tertentu yang diambil dari seluruh data. Salah satu metode klasifikasi
yang telah terbukti efektif dalam berbagai aplikasi adalah algoritma K-
Nearest Neighbor (Nababan & Jannah, 2023).

Prinsip-prinsip pengukuran dan penerapan dua metode
tersebut (LC-MS/MS dan analisis citra menggunakan smartphone)
diharapkan dapat membedakan keaslian madu. Hal ini dimungkinkan
karena warna madu dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti
senyawa fenolik, karotenoid, gula, mineral, serbuk sari, kadar air, jenis
bunga dan asal geografis, kondisi suhu serta waktu pemrosesan,
penanganan, penyimpanan, usia madu, dan kondisi pengukuran
warna. Dengan demikian, setiap warna yang dihasilkan sangat spesifik
untuk masing-masing madu, baik madu asli maupun palsuy,
berdasarkan kandungan gulanya.

Meskipun terdapat keterbatasan akibat kesulitan teknis dan
kompleksitas matriks madu, smartphone dan LC-MS/MS akan
memainkan peran penting dalam mempopulerkan akses terhadap
teknik analisis pangan, khususnya madu. Terutama untuk analisis di
lokasi sebagai antarmuka, konektivitas, dan penginderaan jarak jauh
yang terintegrasi. Kenyataan ini berfungsi sebagai landasan awal
untuk menetapkan metode yang andal dalam mendeteksi keberadaan
gula melalui pengukuran warna madu (kolorimetri) yang dapat
diulang dan dibandingkan, sekaligus mendorong pengembangan
perangkat digital yang lebih praktis. Temuan yang diperoleh juga
dapat dimanfaatkan untuk merancang alat atau aplikasi yang
sederhana, mudah digunakan, dan berbiaya rendah dalam mendeteksi
keaslian madu.
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Menurut Codex Alimentarius, madu didefinisikan sebagai “zat
manis alami yang dihasilkan oleh lebah madu dari nektar tanaman
atau dari sekresi bagian tanaman yang masih hidup, atau ekskresi
serangga penghisap tanaman pada bagian tanaman yang masih hidup,
yang dikumpulkan oleh lebah, diubah dengan menggabungkannya
dengan zat-zat tertentu miliknya sendiri, disimpan, dikeringkan,
disimpan, dan dibiarkan di sarang madu hingga matang” (Codex
Standar, 2001). Dengan demikian, madu merupakan produk makanan
bernilai tinggi yang banyak dikonsumsi karena rasanya yang unik,
nilai gizi tinggi, dan manfaat kesehatan yang bervariasi sesuai dengan
komposisi kimianya.

Madu diproduksi dan dipasarkan di seluruh dunia dengan
perbedaan mencolok dalam nilai gizi dan kepentingan biologis.
Khasiat madu yang fungsional dan meningkatkan kesehatan terutama
terkait dengan sifat antioksidan, antibakteri, dan antiperadangan yang
telah digunakan untuk tujuan terapeutik (Zhang et al., 2021a; Zhang
etal,, 2021b). Sifat biologis madu lainnya yang menjanjikan juga telah
dilaporkan, termasuk aktivitas antikanker, anti-HIV, dan
penyembuhan luka (Geana & Ciucure, 2020; Tsagkaris et al., 2021).
Aktivitas biologis tersebut terkait dengan komposisi dan kandungan
senyawa madu, seperti flavonoid, asam fenolik, enzim, asam askorbat,
karotenoid, pigmen, dan alkaloid.

Madu memiliki rasa unik dan khasiat luar biasa yang
meningkatkan kesehatan, sehingga verifikasi keasliannya menjadi
fokus industri madu global. Namun, standar kualitas dan metode
analisis saat ini masih kurang efektif untuk penentuan dan evaluasi
keaslian madu, yang menimbulkan tantangan bagi pasar madu (China
Standard, 2011; Council Directive, 2001; Codex Standard, 2001;
Tsagkaris et al, 2021; Wu et al, 2017a). Dalam tulisan ini, akan
dibahas masalah terkini yang dihadapi oleh industri madu terkait
verifikasi keaslian madu, menguraikan kesulitan dalam deteksi dan
pengawasan pasar saat ini. Metode pemalsuan madu secara langsung
dan tidak langsung akan dijelaskan secara rinci. Selain itu, metode
terkini untuk konfirmasi keaslian madu akan ditinjau secara
komprehensif. Selanjutnya, kemajuan terkini dalam verifikasi keaslian
madu  dipaparkan dengan menyoroti keunggulan dan
keterbatasannya. Pada bagian akhir, arah inovasi serta solusi baru
dibahas dengan tujuan memberikan landasan teoretis bagi
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pengendalian mutu madu dan mendorong pengembangan industri
madu.

5.2. Isu Global Pemalsuan Madu

Madu merupakan pemanis alami yang diproduksi oleh lebah
madu melalui proses pengumpulan nektar, sekresi, dan/atau embun
madu dari tanaman. Bahan-bahan tersebut kemudian dicampur
dengan sekresi lebah, diubah, dikeringkan, disimpan, dan
difermentasi. Oleh karena itu, penambahan bahan lain, baik yang
diketahui maupun tidak diketahui, ke dalam madu dilarang (China
Standard, 2011; Council Directive, 2001; Codex Standard, 2001;
Tsagkaris et al., 2021; Wu et al,, 2017a).

Sirup jagung fruktosa tinggi

Metode Langsung

B
Metode-Metode kutas e
Pemalsuan Madu

L. Memberi makan koloni lebah madu

2. Memanen madu mentah

3. penanganan dan penyimpanan yang
tidak tapat

Gambar 5.3. Gambaran Skematis Strategi Pemalsuan Madu
(Zhang et al., 2023)

Pemalsuan madu merupakan masalah global yang masih
berlangsung dan telah memberikan dampak negatif yang signifikan
terhadap perkembangan industri madu. Masalah terkait keaslian
madu telah banyak dilaporkan dan dapat diklasifikasikan ke dalam
dua kategori (Gambar 5.1), yaitu:i) Metode langsung, yang meliputi
pemalsuan madu dengan penambahan pemanis atau pencampuran
madu, serta pemberian label yang menyesatkan sebagai madu
berkualitas tinggi yang berasal dari sumber geografis atau botani
tertentu, termasuk madu organik;ii) Metode tidak langsung, yang
mencakup pemberian pakan tambahan pada koloni lebah, pemanenan
madu mentah, serta penanganan dan penyimpanan yang tidak sesuai.
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BAB VI
WARNA MADU DAN RASA

6.1. Pengantar

Temuan yang dilaporkan oleh Pajak dan Swiglo (2015)
membahas perubahan warna pada beberapa jenis madu. Analisis
statistik menunjukkan bahwa nektar madu segar yang diuji tidak
memperlihatkan perbedaan yang signifikan pada nilai L*, b*, dan C*.
Namun, madu dari nektar berwarna terang (seperti rape, akasia,
linden, dan multifloral) berbeda dengan madu dari nektar berwarna
gelap (seperti heather dan soba) dalam hal kontribusi warna
hijau/merah (a*) dan sudut Hue (ho).

Selain itu, teramati bahwa madu akasia segar, madu multifloral,
dan madu heather yang berasal dari berbagai daerah di Polandia
menunjukkan perbedaan yang signifikan dalam tingkat kecerahan,
dengan standar deviasi rata-rata nilai L* yang relatif tinggi. Temuan
ini terkait dengan perbedaan konsistensi madu, yang memiliki
pengaruh penting terhadap tingkat kecerahannya. Selama masa
penyimpanan, madu mengalami kristalisasi, sehingga identifikasi
terhadap warna cerah menjadi kurang optimal.

Madu yang berwarna lebih gelap, seperti madu soba, cenderung
memiliki rasa yang lebih kuat. Namun, seperti halnya aturan lainnya,
terdapat pengecualian. Jenis nektar dan serbuk sari tertentu dapat
menghasilkan madu berwarna gelap dengan rasa yang ringan. Lebah
jarang menghasilkan madu monofloral, yaitu madu yang berasal dari
satu jenis bunga saja. Artinya, lebah biasanya mengumpulkan nektar
dan serbuk sari dari berbagai sumber untuk menghasilkan madu.
Peternak lebah memberi label pada madu mereka berdasarkan
sumber utama nektar dan serbuk sari yang dikumpulkan oleh lebah.
Serbuk sari dari tanaman goldenrod, misalnya, dapat menggelapkan
warna madu semanggi yang sebenarnya berwarna terang. Oleh
karena itu, menilai rasa madu hanya dari tampilannya bukanlah ide
yang tepat.

Madu organik merupakan salah satu variasi madu yang
didasarkan pada sumber bunga tempat lebah mengumpulkan
nektarnya. Agar madu dapat dikategorikan sebagai organik, lebah
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harus mencari makan hanya dari bunga-bunga yang juga bersertifikat
organik. Meskipun hal ini cukup sulit untuk diwujudkan, memahami
kategori warna resmi dari USDA yang digunakan oleh produsen madu
untuk menilai produknya dapat sangat membantu. Dengan begitu,
konsumen dapat memperoleh gambaran yang lebih jelas mengenai
rasa madu yang akan dibeli.

Tabel 6.2 Standar pengukuran warna berdasarkan Pfund (Frasco etal., 2018)

No Tipe Warna Standar pengukuran
Pfund

1 Water White < 8 Pfund

2 Ekstra White >8 dan <17 Pfund

3 White >17 dan <34 Pfund

4 Ekstra Light Aber (Kuning Muda Ekstra) >34 dan <50 Pfund

5 Light Amber (Kuning Muda) >50 dan <85 Pfund

6 Amber (Kuning) >85 dan <114 Pfund

7 Dark Amber (Kuning Gelap) >114 Pfund.

Kategori warna madu USDA didasarkan pada sistem penilaian
berkelanjutan yang dikenal sebagai skala Pfund. Untuk menilai warna
madu, produsen menuangkannya ke dalam wadah khusus yang
digunakan untuk membandingkan warna mulai dari yang paling
terang hingga yang paling gelap. Dari sinilah proses penilaian warna
menjadi lebih kompleks. Dalam pengembangan peringkat Pfund,
produsen mengukur jarak antara salah satu ujung irisan kaca
berwarna dengan warna madu yang sesuai. Jarak yang diukur, dalam
satuan milimeter, kemudian digunakan sebagai nilai Pfund dari madu
tersebut.

Secara tradisional, madu berwarna terang lebih diminati
dibandingkan madu berwarna gelap. Meskipun terdapat banyak hal
yang perlu dipertimbangkan, pemilihan warna madu pada dasarnya
bersifat subjektif. Madu berwarna gelap tidak dapat dianggap sebagai
madu yang buruk, sebagaimana madu berwarna kuning muda atau
warna lainnya juga tidak serta-merta berarti lebih baik. Penilaian ini
mengacu pada tujuh kategori warna madu menurut USDA (Tabel 6.1)
Warna madu dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti kandungan
senyawa fenolik, karotenoid, gula, mineral, dan serbuk sari, kadar air,
jenis bunga dan asal geografis, suhu serta kondisi selama proses
pemrosesan, penanganan, penyimpanan, umur madu, hingga kondisi
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dan metode pengukuran warna. Untuk dapat membandingkan warna
madu secara akurat, diperlukan sistem pengukuran standar
internasional. Oleh karena itu, penting untuk menyajikan informasi
terperinci mengenai persiapan madu dan kondisi pengukuran yang
tepat, termasuk pengaturan suhu, rentang panjang gelombang, dan
langkah panjang gelombang yang digunakan.

Metode tertentu dapat dijadikan dasar dalam pengembangan
lebih lanjut untuk menetapkan metode yang andal, sehingga
pengukuran warna madu dapat dilakukan secara berulang dan dapat
dibandingkan, misalnya melalui penerapan analisis Pfund. Oleh
karena itu, disarankan untuk menggunakan seluruh rentang spektral
(380-780 nm) selama pengukuran dan menjaga kondisi suhu tetap
stabil. Berdasarkan hasil tersebut, disarankan pula pembentukan
kelompok ahli khusus untuk analisis warna madu dalam kelompok
kerjaISO/TC 34/SC 19/WG 1 - Honey, di mana validasi dan penerapan
metode ini dapat dijabarkan secara lebih rinci (Bodor et al., 2021).

Beberapa jenis madu unifloral dan polifloral dikenal luas di
seluruh dunia, di mana asal-usulnya sangat memengaruhi komposisi
serta sifat sensorik madu. Di antara berbagai sifat sensorik tersebut,
warna merupakan atribut penting yang juga termasuk dalam analisis
rutin terhadap madu (Da Silva et al, 2016; Oddo & Piro, 2004).
Penentuan warna madu dapat dilakukan dengan beberapa metode.
Teknik yang paling umum digunakan biasanya berdasarkan pada
perbandingan visual, seperti menggunakan skala Pfund, Lovibond,
dan Jack.

Karakterisasi warna madu mencakup penentuan intensitas
warna, yang dapat didefinisikan sebagai serapan bersih antara dua
panjang gelombang, yaitu selisih antara A450 nm dan A720 nm
(dinyatakan dalam satuan mAU). Penentuan intensitas warna ini
dapat memberikan informasi mengenai kandungan pigmen dalam
madu (Karabagias et al., 2020). Metode ini telah digunakan secara luas
selama beberapa dekade terakhir dan tetap populer karena mampu
memberikan karakterisasi warna madu secara cepat, murah, dan
sederhana (Karabagias et al., 2020).

Teknik spektroskopi dan kolorimetri dapat memberikan
evaluasi warna madu yang lebih akurat serta mampu mengidentifikasi
perbedaan kecil antar madu. Namun, masih diperlukan metode
analisis warna yang lebih universal dan terstandarisasi, sehingga
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memungkinkan para peneliti untuk mengkarakterisasi madu secara
lebih objektif dan mendeteksi perbedaannya dengan lebih tepat.

Terdapat hubungan positif antara warna madu, yang terutama
dipengaruhi oleh keberadaan pigmen berbeda, dengan potensi
bioaktivitasnya. Telah dilaporkan bahwa madu berwarna gelap
mengandung total fenolik yang lebih tinggi dibandingkan madu
berwarna terang, sehingga memberikan kapasitas antioksidan yang
lebih tinggi (Bertoncelj et al., 2007).

Warna madu bergantung pada asal tanaman nektarnya, dengan
variasi mulai dari kuning muda hingga kuning tua dan bahkan hitam
(Khalil et al., 2012). Warna madu dijelaskan melalui tiga komponen
utama, yaitu L (lightness/kecerahan - menunjukkan tingkat
kecerahan, apakah mendekati putih atau hitam), hab (hue - mewakili
warna yang tampak pada suatu objek), dan C*ab (chroma -
menggambarkan intensitas, saturasi, atau kemurnian suatu warna;
nilai tinggi menunjukkan warna yang kaya, sedangkan nilai rendah
menunjukkan warna yang mendekati abu-abu) (Tuberoso et al,
2014).

Sebagaimana dilaporkan oleh Ciursa et al. (2021), parameter L
pada madu akasia tercatat sebesar 40,08, pada madu bunga matahari
36,41, dan pada madu tilia 39,40. Sementara itu, nilai hab pada ketiga
jenis madu tersebut relatif sebanding dan menunjukkan karakter
warna kekuningan. Sebagai perbandingan, Ahmed et al. (2007)
melaporkan bahwa nilai L* untuk madu di India berkisar antara 40,96
hingga 53,53. Nilai kecerahan dan chroma pada madu akasia sesuai
dengan temuan Juan-Borras et al. (2014), yang mencatat bahwa jenis
madu ini memiliki nilai L* tertinggi dan nilai C*ab terendah, yang
berarti memiliki kemurnian warna paling rendah dibandingkan
dengan madu tilia dan madu bunga matahari.

6.2. Parameter warna madu segar

Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa madu dari nektar
berwarna terang (rape, akasia, linden, dan multifloral) berbeda
dengan madu dari nektar berwarna gelap (heather dan soba) dalam
hal kontribusi warna hijau/merah (a*) dan sudut rona (h°).
Parameter a* pada madu segar memiliki nilai negatif maupun positif
(Tabel 6.1). Madu dari nektar berwarna terang (rape, akasia, linden,
dan multifloral) menunjukkan kontribusi serupa terhadap warna
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hijau (nilai a* negatif menunjukkan kontribusi pigmen hijau, seperti
klorofil); nilai rata-rata a* berkisar antara -3,56 hingga -2,08.
Rentang nilai a* yang luas pada madu akasia dan multifloral
menunjukkan adanya perbedaan yang cukup besar dari jenis madu
yang sama, meskipun kontribusi warna merah tidak teramati (Tabel
6.1). Pada madu dari nektar berwarna gelap (heather dan soba),
terlihat adanya kontribusi warna merah (nilai a* positif), yang
merupakan ciri khas keberadaan antosianin dan flavonoid lain dalam
tanaman penghasil nektar (Piotraszewska-Pajak & Ciszak, 2001;
Alvarez-Suarez et al., 2010).

Tabel 6.2. Tingkat kecerahan (L*), intensitas warna merah atau hijau (a*,
nilai positif dan negatif), intensitas warna kuning (b*, nilai positif), kroma
metrik (C*) dan sudut Hue (ho) madu nektar segar (Pajak & Swiglo, 2015).

Tipe Madu Parameter L* a* b* c* ho
Rape Ratarata  + 756,770 20840672 18511352 1864+129% 9685+236
12
D
n=3 Range 68.56:73.64 -1.35:(-265) 17.47:20.04 17.61:20.03 93.86:9837
Acacia Ratarata+SD 5310.16272.271+1612  932%417% 9714432 105.13+4.152
n=3 Range 34.32:62.89 -0.87:(-385) 455:12.26 4.63:2.72 _ 100.82:109.09
Linden Ratarata+SD  ¢497.5213.356+0.11% 1912+1758 1945+172% 100.60+ 1.002
n=3 Range 58.43:6843 -343:(-3.63) 17.41:2091 17.78:1.22 99.85:101.74
Multifloral ~ Ratarata£SD ¢4 15,4 12542.240+218% 228948692 2311+860% 96904585
n=3 Range 4575:68.63 -051:(-479) 1503%322215.15:222 90.91:102.61
Heather Ratarata  * 967, 14792 238 2519 2533412432 84.70+263P
Sp2 1.84D 12362
n=3 Range 33.07:61.53 090:444 11.01:33.69 11.05:33.74 81.81:86.96
Buckwheat — Ratata@+SD gj5g,63g3 632 % 566743503 274443002 7624 +544P
186P
n=3 Range 44.46:57.11 439:8.10 23433039 24.79:0.71 7091:81.78

1 a, b - rata-rata dalam kolom dengan letter yang sama adalah tidak berbeda secara signifikan pada o= 0.05.

2 Dari Piotraszewska-Pajak (2012).

Untuk semua jenis madu, parameter b* bernilai positif, yang
menunjukkan dominasi warna kuning dari pigmen seperti karotenoid
yang terdapat dalam nektar tanaman. Telah dilaporkan bahwa madu
berwarna gelap memiliki kandungan karotenoid yang sangat kaya
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(Alvarez-Suarez et al., 2010). Pengamatan serupa juga dilakukan oleh
Bertoncelj et al. (2007) pada madu dari Slovenia.

Meskipun madu dari nektar berwarna terang berbeda dengan
madu dari nektar berwarna gelap dalam hal nilai a*, kontribusi nilai
a* terhadap nilai kroma (C*) tergolong kecil. Oleh karena itu, tidak
terdapat perbedaan yang signifikan secara statistik dalam nilai C*
antara madu berwarna terang dan gelap. Pada madu dari nektar
berwarna terang, sudut rona (h°) berada di kuadran kedua ruang
warna (h° > 90°), sedangkan pada madu dari nektar berwarna gelap
berada di kuadran pertama (h°® < 90°).

Untuk madu akasia dan linden yang dianalisis, nilai L* dan a*
secara umum sejalan dengan yang dilaporkan oleh Bertoncelj et al.
(2011), sedangkan nilai b* tercatat jauh lebih rendah. Kondisi ini
menunjukkan bahwa nilai b* pada madu asal Slovenia dapat berada
pada kisaran 6,26 hingga 31,70 untuk madu akasia, serta antara 19,34
hingga 41,13 untuk madu linden.

Berbeda dengan madu multifloral dari Slovenia (nilai a*
berkisar antara -3,30 hingga 5,77), pada madu yang diteliti dalam
studi ini tidak ditemukan kontribusi warna merah (nilai a* positif)
yang signifikan. Selain itu, kontribusi warna kuning pada madu
multifloral asal Polandia juga lebih rendah dibandingkan dengan yang
dilaporkan oleh Bertoncelj et al. (2011).

Analisis statistik menunjukkan bahwa madu nektar segar yang
diuji tidak memiliki perbedaan yang signifikan dalam nilai L*, b*, dan
C*. Namun, madu nektar berwarna terang (rape, akasia, linden, dan
multifloral) berbeda dari madu nektar berwarna gelap (heather dan
buckwheat) dalam kontribusi warna hijau/merah (a*) dan sudut rona
(ho). Selain itu, madu akasia, multifloral, dan heather segar yang
berasal dari berbagai wilayah di Polandia juga menunjukkan
perbedaan signifikan dalam tingkat kecerahan, yang ditunjukkan oleh
simpangan baku nilai rata-rata L* yang relatif tinggi (Tabel 6.1).
Temuan ini berkaitan dengan perbedaan Kkonsistensi yang
berpengaruh besar terhadap kecerahan madu. Selama penyimpanan,
madu mengalami proses kristalisasi yang menyebabkan tingkat
kecerahannya menjadi kurang beragam.

Berdasarkan hasil yang diperoleh, dapat disimpulkan bahwa
madu akasia dan madu heather merupakan jenis madu yang paling
mudah mengalami perubahan warna pada seluruh kondisi

44



penyimpanan yang diterapkan dalam pembahasan ini. Sebaliknya,
madu lobak dan madu soba secara umum menunjukkan kestabilan
warna yang lebih tinggi. Telah diketahui bahwa perubahan kimia pada
makanan, termasuk madu, cenderung melambat pada suhu dingin,
dan kondisi tersebut umumnya direkomendasikan untuk
penyimpanan makanan. Kristalisasi madu, yang terjadi lebih cepat
pada suhu dingin dibandingkan suhu ruang, merupakan satu-satunya
proses fisik yang secara khusus memengaruhi tingkat kecerahan
madu. Kondisi penyimpanan yang dingin dan gelap tidak memberikan
pengarubh signifikan terhadap komposisi kimia maupun sifat biologis
makanan, sehingga penyimpanan dalam suhu dingin sebaiknya
direkomendasikan untuk semua jenis madu (Pajak & Swigto, 2015).

Tabel 6.3. B-karoten, Likopen dan warna (mm Pfund) pada madu yang
berbeda (Smetanska etal., 2021)

Warna
Asal Madu B—karl(()ten leOPISH (mm Warna
(mg/kg) (mg/kg) Pfund)

Acacia, Germany 18.015 10.227 26.508 White
El-Sider Libya 13,070 7.394 49.905 Extra light Amber
Clover Egypt 26.604 9.702 20.281 White
Sider, Yemen 12.199 6.216 51.019 Light Amber
Pine, Germany 9.104 11.899 94.843 Amber

Sider, Saudi Arabia 11.255 4.752 92.588 Amber

6.3. B-karoten, likopen, dan karakteristik warna

Analisis warna madu serta karakteristik warnanya disajikan
pada Tabel 6.3. Kandungan (-karoten dan likopen pada madu yang
diuji menunjukkan perbedaan yang signifikan, dengan rentang
masing-masing antara 9,10 hingga 26,604 mg/kg dan 4,75 hingga
11,89 mg/kg. Konsentrasi -karoten tertinggi ditemukan pada madu
semanggi asal Mesir, diikuti oleh madu akasia asal Jerman. Sementara
itu, madu sider dari Arab Saudi dan madu pinus dari Jerman memiliki
kandungan 3-karoten terendah di antara seluruh madu yang diuji.
Madu pinus dari Jerman juga menunjukkan kandungan likopen
tertinggi dibandingkan madu lainnya. Hasil ini sejalan dengan temuan
Ferreira et al. (2009) pada madu asal Portugal, dan lebih tinggi
dibandingkan dengan yang dilaporkan oleh Alvarez-Suarez et al.
(2010) untuk madu asal Kuba, yaitu berkisar antara 5,57 hingga 1,17
mg [-karoten ekuivalen per kilogram madu. Warna madu umumnya

dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti kandungan pigmen
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(karotenoid dan flavonoid), kandungan fenolik total, usia, asal botani,
kontak dengan logam, serta metode penanganannya (Moniruzzaman
etal., 2013).

Menurut standar warna yang disetujui oleh USDA, madu dengan
nilai Pfund antara 8 hingga 16 diklasifikasikan sebagai madu ekstra
putih. Seiring meningkatnya nilai Pfund, warna madu menjadi
semakin gelap dan tergolong sebagai madu amber jika nilai Pfund
berada antara 86 hingga 114.

Madu semanggi dan madu akasia merupakan jenis madu yang
paling terang, dengan nilai Pfund terendah masing-masing sebesar
20,281 mm dan 26,508 mm, sehingga keduanya tergolong madu putih.
Sementara itu, madu pinus dan madu Sider KSA mencatatkan nilai
Pfund tertinggi, masing-masing sebesar 94,843 dan 92,588, dan
tergolong sebagai madu amber.

Hasilnya menunjukkan bahwa madu semanggi dan akasia
memiliki nilai L* tertinggi, yaitu masing-masing 64,43 dan 61,83, yang
menunjukkan tingkat kecerahan yang tinggi. Terdapat perbedaan
yang signifikan antara kedua jenis madu ini dengan madu lainnya yang
diuji. Madu Sider dan madu pinus KSA yang berasal dari Jerman
mencatatkan nilai rata-rata L* terendah, yaitu 22,03 dan 20,67, tanpa
perbedaan signifikan di antara keduanya, dan keduanya
diklasifikasikan sebagai madu amber.

Selain itu, ditunjukkan pula adanya korelasi negatif antara nilai
L* dan kandungan senyawa dalam madu yang diuji. Artinya, semakin
gelap warna madu, semakin rendah nilai L*-nya, yang disebabkan oleh
tingginya kandungan total flavonoid dan senyawa polifenol. Selain itu,
parameter a* dan b* bervariasi antar madu, dengan rentang masing-
masing antara 0,69 hingga 11,32 dan 3,08 hingga 10,13. Nilai L* madu
berkisar antara 20,57 hingga 63,91, di mana nilai L* yang lebih rendah
menunjukkan warna madu yang lebih gelap.

Temuan ini sejalan dengan hasil yang dilaporkan oleh Can et al.
(2015) untuk madu akasia dan semanggi dari Turki, serta oleh
Bertoncelj et al. (2007) untuk madu asal Lithuania. Warna gelap pada
madu dapat disebabkan oleh tingginya kadar pigmen, serbuk sari,
senyawa fenolik, mineral, serta produk reaksi Maillard (Bertoncelj et
al,, 2007; Pauliuc et al., 2020).
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BAB VII
PEMALSUAN MADU DAN GULA

7.1. Pengantar

Madu mengandung jenis gula lain seperti sukrosa, yaitu
disakarida yang terdiri atas fruktosa dan glukosa yang terhubung
melalui ikatan a-1-4. Struktur kimia fruktosa dan glukosa dapat
ditemukan dalam berbagai buku teks Kimia dan Biokimia, sehingga
tidak perlu dijelaskan secara rinci dalam bab ini. Biasanya, fruktosa
memiliki rasa yang sedikit lebih manis dibandingkan sukrosa,
sedangkan glukosa terasa kurang manis. Tingkat kemanisan madu
mono-floral—madu yang berasal dari satu jenis bunga sumber—
bergantung pada rasio fruktosa terhadap glukosa yang merupakan
hasil pengolahan nektar oleh lebah dari bunga mono-spesifik.
Sebagian besar madu yang dijual di pasar merupakan perpaduan
berbagai varietas untuk menciptakan rasa dan profil kemanisan yang
konsisten. Namun, madu umumnya didominasi oleh fruktosa sehingga
menghasilkan rasa manis yang khas.

Gula telah dipisahkan melalui metode pertukaran ion dan fase
normal serta metode fase terikat (Dyson, 1990). Gula bermuatan,
seperti asam uronat dan gula sulfat, dapat dipisahkan menggunakan
metode ini. Gula-gula juga dapat dimodifikasi menjadi bentuk
bermuatan, misalnya melalui derivatisasi, agar dapat dipisahkan
menggunakan kolom pertukaran ion.

Karbohidrat merupakan komponen utama madu (70-80%),
diikuti oleh air (15-20%). Komposisi gula dan kadar air menjadi
parameter penting dalam menentukan kematangan madu. Gula utama
dalam madu adalah fruktosa dan glukosa, yang jika dijumlahkan
bersama kandungan sukrosa digunakan sebagai kriteria kualitas
madu di Uni Eropa (OJEC-Official Journal of the European Communities,
2002). Selain itu, madu juga mengandung campuran kompleks mono-
, di-, tri-, oligo-, dan polisakarida lainnya (Val et al., 1998; Bogdanov et
al,, 2008).

Gula Dberperan dalam sifat antibakteri madu serta
pengawetannya, karena gula memberikan osmolalitas tinggi dan
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aktivitas air rendah yang menghambat pertumbuhan
mikroorganisme. Komposisi gula dalam madu bervariasi, tergantung
pada asal botani, serta dipengaruhi secara lebih rendah oleh kondisi
iklim dan asal geografis (Anklam, 1998; Khalil etal., 2011). Kandungan
gula dan rasio isotop gula juga menjadi parameter penting dalam
mendeteksi pemalsuan madu (Cabanero et al., 2006; Ruiz-Matute et
al,, 2007a; Elflein & Raezke, 2008; Wu et al,, 2017a; Cengiz et al., 2018).
Komposisi gula madu telah ditentukan melalui berbagai prosedur
analitis (Mate et al., 2018).

7.2. Pemalsuan Madu
Secara umum, pemalsuan adalah praktik memasukkan zat asing

ke dalam makanan dalam berbagai bentuk dengan tujuan
meningkatkan kuantitas dan menurunkan kualitas. Menurut Grand
View (2022), sebuah perusahaan analisis pasar dan konsultansi yang
berbasis di Amerika Serikat, nilai pasar madu global menunjukkan
pertumbuhan dan diperkirakan mencapai USD 8,58 miliar pada tahun
2021. Bahkan, diperkirakan akan mencapai USD 9,01 miliar pada
tahun 2022 dengan pertumbuhan tahunan sebesar 5,2% di berbagai
aspek, menurut perkiraan ukuran pasar madu periode 2022-2030
(Honey Market Size, 2022).

Pemalsuan makanan merupakan praktik penipuan yang
bertujuan untuk mengecoh konsumen. Motif utama di balik
pemalsuan makanan adalah keuntungan ekonomi. Pemalsuan
dilakukan dengan menambahkan bahan pada produk makanan untuk
memperbesar volume atau menggantikan bahan premium dengan
bahan yang lebih murah. Masalah ini bukan hal baru dan telah terjadi
selama berabad-abad. Bukti hukum pangan pada masa lalu, seperti
hukum tentang daging di Roma, hukum Musa dan Mesir, serta hukum
makanan di Amerika Serikat sejak tahun 1784, mendukung hal ini
(Fairchild et al., 2003).

Pemalsuan makanan dapat secara signifikan menurunkan
kualitas gizi makanan dan menimbulkan risiko kesehatan terkait
konsumsi makanan (Goyal et al.,, 2021). Madu, susu, minyak alami, dan
anggur merupakan beberapa produk alami yang sering menjadi
sasaran pemalsuan di pasar global (Tibola et al., 2018). Pemalsuan
produk makanan biasanya terjadi sejak tahap produksi awal hingga
produk mencapai tahap akhir. Misalnya, peternak lebah dapat
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menambahkan sirup murah ke dalam madu. Selain itu, industri
pangan juga berperan penting dalam produksi madu yang tidak etis,
mengingat risiko tinggi sepanjang rantai pasokan (Hong et al,, 2017).
Meningkatnya permintaan madu yang tidak diimbangi dengan
produksi global yang memadai menyebabkan kelebihan produksi
madu yang tidak memenuhi standar kualitas, sehingga menimbulkan
masalah serius. Proses alami pematangan dan pembentukan madu
membutuhkan waktu yang lama. Kondisi ini menyebabkan
permintaan yang sangat tinggi sementara pasokan terbatas, sehingga
mendorong pelaku pemalsuan menambahkan bahan lain ke dalam
madu murni untuk dijual. Hal ini menyebabkan penurunan kualitas
dan peningkatan keuntungan ekonomi. Ada berbagai bentuk
pemalsuan yang mungkin terjadi, seperti pemalsuan langsung,
pemalsuan tidak langsung, pencampuran pemalsuan, serta pemalsuan
geografis dan botani yang menyesatkan (Tsagkaris et al.,, 2021).

14 %

&

Botanical Penambahan Geografis
gula

7% L0

Nutritive Geografis & Botanical Lainnya

Gambar 7.1. Klasifikasi Publikasi ilmiah tentang Autentikasi Madu
Berdasarkan Tsagkaris et al. (2021)

Oleh karena itu, upaya berkelanjutan untuk meningkatkan
produksi madu yang menyebabkan munculnya masalah pemalsuan
madu akhirnya menjadi perhatian utama masyarakat (Fakhlaei et al.,
2020). Hal ini disebabkan karena pemalsuan dapat terjadi dalam
berbagai bentuk dan berpotensi merusak kualitas serta manfaat madu
(Islam et al., 2020; Shrivastava, 2018). Saat ini, praktik pemalsuan
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tersebut melibatkan penambahan sirup gula murah untuk
meningkatkan volume madu, klaim palsu mengenai asal geografis,
serta pasokan bunga palsu guna meningkatkan nilai jual. Praktik ini
menimbulkan konsekuensi ekonomi yang sangat merugikan bagi
peternak lebah yang memproduksi madu asli, serta menyebabkan
penurunan harga madu mentah secara global, sementara biaya
produksi meningkat secara signifikan.

Madu merupakan komoditas berkualitas terbaik yang tersedia
secara alami (Fakhlaei et al., 2020). Meskipun demikian, pemalsuan
madu menempati urutan ketiga dalam database penipuan makanan
Farmakope Amerika Serikat, setelah susu dan minyak zaitun. Sebagai
salah satu target pemalsuan, madu termasuk dalam sepuluh produk
makanan yang paling banyak dipalsukan di Eropa (Garcia, 2018).
Untuk menghindari pemalsuan dan penipuan madu, pengetahuan
yang lebih analitis mengenai jenis madu sangat penting bagi
konsumen dan industri makanan. Oleh karena itu, identifikasi
penanda khusus dapat membantu otentikasi dan meningkatkan nilai
komersial produk madu.

Asal madu sangat penting karena memberikan rasa yang
berbeda dari madu lainnya. Madu dari daerah tertentu memiliki posisi
lebih tinggi di pasaran karena kualitasnya yang spesifik, sehingga
harganya lebih tinggi (Geana & Ciucure, 2020). Selain itu, madu
merupakan matriks makanan yang kompleks dengan komposisi yang
bervariasi secara signifikan berdasarkan asal geografis, varietas
botani, dan kondisi lingkungan, sehingga sulit untuk menetapkan
standar produk yang akurat dan membedakannya dari madu palsu.
Asal botani seperti akasia, manuka, kastanye, timi, linden, jeruk, dan
bunga matahari dapat diverifikasi dengan mengidentifikasi penanda
tertentu (Tafere, 2021).

Selain pemalsuan yang telah disebutkan, beberapa jenis
pemalsuan madu lainnya menurut Codex Alimentarius, yang
dirangkum lebih lanjut oleh Tsagkaris et al. (2021), mencakup
berbagai aspek terkait autentikasi madu seperti botani, geografis,
penambahan gula, dan lain-lain (Gambar 7.1).

7.3. Pemalsuan Gula
Pemalsuan madu dengan pemanis merupakan masalah keaslian
yang sangat penting. Pemanis berikut telah terdeteksi dipalsukan
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dalam madu: sirup gula dari jagung, tebu, dan gula bit, serta sirup yang
berasal dari alam. Berbagai metode analisis untuk mendeteksi
senyawa tersebut dalam madu telah dilaporkan, antara lain
berdasarkan kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC) (Ouchemoukh et
al, 2010), kromatografi gas-spektrometri massa (GC-MS) (Ruiz-
Matute, 2007b; Sanz et al., 2004), spektroskopi (Chen et al., 2011;
Kelly et al., 2006), kromatografi lapis tipis kinerja tinggi (HP-TLC)
(Puscas et al,, 2013), resonansi magnet nuklir resolusi tinggi (HR-
NMR) (Bertelli et al., 2010), spektroskopi Raman (Li et al., 2012), dan
kromatografi anion kinerja tinggi dengan deteksi amperometri
berdenyut (HPAEC-PAD) (Cordella et al., 2005; Morales et al., 2008).

Teknik-teknik tersebut umumnya didasarkan pada penentuan
komposisi gula dalam madu. Oleh karena itu, hasilnya mungkin
kurang memuaskan dalam membantu pengambilan keputusan yang
tegas karena senyawa yang dianalisis memiliki struktur molekul yang
serupa. Namun, metode rasio isotop standar 13C/12C telah
dikembangkan untuk mendeteksi pemalsuan madu dengan sirup gula
tebu, jagung, atau beras (Cai et al., 2013; Padovan et al., 2003; Simsek
et al,, 2012; Tosun, 2013). Metode ini berdasarkan perbedaan rasio
isotop karbon yang dihasilkan oleh tanaman dengan siklus
fotosintesis berbeda.

Sirup gula dari tebu dan jagung memiliki rasio isotop 13C/12C
yang khas karena tanaman tebu dan jagung menggunakan siklus
fotosintesis C4, berbeda dengan sebagian besar tanaman asal madu
yang menggunakan siklus fotosintesis C3. Terdapat kesepakatan
umum bahwa tanaman dengan siklus fotosintesis Calvin-Benson
(tanaman C3) memiliki nilai 613C antara -23%o hingga -28%so,
sedangkan tanaman dengan siklus fotosintesis Hatch-Slack (tanaman
C4) memiliki nilai antara -9%o hingga -15%0 (Cabanero et al., 2006;
Ruiz-Matute et al., 2010a). Perbedaan rasio isotop ini digunakan untuk
mendeteksi madu yang dipalsukan dengan sirup gula yang berasal
dari tanaman C4. Namun, karena lebah umumnya menghasilkan madu
dari tanaman C3, madu dengan nilai 613C lebih kecil dari -23,5%0 dapat
menimbulkan kecurigaan (Simsek et al, 2012). Meski demikian,
penentuan nilai 13C/12C pada madu saja mungkin tidak cukup untuk
mendeteksi pemalsuan madu dengan sirup gula C4. Dalam kasus
seperti ini, nilai 13C/12C harus ditentukan pada protein yang diambil
dari madu. Nilai 13C/12C dalam protein digunakan sebagai standar
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internal (Anklam, 1998; White & Winters, 1989), dan nilainya harus
sama jika madu dan fraksi proteinnya berasal dari sumber yang sama.

Tulisan ini memaparkan validasi internal metode IR-MS untuk
penentuan nilai §'3C pada madu. Meskipun telah tersedia berbagai
publikasi terdahulu yang membahas validasi metode IR-MS dalam
konteks pemalsuan madu, sebagian di antaranya belum mencakup
beberapa parameter validasi penting, seperti LOD (limit of detection),
LOQ (limit of quantification), dan nilai pemulihan. Dalam pembahasan
ini, validasi teknik dilakukan secara internal dengan memasukkan
parameter-parameter tersebut. Hasil validasi menunjukkan bahwa
metode yang disempurnakan ini mudah diterapkan dan akurat dalam
menentukan status pemalsuan madu yang berasal dari pemanis
dengan nilai §*3C yang berbeda. Konsep ini dapat diterapkan sebagai
metode andal dalam studi akreditasi laboratorium serta sebagai
analisis rutin di laboratorium pengendalian mutu (Cengiz et al.,, 2014).

7.4. Tipe pemalsuan madu

Madu memiliki nilai gizi dan rasa yang unik. Harga madu lebah
alami jauh lebih tinggi dibandingkan dengan pemanis lainnya, seperti
gula tebu olahan, gula bit, atau sirup jagung. Akibatnya, pemanis yang
lebih murah tersebut sering digunakan sebagai bahan pengotor dalam
madu (Gambar 7.2). HFCS (High Fructose Corn Syrup), sirup glukosa,
sirup sakarosa yang diproduksi dari bit atau tebu, serta sirup gula
invert merupakan bahan pengotor umum dalam madu (Guler et al,,
2014; Tosun, 2013). Fruktosa dan glukosa adalah dua indikator utama
dalam analisis kualitatif madu. Bahan pengotor, seperti sirup invert,
dapat dimodifikasi untuk meniru profil sukrosa-glukosa-fruktosa
alami madu, sehingga pemalsuan menjadi lebih sulit terdeteksi
dengan metode umum.

Penambahan sejumlah kecil sirup invert tidak mengubah kadar
fruktosa dan glukosa di luar kisaran normal yang ditemukan dalam
madu (Paradkar & Irudayaraj, 2002). HFCS jauh lebih murah
dibandingkan madu murni, sementara komposisinya mirip dengan
madu, sehingga deteksinya menjadi sulit (Li et al., 2012; Abdel-Aal et
al,, 1993). Sirup inulin fruktosa tinggi (HFIS) terutama mengandung
oligofruktosa, yaitu campuran oligosakarida dengan berbagai panjang
rantai yang memiliki unit fruktosa yang dihubungkan oleh ikatan (-
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(2—1) ke unit glukosa tunggal terakhir (Ruiz-Matute et al., 2010a;
Ronkart et al,, 2007; Van Laere & Van den Ende, 2002).

Hidrolisis enzimatik parsial inulin secara industri menghasilkan
sirup dengan berbagai tingkat polimerisasi yang kini banyak
digunakan sebagai pemanis pengotor dalam madu (Low & Hammond,
1996). Gula bit berasal dari tanaman C3, sedangkan gula jagung dan
tebu berasal dari tanaman C4. Oleh karena itu, penambahan gula tebu
atau sirup jagung ke dalam madu mudah dideteksi, sedangkan deteksi
gula bit sulit dilakukan karena tidak banyak mengubah rasio isotop
karbon dalam madu (Kropf et al., 2009).

Hidroksi metil furfural (HMF), produk inversi asam, dapat
digunakan sebagai indeks untuk mendeteksi keberadaan sirup invert
dalam madu (Paradkar & Irudayaraj, 2002). Namun, kadar HMF dapat
meningkat akibat pemanasan atau penyimpanan madu, sehingga
validitas HMF sebagai indikator bahan pengotor menjadi
dipertanyakan (Pérez-Arquillué et al., 1994).

Zat pengotor madu yang baru, yaitu sirup beras, terbukti lebih
sulit dideteksi dengan metode yang umum digunakan karena berasal
dari tanaman C3, yang menjalani siklus fotosintesis Calvin yang sama
dengan tanaman penyedia nektar madu alami. Selain itu, pembuatan
sirup beras melibatkan hidrolisis polisakarida dan oligosakarida, yang
menyulitkan deteksi keberadaannya dalam madu (Xue et al.,, 2013).
Gula tebu dan gula aren merupakan zat pengotor yang umum
digunakan di India.

Komposisi normal gula aren terdiri atas hingga 50% sukrosa,
hingga 20% gula invert, dan hingga 20% air, serta mengandung bahan
tak larut seperti protein dan serat. Harga gula aren yang relatif murah
membuatnya berpotensi digunakan sebagai bahan pengotor oleh
produsen madu. Warna cokelat tua alami gula aren menyebabkannya
sulit dibedakan dari madu, terutama madu multiflora (Mishra et al,,
2010).

Pemalsuan tidak langsung telah sering terjadi dalam beberapa
tahun terakhir akibat pemberian makanan tambahan secara
berlebihan kepada koloni lebah selama periode aliran nektar utama.
Hal ini merupakan ketidakadilan besar bagi konsumen dan produsen
madu murni (Guler et al, 2008; 2014; Ruiz-Matute et al., 2010Db).
Deteksi juga diperlukan terhadap madu yang dipalsukan secara tidak
langsung.
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Banyak tantangan yang dihadapi, karena hingga kini belum
diketahui secara pasti bagaimana lebah madu memanfaatkan sirup
gula komersial setelah diberi makan, serta bagaimana gula tersebut
diubah—menjadi jenis apa dan berapa kadarnya dalam madu yang
dihasilkan. Selandia Baru memiliki beragam jenis madu dari bunga
asli, salah satunya adalah madu manuka.

. . Penanda: oligosakarida, polisakarida, DFA's
—  siupjpgung L i — | o
it Varietas HFCS dan dan rasio isotop 13C/12C
—  sirup Pat [ — Penanda: oligosakarida, polisakarida, dan rasio isotop 13¢/12C
== SirupBeras (— Varietas  (—  GirypBeras* | Plerllam?a: 2-a:itlat|\furar|—3-
PEMALSUAN
umum . e i
DALAM [ ~—  Varietas | Sirup inverted dari tebuj/bit gula = Penanda: DFA's —— metode deteks’;
MADU GC-MS
|| Sirupinverted | |
— Gula aren
Sirup pati atau sirup
| invertek diberikan pada [ Madu dengan kadar gula tidak langsung yang tinggi
Iehah
Madu berkualitas rendah L Penanda: metabolit spesifik yang diidentifikasi dalam setiap madu.
ditambahkan ke madu berharga mahal Misalnya: Asam ellagic untuk madu Acacia dan Rape

*Wang et al., 2014; White & Winters, 1989; Kelly et al., 2006

Gambar 7.4. Bahan Campuran yang Umum Ditemukan pada Madu di
Pasaran
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BAB VIII
TEKNIK ANALISIS CAMPURAN GULA

8.1. Pengantar

Permintaan terhadap produk makanan alami meningkat di
kalangan masyarakat umum karena manfaat kesehatannya yang luas
(Sazvaretal., 2018). Aspek ini mendorong lonjakan penggunaan madu
sebagai pengganti gula tebu dan pemanis lainnya. Namun, tingginya
permintaan terhadap madu telah membuat industri produksi madu
menjadi rentan terhadap praktik pemalsuan (Soares et al., 2017b).

Pemalsuan madu umumnya dilakukan dengan cara
menambahkan sirup gula murah atau mencampurkan madu
berkualitas rendah dengan madu premium (Brar et al., 2022). Sirup
gula yang sering digunakan dalam praktik pemalsuan tersebut antara
lain berasal dari tebu, jagung, beras, sirup jagung fruktosa tinggi, dan
sirup invert (Stefas et al., 2022).

Autentikasi madu menjadi perhatian penting dalam industri
pengolahan madu karena keanekaragaman varietas madu
berdasarkan asal geografis dan botanisnya (Moskric¢ et al., 2021).
Deteksi pemalsuan madu menggunakan metode konvensional, seperti
spektroskopi Raman, spektroskopi inframerah transformasi Fourier
(FTIR), resonansi magnet inti (NMR), kromatografi, dan lain-lain, telah
terbukti memiliki tingkat akurasi dan keandalan yang tinggi dalam
menjamin mutu. Namun, metode-metode tersebut memiliki sejumlah
kelemahan.

Sebagai contoh, deteksi pemalsuan madu menggunakan NMR,
Polymerase Chain Reaction (PCR), dan metode kromatografi
merupakan proses yang kompleks dan memerlukan upaya yang besar.
Hal ini terjadi karena komposisi madu yang rumit menyerupai sifat
kimiawi dari senyawa-senyawa yang digunakan dalam pemalsuan
(Yong et al.,, 2022).

Meskipun para peneliti telah mengembangkan metode yang
murah dan akurat untuk penjaminan mutu produk pangan, metode
tersebut kini telah mengalami kemajuan, baik dari segi efisiensi biaya
maupun daya tahannya. Hal ini dilakukan untuk mengatasi
keterbatasan teknologi instrumen konvensional yang canggih.
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Dalam lima tahun terakhir, sebagian besar perhatian diarahkan
pada pemanfaatan metode spektroskopi dan teknologi berbasis
sensor untuk mendeteksi pemalsuan pada produk pangan. Berbagai
studi telah berhasil membuktikan adanya pemalsuan madu dengan
menggunakan beberapa metode, seperti FTIR, NIR, dan spektroskopi
UV, yang dikombinasikan dengan teknik kemometri. Kemajuan
teknologi juga telah berhasil menurunkan biaya dan waktu yang
dibutuhkan instrumen dalam menganalisis bahan, sehingga
meningkatkan permintaan penggunaannya di industri maupun
laboratorium pengujian kualitas pangan.

Meski demikian, metode yang ada masih dapat ditingkatkan,
terutama dalam hal kekokohan serta penyederhanaan
kompleksitasnya. Oleh karena itu, para peneliti saat ini tengah
mengembangkan metode analisis yang lebih akurat dan cepat secara
real-time dengan memanfaatkan teknologi kecerdasan buatan
(Artificial Intelligence/Al) untuk menjamin pengendalian mutu
makanan di setiap tingkat rantai pasokan pangan (Brar et al, 2022).

Berdasarkan data ekonomi Departemen Pertanian Amerika
Serikat (USDA) menunjukkan bahwa produksi madu dalam negeri
menurun sekitar 14% pada tahun 2021 dibandingkan tahun 2020.
Sementara itu, konsumsi madu meningkat sebesar 8% seiring dengan
bertambahnya jumlah penduduk. Namun, peningkatan jumlah
konsumen ini menimbulkan kekhawatiran terhadap kualitas makanan
yang tersedia di pasar, terutama yang berkaitan dengan makanan
organik dan bergizi (Hossain et al.,, 2020).

Pemalsuan madu, seperti penambahan sirup gula atau pemanis
buatan, merupakan praktik penipuan yang dapat membahayakan
kesehatan konsumen dan menurunkan kualitas madu (Yan et al,,
2022). Karena lebah mengunjungi berbagai jenis bunga, madu murni
memiliki profil rasa yang unik. Pemalsuan dapat mengubah atau
mengaburkan karakteristik khas tersebut.

Pemalsuan madu juga dapat berdampak pada perekonomian,
khususnya bagi peternak lebah dan produsen madu (Wu etal., 2017a).
Menentukan apakah madu telah dipalsukan merupakan tantangan
tersendiri, karena beberapa jenis pemalsuan sulit dikenali hanya
dengan pengamatan visual.

Peternak lebah, produsen madu, dan badan pengatur telah
menggunakan berbagai metode konvensional untuk mengevaluasi
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keaslian dan kemurnian madu, seperti uji pelarutan air, uji kertas
saring, uji nyala, uji kepadatan, dan pola kristalisasi (Naila et al., 2018;
Siddiqui et al,, 2017; Tsagkaris et al., 2021). Selain itu, sejumlah tes
laboratorium standar juga digunakan untuk mendeteksi adanya
pemalsuan dalam madu (Bertelli et al., 2010; De Souza et al,, 2021;
Nespeca et al., 2020; Puscas et al,, 2013).

Meskipun metode konvensional dapat menunjukkan tanda-
tanda awal kemungkinan pemalsuan, pengujian laboratorium lanjutan
tetap diperlukan. Terlebih lagi, jenis kontaminan yang digunakan
dalam pemalsuan semakin kompleks, sehingga pendeteksiannya
menjadi semakin sulit dan memerlukan keahlian serta peralatan
khusus.

8.2. Liquid Chromatography (LC) dan Gula Madu

Secara umum, karbohidrat merupakan salah satu komponen
terpenting dalam berbagai jenis makanan. Karbohidrat dapat hadir
dalam bentuk yang terisolasi maupun terikat dengan makromolekul
lainnya. Gula merupakan jenis karbohidrat sederhana yang berperan
penting dalam fungsi biologis kehidupan sehari-hari, seperti
menyediakan energi untuk menjalankan berbagai fungsi vital tubuh
makhluk hidup. Sebagian besar gula alami mengandung enam hingga
dua belas atom karbon dalam strukturnya. Gula umumnya berbentuk
kristal, larut dalam air, dan memiliki rasa manis. Gula komersial yang
paling umum adalah sukrosa, yaitu disakarida yang dikenal sebagai
gula putih.

Madu sebagian besar terdiri atas gula sederhana, yaitu glukosa
dan fruktosa, yang termasuk dalam kelompok monosakarida, dengan
kadar air berkisar antara 17% hingga 20%. Madu juga mengandung
jenis gula lain seperti sukrosa, yaitu disakarida yang tersusun dari
fruktosa dan glukosa yang terhubung melalui ikatan a-1,4. Struktur
kimia fruktosa dan glukosa telah banyak dijelaskan dalam buku-buku
teks dasar Kimia dan Biokimia, sehingga pada bab ini tidak akan
dibahas kembali secara rinci.

Secara umum, fruktosa memiliki tingkat kemanisan yang sedikit
lebih tinggi dibandingkan sukrosa, sedangkan glukosa memiliki rasa
manis yang lebih rendah. Tingkat kemanisan madu monofloral—yaitu
madu yang berasal dari satu jenis sumber bunga—dipengaruhi oleh
rasio fruktosa terhadap glukosa yang diperoleh dari lebah yang
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mengumpulkan nektar bunga spesifik. Sebagian besar madu yang
beredar di pasaran merupakan campuran dari berbagai jenis bunga
untuk menghasilkan rasa dan profil kemanisan yang konsisten.
Meskipun demikian, fruktosa dalam madu umumnya lebih dominan,
sehingga menghasilkan cita rasa yang manis.

Pemisahan gula dapat dilakukan dengan metode pertukaran ion
dan kromatografi fase normal (Dyson, 1990). High-Performance
Liquid Chromatography (HPLC) dengan detektor indeks bias
(Refractive Index Detector/RID) digunakan secara luas untuk analisis
kandungan gula. Beberapa jenis kolom yang digunakan antara lain
kolom amino dan kolom karbohidrat timbal, dengan fase gerak yang
telah direkomendasikan untuk tujuan tersebut (Folkes & Jordan,
1996; Pushparajah & Nicholas, 2006).

Metode ini dikembangkan oleh Veena et al. (2018) untuk
menentukan kandungan fruktosa, glukosa, dan sukrosa dalam
berbagai bahan, seperti madu, gula aren, gula tebu, nira aren, dan
sirup aren. Hasil validasi metode menunjukkan bahwa bahan dengan
kandungan sukrosa yang tinggi menunjukkan pemulihan yang lebih
baik ketika digunakan pelarut 65% CH3;CN. Kandungan total gula
dalam gula aren diperkirakan sebesar 65% saat menggunakan 85%
CH;3CN, dan sebesar 86,02% ketika menggunakan 65% CH3CN. Hasil
tersebut sejalan dengan data studi pemulihan yang menunjukkan
bahwa pemulihan sukrosa menurun ketika digunakan pelarut 85%
CH3CN.

Berdasarkan pengamatan kromatogram, diketahui bahwa
kedua sistem pelarut yang digunakan pada pekerjaan tersebut tidak
memperlihatkan keberadaan gula pereduksi (fruktosa dan glukosa)
dalam sirup aren, gula aren, nira aren, maupun gula aren tebu (Veena
etal, 2018).

8.3. Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS/MS)
Berbagai jenis pemalsuan yang telah dibahas pada bagian
sebelumnya bersifat kompleks, sehingga sulit untuk menentukan
keaslian madu hanya dengan satu metode. Selain itu, madu komersial
umumnya merupakan campuran dari berbagai sumber, yang
menyebabkan batasannya menjadi tidak jelas. Komposisi madu
dipengaruhi oleh jenis lebah penghasilnya (genus lebah madu), musim

58



produksi, serta metode pengawetan yang digunakan (Donkersley et

al, 2017).

Tabel 8.1. Karya Ilmiah tentang Deteksi Sirup Gula dalam Madu
(Lanjewar et al., 2024)

Referensi Dataset / Metode Klas/ Regresi ML model dan Cross
koleksi data performan Validation
Noviyanto & 58 sampel dari 21 Klas=21 SVC: Accuracy =88.7%  K-kali
Abdulla. tipe madu; VIS-NIR aplikasi
2021
Shao et al. 60 Sampel; Klas = 2; 0, 5, LIBSVM: AA = 92.5% 10-kali
2022 VIS-NIR HIS (400- 10, 15, 20, 30 dan RMSE
1000 nm) dan 40% =5.26%
Razavi & 40 Sampel; UV-Vis Klas=3; SVR: RMSE =0.970, X
Kenari, spectroscopy (200 ratios: 1:1, 1:2, R2=0.98,and
2023 to 800 nm) 1:3, 1:4, 1:5, STD=5.62
1:6, 1.7, 1.8,
1:9, 1:10,
1:11, 1:12,
1:13, 1:14,
1:15,and 1:16
Machuca et 84 Sampel; Klas = 6; 0, 10, SVM:AA=93.0% 10-kali
al. HSI (420-730 nm) 20, 30, and F1 Score =
2022 40% 98.4%
Phillips &  HIS (400-1000 nm) Klas =12; 0,5, SVM: TA = 97.6% and 5-kali
Abdulla. 10, 25, and AA= F1=94.0%
2023 50% 99.9%
Minaei et al. 52 sampel madu; Klas =50 RBF Accuracy =90% 5- kali
2017 VIS/NIR HSI (400-
1000 nm)
Noviyanto & 58 Samples; Klas = 21; SVC: BalAcc = 91.0% 6- kali
Abdulla. HSI (400-1000 nm) 5%, 10%, 25%,
2020 50%.
Shafiee et al. 129v; Classes =7 ANN: R2 =0.990 X
2014 CIE L*a*b
colourimetric method
Calle et al. 11 Sampel; Klas = 2; 5 to SVR: RMSE =1.89 5- kali
2023 Vis-NIR spectroscopy  50% dan R2 =0.99
(400 to 2500 nm
Al-Mahasneh 28 Sampel; Klass=7; RBF-ANN (SSE = 0.073, X
etal. Physiochemical 0% to 100% RE =
2021 Properties taken by 0.021, R2 = 0.992)
Colorimeter
Irudayaraj et 56 Sampel; Klas = 6; Klas = 6; X
al. FTIR spectroscopy 1% to 25%, 1% to 25%,
2003
Shafiee et al. 112 Sampel; Klas = 6; ANN: Accuracy = 95.0% X
2016 VIS-NIR HSI (400- 10%, 20%,
1000 nm) 30%, 50%
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Oleh karena itu, diperlukan pendekatan analitis yang canggih
untuk mendeteksi praktik pemalsuan madu. Berbagai teknik
kromatografi modern yang cepat, tepat, dan akurat, seperti
kromatografi cair (LC), kromatografi gas (GC), serta kromatografi cair
kinerja tinggi (HPLC) yang dilengkapi dengan detektor elektrokimia,
telah dilaporkan mampu mengungkap sifat kimiawi madu guna
mendeteksi adanya pemalsuan (Ling & Sowndharajan, 2020). Selain
itu, beberapa studi juga telah menggunakan metode spektroskopi,
seperti spektroskopi inframerah transformasi Fourier (FT-IR),
spektroskopi inframerah dekat (NIR), dan spektroskopi RAMAN
transformasi Fourier, untuk tujuan serupa (de Souza et al,, 2021).

Meskipun GC sering digunakan untuk kuantifikasi, teknik ini
memerlukan proses derivatisasi kimia sebelum analisis, sehingga
kurang efisien dibandingkan LC, yang lebih unggul dalam
mengidentifikasi dan mengkuantifikasi oligosakarida. Ketika
dikombinasikan dengan spektrometri massa (MS), teknik ini
memungkinkan analisis lebih mendalam terhadap oligosakarida. Data
mentah yang diperoleh dari analisis metabolomik kemudian dapat
diolah menjadi informasi yang dapat diinterpretasikan, termasuk
mengenai struktur oligosakarida dan bentuk anomeriknya. Namun
demikian, teknologi ini masih memiliki keterbatasan, terutama dalam
hal volume data yang dihasilkan dan kompleksitas pemrosesannya.
Oleh sebab itu, pengembangan metode baru, perbaikan dalam proses
preparasi bahan, serta pembuatan pustaka kimia menjadi sangat
penting untuk memberikan pemahaman yang lebih mendalam
mengenai studi spatio-temporal oligosakarida pada tanaman
(Benkeblia, 2023).

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) merupakan
teknik analisis yang menggabungkan kemampuan pemisahan fisik
dari kromatografi cair dengan spesifisitas deteksi dari spektrometri
massa. Dalam proses ini, kromatografi cair berfungsi memisahkan
komponen-komponen dalam bahan, yang kemudian dianalisis oleh
spektrometer massa berdasarkan ion bermuatan yang dihasilkan
(Harmita et al., 2019).

Prinsip kerja LC-MS adalah pemisahan analit berdasarkan
tingkat kepolarannya. Instrumen ini terdiri atas fase diam (kolom) dan
fase gerak (larutan tertentu). Campuran analit akan terpisah sesuai
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dengan kepolarannya, sehingga menghasilkan waktu retensi yang
berbeda-beda. Perbedaan waktu retensi ini akan terlihat pada
spektrum dalam bentuk puncak-puncak yang terpisah (Himawan,
2010). LC-MS dapat memberikan informasi mengenai massa molekul,
struktur, identitas, dan konsentrasi komponen tertentu dalam suatu
bahan. Keunggulan LC-MS antara lain adalah kemampuannya untuk
menganalisis berbagai jenis senyawa, termasuk senyawa yang mudah
terdegradasi oleh panas, senyawa dengan polaritas tinggi, molekul
dengan massa besar, bahkan protein (Parasuraman et al.,, 2014).

8.4. Image Analysis dengan Smartphone

Metode konvensional yang digunakan untuk mendeteksi D-
glukosa meliputi kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC) (Sato et al,,
2008), spektrofotometri (Chen et al., 2014), elektrokemiluminesensi
(Xiao et al., 2017), dan fluorometri (Wu et al, 2010). Meskipun
metode-metode tersebut memberikan akurasi dan sensitivitas yang
memuaskan, penggunaannya memerlukan instrumen yang mahal,
tenaga teknis yang sangat terampil, serta prosedur persiapan yang
rumit. Persyaratan ini membatasi penerapan metode deteksi D-
glukosa di lapangan (Chaichi & Ehsani, 2015).

Sebagai alternatif metode konvensional, biosensor kolorimetri
telah dianggap sebagai platform pendeteksian yang menjanjikan
untuk D-glukosa karena keunggulannya dalam hal efektivitas biaya,
kemudahan penggunaan, serta kemampuan pembacaan secara visual
(Lietal, 2019).

Dalam satu dekade terakhir, penggunaan smartphone semakin
populer dalam pengembangan biosensor yang berbiaya rendah dan
efisien (Guo et al, 2018). Smartphone dengan kamera beresolusi
tinggi, prosesor berkecepatan tinggi, dan aplikasi khusus telah
dimanfaatkan untuk pengambilan gambar dan analisis data. Aplikasi-
aplikasi ini juga telah digunakan untuk mendeteksi albumin serum
manusia (Lai et al., 2017), memantau penuaan serta kualitas makanan
(Chen et al, 2017), dan menghitung jumlah bakteri (Zheng et al,
2019). Warna yang ditangkap oleh kamera smartphone dapat
direpresentasikan menggunakan berbagai model warna seperti RGB
(merabh, hijau, biru) (Zhang et al., 2014), HSV (Hue, Saturation, Value)
(Cantrell et al.,, 2010; Hong & Chang, 2014; Oncescu et al., 2014),
koordinat CIE (Komisi Internasional untuk Penerangan), dan CMYK
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(cyan, magenta, kuning, dan hitam) (Guo et al, 2015; Meng et al,
2015). Model warna CMYK yang bersifat subtraktif banyak digunakan
dalam pencetakan berwarna (Wei et al.,, 2019).

Kombinasi antara kolorimetri dan smartphone saat ini mampu
memenuhi kebutuhan analisis pangan yang cepat, akurat, sensitif, dan
hemat biaya. Oleh Kkarena itu, metode kolorimetri berbasis
smartphone kini menjadi salah satu metode deteksi yang paling
mutakhir. Metode ini menunjukkan sensitivitas, selektivitas, dan
keandalan yang tinggi dalam deteksi glukosa, sehingga banyak
digunakan dalam pengujian pangan (Anconi et al,, 2022; Lee et al,,
2019; Lin et al,, 2018).

Peralatan yang dikembangkan untuk analisis gambar digital
(Gambar 8.1) dirancang untuk menyederhanakan konstruksi dan
pengoperasiannya. Sebuah kotak berukuran 20 x 10 x 6 cm digunakan
sebagai alat pengambilan gambar, dengan bukaan di bagian atas
sebagai tempat meletakkan smartphone. Umumnya, peralatan analisis
gambar digital melibatkan sistem pencahayaan eksternal
menggunakan lampu LED dan rangkaian listrik terintegrasi. Namun,
dalam pendekatan ini, fungsi LED bawaan dari smartphone digunakan
sebagai sumber cahaya untuk menerangi reaksi kolorimetri. Tutup
botol kaca berdiameter 2 cm digunakan sebagai wadah larutan, dan
untuk menempatkannya secara stabil di dalam kotak, busa dipotong
membentuk lingkaran agar wadah tidak bergeser.

Setelah peralatan dirakit, dilakukan proses optimasi untuk
memperoleh respons saluran RGB yang paling optimal. Seluruh
analisis dilakukan dengan memanfaatkan aplikasi sumber terbuka
Color Grab (versi 3.6.1, Loomatix ©) (Loomatix, 2017). Aplikasi ini
memungkinkan pengguna untuk memperoleh respons saluran RGB
secara real-time dan menampilkan nama warna yang sesuai secara
instan, sehingga mempermudah proses interpretasi dan pengendalian
hasil. Respons analitis dihitung menggunakan persamaan logaritmik
sederhana, serupa dengan perhitungan transmitansi dalam reaksi
kolorimetri berdasarkan hukum Lambert-Beer. Karena sinyal RGB
dari reaksi kolorimetri (I) lebih rendah daripada latar belakang
analitik (Ip), digunakan persamaan -log (I/l,) untuk membentuk
kurva analitik (Kohl et al., 2006). Dalam hal ini, hanya satu saluran
(channel) yang memberikan sensitivitas analitik terbaik yang
digunakan dalam semua percobaan. Terbukti bahwa saluran B (biru)

62



memberikan sinyal paling sensitif, sesuai dengan ekspektasi, karena
warna kompleks yang terbentuk adalah kuning, yang merupakan
warna komplementer dari biru (Pessoa et al., 2017).

Untuk mengoptimalkan metode pengambilan gambar digital,
area deteksi dianalisis sesuai dengan wilayah yang dipilih oleh
aplikasi dalam membaca nilai RGB, menggunakan kamera smartphone
beresolusi 16 megapiksel. Area berbentuk lingkaran digunakan untuk
memastikan bahwa wadah larutan menerima cahaya secara merata.
Selain itu, volume larutan juga dievaluasi untuk mendapatkan respons
RGB yang optimal dengan penggunaan reagen seminimal mungkin,
sejalan dengan prinsip Green Chemistry. Volume larutan yang diuji
berkisar antara 200 hingga 1000 pL dalam sembilan tingkat. Seluruh
pengujian dilakukan menggunakan konsentrasi glukosa sebesar 3
gL

Area pemilihan gambar

Larutan Sampel

Kotak smartphone

Gambar 8.1 Ilustrasi Peralatan untuk penentuan gula pereduksi (Franco et
al,, 2021).

Deteksi keaslian madu yang cepat, mudah, dapat dilakukan di
lokasi, dan berlangsung secara real-time memberikan kepastian
kepada konsumen bahwa madu yang dibeli tidak mengalami
pemalsuan, seperti penambahan sirup gula. Pada pendekatan ini,
dimanfaatkan kamera berbasis smartphone beserta teknik analisis
untuk membedakan madu murni dan madu yang telah dipalsukan.
Madu murni dikumpulkan dari berbagai wilayah, sementara madu
tiruan dibuat dengan mencampurkan sirup gula ke dalam madu asli
secara terkontrol. Selain itu, dua algoritme pembelajaran mesin
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terawasi diterapkan untuk mendukung proses Kklasifikasi. Hasil
eksperimen menunjukkan bahwa model prediksi berbasis Random
Forest (RF) memberikan performa yang lebih baik dibandingkan K-
Nearest Neighbour (KNN). Penilaian hasil yang optimal didasarkan
pada tingkat akurasi prediksi, spesifisitas, dan sensitivitas. Model RF
menunjukkan Kkinerja yang sangat baik, dengan akurasi 100%,
spesifisitas 100%, dan sensitivitas 100%. Temuan ini berpotensi
dimanfaatkan sebagai metode klasifikasi cepat dan andal untuk
mendeteksi integritas madu di Ghana dan Afrika Barat secara umum.
Hal ini dapat meningkatkan kepercayaan konsumen terhadap
perdagangan madu, berkat kemudahan penggunaan dan ketersediaan
teknologi ponsel pintar (Teye et al., 2024).

8.5. K-Nearst Neighbor

K-Nearest Neighbor (KNN) adalah sebuah metode yang
digunakan untuk mengklasifikasikan data berdasarkan jarak terdekat
dari objek data (Cholil etal., 2021). Algoritma ini memiliki keunggulan
karena bersifat sederhana dan mudah diterapkan. Namun demikian,
algoritma ini juga memiliki kelemahan, yakni membutuhkan biaya
komputasi yang cukup tinggi karena perlu melakukan perhitungan
jarak secara bersamaan untuk setiap query instance (Permana et al.,
2021).

Beberapa contoh penerapan algoritma KNN antara lain
mencakup Kklasifikasi seleksi penerima beasiswa (Cholil et al., 2021),
pengelompokan jenis kelamin berdasarkan analisis citra wajah
(Fansyuri & Yunita, 2023), serta berbagai penerapan lainnya. Pada
penerapan ini digunakan beberapa nilai K, yaitu K=1,K=3,K=5,K =
7, dan K =9, untuk menentukan nilai K yang paling tepat dalam proses
klasifikasi kualitas madu. Penentuan nilai-nilai K tersebut mengacu
pada pendekatan yang digunakan oleh Ilhamy dan Sanjaya (2022)
dalam pengelompokan jenis buah pisang dengan nilai K yang serupa.
Dalam penerapan tersebut, tingkat ketepatan tertinggi dicapai pada K
=1 dengan sudut 45 derajat, yaitu sebesar 90%.

Di sisi lain, Muhammad et al. (2021) menerapkan klasifikasi
tingkat kematangan buah belimbing dengan menggunakan nilai K =1,
3, 5, 7, dan 9, dan memperoleh tingkat ketepatan tertinggi sebesar
93,33% pada nilai K = 7. Temuan ini menunjukkan adanya
ketidakkonsistenan antara pemilihan nilai K dan tingkat akurasi
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terbaik dalam proses klasifikasi menggunakan KNN. Oleh karena itu,
pendekatan ini mencakup pengujian berbagai nilai K untuk
memperoleh hasil yang paling optimal.

Selain KNN, metode Kklasifikasi lain yang dapat dimanfaatkan
adalah Support Vector Machine (SVM). Namun, berdasarkan temuan
yang disampaikan oleh Muchtar dan Muchtar (2024), algoritma KNN
menunjukkan tingkat akurasi yang lebih tinggi dibandingkan SVM
dalam pengklasifikasian citra digital, yaitu sebesar 98,75% untuk KNN
dan 97,5% untuk SVM. Selain itu, Faruk (2020) juga melaporkan
bahwa KNN mencapai akurasi 70,61% pada nilai K = 5, sedangkan
SVM hanya memperoleh 69,85%. Temuan-temuan tersebut
memperkuat indikasi bahwa algoritma KNN memiliki kinerja yang
lebih unggul dibandingkan SVM dalam pengolahan citra digital.

Dalam pengolahan citra, terdapat istilah yang dikenal sebagai
ekstraksi fitur, yaitu proses mengidentifikasi dan mengisolasi fitur-
fitur penting dari gambar untuk dianalisis lebih lanjut (Sonka, 2014).
Pada penerapan ini, fitur yang diekstraksi mencakup karakteristik
warna menggunakan model HSV serta ciri tekstur dengan metode
Gray Level Co-occurrence Matrix (GLCM).

Ekstraksi fitur HSV kerap dimanfaatkan dalam proses klasifikasi
yang melibatkan perbedaan warna dan dikenal mampu memberikan
hasil yang optimal. Sebagai contoh, Dzulhijjah et al. (2021)
menunjukkan bahwa klasifikasi tingkat kematangan labu siam
menggunakan algoritma KNN dengan fitur HSV mencapai tingkat
akurasi tertinggi sebesar 95% pada nilai K = 3. Sementara itu,
penggunaan fitur tekstur melalui metode GLCM mengacu pada
pendekatan yang diterapkan oleh Indra Pratama et al. (2023), yang
mengombinasikan ekstraksi fitur warna (HSV) dan tekstur (GLCM)
untuk mengelompokkan tingkat kematangan buah apel menggunakan
algoritma KNN, dengan tingkat akurasi yang tinggi, yaitu 91,67%.

Pendekatan pengembangan yang diterapkan dalam pekerjaan
ini mengacu pada Cross-Industry Standard Process for Data Mining
(CRISP-DM). Menurut Wardani (2020), CRISP-DM merupakan suatu
konsorsium perusahaan yang didirikan oleh Komisi Eropa pada tahun
1996 dan telah menetapkan CRISP-DM sebagai proses standar dalam
data mining yang dapat diterapkan di berbagai sektor industri. Model
ini telah divalidasi melalui berbagai proyek besar dan digunakan oleh
banyak praktisi di berbagai industri (Chapman et al., 2000). CRISP-
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DM dirancang agar fleksibel dan dapat diterapkan dalam berbagai
konteks, alat, dan proses data mining (Chapman et al., 2000). Proses
CRISP-DM terdiri atas enam fase, yaitu: business understanding, data
understanding, data preparation, modeling, evaluation, dan
deployment (Wardani, 2020).
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BAB IX
DETEKSI SIRUP FRUKTOSA TINGGI PADA MADU
MENGGUNAKAN GAS CHROMATOGRAPHY
BERBASIS INULIN

9.1. Pengantar

Sebagai produk pangan alami dengan harga pasar yang relatif
tinggi, madu sering mengalami pemalsuan menggunakan pemanis
murah seperti sirup jagung (CS), sirup jagung fruktosa tinggi (HFCS),
sirup invert (IS), atau sirup inulin fruktosa tinggi (HFIS). Berbagai
metodologi telah diusulkan untuk mendeteksi pemalsuan tersebut;
namun demikian, baik peneliti maupun otoritas regulasi masih
mencari prosedur yang lebih baru, lebih sederhana, lebih sensitif, dan
lebih ekonomis.

Penambahan CS dan HFCS ke dalam madu dapat dengan mudah
dideteksi melalui kromatografi pertukaran anion kinerja tinggi
(HPAEC) pada bahan yang diolah dengan arang aktif untuk
menghilangkan mono- dan disakarida (Morales et al., 2008). Metode
lain juga telah diusulkan untuk mendeteksi pemalsuan madu dengan
IS dan HFCS menggunakan teknik spektroskopi, seperti spektroskopi
inframerah (Sivakesava & Irudayaraj, 2001; 2002) atau spektroskopi
Raman (Paradkar & Irudayaraj, 2002). Analisis rasio isotop karbon
stabil (SCIRA) telah digunakan untuk mengendalikan pemalsuan
madu dengan HFCS. Namun, teknik ini terbatas pada pendeteksian
sirup yang berasal dari tanaman C4 (jagung, tebu, dan lain-lain)
karena sirup dari tanaman C3 tidak dapat dideteksi akibat komposisi
isotopnya yang mirip dengan madu. Selain itu, teknik ini bersifat
lambat dan mahal.

Sebuah teknik lain menggunakan dianhidrida fruktosa (DFAs)
sebagai penanda yang berguna untuk mendeteksi pemalsuan dengan
HFCS dan IS (Ruiz-Matute et al., 2007a); senyawa ini tidak terdapat
secara alami dalam madu dan dapat dengan mudah dideteksi dalam
bahan yang dipalsukan menggunakan GC-MS dengan langkah
pengayaan sebelumnya.
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HFIS sebagian besar terdiri dari oligofruktosa, yaitu campuran
oligosakarida dengan berbagai panjang rantai yang tersusun dari unit
fruktosa yang dihubungkan oleh ikatan (3-(2-1) dengan unit glukosa
tunggal terakhir (Ronkart et al.,, 2007; Van Laere & Van den Ende,
2002). Sirup dengan tingkat polimerisasi yang berbeda diproduksi
secara industri melalui hidrolisis enzimatik parsial inulin (Low &
Hammond, 1996).

Low & Hammond (1996) dan Stober et al. (1998) melaporkan
penggunaan GC untuk mendeteksi keberadaan sirup ini dalam jus
buah. Tiga puncak dengan identitas yang belum diketahui diajukan
sebagai penanda pemalsuan. Namun demikian, ekstrapolasi metode
sidik jari ini ke madu tidak memungkinkan karena variasi alami
karbohidrat madu dan banyaknya oligosakarida yang terdapat dalam
makanan tersebut. Oleh karena itu, diperlukan penanda yang tepat.

Dalam sebuah pekerjaan yang melibatkan seratus tujuh madu
bunga (heather, rosemary, eucalyptus, dan jeruk) yang diperoleh dari
peternak lebah dan pasar khusus, madu-madu tersebut telah
dianalisis sebelumnya di laboratorium (Tabel 9.1).

Tabel 9.1. Spesifikasi Sirup Inulin Fruktosa Tinggi (HFIS) Menurut
Produsen (Ruiz-Matute et al., 2010a)

Kandungan Inulin + Glc + Fru DP rata- Wujud

Sirup Oligofruktosa + Suk rata Bahan
Be?;;TIZf)ISI 86% 14% <10 Cair
Be?}i;TIZzL)SS 85% 15% NP? Cair
Be(nI;(I;TI“S“‘l;% 95% 5% NP Bubuk

Keterangan: Glc: Glukosa, Fru: Fruktoas, Suk: Sukrosa.

Empat produk representatif, yaitu Beneo Waktu Standar HSI
(HFIS1), Beneo Waktu Standar L85 (HFIS2), Beneo Waktu Standar
L60 (HFIS3), dan Beneo Waktu Standar P95 (HFIS4), diproduksi
secara industri oleh Orafti (Tienen, Belgia) melalui hidrolisis
enzimatik parsial inulin chicory. Tabel 9.1 merangkum spesifikasi
komposisi yang diberikan oleh Orafti. Karena HFIS4 disajikan dalam
bentuk bubuk, 20% air Milli-Q (Milli Ro Milli Q Plus 185, Millipore,
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Waters, Milford, AS) ditambahkan untuk memperoleh sirup. Sirup
HFIS4 kemudian ditambahkan ke dalam madu nektar dengan
proporsi berbeda (5%, 10%, dan 20% b/b) untuk mensimulasikan
pemalsuan madu secara sengaja.

9.2. Derivat karbohidrat

Larutan 0,02 g/mL (80% etanol/air) disiapkan untuk madu,
sirup, dan bahan yang dipalsukan. Sebanyak 1 mL dari masing-
masing bahan dicampur dengan 0,5 mL larutan etanol 70% fenil-[3-D-
glukosa (1 mg/mL) yang digunakan sebagai standar internal. Bahan-
bahan tersebut kemudian dikeringkan dalam vakum dan menjalani
prosedur derivatisasi dua tahap.

Tahap pertama, oksim dibentuk dengan penambahan 0,35 mL
hidroksilamin klorida dalam piridina, kemudian dipanaskan pada
suhu 75 °C selama 30 menit. Tahap berikutnya adalah sililasi dengan
menambahkan 0,35 mL heksametildisilazana dan 0,035 mL asam
trifluoroasetat, kemudian dipanaskan pada suhu 45 °C selama 30
menit (Brobst & Lott, 1966). Setelah reaksi selesai, lalu disentrifugasi
(Li & Schumann, 1981), dan 1 mL supernatan diambil untuk injeksi.

Bahan disiapkan dalam rangkap dua. Prosedur derivatisasi yang
digunakan menghasilkan satu puncak kromatografi untuk gula non-
pereduksi, yang sesuai dengan eter trimetilsililnya, sedangkan dua
puncak terdeteksi untuk gula pereduksi, yang sesuai dengan isomer
sin-(E) dan anti-oksim.

9.3. Analisis hasil deteksi GC-MS

Analisis GC-MS digunakan untuk keperluan kualitatif. Sistem
kromatografi gas Hewlett-Packard 6890 yang dikombinasikan
dengan detektor massa quadrupole 5973 (keduanya dari Agilent, Palo
Alto, CA, AS) dimanfaatkan dalam pekerjaan ini. Helium dengan
kecepatan linier rata-rata 20 cm/s dipilih sebagai gas pembawa.
Kolom silika lebur berukuran 25 m x 0,25 mm id dengan ketebalan
lapisan film 0,25 um yang dilapisi dengan SPB-1 (metil silikon ikatan
silang) dari Supelco (Bellefonte, PA, AS) digunakan sebagai media
pemisah.

Suhu oven diprogram sebagai berikut: suhu dipertahankan
pada 200 °C selama 20 menit, kemudian dinaikkan menjadi 270 °C
dengan laju pemanasan 15 °C/menit; selanjutnya dinaikkan menjadi
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290 °C dengan laju 18 °C/menit, dan akhirnya hingga 300 °C dengan
laju 15 °C/menit, kemudian dipertahankan selama 40 menit. Suhu
injektor dijaga pada 300 °C, dan injeksi dilakukan dengan mode split
dengan rasio split 1:40. Spektrometer massa dioperasikan dalam
mode dampak elektron (EI) pada energi 70 eV. Suhu antarmuka dan
sumber adalah masing-masing 280 °C dan 230 °C. Akuisisi data
dilakukan menggunakan perangkat lunak HPChem Station (Hewlett-
Packard, Palo Alto, CA, AS).

Oksim TMS dari karbohidrat dalam bahan diidentifikasi
dengan dua cara, yaitu (i) membandingkan waktu retensinya dengan
senyawa standar, dan (ii) menggunakan data spektrum massa untuk
mengonfirmasi penetapan puncak serta mengidentifikasi puncak
yang tidak tersedia sebagai standar komersial. Meskipun GC-MS
tidak dapat memberikan massa molekuler untuk oligosakarida
berukuran tinggi, studi terhadap fragmen m/z yang berbeda yang
dihasilkan oleh ionisasi dampak elektron (EI) dalam analisis MS
memberikan informasi penting mengenai struktur kimianya. Hal ini
tetap dapat dilakukan bahkan menggunakan spektrometer massa
meja, karena teknik ini menghasilkan pola fragmentasi karakteristik
yang dapat dimanfaatkan untuk tujuan identifikasi (Fuzfai et al.,
2008; Brokl et al,, 2009).

9.4. Analisis hasil deteksi GC

Kuantifikasi karbohidrat dilakukan dengan menganalisis bahan
yang telah diderivatisasi menjadi oksim TMS menggunakan
kromatografi gas (GC) dengan detektor FID (HP 5890, Palo Alto, CA,
AS). Kondisi eksperimen, kecuali gas pembawa (nitrogen dengan
kecepatan linier rata-rata 12 cm/s) dan suhu detektor (300 °C),
mengikuti prosedur yang telah dijelaskan sebelumnya untuk analisis
GC-MS. Puncak kromatografi diukur menggunakan sistem akuisisi
Chrom-Card 1.20 (CE Instruments, Milan, Italia). Larutan standar
karbohidrat disiapkan dalam rentang konsentrasi yang diharapkan
terdapat dalam madu dan sirup untuk menghitung faktor respons
(RF) relatif terhadap fenil-B-D-glukosa sebagai standar internal.
Karena keterbatasan standar, konsentrasi difruktosa anhidrida (DFA)
diperkirakan dengan asumsi bahwa faktor responsnya sama dengan
1. Simpangan baku dihitung sebagai ukuran penyebaran data.
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9.5. Interpretasi Data Analisis
Tabel 9.2 menunjukkan komposisi karbohidrat berat molekul

rendah dari sirup yang dianalisis. Fruktosa, sukrosa, kestosa,
inulobiosa, dan inulotriosa terdeteksi dalam semua bahan uji. Selain
itu, senyawa lain yang keluar antara standar internal dan disakarida
juga ditemukan dalam semua bahan uji, diidentifikasi sebagai DFA
dan diberi nomor sesuai dengan Ratsimba et al. (1999). DFA10
dielusi bersama sukrosa dalam kondisi kromatografi ini, sehingga
keduanya dikuantifikasi secara bersama-sama.

Tabel 9.2. Komposisi Karbohidrat Berat Molekul Rendah (mg g™*) pada
Sirup Inulin Fruktosa Tinggi (HFIS) (Ruiz-Matute et al., 2010a)

Sirup Fruktosa Glukosa Myo- DFAs* Sukrosa Inulobiosa Kestosa Inulotriosa Total
inositol karbohidrat
terkuantifikasi
H];IS 25,7 (2,3)° 3,4 (0,5) 1,7 (0,4) 1,9 (0,4) ?;)’19) 14,9 (1,2) (760’24) 107,5 (9,0) 306,4 (27,2)
HFIS 47,2¢ 53,9 289,7
2 45,9 (3,0) 9,3 (0,6) 2,2(0,1) 2,5(0,2) (1.6) 33,8(0,9) 1,7 (10,5) 484,5 (15,1)
HFIS 223,8¢ 35,8 180,7
3 26,5 (1,1) 11,1 (0,4) 1,7 (0,2) 2,4 (0,5) (4,0) 27,2 (0,8) G (14,0) 509,1 (20,1)
HFIS 1,5 4,0 155,8
4 32,6 (4,9) trd 0,0 5,5(0,1) 0.0) 24,1 (2,6) ©.1) (14) 223,5(19,1)
Keterangan:

A Difruktosa anhidrida (DFA).

B Simpangan baku dalam tanda kurung (n=2)

€ Dalam kasus ini, sukrosa dan DFA10 tidak terpecahkan dan tidak dapat diukur
secara individual. tr: jejak

D (nilai >LOD (0,03 mg g-1madu) dan <LOQ (0,1 mg g-1dari madu).

Puncak kromatografi dapat terpecahkan dengan baik dan
diukur secara terpisah hanya pada bahan dengan kandungan sukrosa
rendah, yaitu HFSI4. Sirup HFIS2 mengandung fruktosa, inulobiosa,
dan inulotriosa dalam kadar tertinggi, sedangkan sirup HFIS3
mengandung sukrosa dan DFA10 dalam kadar tertinggi. Nilai kestosa
tertinggi ditemukan pada sirup HFIS1, yang juga memiliki nilai
inulobiosa dan inulotriosa terendah. Sirup HFIS4 menunjukkan nilai
terendah dari total karbohidrat yang dikuantifikasi, yang menegaskan
rendahnya tingkat hidrolisis pada Sirup HFIS4, sebagaimana
dijelaskan oleh produsen (Tabel 9.2). Glukosa dan myo-inositol juga
terukur pada sirup HFIS1, HFIS2, dan HFIS3.

Diketahui bahwa karbohidrat pada madu sebagian besar terdiri
dari glukosa dan fruktosa, meskipun disakarida dan trisakarida juga
terdapat dalam jumlah yang bervariasi. Dari disakarida, perlu
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diperhatikan variabilitas konsentrasi sukrosa yang tinggi di semua
madu (bervariasi antara 4,9 hingga 57,6 mg g-1), sedangkan
inulobiosa, yang baru-baru ini dilaporkan terdapat dalam madu
(Ruiz-Matute et al., 2007b), menunjukkan konsentrasi relatif rendah
di semua bahan (antara 0,4 hingga 6,0 mg g-1). Baik DFA maupun
inulotriosa tidak terdeteksi dalam bahan uji manapun. Berbeda
dengan kestosa, yang telah dilaporkan keberadaannya dalam madu
oleh berbagai penulis (Siddiqui, 1970; Swallow & Low, 1990; Sanz et
al, 2004), tidak ditemukan referensi mengenai keberadaan
inulotriosa dalam madu.
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Gambar 9.1. Profil karbohidrat dari: (A) madu (H1) dan (B) madu (H1)
yang dipalsukan dengan 5% HFIS4. MS: monosakarida; IS: standar internal,
DS: disakarida dan TS: trisakarida (Ruiz-Matute et al., 2010a)
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Gambar 9.1B menunjukkan profil kromatografi madu H1 yang
dipalsukan dengan 5% HFIS4. Seperti terlihat pada gambar,
perubahan utama dalam profil kromatografi madu yang dipalsukan
terjadi pada zona trisakarida.

Tabel 9.3 memperlihatkan konsentrasi DFA, inulobiosa,
kestosa, dan inulotriosa dalam madu H1, HFIS4, serta pemalsuan
dengan kadar 5%, 10%, dan 20% HFIS4. Seperti yang ditunjukkan
pada tabel, kestosa yang hadir dalam jumlah rendah pada sirup
praktis tidak menunjukkan perbedaan antara madu H1 dan madu
yang dipalsukan. Perubahan yang lebih jelas terlihat pada
peningkatan kadar inulobiosa, yang bervariasi dari 3,7 mg/g pada
madu asli hingga 9,2 mg/g pada madu yang dipalsukan dengan 20%
HFIS4. Namun, karena kestosa dan inulobiosa merupakan komponen
alami madu (dengan rentang konsentrasi masing-masing 0,2 hingga
8,1 mg/g madu dan 0,4 hingga 6,0 mg/g madu pada 107 bahan yang
dianalisis di laboratorium), keduanya tidak dianggap sebagai
indikator yang baik untuk mendeteksi pemalsuan HFIS.

Di sisi lain, DFA yang tidak terdeteksi dalam madu yang
dianalisis dipilih sebagai penanda pemalsuan. Namun, karena HFIS
mengandung konsentrasi DFA yang rendah, senyawa ini tidak dapat
diukur pada persentase pemalsuan yang rendah, dan jejaknya hanya
terdeteksi pada madu dengan pemalsuan 5% (Tabel 9.3). Seperti yang
telah disebutkan sebelumnya, perlakuan ragi diperlukan untuk
mengkonsentrasikan DFA sehingga dapat digunakan sebagai penanda
(Ruiz-Matute et al., 2007a).

Inulotriosa, yang tidak terdeteksi dalam madu yang dianalisis dan
memiliki konsentrasi tinggi di semua HFIS, tampaknya menjadi
penanda terbaik untuk mendeteksi pemalsuan. Seperti terlihat pada
Gambar 9.1, inulotriosa dielusi di daerah “bersih” kromatogram
sehingga mudah dideteksi. Batas deteksi (LOD) sebesar 0,03 mg/g
madu menunjukkan bahwa penambahan sirup kurang dari 1% dapat
terdeteksi. Inulotriosa memenubhi syarat sebagai penanda pemalsuan
yang baik karena tidak terdapat dalam madu, mudah dideteksi dengan
GC, dan spesifik terhadap HFIS. Keberadaan senyawa ini dalam madu
merupakan indikasi jelas adanya penambahan HFIS.
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Tabel 9.3. Konsentrasi DFA, Inulobiosa, Kestosa, dan Inulotriosa (mg g™*)
pada Madu H1, HFIS4, dan Madu H1 yang Dipalsukan dengan HFIS4 (5%,
10%, 20%) (Ruiz-Matute et al., 2010a)

Kode Madu DFAs2 Inulobiosa Kestosa Inulotriosa

HFIS4 55 (1,2)0 24,1 (0,9) 4,0 (0,2) 155,8 (10,3)
H1 0,0 3,7 (0,3) 2,1(0,1) 0,0
H1 + 5%HFIS4 tr 52 (0,3) 2,3(0,0) 9,7 (0,7)

H1+ 0,9 (0,0) 6,5(0,1) 2,3(0,1) 19,3 (1,5)

10%HFIS4 A A A A
H1+ 1,4 (0,0) 9,2 (0,2) 2,3(0,0) 37,4 (2,1)

20%HFIS4 A A A A

Keterangan:

74

ADifruktosa anhidrida (DFA).
B Simpangan baku dalam tanda kurung (n=2)



BAB X
DETEKSI ZAT KONTAMINAN DALAM MADU:
INOVASI, TANTANGAN, DAN ARAH MASA DEPAN

10.1. Pengantar

Madu merupakan zat yang populer, manis, dan sangat bergizi,
yang dihasilkan dari aktivitas lebah madu yang secara aktif
mengumpulkan nektar dari berbagai tanaman berbunga. Lebah
mengeluarkan zat tertentu yang mengubah nektar menjadi madu
sebelum disimpan di sarang hingga matang (Codex standar, 1981).
Komposisi madu ditentukan oleh jenis tanaman tempat lebah
mengumpulkan nektarnya, kondisi iklim, faktor lingkungan, serta
praktik budidaya lebah (Meo et al., 2017; Anklam, 1998).

Secara umum, madu dibedakan menjadi dua jenis, yaitu madu
bunga dan madu embun (Pita-Calvo & Vazquez, 2017). Madu bunga
berasal dari nektar bunga, sedangkan madu embun berasal dari
sekresi bagian tanaman hidup yang tertinggal akibat aktivitas
serangga penghisap tanaman (Codex standar, 1981; Official Journal of
the European Communities, 2001). Madu unifloral merupakan jenis
madu yang dihasilkan dari sumber botani tertentu dan memiliki sifat
organoleptik yang khas, sehingga lebih bernilai dibandingkan madu
multifloral (Kasprzyk et al., 2018; Bianchi et al., 2005).

Warna yang lebih gelap pada sebagian besar madu
menunjukkan aktivitas antioksidan yang kuat (Sipahi et al.,, 2017;
Beretta et al, 2005), yang disebabkan oleh kandungan senyawa
fenolik dalam jumlah lebih banyak (Nayik et al, 2018; Aljadi &
Kamaruddin, 2004)

Komponen utama madu adalah karbohidrat (gula), yang
menyumbang hampir 95% (b/b) dari berat keringnya (Pita-Calvo et
al, 2017b). Karbohidrat ini terdiri atas 75% (b/b) monosakarida
(fruktosa dan glukosa), sejumlah kecil disakarida (sukrosa), serta 10-
15% (b/b) jenis gula lainnya (oligosakarida dan tetrasakarida). Gula
dalam madu berfungsi sebagai penyedia energi dan berkontribusi
terhadap karakteristik fisik madu, seperti viskositas, higroskopisitas,
dan granulasi (Kamal & Klein, 2011).
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Identifikasi kualitatif kandungan gula dalam madu umumnya
dilakukan melalui kromatografi gas-spektrometri massa (GC-MS).
Teknik ini dilaporkan sebagai salah satu metode paling efektif untuk
mengidentifikasi konsentrasi rendah tri- dan tetrasakarida dalam
madu Spanyol (Ruiz-Matute et al., 2010a). Hingga saat ini, sebanyak
16 jenis oligosakarida yang berbeda telah ditemukan dalam madu
menggunakan teknik GC-MS, meliputi 11 disakarida (turanosa,
sukrosa, maltosa, isomaltosa, kojibiosa, selobiosa, palatinosa,
gentiobiosa, laminaribiosa, neotrehalosa, dan nigerosa) serta lima
trisakarida (erlose, panosa, isopanosa, maltotriosa, dan theanderosa).
Tetrasakarida yang teridentifikasi antara lain isomaltotetraosa,
maltotetraosa, stakiosa, nistosa, dfruktosil-isomelezitosa, o-4'-
glukosil-erlose, dan a-6'-glukosil-erlose (Ruiz-Matute et al., 2010a).

Selain gula, madu juga mengandung sejumlah kecil asam
organik, protein, dan komponen mineral. Karena kandungan asam
organik (0,57%) dan asam amino bebas (0,05-0,1%) yang cukup
banyak, madu cenderung memiliki sifat sedikit asam dengan total
keasaman antara 8,68-59,49 meq/kg (Karabagias et al, 2014).
Meskipun asam-asam tersebut hanya merupakan bagian kecil dari
komponen madu, mereka memberikan kontribusi besar terhadap sifat
organoleptik, kimia, dan fisik madu (Mato et al., 2003).

Asam organik yang umum ditemukan dalam madu meliputi
asam asetat, butirat, format, sitrat, malat, piroglutamat, dan suksinat,
dengan asam glukonat sebagai komponen utama (Alvarez-Suarez et
al,, 2018; da Silva et al,, 2016; Mato et al., 2003). Meskipun asal-usul
asam organik dalam madu belum sepenuhnya jelas, diduga bahwa
asam tersebut merupakan zat antara dalam siklus Krebs atau jalur
enzimatik tertentu dari flora mikroba dalam madu. Selain itu, asam
organik juga dapat berasal langsung dari nektar atau embun madu,
maupun disintesis secara alami dari gula nektar seperti fruktosa,
glukosa, dan sukrosa melalui kerja enzim lebah pekerja (Yaacob et al,,
2018; Mato et al., 2003).

Kehadiran asam glukonat yang signifikan dalam madu
disebabkan oleh glukosa oksidase yang disekresikan oleh lebah madu
saat memetabolisme glukosa dalam nektar (Mato et al.,, 2003; White et
al,, 1962; Stinson et al., 1960). Konsentrasi asam glukonat meningkat
ketika flora bakteri dominan, Glucanobacter spp. secara aktif
memetabolisme glukosa dalam kondisi aerobik dan glukosa tinggi,
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terutama selama proses pematangan madu (Siddiqui et al, 2017;
Stinson et al., 1960). Selain itu, komponen lain seperti protein dan
asam amino berasal dari serbuk sari dan kelenjar ludah lebah

(Escuredo et al., 2013; da Silva et al., 2016)

Tabel 10.1. Standar komposisi madu (Aturan UE 110/2001) (Se et al., 2019)

Parameter Komposisi

Konsentrasi

Kandungan fruktosa dan glukosa (jumlah keduanya)

Madu bunga

> 60% (b/b)

Madu madu

> 45% (b/b)

Campuran madu dan madu bunga

Sukrosa (secara umum tetapi dengan pengecualian)

< 5% (b/b)

Kelembaban (secara umum tetapi dengan pengecualian)

< 20% (b/b)

Konduktivitas listrik

Madu bunga (dengan pengecualian) <0.8 mS/cm
Madu dan madu kastanye > 0.8 mS/cm
Asam bebas (secara umum) < 50 mekuiv/kg

Aktivitas diastase

Secara umum

= 8 (unit Schale)

Madu dengan kandungan enzim rendah (mis. madu jeruk)
dan kandungan HMF < 15 mg/kg

= 3 (unit Schale)

Hidroksimetilfurfural (HMF)

Secara umum (kecuali madu tukang roti) <40 mg/kg
Madu yang dinyatakan berasal dari daerah dengan iklim <80 mg/kg
tropis dan campuran madu ini

Madu dengan tingkat enzimatik rendah (mis. madu jeruk) <15 mg/kg

Menurut data White et al. (1962), terdapat 18 jenis asam amino
bebas yang berbeda dalam madu, dengan jumlah yang sedikit dan
tanpa signifikansi nutrisi. Fenilalanin dan prolin ditemukan dalam

jumlah yang cukup, masing-masing berkisar antara 12,1-762 mg/kg
(Afrin et al,, 2017; Meda et al.,, 2005) dan 5,20-1231 mg/kg (Biluca et
al, 2019). Sementara itu, asam amino bebas seperti asam aspartat,

glutamat, asparagin, glutamin, serin, arginin, treonin, alanin, tirosin,

valin, leusin, isoleusin, fenilalanin, dan triptofan terdeteksi dalam
konsentrasi antara 8-233 mg/kg (Biluca et al, 2019). Faktanya,
kandungan prolin yang lebih rendah dari biasanya merupakan
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penanda utama untuk mendeteksi madu yang dipalsukan (Can et al.,
2015). Undang-undang Eropa menetapkan bahwa madu harus
mengandung kandungan prolin minimal lebih dari 180 mg/kg
(Bogdanov et al, 1999), dan penyimpangan dari standar ini
disebabkan oleh ketidakmatangan atau pemalsuan madu.

Tabel 10.1 menyediakan standar komposisi madu berdasarkan
rekomendasi dari Official Journal of the European Communities (2001).
Beberapa parameter digunakan untuk memantau pemalsuan madu,
termasuk kandungan sukrosa, profil fruktosa-glukosa-sukrosa, prolin,
dan hidroksimetilfurfural (Pita-Calvo et al, 2017). Kandungan
hidroksimetilfurfural (HMF) merupakan indikator yang baik untuk
madu yang dipalsukan karena dapat menunjukkan adanya
penambahan gula inversi (ISS) (Pasias et al, 2017; Paradkar &
Irudayaraj, 2002). Pendekatan ini memberikan hasil yang baik, namun
terdapat masalah yang dapat secara signifikan mengurangi cakupan
efektivitas dan keandalan analisis HMF, yaitu pemanasan dan
penyimpanan yang lama dapat meningkatkan kandungan HMF dalam
madu sehingga menyebabkan hasil positif palsu saat uji otentikasi
(Blidi et al., 2017). Oleh karena itu, validitas HMF sebagai indikator
madu yang dipalsukan masih dipertanyakan.

Hal ini membawa pada tujuan utama penjelasan ini, yaitu
memberikan tinjauan menyeluruh tentang tren terkini dan tantangan
berbagai metode yang sebelumnya digunakan untuk mendeteksi zat
pengotor gula dalam madu. Wu et al. (2017a) baru-baru ini meninjau
beberapa metode analisis tradisional untuk mendeteksi madu yang
dipalsukan, termasuk teknik kromatografi dan spektroskopi, tetapi
tidak membahas teknik baru seperti biosensor (e-nose dan e-tongue),
serta sensor serat. Tulisan ini mencakup perkembangan terbaru dari
teknik-teknik yang belum dibahas oleh Wu et al. (2017a).
Dibandingkan dengan artikel ulasan sebelumnya oleh Pita-Calvo et al.
(2017), bab ini juga merangkum secara komprehensif semua bahan
pengotor tradisional dan baru yang ditemukan dan digunakan dalam
madu dari berbagai negara di seluruh dunia.

10.2. Jenis-Jenis Kontaminan yang Sering Ditemukan pada
Madu
Penting untuk ditekankan bahwa madu merupakan satu-
satunya pemanis organik yang diproduksi secara alami dan dapat

78



dikonsumsi langsung tanpa melalui pemrosesan yang ekstensif
(Iglesias et al., 2004). Akibatnya, komoditas pangan yang bernilai
tinggi ini menjadi incaran orang-orang dan produsen tidak jujur yang
memanfaatkan bisnis menguntungkan ini dengan mencampurkan
pemanis yang lebih murah ke dalam madu alami (Soares et al., 2017b;
Gallardo-Velazquez et al., 2009). Gambar 10.1 memperlihatkan tiga
metode pemalsuan madu beserta bahan pemalsuan yang biasanya
ditemukan dalam madu. Sumber bahan pemalsuan dalam madu dapat
berbeda-beda antar daerah, tergantung pada harga dan ketersediaan
berbagai jenis gula atau pemanis.

Tabel 10.2 merangkum secara komprehensif zat pengotor yang
dilaporkan dalam madu, yang disusun berdasarkan asal geografisnya.
Terlihat jelas bahwa zat pengotor yang paling umum ditemukan dalam
madu adalah gula dari sirup jagung fruktosa tinggi (HFCS), sirup gula
jagung (COSS), sirup gula terbalik (ISS), dan sirup gula tebu (CASS).

Tabel 10.2. Jenis-Jenis Bahan Pengotor yang Ditemukan dalam Produk Madu (Se et

al,, 2019)

Bahan Pemalsu Asal Regional Referensi
fiirll";gijagung fruktosa Spanyol Morales et al. 2008
— Turki Cabanero et al.,, 2006
— Turki (pemberian makan

lebah) Ruiz-Mature et al. 2007b
— Brazil Kelly et al. 2006
— Cina Tosun, 2013
— Prancis Guler etal. 2014
— Meksiko Padovan et al. 2003
- - Lietal 2012
— — Lietal. 2017
— — Spiteri et al. 2015
- - Gallardo-Velazquez et al.
2009

Sirup jagung Prancis Megherbi et al. 2009
— Spanyol Morales et al. 2008

— Meksiko
2009

Gallardo-Velazquez et al.
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Cina

Rios-Corripio etal. 2012

Gan et al. 2016

Sirup gula tebu Malaysia Zakaria etal. 2011

— Brazil Padovan etal. 2003

— Spanyol Cabanero et al. 2006

— Meksiko Rios-Corripio etal. 2012

Sirup gula tebu invert Amerika Serikat Paradkar & Irudayaraj,
2002

— Spanyol Ruiz-Matute et al. 2007a

— Meksiko Kelly et al. 2006;

Gallardo-Velazquez et al.
2009

Sirup bit invert Amerika Serikat Paradkar & Irudayaraj,
2002

— Spanyol Kelly et al. 2006

Sirup gula invert [ran Amiry etal. 2017

— Meksiko Rios-Corripio et al. 2012

— Turki Tosun, 2013

Sirup glukosa Turki Guler et al. 2014

Gula glukosa Prancis Spiteri etal. 2015

monohidrat

Sirup glukosa dari — —

gandum dan beras

Sirup sakarosa (dari bit Turki Tosun, 2013

gula)

Gula bit Spanyol Cabanero et al. 2006;

Kelly et al. 2006

Sirup inulin fruktosa
tinggi

Spanyol, Prancis

Ruiz-Matute et al., 2010b;
Spiteri et al. 2015

Sirup beras Cina Xue et al. 2013; Gan et al.
2016

Sirup pakan lebah Prancis Cordella et al. 2005;

(sirup GFM)

Sirup pakan lebah Turki (pakan lebah) Guler et al. 2014

Sirup sukrosa Turki (pakan lebah) Guler etal. 2014

Sirup maltosa Cina Lietal. 2012; Li et al.
2017

Gula cair Erstein (sirup Prancis Cotte et al. 2003

gula C3)

Erstein siroline Prancis Cotte et al. 2003

(campuran sirup gula
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invert dan sirup

glukosa)

Cerestar FT 1702 Prancis Cotte et al. 2003
(sirup gula C3)

HFS dari pati jagung, Cina Wang etal,, 2015
pati beras, dan pati

singkong

Sirup kurma Iran Amiry etal. 2017
Sirup jaggery India Mishra et al., 2010
Pemalsuan tidak Prancis, Turki Cordella et al. 2005;
langsung Guler et al. 2014
Pencampuran madu Cina Wang et al. 2014

*Sirup GFM: sirup glukosa-fruktosa-maltosa.

Sirup jagung fruktosa tinggi (dalam bahasa Inggris: High
Fructose Corn Syrup atau disingkat HFCS) adalah pemanis buatan yang
dibuat dari tepung jagung dan mengandung fruktosa (gula buah)
dalam kadar yang tinggi. HFCS dibuat dengan mengubah sebagian
glukosa dari sirup jagung menjadi fruktosa melalui proses enzimatik.
Terdapat beberapa jenis HFCS berdasarkan kadar fruktosanya,
misalnya: HFCS-42: Mengandung sekitar 42% fruktosa, sisanya
glukosa, HFCS-55: Mengandung sekitar 55% fruktosa, umumnya
digunakan dalam minuman ringan (soft drink) dan HFCS-90:
Mengandung sekitar 90% fruktosa, digunakan dalam jumlah Kkecil
sebagai campuran untuk membuat varian HFCS lain.

Sirup Gula Jagung (COSS - Corn Syrup Solids), Asal: Dibuat dari
pati jagung melalui proses hidrolisis. Komposisi: Mengandung glukosa
dalam bentuk utama, serta maltosa dan oligosakarida, Karakteristik:
Berbentuk padatan kering (solids), tidak terlalu manis, dan memiliki
kemampuan mempertahankan kelembaban serta mencegah
kristalisasi gula. Penggunaan: Banyak digunakan dalam industri
makanan, seperti permen, es krim, dan produk roti.

Sirup Gula Invert (ISS - Inverted Sugar Syrup), Asal: Diperoleh
dengan menghidrolisis sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa,
biasanya menggunakan asam atau enzim invertase. Komposisi:
Campuran glukosa dan fruktosa dalam jumlah hampir seimbang.
Karakteristik: Lebih manis dari sukrosa biasa, higroskopis (menyerap
air), dan tidak mudah mengkristal. Penggunaan: Umum dalam industri
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minuman, kue, dan permen untuk memberikan rasa manis yang kuat
dan menjaga kelembaban.

Sirup Gula Tebu (CASS - Cane Sugar Syrup), Asal: Dibuat dari sari
tebu yang dimurnikan dan dipekatkan. Komposisi: Mayoritas terdiri
dari sukrosa, dengan sedikit glukosa dan fruktosa. Karakteristik: Rasa
manis alami khas tebu, viskositas tinggi, dan warna agak kecoklatan
tergantung pada tingkat pemurnian. Penggunaan: Digunakan dalam
minuman, produk olahan makanan, dan pemanis alami.

Pemalsuan dalam Madu

[ 1 : |

Langsung \ Tidak langsung Pencampuran

[ I |

Bahan-bahan tambahan

I

Sirup Beras

.......

Gambar 10.1. Klasifikasi Pemalsuan Madu dan Bahan Tambahan yang
Terdeteksi (Se et al,, 2019)

Preferensi tinggi terhadap HFCS disebabkan karena HFCS
merupakan produk isomerisasi sederhana dari COSS (Ruiz-Matute et
al, 2007b), di mana tingkat isomerisasi HFCS yang dikomersialkan
bervariasi, misalnya 20% (20HFCS), 40% (40HFCS), dan 80%
(BOHFCS) (Morales et al., 2008). Varietas HFCS lainnya, yaitu HFCS42,
HFCS55, HFCS85, dan HFCS90, diproduksi secara industri dengan
mengubah persentase fruktosa secara sederhana (Guler et al., 2014).
Sebaliknya, COSS merupakan campuran kompleks dari berbagai gula,
seperti glukosa (45%), maltosa (30%), maltotriosa (13%), fruktosa
(10%), dan 2% oligosakarida yang lebih tinggi (Megherbi et al., 2009).
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ISS berasal dari hidrolisis asam terutama disakarida (Amiry et
al, 2017) untuk menghasilkan monosakarida seperti fruktosa dan
glukosa, yang merupakan komponen utama gula alami dalam berbagai
jenis madu di seluruh dunia. ISS yang bersumber dari tanaman bit dan
tebu banyak digunakan sebagai bahan pengotor dalam madu (Tabel
10.2) karena kandungan gulanya menyerupai profil gula alami madu,
sehingga membuat deteksinya menjadi sangat sulit (Paradkar &
Irudayaraj, 2002). Tebu merupakan salah satu jenis rumput abadi dan
menjadi bahan pengotor madu yang ideal karena kandungan
sukrosanya yang tinggi (Kim & Day, 2011).

Gula jagung dan gula tebu berasal dari tanaman tipe C4
(tanaman dengan siklus fotosintesis Hatch-Slack), sedangkan gula bit
merupakan bahan pengotor yang lebih baik karena berasal dari
tanaman C3 (tanaman dengan siklus fotosintesis Calvin-Benson) yang
nektarnya lebih disukai oleh lebah madu dibandingkan nektar dari
tanaman C4 (Cabanero et al, 2006). Namun, pengotor gula dari
tanaman C4 lebih mudah dideteksi karena rasio isotop karbon positif
yang lebih kuat (13C/12C) dibandingkan gula alami yang terdapat
dalam madu murni. Sebaliknya, deteksi zat pengotor gula dari
tanaman C3 lebih menantang karena profil 13C/12C-nya cukup mirip
dengan gula dalam madu alami (Kropf et al., 2010).

Dalam beberapa wilayah geografis tertentu, efektivitas biaya
dan ketersediaan gula atau pemanis menjadi faktor penentu
pemilihan bahan pengotor dalam madu. Misalnya, sirup yang
diekstrak dari gandum dan beras banyak digunakan sebagai bahan
pengotor madu yang diproduksi di Turki dan Prancis (Tosun, 2013;
Guler et al., 2014; Spiteri et al,, 2015). Sirup tanaman yang dibuat dari
sari sayuran atau getah tanaman yang dipanaskan juga menjadi
kandidat baik untuk bahan pemalsuan madu.

Inulin, yang diekstrak dari akar sawi putih, mengandung rantai
fruktosa dengan derajat polimerisasi (DP) yang bervariasi, biasanya
antara 3 hingga 80 (Corradini et al., 2012), sedangkan fruktosa yang
diproduksi secara industri dari sirup inulin (HFIS) berasal dari
hidrolisis enzimatik parsial inulin (Low & Hammond, 1996). Madu
dari negara-negara Eropa biasanya dicampur dengan HFIS (Ruiz-
Matute et al., 2010b; Spiteri et al.,, 2015), yang merupakan komponen
gula utama, yaitu fruktosa dengan rantai monomer yang dihubungkan
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oleh ikatan B-(2—1) dan unit glukosa tunggal penutup, yang juga
ditemukan dalam madu asli (Ronkart et al., 2007).

Sirup beras (RS), yang berasal dari tanaman C3, merupakan zat
pengotor yang muncul dari hidrolisis oligosakarida dan polisakarida
dalam beras (Xue et al., 2013). Sirup maltosa (MSS) juga merupakan
bahan pengotor yang sangat populer dalam madu dari Tiongkok
karena lebih sulit dideteksi dengan metode analisis umum (Li et al,,
2017). Menariknya, bahan pengotor madu di Iran sebagian besar
terdiri dari gula yang diekstrak dari kurma, karena wilayah tersebut
memiliki perkebunan kurma yang luas (Amiry et al., 2017). Profil sirup
kurma yang kaya fruktosa dan glukosa (Al-Eid, 2006) mirip dengan
madu alami yang diproduksi di wilayah ini.

Di sisi lain, sirup gula aren yang murah (gula merah tua kasar
yang dibuat dari penguapan nira pohon palem) menjadi bahan
pengotor madu yang populer di India (Mishra et al, 2010).
Penampakan sirup gula aren yang berwarna coklat tua menjadi ciri
khasnya dan membuatnya sangat sulit dibedakan dari madu alami,
terutama jika dibandingkan dengan madu multiflora (Mishra et al,,
2010).

Perlu disebutkan bahwa pendeteksian madu palsu tidak hanya
terbatas pada penambahan gula secara langsung ke dalam madu
alami, tetapi juga mencakup pemberian pakan tidak langsung ke
koloni lebah madu dengan larutan gula pekat selama musim aliran
nektar utama (Guler et al., 2014). Tindakan tidak bertanggung jawab
yang meluas ini tidak hanya membahayakan kesejahteraan konsumen
(Bogdanov etal., 1999; Oddo et al., 2004; Guler etal., 2007), tetapi juga
berpotensi menimbulkan masalah kesehatan, terutama pada anak-
anak dan orang tua. Hal ini disebabkan oleh ambiguitas proses yang
terjadi setelah lebah madu mengonsumsi sirup gula serta sifat produk
yang dihasilkan setelah konversi gula (Bansal et al., 2017).

Lebah madu dilaporkan diberi makan gula seperti HFCS, sirup
sukrosa, dan sirup pakan lebah dengan komposisi yang tidak
diketahui (Cordella et al., 2005; Guler et al., 2014). Yang mengejutkan,
tingkat kematian lebah madu yang diberi makan HFCS sangat tinggi,
kemungkinan karena tingginya kadar hidroksimetilfurfural dalam
HFCS (LeBlanc et al,, 2009), yang bersifat racun bagi lebah.

Perpaduan madu mahal (murni dan langka) dengan madu yang
lebih murah (murni dan berlimpah) merupakan bentuk lain dari
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pemalsuan madu. Penipuan semacam ini telah dilaporkan terjadi pada
madu akasia yang harganya lebih mahal, sering dicampur dengan
madu lobak yang lebih murah untuk mendapatkan keuntungan lebih
besar (Wang et al, 2014). Madu akasia memiliki rasa lembut,
berwarna kuning muda, dan tidak mengkristal (Kenjeric et al.,, 2007),
sedangkan madu lobak manis berwarna kuning muda dan mudah
mengkristal (Wang et al., 2014). Warna kuning muda madu lobak yang
sangat mirip dengan madu akasia menjadikannya lebih disukai
sebagai campuran madu yang dipasarkan di Venezuela. Di wilayah ini,
madu alami yang lebih mahal diproduksi oleh Melipona favosa,
kemudian dicampur dengan madu yang lebih murah dari Apis
mellifera (Vit, 2013).

10.3. Metode Analisis untuk Identifikasi Kontaminan pada
Madu
10.3.1. Kromatografi lapisan tipis

Kromatografi lapis tipis (TLC) merupakan teknik sederhana
untuk mengidentifikasi keberadaan senyawa kimia yang tidak
diketahui dalam madu alami. Secara resmi, TLC dikembangkan pada
akhir tahun 1970-an untuk mendeteksi madu yang dipalsukan dengan
HFCS (Kushnir, 1979). Komposisi monosakarida dalam HFCS yang
lebih murah hampir sama dengan madu alami, kecuali bahwa TLC
madu murni menunjukkan satu atau dua bercak biru/abu-abu dengan
nilai Rflebih dari 0,35, sedangkan madu yang dipalsukan dengan HFCS
menunjukkan bercak tambahan atau garis-garis biru yang terlihat
(Kushnir, 1979).

Teknik yang lebih baik untuk mendeteksi zat pengotor dalam
madu adalah kromatografi lapis tipis kinerja tinggi (HPTLC). Teknik
ini digunakan untuk memeriksa keaslian 15 madu komersial (berlabel
madu jeruk nipis, madu polifloral, dan madu akasia) yang berasal dari
Rumania berdasarkan rasio fruktosa terhadap glukosa (F/G) (Puscas
et al, 2013). Pemisahan TLC dilakukan pada gel silika yang dilapisi
pada lembaran aluminium HPTLC dengan fase gerak berupa
campuran etil asetat, piridina, air, dan asam asetat dalam proporsi
6:3:1:0,5 (v/v/v/v). Hasilnya mengungkapkan bahwa sukrosa
merupakan bahan pengotor umum dalam madu Rumania, baik
melalui pemalsuan langsung maupun tidak langsung dengan
memberikan larutan sukrosa kepada lebah madu. Hal ini disebabkan
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oleh pemalsuan madu dengan memasukkan fruktosa atau glukosa
yang dapat menyebabkan perubahan rasio F/G intrinsik dalam madu.
Menurut standar madu murni, kadar sukrosa harus kurang dari 1%
dari massa kering, sedangkan rasio F/G harus berada dalam kisaran 1
hingga 1,2 (Puscas et al., 2013). Analisis HPTLC menunjukkan bahwa
dari 15 madu yang diteliti, tujuh madu (dua madu jeruk nipis, satu
madu polifloral, dan empat madu akasia) tercemar fruktosa (F/G >
1,2), satu madu (madu polifloral) tercemar glukosa (F/G < 1,0),
sedangkan sisanya adalah madu murni.

Meskipun TLC bersifat sederhana dan cepat dalam mendeteksi
penambahan sirup gula industri yang tidak sah ke dalam madu, masih
diperlukan banyak upaya lanjutan untuk menilai tingkat
keandalannya. Selain itu, diperlukan sistem yang lebih canggih untuk
mendeteksi madu yang dipalsukan, mengingat varietas madu baru
yang beredar di pasaran sering dipalsukan dengan berbagai jenis
bahan pengotor gula, seperti gula bit, gula invert, dan sirup beras (RS)

10.3.2. Analisis rasio isotop karbon stabil

Analisis rasio isotop karbon stabil (Stable Carbon Isotope Ratio
Analysis atau SCIRA) merupakan salah satu metode standar yang
diterima untuk mengotentikasi dan mendeteksi zat pengotor dalam
madu (Padovan et al, 2003). Metode ini juga berguna untuk
membedakan madu berdasarkan asal botani yang berbeda (Bontempo
et al,, 2017). Validasi madu asli menggunakan SCIRA didasarkan pada
fakta bahwa kelompok tanaman monokotil (seperti tebu dan jagung)
dan dikotil (tanaman berbunga yang nektarnya dikumpulkan oleh
lebah) memiliki rasio isotop 13C/12C yang berbeda. Perbedaan ini
merupakan hasil dari siklus fotosintesis yang dijalani oleh tanaman.
Rasio tersebut dilambangkan dengan simbol 613C dan dinyatakan
dalam satuan %o (per mil) untuk menunjukkan penyimpangan dari
standar internasional Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB) (Kerkvliet &
Meijer, 2000).

Tanaman C3, yang memfiksasi CO; menjadi senyawa karbon
berjumlah tiga atom, menjalani fotosintesis melalui siklus Calvin-
Benson, dengan nilai 813C berkisar antara -21%o hingga -32%o.
Sebaliknya, tanaman C4 mengikuti jalur fotosintesis Hatch-Slack dan
memfiksasi CO, menjadi senyawa karbon yang mengandung empat
atom, dengan nilai 613C antara -8%o hingga -19%o (Padovan et al,
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2003). Umumnya, tanaman C3 memiliki nilai §13C yang lebih rendah
dibandingkan dengan tanaman C4 (Cinar et al., 2014). Oleh karena itu,
perbedaan ini dapat digunakan sebagai metode untuk mendeteksi
madu yang dipalsukan dengan penambahan sirup tebu atau jagung,
yang merupakan tanaman C4.

Menurut standar yang ditetapkan dalam Metode Resmi AOAC 978.17
oleh White & Winter (1989), madu dengan nilai §13C lebih tinggi dari -
23,5%o0 dapat dikategorikan sebagai madu yang tercemar, mengingat
lebah madu biasanya mengumpulkan nektar dari tanaman C3 (Simsek
etal., 2012), meskipun kadang-kadang juga dari tanaman C4. Padovan
et al. (2003) melaporkan bahwa madu yang mengandung jejak gula
jagung dan tebu memiliki nilai 613C masing-masing dalam rentang -
11,3%o0 hingga -11,8%0 dan -9,72%0 hingga -9,78%o, yang melebihi
batas nilai 613C yang direkomendasikan untuk madu asli.

SCIRA juga efektif untuk memverifikasi pemalsuan madu,
namun batas deteksi terendahnya yang mencapai 20% tergolong
cukup tinggi (White & Doner, 1978), sehingga diperlukan
pengembangan lanjutan guna meningkatkan sensitivitas metode
tersebut. Penyertaan isotop §13C dari protein madu yang diekstraksi
sebagai standar internal merupakan cara yang lebih fleksibel untuk
mendeteksi madu yang dicampur dengan gula komersial, karena
madu asli memiliki nilai §13C yang relatif sama pada fraksi madu dan
protein. Nilai §13C pada fraksi protein bersifat konstan, sementara
fraksi madu dapat berubah seiring penambahan gula, sehingga
meningkatkan perbedaan rasio isotop karbon antara kedua fraksi
tersebut. Dengan menghitung perbedaan nilai 613C antara madu dan
fraksi proteinnya, dapat diperkirakan tingkat pemalsuan madu.
Hubungan ini juga dapat digunakan untuk memperkirakan jumlah
gula C4 yang ditambahkan ke dalam madu (Cabanero et al., 2006;
Dong et al., 2016).

S £ exr " 13-
abc(tf“u) = {{.Rmmpin'"rkﬂundurd)'1} X 10°whereR = -
12¢ (1)

{'5] 3Cpmtr.'.iaz - 513C.|zurtr:_\' }

(Eucpmrr:l'rt - \'SBCAH;:LU .\'_\'rftp)

C4 sugar adulteration (%) = } * 100%

(2)
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Secara resmi, SCIRA dan evaluasi fraksi protein pada madu
dilakukan secara rutin untuk mendeteksi pemalsuan yang melibatkan
penambahan HFCS (White & Winters, 1989). Perbedaan nilai §*3C
antara fraksi madu dan fraksi protein (A8*3C) harus kurang dari 1%o,
sesuai dengan keberadaan gula C4 sebesar 7% (White & Winters,
1989). Madu yang memiliki perkiraan kandungan gula C4 di bawah
7% dianggap murni menurut Metode Resmi Asosiasi Ahli Kimia
Analisis Resmi (AOAC) 998.12. Variasi nilai A§*3C yang dapat diterima
untuk madu murni berada pada rentang +1,1%o hingga -0,9%o
(Anklam, 1998).

Tosun (2013) menilai kemampuan SCIRA dalam mendeteksi zat
pengotor jenis C3 dan C4 serta tingkat pemalsuan pada madu dengan
menggunakan berbagai konsentrasi HFCS (10%, 20%, 40%, 50% b/b)
yang berasal dari pati jagung (gula C4), serta glukosa (GS) dan sirup
sakarosa (SS) yang berasal dari gula bit (gula C3). Hasil yang diperoleh
menunjukkan bahwa seluruh madu murni dan protein terkait
memiliki nilai rata-rata §'3C yang relatif serupa, masing-masing
sebesar -25,73 £ 0,29%o0 dan -25,52 + 0,27%o. Sementara itu, nilai
83C untuk bahan pengotor SS, GS, dan HFCS masing-masing tercatat
sebesar —24,8%o0, —11,2%0, dan -11,4%o. Namun, lima madu yang
dipalsukan dengan SS secara keliru diklasifikasikan sebagai madu
murni karena perbedaan nilai §'C antara fraksi madu dan protein
sangat kecil (A83C < 1%o). Secara khusus, nilai §*3C pada fraksi madu
mengalami penurunan yang signifikan (bergerak ke arah lebih
negatif) seiring dengan peningkatan jumlah bahan pengotor berupa
HFCS dan GS, sementara nilai §'*C pada fraksi protein tetap relatif
konstan. Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa metode SCIRA
efektif untuk mendeteksi pengotor gula C4 (HFCS dan GS), tetapi
kurang optimal dalam mengidentifikasi pengotor gula C3.

Pemberian pakan koloni lebah madu dengan sukrosa dan sirup
komersial dalam jumlah berlebihan (sejenis pemalsuan tidak
langsung) harus dilarang demi melindungi kesejahteraan konsumen.
Guler et al. (2014) menggunakan SCIRA untuk mendeteksi madu yang
dipalsukan secara tidak langsung dengan memberi makan lebah pada
berbagai konsentrasi bahan pengotor (HFCS85, HFCS55, sirup pakan
lebah (BFS), gula glukosa monohidrat (GMS), dan sirup sukrosa)
sebanyak 5, 20, dan 100 liter per koloni. Nilai §*3C untuk fraksi madu
dan protein dari 130 koloni (10 koloni kontrol murni, 8 koloni untuk
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tiap konsentrasi 5 bahan pengotor, total 120 koloni) diukur
menggunakan penganalisis unsur dengan spektrometri massa rasio
isotop (EA-IRMS), serta persentase gula C4 dalam madu dihitung
berdasarkan persamaan (2). Menariknya, lebah memakan semua
sirup kecuali GMS. Nilai rata-rata §'3C untuk fraksi madu murni
sebesar -26,07 + 0,03%o, sesuai harapan karena berada di bawah -
23,5%o0, sehingga diklasifikasikan sebagai madu murni menurut
Metode Resmi AOAC 978.17. Sebaliknya, madu dari koloni lebah yang
diberi makan HFCS85 (20 L/koloni), serta HFCS85 dan HFCS55
(masing-masing 100 L/koloni) diklasifikasikan dengan benar sebagai
madu palsu, ditandai dengan nilai §*3C yang kurang negatif, yakni -
21,70 £ 0,10%o, -15,87 * 0,11%o, dan -17,2 = 0,07%o dibandingkan
standar -23,5%o. Data juga membuktikan bahwa lebah dapat
memetabolisme gula HFCS85 (5 L/koloni) dan HFCS55 (5 dan 20
L/koloni) (Guler et al., 2014). Dengan demikian, lebah yang diberi
pakan HFCS85 (20 dan 100 L/koloni) dan HFCS55 (100 L/koloni)
diklasifikasikan sebagai lebah tercemar, dengan nilai rata-rata A§*3C
masing-masing -3,12 + 0,08%o, -7,52 * 0,09%0, dan -6,18 + 0,09%0
(Metode Resmi AOAC 991.41 menetapkan A8*3C harus berada dalam
rentang -1 hingga 1%o untuk madu murni) (Guler et al., 2014).

Oleh karena itu, teknik kromatografi cair kinerja tinggi yang
dipadukan dengan spektrometri massa rasio isotop (HPLC-IRMS)
dikembangkan untuk mendeteksi bahan pengotor dalam madu secara
efektif (Cabanero et al., 2006). HPLC merupakan alat yang ampuh
untuk memisahkan berbagai jenis gula sebelum dilakukan
karakterisasi isotop menggunakan IRMS. Cabanero et al. (2006)
sengaja mencampur lima madu murni dengan gula C3 (berasal dari
gula bit) dan C4 (berasal dari gula tebu, sirup gula tebu, sirup
isoglukosa, dan HFCS), kemudian menggunakan EA-IRMS yang
dipadukan dengan SCIRA (Metode Resmi AOAC 978.17 dan 991.41)
untuk mengautentikasi madu. Nilai rata-rata §**C madu murni dan
fraksi protein pada bahan tersebut berada dalam rentang -23,3%o
hingga -27,2%o dan -23,6%o hingga -26,9%., sedangkan nilai §*3C
yang kurang negatif diamati pada madu palsu, yaitu antara -14,2%o
hingga -24,6%o0 dan -24,4%o0 hingga -26,6%0. Setelah pemisahan
fruktosa, glukosa, dan sukrosa melalui HPLC, nilai A§*3C yang sesuai
untuk [fruktosa - glukosa], [fruktosa - sukrosa], dan [glukosa -

sukrosa] pada madu murni diperkirakan sebesar 0,0 + 0,3%o, 1,2 +
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0,4%0, dan 1,3 + 0,4%o. Metode resmi AOAC menetapkan bahwa bahan
yang dicurigai tercemar harus diuji lebih lanjut menggunakan HPLC-
IRMS, dan nilai A§*3C [fruktosa - sukrosa] serta A§*C [glukosa -
sukrosa] harus melebihi rentang yang diizinkan untuk madu murni.
Dengan demikian, temuan ini menunjukkan bahwa HPLC-IRMS
berguna untuk memvalidasi ulang hasil uji yang diperoleh
menggunakan metode resmi AOAC.

Tingkat pemalsuan pada madu juga dinilai menggunakan
Metode Resmi AOAC 991.41, yang mengungkapkan bahwa
penambahan 5% dan 10% sirup tebu tidak mengubah nilai rata-rata
A83C untuk madu dan fraksi protein, sehingga membuktikan bahwa
Metode Resmi AOAC 991.41 kurang efektif untuk memperkirakan
tingkat pemalsuan dalam madu. Data dari HPLC-IRMS untuk [fruktosa
- sukrosa] dan [glukosa - sukrosa] menunjukkan penurunan
signifikan seiring meningkatnya jumlah sirup tebu dalam madu, serta
menunjukkan batas deteksi yang mengesankan terhadap kandungan
bahan pengotor sirup tebu hingga serendah 2%. Dengan
meningkatnya konsentrasi bahan pengotor gula C3 (gula bit), nilai
rata-rata A§*3C [fruktosa - sukrosa] dan A8*3C [glukosa - sukrosa]
menunjukkan perbedaan signifikan dibandingkan dengan madu
murni. Singkatnya, teknik isotop pertama yang diusulkan untuk
mendeteksi pengotor jenis C3 berhasil dikembangkan menggunakan
HPLC-IRMS.

Baru-baru ini, Dong et al. (2017) menggunakan teknik EA-IRMS
dan LC-IRMS untuk mengidentifikasi zat pengotor (gula, fruktosa,
glukosa, dan sukrosa) dalam madu komersial dari wilayah Cina,
berdasarkan A8'3C dari madu dan fraksi protein yang dideteksi
menggunakan detektor indeks bias (LC-RID). Madu murni tanpa
penambahan gula C4 diharapkan menunjukkan nilai §*3C lebih rendah
dari -23,5%o. Sebaliknya, rentang nilai antara -25%o hingga -21,5%o0
tercatat sebagai madu murni, sehingga kualitasnya dipertanyakan.
Nilai 8'"3C untuk madu yang dipalsukan sesuai dengan yang
diharapkan, yaitu lebih tinggi atau kurang negatif (-16,77 sampai -
14,82%0) dibandingkan dengan batas -21,5%0 (Dong et al,, 2017).
Kemurnian bahan tidak mungkin dipengaruhi oleh kekurangan dalam
protokol ekstraksi protein. Namun, perbedaan yang jelas antara madu
murni, madu yang tercemar, dan madu yang dipertanyakan dapat
dibuat dengan menggunakan plot dua dimensi (nilai §**C untuk madu
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yang diuji dibandingkan dengan nilai §**C masing-masing untuk fraksi
protein) (Dong et al, 2017). Nilai §*3C untuk madu yang diuji dan
fraksi protein yang sesuai berkorelasi kuat (R* = 0,944) sehingga
menghasilkan persamaan linier §*3C (protein) = 0,862 §'3C (madu) +
0,800 (Gambar 10.2), yang mengakibatkan penurunan signifikan pada
batas deteksi SCIRA konvensional untuk mengidentifikasi madu yang
dipalsukan.
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Gambar 10.2. Distribusi §*3C Madu dan 6*3C Berprotein untuk Madu
Murni (segitiga), Madu Campuran(kotak), dan Madu Diragukan (berlian)
(Dongetal., 2016).

Meskipun SCIRA merupakan metode yang sudah mapan untuk
membedakan madu yang dipalsukan secara langsung dan tidak
langsung oleh gula C4, hasil positif palsu sering terjadi ketika lebah
madu mengumpulkan nektar dari tanaman C4, atau karena fraksi
protein yang rendah dalam madu akasia dan lavender (Elflein dan
Raezke, 2008). Kekurangan ini telah diatasi dengan integrasi IRMS
dengan HPLC atau LC, sehingga memungkinkan pemisahan gula
individual yang ada dalam madu sebelum memperkirakan nilai §*3C.
Cabanero et al. (2006) telah menguji pendekatan canggih ini untuk
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mendeteksi pengotor gula C3 dalam madu dengan hasil yang baik.
Namun, biaya yang tinggi, persiapan bahan yang memakan waktu,
serta prosedur ekstraksi protein yang rumit membuat teknik ini
kurang cocok untuk pemantauan cepat dan rutin terhadap sejumlah
besar madu (Cotte et al.,, 2007).

10.4. Teknik kromatografi
10.4.1.Kromatografi gas

Kromatografi gas (GC) merupakan teknik yang sangat
serbaguna untuk mendeteksi zat pengotor gula dalam madu, karena
memungkinkan analisis langsung senyawa volatil dan semi-volatil
(seperti aroma madu). Keandalan GC dalam mendeteksi keberadaan
monosakarida, disakarida, trisakarida, dan zat pengotor (seperti
HFCS, HFIS, dan ISS) dalam madu telah diuji dengan resolusi yang
relatif lebih tinggi dibandingkan metode lain (Ruiz-Matute et al., 2007;
2010; Ruiz-Matute et al., 2010b).

Ruiz-Matute et al. (2007b) mengembangkan metode baru
menggunakan GC yang dilengkapi dengan deteksi ionisasi nyala (FID)
dan sistem MS. Dalam metode tersebut, difruktosa anhidrida (DFA)
pada 80HFCS dan ISS pada konsentrasi 5%, 10%, dan 20% digunakan
sebagai penanda pemalsuan. Teramati sedikit perbedaan waktu
retensi antara menit ke-23 hingga 28 yang kemungkinan disebabkan
oleh keberadaan disakarida dalam madu yang dipalsukan. Namun,
perbedaan ini baru terlihat setelah madu yang dipalsukan diolah
terlebih dahulu dengan ragi (Saccharomyces cerevisiae). Hal ini terjadi
karena ragi memetabolisme dan menghilangkan monosakarida
pengganggu utama dalam madu murni, sehingga puncak spektrum
disakarida dan trisakarida yang sebelumnya tidak mencolok menjadi
lebih intens. Spektrum massa direkam menggunakan teknik GC-MS,
dan puncak yang muncul antara menit ke-23 hingga 28 ditetapkan
sebagai DFA.

Gambar 10.3 menggambarkan profil GC-FID madu murni dan
madu yang dipalsukan dengan 80HFCS (20%) serta ISS (20%), di
mana puncak DFA terdeteksi pada madu yang dipalsukan dengan
HFCS dan ISS. Tidak ditemukan puncak DFA yang signifikan pada
delapan belas madu asli yang diolah secara termal (dipanaskan hingga
80°C dan 120°C) serta yang mengalami penyimpanan jangka panjang
selama tiga tahun. Hal ini membuktikan bahwa DFA merupakan
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indikator yang dapat diandalkan untuk mendeteksi madu yang
dipalsukan dengan HFCS dan ISS, dengan batas deteksi yang mampu
mengidentifikasi tingkat pemalsuan serendah 5%.

Selanjutnya, Ruiz-Matute et al. (2010b) menggunakan GC-MS
untuk mengidentifikasi madu yang dipalsukan dengan HFIS dan
berhasil mendeteksi keberadaan beberapa jenis sakarida (fruktosa,
sukrosa, dianhidrida fruktosa, inulobiosa, kestosa, inulotriosa) dalam
bahan uji. Profil karbohidrat madu murni dan madu yang dipalsukan
dengan 5% HFIS ditunjukkan pada Gambar 10.4. Meskipun
konsentrasi inulobiosa meningkat seiring dengan penambahan HFIS,
inulobiosa bukanlah penanda yang baik untuk mendeteksi zat
pengotor dalam madu karena konsentrasinya yang sangat rendah.
Sebaliknya, inulotriosa sama sekali tidak ditemukan dalam madu
murni, tetapi terdapat dalam konsentrasi signifikan pada madu yang
dipalsukan, sehingga menjadi penanda eksogen yang sangat baik
untuk mendeteksi HFIS.

Perlu disebutkan bahwa sensitivitas GC yang tinggi
menjadikannya alat yang efektif untuk mengidentifikasi berbagai
macam pengotor karbohidrat dalam madu, seperti HFCS, ISS, dan
HFIS. Teknik GC merupakan metode pertama yang berhasil
mendeteksi HFIS menggunakan inulotriosa sebagai penanda,
sementara DFA digunakan secara efektif untuk mengidentifikasi HFCS
dan ISS dalam madu murni. Namun, persiapan yang melelahkan dari
gula volatil yang diderivatisasi melalui perlakuan ragi (untuk
mengonsentrasikan DFA) dapat secara tidak sengaja memasukkan zat
asing ke dalam bahan uji, sehingga hal ini tetap menjadi keterbatasan
utama dari teknik ini.

10.4.2. Kromatografi cair

Kromatografi cair (LC) merupakan salah satu teknik yang telah
mapan untuk mengidentifikasi gula C3 dan C4 dalam madu. Awalnya,
LC yang dilengkapi dengan deteksi amperometrik berdenyut (PAD)
digunakan untuk menganalisis fruktosa dan glukosa, kemudian
diperluas dengan menggunakan kromatografi gas (GC) yang
digabungkan dengan detektor ionisasi nyala (FID) untuk membuat
profil disakarida dan trisakarida. Kedua teknik tersebut
dikombinasikan dengan analisis statistik dan analisis komponen
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utama (PCA) untuk mengukur zat pengotor dalam madu akasia,
lavender, dan kastanye (Cotte et al., 2003).

Penggabungan penilaian instrumental dengan PCA multivariat
secara signifikan dapat mereduksi data berdimensi tinggi menjadi
beberapa komponen utama ortogonal (PC) yang menyumbang
sebagian besar variabilitas data (Amiry et al, 2017). Bahan-bahan
tersebut kemudian dapat divisualisasikan dalam ruang baru, sehingga
memudahkan untuk melihat keterkaitan, persamaan, dan perbedaan
antar madu (Etzold & Lichtenberg-Kraag, 2008).

Analisis ini dilakukan terhadap beberapa madu Prancis.
Sebanyak 141 madu dari Prancis (50 madu akasia, 38 madu kastanye,
dan 53 madu lavender) diperiksa oleh Cotte et al. (2003) dan secara
sistematis dicampur dengan dua jenis sirup gula C3 (sirup gula cair
Erstein, A dan Cerestar FT 1702, C), serta campuran gula C3 dan C4.

Analisis LC-PAD dan GC-FID berhasil mendeteksi maltosa dan
maltotriosa sebagai penanda potensial untuk sirup gula B dan C,
sehingga selanjutnya data tersebut digunakan sebagai parameter
input untuk PCA. PCA dengan efektif membedakan sirup gula (A, B,
dan C sebagai bahan pengotor) dalam madu akasia, kastanye, dan
lavender, dengan batas deteksi antara 5-10%. Baru-baru ini, RS
muncul sebagai bahan pengotor madu yang populer di pasar Tiongkok
(Xue et al., 2013), karena keberadaannya dalam madu murni tidak
terdeteksi oleh SCIRA. Hal ini disebabkan gula dalam RS juga berasal
dari tanaman C3 dengan nilai 13 yang mirip dengan nektar yang
dikumpulkan oleh lebah madu.

Masalah tersebut diatasi dengan pengembangan sistem HPLC
yang digabungkan dengan deteksi susunan dioda (HPLC-DAD) oleh
beberapa peneliti. Misalnya, Xue et al. (2013) menilai 160 madu dari
berbagai provinsi di Cina, di mana 32 madu RS yang representatif
dibeli dan ditambahkan sebagai bahan pengotor dalam madu murni
dengan konsentrasi 10, 20, atau 50% (b/b). Teridentifikasi adanya
puncak yang tidak diketahui pada sekitar 12,5 menit pada semua
kromatogram HPLC-DAD dari semua RS, namun tidak ditemukan pada
kromatogram madu alami (murni) (Gambar 10.5). Analisis komposisi
RS lebih lanjut menggunakan kromatografi cair spektrometri massa
waktu terbang kuadrupol (LC-Q-TOF-MS) dan spektroskopi NMR
mengonfirmasi bahwa puncak yang tidak diketahui tersebut adalah 2-
asetilfuran-3-glukopiranosida (AFGP). Teknik yang sama berhasil
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mendeteksi jejak AFGP dalam madu yang dipalsukan dengan kadar RS
yang rendah, bahkan serendah 10% (b/b), sementara studi lain secara
efektif mengidentifikasi 16 dari 186 madu komersial yang
mengandung RS sebagai bahan pengotor.
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Gambar 10.3. Profil GC-FID dari daerah difruktosa anhidrida (DFAs): (a) madu
murni, (b) dipalsukan dengan 20% gula invert dan (c) dipalsukan dengan 20%
80HFCS setelah perlakuan dengan ragi. Label 1-7 sesuai dengan tujuh puncak DFA
(GC-FID: kromatografi gas yang digabungkan dengan detektor ionisasi nyala; HFCS:
sirup jagung fruktosa tinggi) (Ruiz-Matute et al., 2007a)

Wang et al. (2015) membuktikan kepraktisan HPLC-RID untuk
membedakan dan memisahkan puncak-puncak utama dalam profil
madu palsu dari sirup pati dan madu murni, di mana madu murni
dicirikan oleh kandungan monosakarida yang tinggi (70%), diikuti
oleh disakarida (10%) dan sejumlah Kkecil trisakarida serta
tetrasakarida. Oleh karena itu, sangat tidak mungkin terdapat
sejumlah besar oligosakarida dengan derajat polimerisasi (DP) lebih
dari 5 (DP > 5) dalam madu murni. Selain itu, HPLC-RID dapat
digunakan untuk membedakan puncak utama dalam madu murni dan
madu palsu dari sirup pati (Wang et al,, 2015), mengingat pati kaya
akan oligosakarida akibat hidrolisis enzimatik pati yang tidak
sempurna (Reeve, 1992). Wang et al. (2015) mendeteksi puncak
karakteristik serupa dalam kromatogram sirup pati, namun tidak
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ditemukan dalam kromatogram madu murni. Temuan ini menegaskan
bahwa produk madu campuran sirup pati dengan oligosakarida DP >
5 dapat dideteksi oleh HPLC-RID. Deteksi tingkat pemalsuan sirup pati
dalam madu dapat dilakukan hingga level serendah 2,5%, yang lebih
sensitif dibandingkan SCIRA (7%) menurut AOAC 998.12.

Harga madu biasanya ditentukan oleh tingkat produksi dan
ketersediaannya di suatu daerah geografis. Produksi yang lambat dan
berbagai manfaat nutrisi madu telah meningkatkan harganya selama
bertahun-tahun, sehingga memberi insentif bagi petani dan produsen
lebah untuk memalsukan madu dengan gula atau pemanis yang lebih
murah demi keuntungan lebih besar. Contohnya, madu akasia yang
lebih mahal sering dipalsukan dengan madu lobak yang lebih murah
(Wang et al,, 2014), yang sulit dibedakan hanya dengan pengamatan
mata telanjang. Oleh karena itu, LC yang digabungkan dengan deteksi
elektrokimia (LC-ECD) dikembangkan sebagai sistem yang cukup
sensitif untuk membedakan madu akasia yang dipalsukan dengan
sirup komersial atau yang mengandung asam klorogenat dalam
jumlah lebih tinggi (1,738 mg/kg) dari madu lobak yang ditambahkan
(0,272 mg/kg). Profil LC-ECD madu lobak menunjukkan kandungan
asam ellagik yang signifikan (27,163 mg/kg) dibandingkan madu
akasia (0,274 mg/kg), mirip dengan kromatogram madu akasia yang
dicampur yang menunjukkan kandungan asam ellagik tinggi. Dengan
demikian, data tersebut menunjukkan bahwa asam klorogenat dan
asam ellagik merupakan penanda yang baik untuk mengidentifikasi
pemalsuan madu akasia menggunakan madu lobak. Selain itu,
penggabungan PCA dan analisis klaster pada LC-ECD meningkatkan
sensitivitas, memungkinkan diferensiasi yang lebih akurat antara
campuran (madu akasia dan lobak), madu akasia murni, dan madu
lobak murni, dengan deteksi tingkat pemalsuan serendah 5%.

Literatur menunjukkan bahwa LC dapat secara -efektif
mengidentifikasi pengotor gula C3 dan C4, termasuk pengotor gula
C3/C4 (RS) yang baru diperkenalkan dalam madu. Sementara itu,
profil nutrisi dari berbagai jenis madu hanya dapat dibedakan
menggunakan HPLC. Namun, kepraktisan HPLC untuk memantau
sejumlah besar bahan terbatas oleh proses persiapan yang rumit dan
membutuhkan ahli untuk melakukan analisis (Roussel et al., 2003).
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10.4.3. Penerapan kromatografi pertukaran anion HPLC
disertai deteksi amperometrik berdenyut.

Sebanyak tujuh puluh empat madu dengan asal botani yang
berbeda, berasal dari Calabria, Eropa, dan Tiongkok, dianalisis
menggunakan metode HPAEC-PAD. Sebanyak tiga belas jenis gula
yang berbeda berhasil dikuantifikasi, yang meliputi dua monosakarida
(glukosa dan fruktosa), tujuh disakarida (trehalosa, sukrosa,
isomaltosa, palatinosa, nigerosa, maltosa, dan koijbiosa), serta empat
trisakarida (melezitosa, erosa, isomaltotriosa, dan panosa).

Pada Gambar 10.4, kromatogram menunjukkan elusi
kromatografi dan waktu retensi. Ke-13 gula dipisahkan dalam waktu
25 menit dengan resolusi yang baik, kecuali melezitosa/palatinosa,
yang tidak terurai dengan baik dalam kondisi ini.

25 ED_1
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Gambar 10.4. Kromatogram yang diperoleh dengan analisis kromatografi
pertukaran anion kinerja tinggi dengan deteksi amperometrik berdenyut
(HPAEC-PAD) dari campuran standar tiga belas gula (1) trealosa, (2)
glukosa, (3) fruktosa, (4) sukrosa, (5) isomaltosa, (6) koijbiosa, (7)
melezitosa, (8) palatinosa, (9) isomaltotriosa, (10) nigerosa, (11) maltosa,
(12) erosa, dan (13) panosa (Carabetta et al., 2020)

Metode yang digunakan mampu mengidentifikasi gula mayor
maupun gula minor tanpa memerlukan tahap praperlakuan pada
bahan, sehingga potensi kehilangan gula minor dapat dihindari. Hal
ini menjadi penting mengingat peran gula minor dalam diskriminasi
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dan penentuan asal madu. Informasi mengenai kelimpahan relatif
monosakarida, disakarida, dan trisakarida dalam madu dapat dilihat
pada Tabel 10.3.

Total kandungan monosakarida dalam madu berada pada
kisaran 87,8-92,2% (Tabel 10.3). Berdasarkan literatur, komposisi
karbohidrat dalam madu sangat dipengaruhi oleh berbagai faktor
seperti asal botani dan geografis, kondisi lingkungan dan musim, serta
perlakuan selama penyimpanan dan pemrosesan (Da Costa Leite et al,,
2000). Fruktosa dan glukosa merupakan karbohidrat utama dalam
madu. Konsentrasi serta rasio kedua gula ini sering digunakan sebagai
indikator untuk menentukan asal-usul madu (Da Costa Leite et al,,
2000; Ouchemoukh et al., 2010).

Pada seluruh madu yang diuji, gula pereduksi yaitu fruktosa dan
glukosa, teridentifikasi sebagai konstituen utama. Jumlahnya berada
dalam kisaran yang ditetapkan oleh Codex Alimentarius Committee on
Sugars (2001) dan selaras dengan temuan-temuan sebelumnya (Da
Costa Leite et al,, 2000; De La Fuente et al.,, 2011; Nozal et al,, 2005;
Ouchemoukh et al, 2010; Andric et al, 2012; Dobre et al,, 2012).
Fruktosa secara khusus merupakan gula yang paling dominan dalam
semua madu, diikuti oleh glukosa.

Rata-rata kandungan fruktosa tertinggi ditemukan pada madu
akasia (445,46 mg/g), diikuti oleh madu kastanye (437,29 mg/g),
jeruk (424,61 mg/g), eukaliptus (421,14 mg/g), dan sulla (398,28
mg/g). Data ini sejalan dengan temuan dalam literatur, terutama yang
diperoleh dari madu Aljazair (Ouchemoukh et al., 2010), madu akasia
dari Kroasia (Primorac et al., 2011), madu black locust dari wilayah
Atlantik Eropa (Escuredo et al., 2013; 2014), serta madu akasia dari
Serbia (Balos et al,, 2020).

Glukosa merupakan  monosakarida utama kedua.
Kandungannya dalam semua madu yang dianalisis berada dalam
kisaran 237,92-323,93 mg/g, dan hasil ini sejalan dengan data pada
madu asal Eropa (Oddo et al,, 2004). Madu jeruk (323,93 mg/g) dan
sulla (315,46 mg/g) menunjukkan kandungan glukosa tertinggi
dibandingkan jenis madu lainnya. Sebaliknya, kandungan glukosa
lebih rendah teramati pada madu akasia (274,74 mg/g), kastanye
(237,92 mg/g), dan eukaliptus (300,15 mg/g).

Tren serupa juga dilaporkan pada madu dari Serbia, di mana
madu multibunga dan madu padang rumput mengandung glukosa
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dalam jumlah yang relatif tinggi dibandingkan madu jenis lain.
Sementara itu, rata-rata kandungan glukosa terendah tercatat pada
madu akasia, yaitu berkisar antara 22,96 hingga 37,29 g/100 g (Balo$
etal., 2020).

Selain itu, analisis terhadap madu yang berasal dari Sisilia
menunjukkan bahwa madu kastanye memiliki kandungan gula total
paling rendah, dengan kombinasi fruktosa dan glukosa sebesar 62,31
g/100 g. Hal ini berkorelasi dengan cita rasa pahit khas dari madu
jenis ini. Sebaliknya, madu jeruk dan kayu putih memiliki kandungan
fruktosa tertinggi, masing-masing sebesar 38,08 g/100 g dan 38,04
g/100 g (Di Rosa et al,, 2018).

Secara umum, konsentrasi disakarida yang meliputi trehalosa,
sukrosa, isomaltosa, palatinosa, nigerosa, maltosa, dan koijbiosa—
pada madu yang diproduksi di wilayah Calabria berkisar antara 7,1%
hingga 11,76%. Data ini selaras dengan temuan terdahulu pada madu
asal Aljazair (Ouchemoukh et al, 2010) dan madu dari Sisilia
(Mannina et al., 2015).

Tabel 10.3. Kelimpahan relatif (%) monosakarida (MS), disakarida (DS), dan
trisakarida (TS) pada madu dari Calabria (Carabetta et al., 2020)

Gula (%) Tipe Madu (Jumlah Sample)
Sitrus Eucalyptus Sulla Chestnut Akasia

(n=12) (n=10) (n=12) (n=16) (n=10)
Total MS
Rata-rata + sd 91bc+14 92.2¢+1.15 89.0*P+38  87.772+267 89230 +094
Interval 88.3-92.6 90.1-93.3 77.7 +92.6 84.1-91.1 88.4-90.7
Total DS
Rata-rata + sd 8.02+13 7.12+098 973 +40  11.76°+2.67 8.32+0.64
Interval 6.9-10.8 6.1-8.5 6.2-21.6 8.8-15.7 7.8-9.7
Total TS
Rata-rata + sd 1.1°+05 0.8 +0.26 1.2 +04 0.462 041 2.4°+055
Interval 0.5-2 0.6-1.4 0.8-1.2 0.2-1.2 1.4-3.3

Hasilnya dinyatakan sebagai nilai rata-rata + simpangan baku. Huruf a, b dan ¢ menunjukkan

perbedaan signifikan antar jenis madu—uji Tukey, tingkat p < 0,05.

Megherbi et al. (2009) meneliti penggunaan ekstraksi fase padat

(solid-phase  extraction/SPE)  dengan fase

terbalik

yang

dikombinasikan dengan kromatografi anion exchange berperforma
tinggi dan deteksi amperometrik berdenyut (High-Performance Anion
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Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric
Detection/HPAEC-PAD) untuk memprofilkan polisakarida serta
mendeteksi pemalsuan madu.

Teknik SPE fase terbalik tidak hanya berfungsi untuk
mengonsentrasikan dan meningkatkan ketertelusuran polisakarida
dalam madu, tetapi juga efektif dalam menghilangkan monosakarida
yang mengganggu serta sejumlah kecil oligosakarida. Untuk keperluan
analisis tersebut, profil (sidik jari) madu murni terlebih dahulu harus
diperoleh sebagai acuan, sebelum dibandingkan dengan madu yang
telah dipalsukan menggunakan sirup jagung kaya oligosakarida (corn
syrup solids/COSS).
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Gambar 10.5. Kromatogram HPLC-DAD dari sirup beras dan madu alami.
Tanda panah yang menunjukkan senyawa karakteristik dalam sirup beras
diidentifikasi sebagai 2-asetilfuran-3-glukopiranosida (AFGP) (Xue et al,
2013). (HPLC-DAD: kromatografi kinerja tinggi yang dilengkapi dengan
deteksi susunan dioda; mAU: unit absorbansi mili; WVL: panjang gelombang)

Kombinasi metode SPE dan HPAEC-PAD telah berhasil
digunakan untuk membentuk profil polisakarida, yang selanjutnya
dimanfaatkan dalam proses autentikasi beberapa jenis madu,
termasuk madu akasia asal Prancis, madu polifloral pegunungan, dan
madu polifloral lainnya. Polisakarida dengan derajat polimerisasi
(degree of polymerization/DP) dalam rentang 12 hingga 17 terdeteksi
dalam madu yang dipalsukan dengan COSS, bahkan pada tingkat
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pemalsuan serendah 1%. Temuan ini menunjukkan bahwa
polisakarida tersebut dapat digunakan sebagai penanda yang sesuai
dalam SPE fase terbalik untuk mendeteksi keberadaan COSS dalam
madu. Selain itu, batas deteksi yang dicapai melalui metode SPE fase
terbalik ini lebih baik dibandingkan dengan metode yang dilaporkan
oleh Cordella et al. (2005), yang menggunakan HPAEC-PAD yang
diintegrasikan dengan pendekatan kemometrika

Teknik High-Performance Anion-Exchange Chromatography
with Pulsed Amperometric Detection (HPAEC-PAD) (Gambar 10.6)
merupakan metode yang paling sensitif untuk mendeteksi konsentrasi
sangat rendah dari zat pengotor dalam madu (Megherbi et al., 2009).

Meskipun demikian, diperlukan upaya perbaikan yang ekstensif
untuk menyederhanakan tahap praperlakuan bahan yang kompleks
sebelum teknik ini dapat diadaptasi secara efektif dalam aplikasi
penyaringan rutin.
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Gambar 10.6 Profil oligosakarida HPAEC-PAD dari (a) sirup jagung, (b)
20HFCS, (c) 40HFCS, dan (d) 80HFCS.

Label G1 hingga G7 mewakili komponen glukosa dan berbagai derajat polimerisasi
maltodekstrin, masing-masing terdiri atas glukosa, maltosa, maltotriosa,
maltotetraosa, maltopentaosa, maltoheksaosa, dan maltoheptaosa. Sementara itu,
label G8 hingga G16 menunjukkan unit maltodekstrin yang terdiri atas 8 hingga 16
unit glukosa. Identifikasi dan penetapan komponen ini mengacu pada temuan yang
dilakukan oleh Morales et al. (2008).
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10.4.4. Kromatografi Cair dan Spektrometri Massa Kuadrupol
Waktu Terbang untuk Analisis Tingkat Lanjut

Spektrometri massa waktu penerbangan kuadrupol (Q-TOF-
MS) memiliki sensitivitas dan keandalan yang tinggi dalam
mengidentifikasi senyawa, baik yang telah dikenal maupun yang
belum diketahui. Keunggulan ini berasal dari kemampuan pemisahan
massa yang sangat akurat serta pengukuran ion produk secara
menyeluruh (Kim et al,, 2017). Q-TOF-MS yang dioperasikan dalam
mode pemindaian penuh (full scan) maupun pemindaian ion produk
(product ion scan) mampu secara simultan mengidentifikasi dan
mengukur keberadaan kontaminan, metabolit, serta produk degradasi
yang belum diketahui sebelumnya..

Dalam beberapa tahun terakhir, teknologi kromatografi cair
kinerja ultra-tinggi yang dikombinasikan dengan Q-TOF-MS (UHPLC-
Q-TOF-MS) telah banyak digunakan untuk mendeteksi berbagai jenis
pengotor karbohidrat dalam madu. Beberapa contoh senyawa yang
teridentifikasi adalah difruktosa anhidrida (DFA), 2-asetilfuran-3-
glukopiranosida (AFGP), dan polisakarida dengan derajat polimerisasi
(DP) antara 12 hingga 19 (Du et al,, 2015).

Kromatogram hasil analisis menunjukkan keberadaan DFA
dalam gula yang berasal dari tebu dan bit (ISS), serta dalam berbagai
jenis sirup jagung fruktosa tinggi (HFCS), termasuk HFCS42, HFCS55,
dan HFCS90. Sementara itu, AFGP ditemukan dalam sirup beras
(RS42, RS55, dan RS90). Selain itu, polisakarida dengan DP antara 12
hingga 19 juga terdeteksi pada COSS (sirup karbohidrat oligosakarida
kompleks) dan HFCS, kecuali pada HFCS90, yang diketahui memiliki
tingkat hidrolisis yang tinggi.

Sebanyak 120 madu murni telah dianalisis menggunakan
metode ini, dan hasilnya menunjukkan bahwa madu murni tidak
mengandung AFGP, DFA, maupun polisakarida dalam rentang DP yang
diuji. Sebaliknya, pada madu yang dipalsukan dengan penambahan
sirup seperti CS (sirup jagung), RS (sirup beras), HFCS, dan ISS dari
tebu dan bit, UHPLC-Q-TOF-MS berhasil mendeteksi seluruh pengotor
gula secara simultan, dengan batas deteksi lebih dari 10%.

Metode ini kemudian diterapkan untuk menganalisis 200 madu
komersial yang diperoleh dari pasar. Hasilnya, semua madu yang
teridentifikasi sebagai dipalsukan mengandung lebih dari satu jenis
sirup gula (Du et al, 2015). Temuan tersebut diperkuat melalui
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pengujian lanjutan menggunakan metode analisis konvensional,
seperti SCIRA, HPAEC-PAD, GC-MS (untuk DFA), dan HPLC-DAD
(untuk AFGP), yang semuanya memberikan hasil sejalan. Dengan
demikian, UHPLC-Q-TOF-MS terbukti memiliki keunggulan
dibandingkan metode konvensional dalam mendeteksi berbagai
pengotor gula secara serempak.

10.5. Teknik spektroskopi
10.5.1 Spektroskopi resonansi magnetik nuklir

Spektroskopi resonansi magnetik nuklir proton (*H-NMR),
yang dikombinasikan dengan model statistik, telah digunakan untuk
mengevaluasi keaslian madu monofloral dan multifloral yang berasal
dari berbagai negara (sebanyak 37 negara), baik dari segi asal botani
maupun geografis (Spiteri et al., 2015). Keandalan 61 jenis asal botani
dari 816 sampel madu murni dikonfirmasi melalui pemeriksaan
serbuk sari secara mikroskopis. Selain itu, sebanyak 205 sampel madu
komersial tambahan dibeli guna memvalidasi basis data yang
digunakan untuk menunjang validitas data tersebut.

Analisis komponen independen (Independent Component
Analysis/ICA) diterapkan pada seluruh sampel madu, baik murni
maupun yang telah dipalsukan. Dalam proses ini, algoritma joint
Approximate Diagonalization of Eigenmatrices (JADE) digunakan
untuk mengekstraksi informasi relevan dari sinyal NMR. Namun,
deteksi keberadaan zat pengotor masih menemui kendala.
Pendekatan berbasis (1) penanda bahan pengotor dan (2) efek
pengenceran terhadap komponen minor belum cukup sensitif untuk
mengidentifikasi keberadaan sirup ilegal seperti invert sugar syrup
(ISS) yang berasal dari bit dan tebu, sirup glukosa gandum, sirup
glukosa beras, serta sirup jagung fruktosa tinggi (HFCS dan HFIS).
Teknik ini hanya mampu mendeteksi pada batas sensitivitas yang
rendah, yaitu berkisar antara 10-20%, yang masih berada di bawah
tingkat akurasi metode lainnya.

Dalam aktivitas terpisah yang dilakukan oleh Ribeiro et al.
(2014), digunakan NMR medan rendah (low-field *"H-NMR) untuk
membedakan madu murni dengan madu yang telah dipalsukan
menggunakan HFCS pada berbagai tingkat konsentrasi (10, 25, 50, 75,
hingga 100% b/b). Hasilnya, menunjukkan adanya perbedaan

103



signifikan antara kedua jenis madu berdasarkan waktu relaksasi
transversal (T2). Analisis biexponensial terhadap data T2
menunjukkan adanya dua populasi aktivitas air: populasi pertama
menunjukkan waktu relaksasi cepat (T21) dalam kisaran 1,26-1,60
ms, sedangkan populasi kedua memiliki waktu relaksasi lambat (T22)
antara 3,33-7,37 ms. Aktivitas air pada madu murni tercatat lebih
rendah dibandingkan dengan madu yang dipalsukan menggunakan
HFCS. Hal ini sebagian besar disebabkan oleh pemendekan nilai T21
seiring dengan meningkatnya tingkat pemalsuan (Ribeiro et al., 2014).

Bertelli et al. (2010) juga memanfaatkan NMR resolusi tinggi
satu dimensi (1-D) dan dua dimensi (2-D), yang dikombinasikan
dengan model statistik multivariat (Multivariate Statistical
Modeling /MSM), untuk mendeteksi keberadaan zat pengotor berupa
sugar syrups (SS) dalam madu. Model diskriminatif yang dibangun
dari spektrum 1-D menggunakan MSM melalui analisis faktor dan
diskriminan umum, menghasilkan tingkat akurasi prediksi sebesar
95,2% terhadap 21 madu robinia, eucalyptus, jeruk, kastanye, dan
multifloral yang telah dicampur dengan tujuh jenis SS.

Secara keseluruhan, spektroskopi NMR merupakan teknik yang
mampu mendeteksi keberadaan zat pengotor dalam madu dengan
cepat, kurang dari lima menit untuk memperoleh satu spektrum NMR
serta memungkinkan kuantifikasi simultan berbagai senyawa kimia
dalam satu pengukuran. Namun demikian, seperti halnya berbagai
teknik analisis canggih lainnya, penerapan NMR secara luas masih
terhambat oleh biaya operasional yang tinggi dan kebutuhan akan
tenaga ahli yang berpengalaman di lokasi.

10.5.2. Spektroskopi Raman

Spektroskopi Raman didasarkan pada prinsip pertukaran
energi berupa variasi polarisasi yang terjadi ketika cahaya
monokromatik (laser) berinteraksi dengan awan elektron suatu
molekul (Yang & Ying, 2011). Efek Raman muncul ketika cahaya yang
datang dihamburkan secara tidak elastis, sehingga menghasilkan
pergeseran panjang gelombang yang ditentukan oleh mode getaran
ikatan molekul (Ferraro & Nakamoto, 2012). Pergeseran ini
menciptakan spektrum unik yang merepresentasikan struktur
molekul secara khas, membentuk sidik jari molekul yang spesifik
(Pandey et al., 2017).
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Spektrum Raman secara umum bersifat komplementer
terhadap spektrum inframerah, dan penggunaannya dalam kombinasi
dengan teknik kemometrika memungkinkan evaluasi kuantitatif yang
sangat akurat terhadap berbagai kontaminan gula dalam madu
(Ozbalci et al, 2013; Sugar & Bour, 2016). Mignani et al. (2016)
mengembangkan sistem spektroskopi Raman dispersif yang ringkas
dan inovatif, menggunakan eksitasi pada panjang gelombang 1064
nm, yang terintegrasi dengan pemrosesan data multivariat untuk
menilai kualitas tiga jenis madu unifloral Italia, yaitu madu kastanye,
jeruk, dan akasia. Penilaian dilakukan berdasarkan sejumlah indikator
nutraseutikal, seperti profil gula dan kandungan kalium.

Hasailnya menunjukkan bahwa pengukuran gula yang
ditambahkan dilakukan secara kualitatif dan kuantitatif menggunakan
metode HPAEC-PAD konvensional, kemudian dikorelasikan dengan
data spektrum Raman. Sementara itu, deteksi dan kuantifikasi
kandungan kalium divalidasi menggunakan spektroskopi emisi optik
plasma dengan penggabungan induktif. Hasil analisis Partial Least
Squares (PLS) terhadap spektrum Raman menunjukkan tingkat
akurasi prediktif yang tinggi terhadap gula utama (R* > 0,83) dan
kalium (R? = 0,97). Keakuratan ini dibuktikan dengan nilai galat akar
kuadrat rerata (Root Mean Square Error/RMSE) kalibrasi yang rendah
(RMSEC < 7,3 mg/g) serta RMSE validasi silang (RMSECV < 11,0 mg/g)
(Mignani et al., 2016).

10.5.3. Spektroskopi inframerah

Spektroskopi inframerah (IR) merupakan salah satu teknik
yang semakin populer digunakan untuk mendeteksi keberadaan zat
pengotor dalam madu. Teknik ini banyak diminati karena memiliki
sejumlah keunggulan, antara lain proses analisis yang cepat, protokol
persiapan bahan yang sederhana, biaya operasional yang rendah,
bersifat non-destruktif (tidak merusak bahan), mudah dioperasikan,
serta sesuai untuk aplikasi pemantauan di lapangan (Gallardo-
Velazquez et al,, 2009; Anguebes et al.,, 2016).

Spektrum IR umumnya diukur dalam dua wilayah, yaitu
inframerah dekat (near-infrared/NIR) pada rentang 10.000-4.000
cm™! dan inframerah tengah (mid-infrared/MIR) pada rentang 4.000-
450 cm™'. Spektrum MIR berguna untuk memantau getaran
fundamental molekul, sedangkan spektrum NIR memberikan
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informasi mengenai overtone (nada kompleks frekuensi tinggi) serta
tumpang tindih puncak getaran. Secara umum, puncak spektrum MIR
cenderung lebih sempit dan lebih terdefinisi dibandingkan dengan
yang muncul pada wilayah NIR (Kelly et al., 2006).

Spektrum IR sering kali mengandung informasi tersembunyi
yang berkaitan dengan komposisi kimia bahan uji. Namun demikian,
permasalahan seperti tumpang tindih spektrum dan efek matriks
menjadikan spektroskopi IR kurang optimal jika digunakan secara
mandiri dalam mendeteksi pemalsuan madu. Oleh karena itu, teknik
ini umumnya dikombinasikan dengan analisis statistik berbasis
kemometrika untuk meningkatkan akurasi dan sensitivitasnya
(Gallardo-Velazquez et al., 2009; Anjos et al., 2015; Se et al., 2018a).

Berbagai upaya yang telah dilakukan tersebut menunjukkan
bahwa spektroskopi IR, terutama ketika dipadukan dengan
kemometrika, mampu secara akurat mengidentifikasi berbagai jenis
zat pengotor yang berasal dari tanaman berfotosintesis jalur C3
maupun C4. Selain kecepatan analisis dan kemudahan penggunaan,
kebutuhan volume bahan uji yang kecil serta kemudahan dalam
proses penyiapan, sehingga menjadikan teknik ini sangat potensial
untuk diterapkan dalam pemantauan madu secara massal di lokasi
produksi maupun distribusi.

10.6. Analisis Terintegrasi Kemometrik untuk Deteksi Zat
Kontaminan
10.6.1. Pendekatan Kemometrika Terintegrasi pada
Kromatografi Anion dengan Deteksi Amperometrik
Berdenyut
Cordella et al. (2005) merupakan peneliti pertama yang
melaporkan penggunaan analisis kemometrik terpadu dengan
kromatografi HPAEC-PAD (High-Performance Anion-Exchange
Chromatography with Pulsed Amperometric Detection) untuk
mendeteksi bahan pengotor dalam madu, baik secara kualitatif
maupun kuantitatif. Dalam studi ini, madu murni dan madu yang telah
dipalsukan dibedakan menggunakan metode analisis diskriminan
linier (Linear Discriminant Analysis/LDA). Sementara itu, teknik
regresi kuadrat terkecil parsial (Partial Least Squares/PLS)
diterapkan pada data kromatografi HPAEC-PAD untuk mengukur
konsentrasi bahan pengotor secara kuantitatif.
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Dalam rangka mensimulasikan pemalsuan, madu murni sengaja
dicampur dengan berbagai jenis sirup pakan lebah industri pada
tingkat kontaminasi antara 10-40% (g/100 g). Selain itu, juga
dilakukan skenario pemalsuan tidak langsung, yaitu dengan memberi
makan lebah menggunakan sirup gula, yang merupakan praktik
umum dalam budidaya lebah. Pemalsuan langsung dilakukan melalui
pencampuran madu murni dengan sirup dalam proporsi 10%, 20%,
dan 40% (g/100 g). Untuk menggambarkan pemalsuan langsung
maupun tidak langsung secara eksperimental, tiga koloni lebah diberi
makan berbagai jenis sirup gula, sementara satu koloni digunakan
sebagai kontrol positif.

Penting untuk dicatat bahwa kromatogram HPAEC-PAD terlebih
dahulu dikalibrasi secara otomatis sebelum pergeseran waktu retensi
dihilangkan. Hal ini dilakukan karena pergeseran waktu retensi dapat
mempersulit proses Klasifikasi kemometrik di masa mendatang.
Setelah koreksi, waktu retensi diposisikan ulang secara otomatis,
sehingga memungkinkan klasifikasi dan kuantifikasi bahan pengotor
dilakukan secara akurat dengan menggunakan luas puncak pada profil
kromatografi HPAEC-PAD.

Hasil dari upaya Cordella et al. (2005) berhasil mengidentifikasi
13 jenis gula yang berbeda, antara lain: trehalosa, glukosa, fruktosa,
melibiosa, iso-maltosa, sukrosa, turanosa, palatinosa, melezitosa,
rafinosa, nigerosa, maltosa, dan erosa. Setiap puncak pada
kromatogram dikaitkan dengan variabel (kolom), sementara setiap
kromatogram bahan uji diperlakukan sebagai baris dalam matriks
data sebelum dilakukan proses klasifikasi. Pemalsuan langsung
menggunakan sirup glukosa-fruktosa-maltosa (GFM) diketahui dapat
menyebabkan peningkatan signifikan pada luas puncak maltosa,
disertai penurunan puncak-puncak gula lainnya dalam kromatografi.

Selain itu, ditunjukkan pula bahwa metode Kklasifikasi
terbimbing, khususnya LDA, sangat efektif dalam membedakan antara
madu murni dan madu yang telah dipalsukan, serta dalam
mengklasifikasikan berbagai jenis madu ke dalam kelompok yang
telah ditentukan. Sebelumnya, metode LDA telah berhasil digunakan
untuk mengklasifikasikan beberapa jenis madu, seperti madu cemara,
madu dada, madu timi + rosemary, serta madu yang dipalsukan,
dengan tingkat akurasi klasifikasi mencapai 96,5%. Persentase
pemalsuan dihitung menggunakan persamaan regresi linier:
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A =1,027Y - 0,0022, di mana A merupakan persentase pemalsuan
aktual dan Y adalah nilai pemalsuan yang diprediksi oleh algoritma
regresi PLS.

Selain itu, studi ini juga mengungkapkan bahwa efek yang
dihasilkan dari pemberian sirup gula secara langsung ke dalam madu
serupa dengan efek yang muncul ketika lebah diberi makan sirup gula
dalam konsentrasi tinggi. Hal ini memperkuat temuan bahwa
pemalsuan dapat terjadi baik secara langsung maupun tidak langsung
melalui pakan lebah (Cordella et al., 2005).

10.6.2. Spektroskopi Raman terintegrasi dengan kemometrika

Terdapat korelasi yang kuat antara berbagai profil gula yang
dihasilkan melalui spektrum Raman, yang dapat memungkinkan
proses deteksi dan Kkuantifikasi pemalsuan madu secara andal.
Penerapan spektroskopi Raman yang dikombinasikan dengan
kemometrika telah dieksplorasi oleh Li et al. (2012) untuk
membedakan antara madu murni dan madu yang dipalsukan
menggunakan sirup jagung fruktosa tinggi (HFCS) maupun sirup gula
invert (MSS). Madu yang digunakan melibatkan 74 madu murni yang
dikumpulkan dari 10 jenis bunga yang berbeda di Tiongkok.

Dari total bahan tersebut, 44 bahan dipalsukan dengan HFCS
dan 50 bahan lainnya dengan MSS, masing-masing pada tingkat
pemalsuan sebesar 10%, 20%, dan 40%. Sebelum dianalisis,
spektrum Raman dari bahan uji diukur pada suhu ruang dalam
rentang 270 hingga 1820 cm™.

Berbagai tahapan praproses data dilakukan terhadap spektrum
Raman untuk mengoptimalkan model Kklasifikasi, termasuk
penskalaan otomatis, pemusatan data (mean centering), turunan
pertama dan kedua, koreksi hamburan multiplikatif (multiplicative
scatter correction), serta metode adaptive iteratively reweighted
penalized least squares (airPLS). Beragam kombinasi dari teknik-
teknik praproses ini digunakan sebelum data dianalisis menggunakan
metode Partial Least Squares-Linear Discriminant Analysis (PLS-LDA).

Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa kombinasi airPLS
dan penskalaan otomatis memberikan performa terbaik pada model
PLS-LDA. Dengan pendekatan ini, akurasi klasifikasi mencapai 91,1%
untuk madu yang dicampur dengan HFCS dan 97,8% untuk madu yang
dipalsukan dengan MSS. Hal ini menunjukkan bahwa spektroskopi
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Raman yang dikombinasikan dengan analisis PLS-LDA dapat menjadi
metode yang efektif dalam mendeteksi pemalsuan madu.

10.6.3. Spektroskopi inframerah terintegrasi kemometrika

Dalam satu dekade terakhir, spektroskopi inframerah (IR) telah
menjadi metode yang paling umum diintegrasikan dengan analisis
kemometrik. Metode ini telah muncul sebagai alat yang sangat efektif
dalam mendeteksi pemalsuan pada madu. Skema kemometrik
berbasis empiris telah berhasil diterapkan untuk melakukan
klasifikasi secara kualitatif maupun kuantitatif terhadap madu yang
berasal dari berbagai sumber botani (Gok et al., 2015), serta untuk
mengukur konsentrasi berbagai jenis gula yang terkandung dalam
madu (Pataca et al,, 2007; Wang et al.,, 2010; Anjos et al., 2015; Se et
al,, 2018a).

Li et al. (2017) mengombinasikan spektroskopi inframerah
dekat (NIR) dengan metode Partial Least Squares-Linear
Discriminant Analysis (PLS-LDA) untuk menilai kualitas madu yang
dipalsukan menggunakan sirup jagung fruktosa tinggi (High Fructose
Corn Syrup/HFCS) dan sirup maltosa (MSS). Hasil ini menunjukkan
bahwa penerapan metode Competitive Adaptive Reweighted Sampling
(CARS) secara bertahap mampu meningkatkan akurasi klasifikasi
secara signifikan. Tingkat akurasi yang dicapai adalah 86,3% untuk
membedakan madu murni dari madu yang dipalsukan dengan HFCS,
serta 96,1% untuk membedakan madu murni dari madu yang
dipalsukan dengan MSS. Pendekatan CARS-PLS-LDA terbukti efektif
dalam mengelompokkan sampel madu ke dalam kelas yang sesuai.

Meskipun sistem analisis terpadu tersebut belum mampu
memprediksi tingkat pemalsuan dengan HFCS secara kuantitatif,
teknik ini cukup akurat untuk memperkirakan kandungan pemalsuan
MSS. Hal ini dibuktikan oleh nilai koefisien determinasi (R%) dan root
mean square error of prediction (RMSEP) masing-masing sebesar
0,901 dan 4,041 untuk madu dari berbagai sumber botani, serta 0,981
dan 1,786 untuk madu yang berasal dari sumber botani yang sama.

Zhu et al. (2010) menggunakan metode spektroskopi NIR
transflektansi untuk mengklasifikasikan madu murni dan madu yang
dipalsukan dengan akurat. Berbagai model klasifikasi diterapkan,
antara lain Support Vector Machine (SVM), Least Squares-SVM,
Backpropagation-Artificial Neural Network (BP-ANN), K-Nearest
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Neighbor (KNN), dan Linear Discriminant Analysis (LDA). Validasi
terhadap akurasi model dilakukan melalui penerapan teknik
praproses spektral, seperti Wavelet Transformation (WT) dan
Principal Component Analysis (PCA). Pendekatan WT-LS-It
menunjukkan bahwa model SVM memberikan hasil klasifikasi paling
akurat, dengan akurasi keseluruhan mencapai 95,1% dan area di
bawah kurva ROC sebesar 0,952.
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Gambar 10.7. Spektrum FTIR-ATR madu yang dipalsukan dengan (a)
COSS dan (b) HFCS (FTIR-ATR: Transformasi Fourier inframerah dengan
spektroskopi reflektansi total yang dilemahkan; COSS: sirup jagung; HFCS:
sirup jagung fruktosa tinggi) (Gallardo-Veldzquez et al., 2009)

Gallardo-Velazquez et al. (2009) mengintegrasikan
spektroskopi inframerah transformasi Fourier dengan reflektansi
total teredam (FTIR-ATR) serta analisis kemometrik untuk
mengklasifikasikan dan mengukur keberadaan berbagai zat pengotor
seperti COSS, HFCS, dan ISS dari tebu dalam madu asal Meksiko yang
dikumpulkan dari berbagai distrik (Chiapas, Oaxaca, Meksiko, dan
Morelos). Model kemometrik dibangun berdasarkan spektrum dalam
rentang 1500-800 cm™, yang digunakan untuk memprofilkan
konfigurasi utama gula, sebagaimana ditampilkan dalam Gambar 10.7.
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Pengelompokan madu ke dalam kelas yang telah ditentukan
dilakukan dengan menggunakan metode Soft Independent Modeling of
Class Analogy (SIMCA), dan seluruh madu berhasil diklasifikasikan
dengan tingkat pengenalan 100% pada data validasi. Sementara itu,
model Partial Least Squares (PLS) yang digunakan untuk mengukur
konsentrasi zat pengotor menunjukkan nilai Standard Error of
Prediction (SEP) yang memuaskan, yakni masing-masing dalam
kisaran 1,5-2,1 untuk COSS, 2,1-3,0 untuk HFCS, dan 1,4-2,5 untuk
ISS. Hasil ini menunjukkan kemampuan prediktif yang baik dari model
untuk mengestimasi konsentrasi berbagai zat kontaminan dalam
madu.

Teknik FTIR-ATR yang terintegrasi dengan kemometrika telah
diterapkan oleh Rios-Corripio et al. (2012) untuk membedakan antara
madu murni dan madu yang dipalsukan, yang dikumpulkan dari
Provinsi Tlaxcala dan Puebla di Meksiko. Dalam pekerjaan tersebut,
madu sengaja dipalsukan dengan menggunakan gula standar
(fruktosa, glukosa, dan sukrosa) serta gula komersial yang lebih
murah, seperti COSS, CASS, dan ISS. Analisis PCA terhadap spektrum
FTIR-ATR menunjukkan bahwa madu murni tergolong dalam satu
gugus (cluster) yang jelas, sedangkan madu yang dipalsukan dengan
gula standar memperlihatkan penyimpangan linier yang signifikan
dari gugus madu murni seiring dengan meningkatnya kadar
pemalsuan. Nilai SEP dari model PLS yang telah dioptimalkan berkisar
antara 1,550 hingga 3,150, yang menunjukkan bahwa teknik ini
memiliki akurasi tinggi dalam mendeteksi berbagai zat pengotor
dalam madu Meksiko.

Dalam studi lainnya, Se et al. (2018b) melaporkan bahwa batas
deteksi dari teknik serupa berada di atas 8% (b/b) untuk madu yang
dipalsukan dengan COSS, dan di atas 2% (b/b) untuk madu yang
dicampur dengan CASS.

Analisis spektroskopi FTIR-ATR yang dikombinasikan dengan
kemometrika juga digunakan oleh Kelly et al. (2006) untuk
mengevaluasi madu artisanal yang dipalsukan dengan berbagai jenis
sirup, termasuk sirup bit terbalik penuh, COSS fruktosa tinggi, CASS
terbalik sebagian, sirup dekstrosa, dan sukrosa bit. Madu murni serta
madu yang dipalsukan dengan sukrosa bit, sirup dekstrosa, dan sirup
jagung terbalik sebagian berhasil diklasifikasikan menggunakan
metode SIMCA, dengan tingkat keberhasilan identifikasi masing-
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masing sebesar 96,2%, 97,5%, 95,8%, dan 91,7%. Teknik ini terbukti
cukup andal dalam mengklasifikasikan bahan pengotor gula tipe C3
dan C4 dalam madu, dengan persentase klasifikasi yang tinggi.

Sementara itu, penggunaan spektroskopi Raman transformasi
Fourier (FT-RS) yang dikombinasikan dengan metode MSM (Modeling
Soft Modeling) untuk mendeteksi pengotor seperti gula tebu dan bit
invert dalam madu semanggi, jeruk, dan soba, sebagaimana diteliti
oleh Paradkar & Irudayaraj (2002), menunjukkan kemampuan
diskriminatif yang tinggi pada rentang bilangan gelombang 200-1600
cm™'. Pita karakteristik dari karbohidrat dan fraksi asam amino yang
teramati kemudian digunakan untuk membangun model diskriminasi
multivariat dan kuantitatif, sementara metode LDA dan CVA
dimanfaatkan untuk membedakan jenis bahan pengotor yang
dianalisis. Hasil klasifikasi menunjukkan tingkat akurasi sebesar 96%
menggunakan model diskriminan, yang mengonfirmasi efektivitas
pendekatan kuantitatif berbasis spektrum FT-Raman. Tingkat
pemalsuan dalam madu juga dapat diprediksi dengan baik,
sebagaimana ditunjukkan oleh nilai R? > 0,91, dengan kesalahan
standar kalibrasi (SEC) kurang dari 2,765 dan kesalahan standar
prediksi (SEP) kurang dari 2,195.

Temuan-temuan terbaru ini menunjukkan bahwa spektroskopi
inframerah yang terintegrasi dengan kemometrika merupakan
metode yang efisien dan akurat untuk membangun sistem
penyaringan berdaya tinggi serta pemantauan rutin terhadap
sejumlah besar madu.

10.7. Biosensor

Dalam beberapa kondisi, berbagai teknik analisis konvensional
sering kali gagal mendeteksi dan mengaitkan aspek fisik seperti bau,
rasa, suhu (hangat atau dingin), opasitas, transparansi, serta warna
dengan analit yang diinginkan (Stephan et al., 2000). Sebagai contoh,
meskipun kromatografi gas-spektrometri massa (GC-MS) mampu
mendeteksi senyawa volatil, teknik ini tidak dapat membedakan
senyawa-senyawa tersebut secara efektif sebagaimana kemampuan
indra penciuman manusia (Zakaria et al, 2011). Keterbatasan ini
sebagian dapat diatasi melalui pengembangan teknologi biosensor.

Salah satu inovasi yang muncul adalah hidung elektronik
(electronic nose/e-nose), yaitu perangkat yang terdiri atas serangkaian
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sensor potensiometri berbasis polimer dengan selektivitas diferensial
terhadap senyawa kimia tertentu. Teknologi ini mampu mendeteksi
aroma yang dihasilkan oleh berbagai senyawa volatil. E-nose yang
dikombinasikan dengan model pengenalan pola telah berhasil
diterapkan dalam berbagai bidang, termasuk industri pangan
(Upadhyay et al,, 2017), sektor biomedis (Wilson & Baietto, 2011),
serta deteksi penyakit tanaman (Markom et al., 2009).

Sejalan dengan itu, lidah elektronik (electronic tongue/e-tongue)
juga dikembangkan sebagai alat analitis untuk mendeteksi rasa.
Sensor pada e-tongue dirancang untuk meniru fungsi kuncup
pengecap pada lidah manusia, di mana terjadi interaksi antara sensor
dan molekul dalam makanan atau minuman yang kemudian
menghasilkan perubahan potensial listrik (Latha & Lakshmi, 2012).
Teknologi ini telah berhasil digunakan, antara lain, untuk
mengevaluasi keaslian produk pangan (Peris & Escuder-Gilabert,
2016).

Analisis menggunakan e-nose dan e-tongue, yang didukung oleh
teknik kemometrika, telah diaplikasikan secara luas dan
menunjukkan keberhasilan dalam membedakan madu berdasarkan
asal botani dan geografis yang berbeda (Tiwari et al,, 2013; Ulloa et al,,
2013; Huang et al., 2015; Bougrini et al,, 2016). Gan et al. (2016)
membangun dan membandingkan berbagai model klasifikasi, baik
yang diawasi (supervised) maupun tidak diawasi (unsupervised),
berdasarkan sidik jari dari sensor e-nose dan e-tongue, serta spektrum
NIR (Near-Infrared) dan MIR (Mid-Infrared) pada madu murni dan
madu yang dipalsukan.

Gan et al. (2016) mengevaluasi empat model Principal
Component Analysis (PCA) sebagai metode Kklasifikasi tanpa
pengawasan, yang menggunakan karakteristik dari e-nose dan e-
tongue, serta spektrum NIR dan MIR, untuk mengelompokkan madu
murni dan madu palsu, termasuk yang dicampur dengan RS dan COSS
pada konsentrasi 5%, 10%, 20%, dan 40%. Hasil analisis
menunjukkan bahwa plot skor PCA berbasis karakteristik e-tongue
memberikan performa klasifikasi yang lebih baik dibandingkan
dengan plot skor dari kombinasi karakteristik e-nose, serta spektrum
NIR dan MIR.

Selain itu, empat model Klasifikasi Partial Least Squares
Discriminant Analysis (PLS-DA) sebagai metode Kklasifikasi dengan

113



pengawasan juga dibangun menggunakan keluaran dari e-nose dan e-

tongue. Hasilnya, model yang menggunakan data dari e-tongue
menunjukkan tingkat akurasi klasifikasi yang lebih tinggi, yaitu
mencapai 100%, dibandingkan dengan hanya 81% pada model

berbasis data e-nose.

Tabel 10.4. Analisis komparatif berbagai teknik yang digunakan untuk
mendeteksi pemalsuan madu (Se et al., 2019)

Angka
Metode Referensi  Adulteran Penanda K[(Ie‘l(l)r]l)g’gsl;:l:’n Keuntungan Kerugian
R"2)
TLC Pascas et Fruktosa - Sederhana - Tidak dapat
al, 2013 dan dan cepat diandalkan
glukosa karena
berbagai
jenis
pemalsuan
gula telah
berdegradas
i selain
fruktosa dan
glukosa
SCIRA Tosun, Sirup - LOD > 7% Dapat Membutuhk
2013 glukosa diandalkan an waktu
HFCS, sirup untuk persiapan
sukrosa adulteran sampel yang
yang lama.
berasal dari Analisis
tanaman C4  waktu yang
lama.
HPLC- Cabanaro HFCS, - LOD > 2% Hasil lebih Waktu
IRMS etal. 2006 COSS, lanjut persiapan
isoglukosa diverifikasi ~ sampel yang
dan gula bit dari memakan
metode waktu, biaya
SCIRA dan tinggi, dan
mampu analisis
mendeteksi ~ waktu yang
adulteran lama.
C3
GC-MS Ruiz- HFCS dan Dihidr LOD > 5% Resolusi Membutuhk
Matute et ISS oksi dan an
al. 2007a; anhidr sensitivitas perlakuan
Ruiz- ida tinggi pagi untuk
Matute et (DFA) memperkay
al. 2010b a di- dan tri-
sakarida.
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GC-MS (Tidak ada HFIS Inulotrios LOD > 5% - Membutuhk
referensi a an sampel
di laboratoriu
screensho m.
9
HPLC- Xue et al. Sirup beras 2- LOD > 10% Mampu Waktu
DAD 2013 asetilfura mendeteksi  analisis yang
n-3- adulteran lama,
glukopira C3 menggunaka
nosida n standar
(AFGP) analisis,
memerlukan
operator
yang
terampil dan
tidak cocok
untuk
penyaringan
rutin dengan
throughput
tinggi.
HPLC- Wang et Sirup pati Oligosaka LOD > 2,5% Mampu -
RID al. 2015 rida mendeteksi
dengan oligosakari
DP>5 da dengan
tingkat
deteksi
yang tinggi
LC-ECD Wang et Pencampur Asam LOD > 2% Pemisahan -
al. 2014 an madu klorogena yang jelas
akasia dan tdalam antara
rape honey madu asam
akasia klorogenat
dan asam dan asam
elagik elagik
dalam
madu
lobak
HPAEC-  Morales et COSS, Oligosaka LOD > 5% Berguna Sampel
PAD al. 2008 2SFHCS, rida (sirup untuk perlu
4HFCS,dan  (maltope jagung) LOD  mendeteksi dirawat
8HFCS ntaosa >20% keberadaan dengan
menjadi (2SFHCS) mono, di, arang aktif
maltohep LOD > 20% dan untuk
taosa) (4HFCS) polisakarid ~ menghilangk
a dalam an mono-
madu dan
dengan disakarida.
akurasi
tinggi
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Reverse Megherbi COSS Polisakari LOD > 1% - Penanda
d-phase  etal. 2009 da adulteran
SPE- madu yang
HPAEC- ditambahka
PAD n dengan
8HFCS tidak
diamati.
UHPLC- Du etal. Gula Polisakari LOD > 10% Memungkin Peralatan
Q-TOF- 2015 terbalik da untuk deteksi kan yang mahal
MS (dari tebu dengan berbagaijenis  identifikasi dan
dan bit), DP 12-19, adulteran senyawa memerlukan
HFCS dan difruktos dalam madu yang tidak operator
sirup beras a diketahui terampil
anhidrida secara untuk
(DFA), sensitif dan melakukan
dan 2- akurat. percobaan.
asetilfura
n-3-
glukopira
nosida
(AFGP)
NMR Spiteri et Gula bit - LOD > 10% Cepat (<5 Implementa
al, 2015 dan tebu menit si instrumen
penuh ISS, untuk NMR
HFCS, HPIS mendapatk membutuhk
dan beras an an biaya
spektrum tinggi dan
NMR). keterampila
n teknis
operator
yang tinggi.
FT- Paradkar Sirup tebu - Akurasi Efektif Efek Raman
Raman & dan bit Kklasifikasi untuk lemah dan
spectros  Irudayaraj terbalik yang benar analisis memerlukan
copy ,2002 diperoleh skala besar. algoritma
integrat sebesar 96%. statistik
ed untuk
chemom mengekstrak
etrics informasi
yang
relevan.
NIR Lietal HFCS dan - Angka Kuantifikas Spektral
combine 2017 sirup Keunggulan i akurat overlapping
d with maltosa (PLS):Rp > tingkat dan efek
chemom 0,9, SEP < pemalsuan matriks.
etrics 2,765 % sirup
(w/w) dan R maltosa.
>0,9,2195%
(w/w).
Akurasi
Kklasifikasi
yang benar

116



adalah 96,3

dan 96,1%
untuk
pemalsuan
HFCS dan MS.
FTIR- Gallardo- COSS, HFCS Angka Mampu Membutuhk
ATR Velazquez dan ISS Keunggulan mendeteksi an metode
combine etal 2016 (PLS):R= adulteran referensi
d with 0,976, SEP < C3 dan C4. atau
chemom 3,0 pengetahuan
etrics yang
diketahui
mengenai
analit yang
dimurnikan.
E- Se etal, COSS dan LOD > 8% - -
tongue 2018b CASS untuk
coupled COSS&lt;br>L
with 0D > 2%
chemom untuk CASS
etrics
E- Bougrini Sukrosa LOD > 2% Ketangguha Sampel
tongue etal, dan sirup n dan validasi
coupled 2016 sakarosa kesederhan  independen
with aan harus
chemom digunakan
etrics untuk
menguji
kelayakan
sensor yang
dikembangk
an.
Refracti  Irawati et Larutan - Sensitivitas Sampel
ve index al. 2017 glukosa tinggi, validasi
sensors stabilitas, independen
dan harus
pengulanga digunakan
n untuk
menguji
kelayakan
sensor yang
dikembangk
an.
Keterangan:

(TLC: Kromatografi lapis tipis; SCIRA: analisis rasio isotop karbon stabil; HPLC: kromatografi cair kinerja
tinggi; IRMS: spektrometri massa rasio isotop; GC-MS: kromatografi gas dengan spektrometri massa; DAD:
deteksi susunan dioda; RID: detektor indeks bias; LC-ECD: kromatografi cair dengan deteksi elektrokimia;
HPAEC-PAD: kromatografi pertukaran anion kinerja tinggi dengan deteksi amperometrik berdenyut; SPE:
ekstraksi fase padat; UHPLC: kromatografi cair kinerja sangat tinggi; Q-TOF-MS: spektrometri massa waktu
terbang kuadrupol; NMR: resonansi magnetik nuklir; FT: transformasi Fourier; NIR: inframerah dekat; FTIR-
ATR: inframerah transformasi Fourier dengan spektroskopi reflektansi total yang dilemahkan; HFCS: sirup
jagung fruktosa tinggi; HFIS: sirup inulin fruktosa tinggi; CASS: sirup gula tebu; COSS: sirup gula jagung; ISS:
gula terbalik sirup; LOD: batas deteksi; SEP: kesalahan standar prediksi; R: koefisien determinasi; PLS: regresi
kuadrat terkecil parsial; SEC: kesalahan standar kalibrasi; RMSEP: kesalahan akar-rata-rata kuadrat kalibrasi).
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Modifikasi dari electronic tongue (e-tongue) telah digunakan
oleh Bougrini et al. (2016) untuk membedakan antara madu murni
dan madu yang dipalsukan. Sistem e-tongue berbasis voltametri yang
terintegrasi dengan kemometrik ini menunjukkan kinerja yang baik
dalam mendeteksi keberadaan sirup sukrosa dan sakarosa dalam
madu, dengan batas deteksi serendah 2%. Kategorisasi madu
menggunakan fungsi kernel polinomial orde kedua yang digabungkan
dengan skema klasifikasi Support Vector Machine (SVM) menghasilkan
tingkat klasifikasi yang sangat tinggi, yaitu mencapai akurasi 100%
dalam membedakan madu murni dari yang dipalsukan.

Studi menarik lainnya dilakukan oleh Zakaria et al. (2011), yang
secara bersamaan memanfaatkan sinyal dari electronic nose (e-nose)
dan e-tongue. Keduanya dikombinasikan melalui algoritma fusi data
untuk meniru sistem sensorik manusia dalam mengklasifikasikan
madu secara akurat. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa
integrasi respons e-nose dengan analisis diskriminan linear (Linear
Discriminant Analysis, LDA) mampu menghasilkan klaster data yang
andal dan terpisah dengan jelas, sehingga efektif dalam membedakan
madu murni dari madu yang dipalsukan. Sebaliknya, penggunaan e-
tongue yang terintegrasi dengan LDA tidak memberikan hasil
pengelompokan data yang optimal. Namun demikian, klasifikasi
berdasarkan pendekatan fusi sensor yang meniru sistem sensorik
manusia (gabungan respons e-nose dan e-tongue) menghasilkan
akurasi klasifikasi sebesar 100%, membuktikan keunggulan
pendekatan multimodal dibandingkan dengan modalitas tunggal.
Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa penggunaan satu jenis
sensor saja (baik e-nose maupun e-tongue) tidak cukup untuk
membedakan madu secara akurat, terutama jika hanya mengandalkan
metode PCA (Principal Component Analysis) atau LDA (Zakaria et al,,
2011).

Subari et al. (2012) menggabungkan sinyal e-nose dengan data
spektral dari Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) untuk
mengevaluasi pemalsuan madu, khususnya madu Tualang asal
Malaysia yang dihasilkan oleh Apis dorsata. Melalui Subari et al. (2012)
dibandingkan efektivitas metode fusi data individual dan simultan
dalam membedakan madu murni dan yang dipalsukan. Hasil
klasifikasi menggunakan LDA terhadap data gabungan dari e-nose dan
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FTIR menunjukkan kinerja yang lebih baik dibandingkan PCA, dengan
tingkat akurasi masing-masing sebesar 76,5% dan 88,0%. Bahkan,
akurasi klasifikasi meningkat hingga 91,7% ketika data fusi dari kedua
sensor digunakan secara bersamaan, menunjukkan keunggulan
pendekatan fusi data dalam mendeteksi pemalsuan madu (Subari et
al,, 2012).

[rawati et al. (2017) mengeksplorasi penggunaan sensor indeks
bias berbasis serat mikro yang terbuat dari silika dan polimetil
metakrilat (PMMA), yang dirancang secara mandiri, untuk mengukur
respons terhadap madu akasia murni dan yang telah dicampur dengan
larutan glukosa (1-6%). Hasil pengamatan menunjukkan bahwa
indeks bias madu meningkat seiring dengan bertambahnya tingkat
pemalsuan, sementara daya keluaran dari serat mikro yang direndam
dalam madu campuran menurun secara proporsional terhadap
jumlah glukosa yang ditambahkan.

N R
X
—
PR

Z ™

N

[ Adulteran yang Terdeteksi I
|
| |
[ Sirup Pati | [ Sirup Terbalik |
L |
T
| Teknik Deteksi |
|
| | | |
Karbon Stabil Kromatografi S}}}ckrroskopi Riostaion
Analisis Isotop Teknik eknik

Gambar 10.8. Jenis-Jenis Metode Analisis dalam Identifikasi
Kontaminan Madu (Se et al., 2019)

Bidin et al. (2016) juga memanfaatkan sumber cahaya dari laser
dioda biru (435 nm) yang dikombinasikan dengan sensor
perpindahan serat optik (Fiber Optic Displacement Sensor, FODS) yang
terdiri atas sepasang probe serat optik silika (sebagai pemancar dan
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penerima). Pendekatan ini memungkinkan deteksi kemurnian madu
secara efisien berdasarkan perubahan respons optik.

Serat penerima yang dapat digerakkan secara aksial
digabungkan dengan fotodetektor untuk mengumpulkan cahaya yang
tersebar dan dibiaskan. Intensitas cahaya insiden yang ditransmisikan
melalui kuvet berisi madu direpresentasikan sebagai fungsi dari
perpindahan aksial serat penerima. Keluaran dari sistem Fiber-Optic
Displacement Sensor (FODS) diukur dalam satuan volt, berdasarkan
posisi relatif serat penerima terhadap kuvet, mulai dari posisi terdekat
hingga posisi terjauh dengan langkah pengukuran sebesar 1 mm.

Data yang diperoleh dibandingkan dengan referensi hasil
kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC), dan hasilnya menunjukkan
bahwa tegangan yang terukur meningkat sebanding dengan tingkat
pemalsuan dalam madu. Tegangan keluaran (V) memiliki hubungan
linear dengan konsentrasi fruktosa dan glukosa (C) yang diukur
melalui HPLC, sebagaimana ditunjukkan oleh persamaan:

e Untuk glukosa: C =0,0143V + 28,43
e Untuk fruktosa: C=0,0041V + 32,43

Dengan demikian, biosensor yang ditunjukkan pada Gambar
10.8 merupakan alat yang sangat praktis untuk memverifikasi
keaslian madu sebelum proses pembelian maupun pemasaran secara
massal. Oleh karena itu, dibutuhkan upaya lebih lanjut dan terarah
untuk menyusun karakteristik dasar berbagai jenis madu serta bahan
pemalsu berbasis gula yang umum digunakan. Selain itu,
pengembangan sensor yang lebih serbaguna dan akurat dalam
mendeteksi keaslian madu menjadi sangat penting untuk mendukung
keandalan sistem ini..

10.8. Perbandingan Berbagai teknik analisis.

Keuntungan dan keterbatasan berbagai teknik untuk
mendeteksi serta mengukur pemalsuan dalam madu dibahas dalam
bab ini. Metode resmi SCIRA memiliki sejumlah keterbatasan, baik
dalam mendeteksi keberadaan madu palsu maupun dalam mengukur
tingkat pemalsuan secara akurat. Untuk mengatasi kekurangan
tersebut, hingga saat ini telah dikembangkan setidaknya 17 teknik
analisis berbeda yang didasarkan pada prinsip kromatografi,
spektroskopi, dan penggunaan sensor. Rangkuman data mengenai
teknik-teknik tersebut disajikan dalam Tabel 10.4.
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Dibandingkan dengan teknik spektroskopi, teknik kromatografi
tradisional cenderung lebih memakan waktu, sangat bergantung pada
keterampilan operator, mahal, serta menggunakan bahan habis pakai
yang tidak ramah lingkungan (Cotte et al., 2007; Bougrini et al., 2016).
Meski demikian, ketepatan dan keandalan teknik kromatografi tidak
dapat disangkal, karena sejumlah penanda pengotor berhasil
diidentifikasi menggunakan metode GC (Ruiz-Matute et al., 2007b;
2010b), LC (Wang et al,, 2014), HPLC (Du et al,, 2015; Wang et al,,
2015), dan HPAEC-PAD (Morales et al., 2008). Hingga saat ini, batas
deteksi terendah (limit of detection/LOD) untuk mengidentifikasi
tingkat pemalsuan dalam madu adalah sebesar 1%, yang dicapai
melalui penggunaan metode SPE-HPAEC-PAD fase terbalik yang
canggih (Megherbi et al., 2009).

Sementara itu, teknik spektroskopi dinilai lebih praktis dalam
mendeteksi pengotor dalam madu akibat tindakan pemalsuan. Hal ini
disebabkan oleh kemudahan pelaksanaan dan kecepatan analisisnya
dibandingkan dengan pendekatan kromatografi. Namun, kecuali
untuk spektroskopi NMR, sebagian besar teknik spektroskopi seperti
Raman, NIR, dan MIR tidak mampu mengidentifikasi penanda spesifik
dari pengotor. Oleh karena itu, teknik-teknik ini sering
dikombinasikan  dengan analisis data kemometrik guna
mengekstraksi informasi yang relevan. Hasil analisis spektroskopi
juga perlu dikorelasikan dengan metode analisis tradisional guna
meningkatkan akurasi dan keandalannya.

Dalam hal ini, spektroskopi NMR terbukti sangat baik dan andal
dalam mendeteksi zat pengotor pada madu. Akan tetapi, biaya
operasional yang tinggi serta kebutuhan akan operator yang terampil
membatasi penerapan teknik ini secara luas. Secara umum, baik
teknik spektroskopi maupun kromatografi belum sepenuhnya cocok
untuk deteksi dan kuantifikasi zat pengotor dalam madu secara cepat
dan dengan kinerja tinggi.

Sebagai alternatif, penggunaan biosensor seperti electronic
nose (e-nose), electronic tongue (e-tongue), dan sensor serat optik
menawarkan solusi yang lebih baik. Alat-alat ini mampu mendeteksi
berbagai jenis pengotor dalam madu secara sederhana, cepat, dan
akurat (Ghasemi-Varnamkhasti et al., 2010). Dengan menggabungkan
karakteristik keluaran biosensor dengan analisis data kemometrik,
proses penyaringan kualitas madu dapat dilakukan secara akurat,
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dalam skala besar, dan langsung di lokasi. Menariknya, biosensor ini
diketahui mampu mendeteksi tingkat pemalsuan madu hingga
serendah 2% (Bougrini et al., 2016).

10.9. Prospek dan kesimpulan masa depan

Tren dalam kimia analitik saat ini bergerak ke arah pendekatan
yang lebih sederhana dan tidak melelahkan, seiring dengan kemajuan
teknologi inovatif, pengembangan metodologi kualitatif dan teknik
penyaringan, otomatisasi, serta pemanfaatan kolektif kemometrik.

Bab ini menyajikan tinjauan mengenai perkembangan historis,
tren terkini, serta potensi masa depan dalam metode deteksi dan
pengukuran pemalsuan pada madu. Selain itu, dibahas pula kelebihan
dan keterbatasan dari berbagai metode yang digunakan.

Yang terpenting, perkembangan pesat dalam bidang kimia
analitik dapat dimanfaatkan oleh konsumen maupun pelaku industri
madu untuk memastikan keamanan dan kualitas produk. Meskipun
telah terjadi kemajuan signifikan dalam teknik deteksi madu palsu,
upaya pengembangan metode analitik yang lebih mutakhir, cepat, dan
mudah digunakan tetap perlu ditingkatkan.

Hal ini dapat diwujudkan melalui penerapan teknik
spektroskopi yang dikombinasikan dengan kemometrik, seperti
spektroskopi Raman dan inframerah (IR), serta teknologi biosensor.
Teknologi ini memungkinkan penentuan dan pengukuran tingkat
kemurnian madu secara akurat dan efisien.

Bahkan, pemantauan kualitas madu menggunakan teknologi
biosensor dinilai sebagai pendekatan yang prospektif, mengingat
proses persiapan bahan yang lebih ramah lingkungan dan sederhana,
serta kemampuannya dalam mendeteksi tanpa memerlukan reagen
yang mahal.

Dalam konteks pengawasan mutu, departemen pengendalian
kualitas dapat melakukan inspeksi berskala besar terhadap madu
secara berkala guna mencegah peredaran produk palsu di pasaran.
Pemeriksaan dan evaluasi standar kualitas dapat dilakukan secara
efisien dengan memanfaatkan data yang diperoleh dari teknik
spektroskopi terintegrasi kemometrik sebagaimana disebutkan
sebelumnya.
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BAB XI
PENGARUH PEMALSUAN PADA KHASIAT MADU

11.1. Pengantar

Madu merupakan salah satu produk pangan tertua yang dikenal
dan dimanfaatkan oleh manusia. Produk alami ini mengandung
berbagai zat gizi penting yang berperan dalam menunjang kesehatan
serta proses pemulihan tubuh. Sebagai bahan pangan manis yang
khas, madu memiliki regulasi ketat mengenai keasliannya; menurut
ketentuan yang berlaku saat ini, tidak diperkenankan adanya
penambahan zat atau aditif lain dalam madu, termasuk dalam bentuk
olahannya (Codex, 2011).

Komposisi dan sifat fisikokimia madu sangat bervariasi,
tergantung pada sumber nektar atau embun madu yang dikumpulkan
oleh lebah, serta dipengaruhi oleh kondisi geografis dan iklim
setempat (Lazaridou et al., 2004). Madu juga dikenal memiliki manfaat
kesehatan, antara lain menjaga daya tahan tubuh dan memberikan
perlindungan terhadap berbagai penyakit..

Secara definisi, madu merupakan produk alami dan murni yang
tidak mengandung bahan tambahan apa pun (Wikipedia, 2008).
Namun demikian, praktik pemalsuan madu kerap terjadi, yang tidak
hanya menurunkan nilai gizi dan khasiat pengobatannya, tetapi juga
menimbulkan masalah dalam hal mutu dan keamanan pangan (Lawal
etal., 2009). Oleh karena itu, pengujian madu menjadi penting sebagai
bagian dari pengendalian mutu, dengan tujuan untuk memverifikasi
keaslian produk, mendeteksi kemungkinan adanya pemalsuan atau
campuran zat buatan, serta memenuhi standar industri dan
permintaan pasar (Krell, 1996).

Karakteristik fisik dan kimia madu telah dimanfaatkan sebagai
parameter untuk membandingkan madu dari berbagai lokasi
geografis, sekaligus menjadi indikator penting dalam membedakan
madu alami dari madu yang dipalsukan (James et al, 2009).
Pemalsuan, khususnya dengan penambahan gula atau sirup, dapat
mengubah berbagai parameter kimia dan biokimia madu, seperti
aktivitas enzimatik, konduktivitas listrik, serta kadar senyawa-
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senyawa seperti hidroksimetilfurfural (HMF), glukosa, fruktosa,
sukrosa, maltosa, isomaltosa, prolin, dan abu.

Lebih lanjut, beberapa parameter kimia seperti kadar HMF yang
sebelumnya disarankan sebagai indikator untuk mendeteksi
penambahan sirup invert, dapat menimbulkan interpretasi yang
ambigu. Hal ini disebabkan oleh fakta bahwa kadar HMF dan aktivitas
enzimatik dalam madu dapat bervariasi secara alami antarjenis madu,
serta mengalami perubahan secara spontan akibat pemanasan atau
penyimpanan dalam kondisi lingkungan yang panas dan lembap
(Ajlouni & Sujirapinyokul, 2010).

11.2. Efek pemalsuan pada sifat madu
11.2.1. Efek pada sifat fisik
11.2.1.1. Efek pada warna madu

Warna madu merupakan salah satu fitur yang paling sering
mengalami perubahan. Selain itu, warna juga menjadi salah satu
parameter utama dalam penurunan kualitas madu selama proses
penyimpanan, yang dipengaruhi oleh kadar air serta suhu
penyimpanan madu (Bulut & Kilic, 2009). Berdasarkan analisis warna,
madu yang telah dipalsukan cenderung memiliki warna yang lebih
cerah, sementara madu murni menunjukkan warna yang lebih
kemerahan (Naila et al., 2018).

Perubahan warna pada madu yang dipalsukan sangat
tergantung pada bahan yang digunakan dalam proses pemalsuan.
Sebagai contoh, Gemeda & Negera (2017) melaporkan bahwa
pemalsuan madu dengan menggunakan irid menghasilkan warna
kuning, sedangkan pemalsuan madu dengan gula melalui proses
pemanasan dan penambahan air menghasilkan warna putih muda.
Pemalsuan madu dengan perbandingan yang sama antara madu dan
gula menghasilkan warna merah dan menjadi padat. Sementara itu,
pemalsuan madu putih dengan penambahan gula langsung
menghasilkan warna putih yang lebih pekat, dan pemalsuan dengan
molase melalui pemanasan menghasilkan warna hitam yang
menyerupai warna madu kopi, sebagaimana yang ditemukan pada
madu dari wilayah Oromia.

Ambaw & Teklehaimanot (2018) juga melaporkan bahwa madu
yang dipalsukan dengan bahan-bahan umum seperti gula, pisang
matang, bunga gandum, kentang, bunga jagung, serbuk sari, sisir
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kosong, permen cair, molase, dan air panas menunjukkan warna
kuning, kuning kecoklatan, dan coklat, berdasarkan pengamatan fisik
pada madu dari zona Arsi. Warna madu kemungkinan dipengaruhi
oleh senyawa fenolik, serbuk sari, dan kandungan mineralnya
(Lazaridou et al., 2004)

11.2.1.2. Kadar air atau indeks bias dan aktivitas air

Kadar air madu dapat bervariasi antara 15% hingga 20%
(Bogdanov, 2010). Kadar air ini merupakan salah satu kriteria utama
dalam menentukan kualitas dan kondisi penyimpanan madu. Madu
yang berasal dari daerah tropis cenderung memiliki kadar air lebih
tinggi akibat tingginya kelembaban udara di wilayah tersebut. Kadar
air madu juga memiliki hubungan yang erat dengan fermentasi.
Semakin tinggi kadar air dalam madu, semakin besar kemungkinan
terjadinya fermentasi pada madu tersebut. Menurut Crane (1975),
madu yang mengandung lebih dari 18% air rentan mengalami
fermentasi, terutama jika disimpan dalam waktu lama. Kadar air yang
tinggi juga berpengaruh pada kelangsungan hidup ragi dalam madu.
Selain itu, pemalsuan madu dapat mengubah kadar air, indeks bias,
dan aktivitas air madu. Perbedaan sifat antara madu murni dan madu
campuran sering kali disebabkan oleh bahan-bahan campuran
tersebut.

El-Bialee & Sorour (2011) melaporkan bahwa pemalsuan madu
murni dengan menambahkan empat bahan berbeda (larutan kanji 3%,
sirup glukosa 20%, molase, dan air suling) pada konsentrasi yang
berbeda (1%, 3%, 6%, 12%, 24%) dapat menyebabkan sedikit
perbedaan pada nilai indeks bias. Kadar air madu murni seharusnya
berada di kisaran 14% hingga 18%, meskipun angka ini sangat
dipengaruhi oleh musim dan kondisi geografis (Rehman et al., 2008).
Sebaliknya, kadar air madu yang dipalsukan dengan penambahan pati
berkisar antara 21,2% hingga 36,6%, madu yang dipalsukan dengan
glukosa memiliki kadar air antara 20,7% hingga 39,6%, dan madu
yang dipalsukan dengan air suling memiliki kadar air antara 21,4%
hingga 29,2% (El-Bialee & Sorour, 2011).

Peningkatan kadar air madu dapat menjadi indikasi adanya
pemalsuan (Lawal et al, 2009). Kingsta et al. (2018) menemukan
bahwa semakin tinggi zat pengotor yang ditambahkan ke madu murni,
maka semakin cepat terjadi peningkatan tegangan keluaran dan
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penurunan indeks bias. Ribeiro et al. (2014) juga menemukan bahwa
kadar air madu murni (17,65%) meningkat secara bertahap seiring
dengan peningkatan persentase zat pengotor. Pada tingkat pemalsuan
50%, kadar airnya mencapai 20,2%, yang mendekati batas maksimum
kadar air yang diperbolehkan untuk madu alami (20%), batas kritis
yang diperlukan untuk menjaga kualitas madu (Codex, 2001; EU,
2002). Jika madu diperiksa menggunakan air untuk mendeteksi
pemalsuan, madu dengan kadar air yang tinggi mungkin belum
sepenuhnya matang atau bisa jadi merupakan campuran madu
dengan air (Gebremariam & Brhane, 2014). Madu murni umumnya
menunjukkan kadar air terendah dibandingkan dengan madu yang
dipalsukan, karena bahan-bahan pemalsu cenderung meningkatkan
kadar air madu.

Aktivitas air adalah ukuran proporsional dari air bebas dalam
produk pangan. Dalam kasus produk pangan dengan aktivitas air lebih
rendah dari 0,60, produk tersebut dapat dianggap stabil secara
mikrobiologis. Saat ini, aktivitas air dianggap sebagai parameter yang
lebih akurat dibandingkan kadar air untuk menilai kualitas madu.
Menurut Chirife et al. (2006), terdapat korelasi linier antara kadar air
dan aktivitas air. Oroian et al. (2018) mengevaluasi madu yang
dipalsukan dengan fruktosa dan sirup inulin terhidrolisis, dan
menemukan bahwa aktivitas air meningkat secara proporsional
seiring dengan bertambahnya proporsi bahan pemalsu. Selain itu,
pemalsuan madu dengan air juga menyebabkan peningkatan aktivitas
air dan kadar air madu, yang pada gilirannya mempercepat proses
fermentasi dan kerusakan madu.

11.3. Efek pada sifat kimia
Mendeteksi pemalsuan madu dengan memanfaatkan sifat kimia

sangatlah penting, karena indeks warna dan sifat reologi jauh kurang
akurat jika dibandingkan dengan sifat kimia dan fisik lainnya.
Penambahan sejumlah zat ke dalam makanan dapat mengubah rasio
komponen tertentu atau menciptakan ketidakteraturan dalam
komposisinya. Beberapa parameter seperti HMF, abu, keasaman
bebas, aktivitas diastase, sukrosa, dan konduktivitas listrik memiliki
peran yang sangat penting dalam mendeteksi serta
mengklasifikasikan jenis dan konsentrasi bahan pemalsuan yang
mungkin ada dalam madu (Amiry et al,, 2017).
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11.3.1. Pengaruh pemalsuan pada kadar abu

Nilai abu pada madu bergantung pada kadar mineral dan secara
langsung mencerminkan jumlah residu anorganik setelah proses
karbonisasi. Abdel-Aal et al. (1993) melakukan upaya melalui deteksi
pemalsuan madu yang sengaja dicampur dengan berbagai konsentrasi
HFCS (High Fructose Corn Syrup) sebesar 10%, 20%, 30%, 40%, dan
50% (b/b). Tim tersebut menyarankan bahwa peningkatan kadar abu
dapat digunakan sebagai metode yang sederhana dan cepat untuk
mendeteksi tingkat pemalsuan madu, dengan rentang pemalsuan
antara 10% hingga 50%. Selain itu, Ribeiro et al. (2014) melaporkan
pula kadar abu pada madu bunga murni yang awalnya sebesar 0,15%
meningkat secara bertahap seiring dengan peningkatan persentase
bahan pemalsuan. Peningkatan kadar abu ini tercatat pada seluruh
madu yang dipalsukan menggunakan HFCS.

11.3.2. Efek pemalsuan nilai pH
Madu murni umumnya mengandung sedikit asam yang
berperan penting dalam memberikan rasa khas madu. Oleh karena itu,
madu bersifat sedikit asam dengan nilai pH yang kurang dari 7. Rata-
rata nilai pH madu adalah sekitar 3,9, dengan kisaran nilai pH yang
umum bervariasi antara 3,4 hingga 6,1 (Bogdanov, 2010). Madu yang
tidak murni atau tercemar cenderung memiliki nilai pH yang lebih
rendah, yang tidak sesuai dengan kriteria pH madu murni. Menurut
Gebremariam & Brhane (2014), nilai pH madu meningkat, sementara
keasaman bebasnya menurun setelah penambahan gula komersial.
Ribeiro et al. (2014) juga mengamati bahwa peningkatan persentase
bahan pengotor dalam madu menyebabkan peningkatan nilai pH
secara signifikan, terutama pada madu yang dipalsukan dengan sirup
jagung. Hal yang serupa juga ditemukan oleh Rehman et al. (2008),
yang menyatakan bahwa pH pada madu yang dipalsukan lebih tinggi
dibandingkan dengan pH pada madu murni yang dianalisis di
Pakistan. Oroian et al. (2018) menyatakan pula bahwa pemalsuan
madu dengan fruktosa dapat meningkatkan nilai pH, sementara
pemalsuan dengan sirup inulin terhidrolisis justru menurunkan nilai
pH. Fenomena tersebut menjelaskan bahwa penurunan nilai pH pada
madu yang dipalsukan dengan sirup inulin terhidrolisis disebabkan
oleh sifat asam dari sirup tersebut, yang dihidrolisis dengan HCI pada
pH antara 1 hingga 2. Bahkan, beberapa penulis menyarankan bahwa
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pH madu cenderung menurun seiring dengan meningkatnya kadar
bahan pemalsu, seperti yang diungkapkan oleh Naila et al. (2018) dan
Samat et al. (2018), yang menunjukkan bahwa pemalsuan dapat
menurunkan pH madu.

11.3.3. Efek pemalsuan pada gula

Telah diketahui bahwa karbohidrat dalam madu terutama
terdiri dari campuran kompleks yang mencakup sekitar 70%
monosakarida (glukosa dan fruktosa), 10% disakarida, serta sejumlah
kecil trisakarida dan tetrasakarida. Tidak ditemukan oligosakarida
dengan derajat polimerisasi (DP) lebih dari lima dalam madu. Namun,
sejumlah besar oligosakarida tinggi dapat ditemukan dalam sirup pati,
yang merupakan produk antara dari proses produksi sirup melalui
enzimolisis pati (White, 1978; Low & Sporns, 1998). Oleh karena itu,
oligosakarida tinggi ini dapat dijadikan indikator untuk mendeteksi
pemalsuan madu yang menggunakan sirup pati (Morales et al., 2008;
Corzo & Sanz, 2008).

Fruktosa, glukosa, dan maltosa membentuk sekitar 76,8%
komposisi madu dalam bentuk basah, dengan kadar masing-masing
berkisar antara 27,3 hingga 44,3% untuk fruktosa, 22,0 hingga 40,8%
untuk glukosa, dan 2,7 hingga 16,0% untuk maltosa (Martin, 1979).
Beberapa madu yang dipalsukan sering kali memiliki kadar fruktosa
yang rendah, karena sifatnya yang biasanya dekstrorotatori (Garcia et
al, 2002). Samat et al. (2018) menegaskan bahwa total gula pereduksi
dalam madu yang dipalsukan lebih rendah dibandingkan dengan
madu murni. Penambahan air ke dalam madu dapat menurunkan
kadar gula yang berkurang setelah air ditambahkan, sehingga rasa
manisnya pun berkurang, sebagaimana diungkapkan oleh Guo et al.
(2011).

Rasio fruktosa/glukosa (F/G) dalam madu murni menurut IHC
adalah 1, tetapi menurun pada madu yang dipalsukan (0,75)
dibandingkan dengan madu murni (1,21) sebagaimana dikemukakan
oleh Samat et al. (2018). Temuan lain menunjukkan bahwa rasio
fruktosa/glukosa berada dalam kisaran 1,10 hingga 1,42 pada madu
murni maupun madu yang dicampur HFCS, sebagaimana dilaporkan
oleh Abdel-Aal et al. (1993).
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11.3.3.1. Efek pemalsuan pada sukrosa

Kandungan sukrosa dalam madu sering dianalisis untuk
mengidentifikasi kemungkinan adanya manipulasi atau pemalsuan
madu. Kadar sukrosa yang tinggi dalam madu dapat mengindikasikan
penambahan bahan pemanis murah, seperti gula tebu, gula bit olahan,
atau jenis gula lainnya. Salah satu penyebab tingginya kadar sukrosa
adalah panen madu yang belum sepenuhnya matang, di mana sukrosa
belum sepenuhnya terubah menjadi glukosa dan fruktosa. Selain itu,
pemberian makan buatan yang berkepanjangan pada lebah dengan
sirup sukrosa juga dapat meningkatkan kadar sukrosa dalam madu,
yang seringkali dimotivasi oleh keuntungan komersial yang tinggi
(Escuredo et al., 2013; Puscas et al,, 2013; Tornuk et al., 2013)

Sebagai antisipasi terhadap praktik pemalsuan, Komite Gula
Codex Alimentarius menetapkan batas maksimum kandungan gula
total sebesar 5 g per 100 g madu bunga (Codex, 2001). Madu yang
dipalsukan sering kali memiliki kadar sukrosa lebih dari 5%, yang
menjadi indikator penting dalam mendeteksi pemalsuan. Studi oleh
Gebremariam & Brhane (2014) menunjukkan bahwa penambahan
produk gula komersial pada madu dapat meningkatkan kadar sukrosa
dari 3,81% pada madu murni menjadi 9,80% pada campuran madu
dan gula (dalam perbandingan 1:1 b/b).

Analisis lebih lanjut menunjukkan bahwa beberapa madu yang
diperoleh dari pasar lokal mengandung kadar sukrosa melebihi batas
maksimum yang diperbolehkan, yang mengindikasikan pemalsuan
melalui penambahan gula atau produk sejenis (Gebremariam &
Brhane, 2014). Selain itu, pada beberapa madu yang dicampur dengan
bahan pengotor, kadar sukrosa dan monosakarida hampir serupa,
yang menunjukkan bahwa madu tersebut bukan hanya ditambah
dengan sirup, melainkan lebah diberi makan sirup gula dalam jumlah
besar. Dalam proses ini, lebah mengubah sebagian sukrosa menjadi
glukosa dan fruktosa melalui hidrolisis enzimatik, meskipun sebagian
sukrosa tetap terakumulasi dalam madu.

Jika madu telah dicampur dengan sirup, seharusnya terjadi
penurunan relatif pada semua puncak profil karbohidrat, termasuk
monosakarida. Hal ini disebabkan oleh penurunan aktivitas enzim
invertase yang biasanya menguraikan sukrosa menjadi glukosa dan
fruktosa (Dumté, 2010). Dumté (2010) juga mengungkapkan bahwa
dalam pemberian makan yang berkepanjangan kepada lebah, sukrosa
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akan terhidrolisis menjadi fruktosa dan glukosa. Namun, setelah
pemberian makan intensif, lebah mulai menyimpan glukosa dalam
bentuk oligosakarida yang lebih kompleks, seperti maltosa dan
maltotriosa.

Madu yang tercemar dengan sirup gula seringkali menunjukkan
kadar sukrosa sekitar 27%, sementara kadar monosakarida tercatat
sekitar 17%. Hal ini menunjukkan bahwa pemalsuan madu dapat
terjadi melalui pemberian sirup gula pada lebah. Secara umum,
kandungan sukrosa dalam madu murni cenderung rendah, karena
enzim invertase dalam madu memecah sukrosa menjadi glukosa dan
fruktosa. Oleh karena itu, kadar sukrosa yang tinggi dalam madu dapat
menjadi indikasi bahwa madu tersebut telah tercemar, baik karena
pemalsuan  maupun akibat pemanasan Dberlebihan yang
mendenaturasi invertase.

Dengan demikian, kandungan sukrosa menjadi salah satu
kriteria utama dalam menentukan kualitas madu. Madu alami atau
murni memiliki kadar sukrosa yang sangat rendah, sementara madu
yang dipalsukan cenderung memiliki kadar sukrosa yang lebih tinggi,
umumnya akibat pemberian gula pada lebah.

11.3.4. Efek pemalsuan pada konduktivitas listrik

Konduktivitas listrik madu memiliki hubungan yang erat
dengan konsentrasi garam mineral, asam organik, dan protein.
Parameter ini menunjukkan variasi yang besar tergantung pada asal
bunga madu dan dianggap sebagai salah satu indikator terbaik untuk
membedakan madu berdasarkan sumber bunganya (Terrab et al,
2004). Madu murni umumnya memiliki konduktansi yang mendekati
nol. Bahkan, madu yang dipalsukan dengan air atau larutan gula jenuh
cenderung memiliki konduktivitas yang lebih tinggi dibandingkan
madu murni (Rehman et al., 2008).

Studi perbandingan antara madu murni dan madu yang
dipalsukan menunjukkan bahwa nilai rata-rata konduktivitas listrik
untuk madu murni adalah 0,28 ms/cm, sementara untuk campuran
madu dan gula dengan perbandingan 1:1 (b/b), nilai konduktivitasnya
menurun menjadi 0,17 ms/cm. Penurunan konduktivitas listrik ini
mengindikasikan adanya pemalsuan pada madu. Konsentrasi garam
mineral, asam organik, dan protein pada gula komersial jauh lebih
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rendah dibandingkan dengan madu alami (Gebremariam & Brhane,
2014).

Oroian et al. (2018) menunjukkan bahwa madu yang dipalsukan
dengan fruktosa memiliki konduktivitas listrik yang lebih rendah
dibandingkan asli karena fruktosa dapat menurunkan konduktivitas
listrik. Sebaliknya, madu yang dipalsukan dengan sirup inulin
terhidrolisis menunjukkan konduktivitas listrik yang lebih tinggi
dibandingkan dengan madu asli, hal ini disebabkan oleh sifat asam
pada sirup tersebut. Hal ini ditegaskan oleh temuan lainnya yang
mengindikasikan bahwa konduktivitas listrik merupakan salah satu
parameter terbaik untuk mendeteksi pemalsuan madu (Corbella &
Cozzolino, 2006).

11.3.5. Efek pemalsuan pada Hidroksimetil furfural (HMF).

Hidroksimetilfurfural (HMF) merupakan senyawa asing
endogen yang sangat reaktif, dan dapat bereaksi lebih lanjut, salah
satunya dengan mengalami reaksi Maillard. Proses pembentukan HMF
dalam madu berlangsung lambat pada suhu normal selama
penanganan. Kandungan HMF dalam berbagai jenis madu umumnya
dipengaruhi oleh komposisi gula dan pH madu tersebut (Singh & Bath,
1997). Menurut Capuano & Fogliano (2011) serta Yucel & Sultanoglu
(2013), kadar HMF yang tinggi dalam madu dapat menjadi indikasi
pemalsuan, khususnya akibat penambahan sirup invert. HMF dapat
terbentuk dengan memanaskan gula bersama asam untuk proses
inversi sukrosa (Silva et al., 2016; Capuano et al,, 2011; Yucel et al,
2013).

Pada konsentrasi tinggi, HMF dapat memengaruhi warna madu.
Selain itu, kandungannya juga meningkat pada suhu tinggi selama
penyimpanan. Oleh karena itu, HMF merupakan indikator yang efektif
untuk mendeteksi pemalsuan madu dengan penambahan gula invert.
Nilai HMF sebesar 200 mg/kg dianggap sebagai indikasi adanya
pemalsuan madu menggunakan gula invert hasil hidrolisis asam,
sedangkan nilai 500 mg/kg dianggap sebagai bukti konklusif
pemalsuan madu (Kalabova et al., 2003).

Corbella & Cozzolino (2006) menyatakan bahwa HMF adalah
sifat yang berguna dalam mendeteksi pemalsuan madu, karena
pemalsuan dapat meningkatkan kandungan HMF dalam madu.
Berkenaan dengan ini, Gebremariam & Brhane (2014) telah
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membahas penilaian tingkat pemalsuan pada produk makanan,
termasuk madu, yang menunjukkan bahwa madu yang diambil dari
pasar lokal memiliki kadar air dan HMF yang lebih tinggi dari tingkat
yang disarankan. Hal ini mengindikasikan adanya pemalsuan dan
perlakuan panas, sedangkan madu murni yang dibeli langsung dari
peternak lebah atau petani rumah tangga memenuhi standar nasional
dan internasional, serta berkualitas baik. Dengan demikian,
peningkatan kadar HMF dan kadar air pada madu dapat menjadi
indikasi pemalsuan.

Doner (1977) melaporkan bahwa kadar HMF pada madu segar
biasanya sangat rendah, namun meningkat seiring dengan
penambahan gula invert. Menurut Abdel-Aal et al. (1993),
peningkatan kadar HMF dapat dijadikan sebagai uji yang sederhana
dan cepat untuk mendeteksi tingkat pemalsuan madu. Selain
pemalsuan, faktor lain yang turut memengaruhi peningkatan kadar
HMF adalah penyimpanan. Madu dengan kadar HMF rendah
menunjukkan bahwa kadar gula pada madu tersebut tidak
terpengaruh oleh proses penyimpanan (Lawal et al., 2009).

Fenomena ini oleh Samat et al. (2018) telah diinformasikan
bahwa kadar HMF pada madu yang dipalsukan secara signifikan lebih
tinggi dibandingkan dengan madu murni, bahkan melebihi batas yang
ditetapkan oleh Codex. Batas HMF yang diterima oleh Codex
bervariasi, yaitu 0 mg/kg untuk madu segar yang baru dipanen, 40
mg/kg untuk madu dari iklim sedang, dan 80 mg/kg untuk madu
tropis. Namun, proses pembentukan HMF dapat dipercepat dengan
penambahan gula komersial dan pemanasan, yang merupakan praktik
umum dalam produksi madu palsu. Oleh karena itu, madu murni
umumnya menunjukkan kadar HMF yang lebih rendah dibandingkan
dengan madu yang dipalsukan, karena penambahan bahan pemalsu
atau agen lainnya akan meningkatkan kadar HMF.

11.3.6. Efek pemalsuan pada Enzim (diastase, invertase)

Angka diastase merupakan salah satu kriteria yang sangat
penting untuk mendeteksi pemalsuan madu, serta untuk memastikan
apakah madu tersebut mengalami perlakuan panas yang tidak sesuai
atau disimpan dalam kondisi yang tidak tepat. Jika madu dicampur
dengan gula atau sirup jagung fruktosa tinggi, atau bahan pengencer
lainnya, angka diastase yang rendah dapat dinaikkan kembali dengan
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penambahan amilase asing. Enzim-enzim yang terdapat dalam madu,
seperti diastase, berfungsi sebagai indikator yang penting dalam
pengendalian mutu madu. Aktivitas enzim invertase atau diastase
sering digunakan untuk mengetahui apakah madu telah mengalami
kerusakan akibat pemanasan.

Batasan aktivitas enzimatik diastase telah ditetapkan oleh
badan standar Ethiopia dan regulasi Uni Eropa (UE). Aktivitas
enzimatik ini mencerminkan proses konversi nektar menjadi madu
selama proses pematangan. Aktivitas enzim dalam madu dapat sangat
bervariasi tergantung pada asal botani madu tersebut, meskipun
enzim tersebut umumnya ditambahkan oleh lebah. Oleh karena itu,
penting untuk mengumpulkan madu dan nektar selama proses
pematangan madu, kemudian mempelajari aktivitas enzim dengan
memperhatikan sumber bunga asalnya (Zabrodska & Vorlova, 2014).

Aktivitas diastase oleh Abdel-Aal et al. (1993), ditemukan
bahwa angka aktivitas diastatik cenderung menurun secara bertahap
seiring dengan meningkatnya persentase pengotor HFCS (High
Fructose Corn Syrup) yang digunakan untuk memalsukan madu,
dengan menggunakan konsentrasi HFCS yang berbeda. Invertase,
yang berfungsi untuk mengubah sukrosa dalam madu murni menjadi
fruktosa dan glukosa, akan terdegradasi oleh panas selama proses
pemrosesan madu. Akibatnya, madu yang dipalsukan akan
mengandung sukrosa yang berlebih dan fruktosa yang lebih rendah,
hal ini disebabkan oleh hilangnya aktivitas enzim invertase (Lawal et
al,, 2009)

11.3.7. Efek pemalsuan pada prolin

Menurut Codex Alimentarius dan Uni Eropa, kandungan prolin
pada madu yang berkualitas baik dan dapat diterima adalah 180 mg
per kg madu (Bogdanov, 2009). Beberapa peneliti menggunakan
prolin sebagai salah satu kriteria untuk menilai kualitas dan
kematangan madu, serta sebagai indikator pemalsuan madu dengan
menggunakan gula tambahan, terutama apabila kandungan asam
amino ini secara signifikan lebih rendah dari 180 mg/kg, yang
merupakan nilai minimum yang telah disepakati untuk madu asli
(Bogdanov et al., 1999). Oleh karena itu, penentuan kandungan prolin
pada madu menjadi salah satu cara untuk mengidentifikasi pemalsuan
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madu, baik yang mengandung zat asing maupun hasil panen madu
yang belum matang.

11.4. Efek pada sifat reologi

Pemalsuan madu dapat memengaruhi perilaku reologi, baik
viskometrik maupun dinamis. Hal ini disebabkan oleh perubahan
komposisi madu, yang sebagian besar terdiri dari gula seperti fruktosa
dan glukosa. Pemalsuan akan mengubah profil komposisi tersebut,
yang pada gilirannya memengaruhi viskositas dan sifat reologinya.
Sejumlah upaya telah dilakukan untuk mempelajari reologi madu,
dengan tujuan untuk menentukan asal botani madu, pengaruh suhu
terhadap sifatnya, dan berbagai faktor lainnya. Penggunaan
parameter reologi yang dikombinasikan dengan parameter lain telah
terbukti sebagai metode yang efektif untuk mengidentifikasi
persentase pemalsuan dalam madu (Kamboj & Mishra, 2015).

11.4.1. Viskositas

Madu merupakan cairan kental yang bersifat nonelastis dan
memiliki perilaku yang mirip dengan cairan pada umumnya.
Ketahanan madu terhadap deformasi pada madu palsu cenderung
lebih rendah dibandingkan dengan madu asli. Oleh karena itu,
ketahanan total terhadap deformasi dapat dijadikan sebagai indikator
yang efektif untuk mendeteksi adanya zat pengotor dalam madu.
Sebagaimana yang dilaporkan oleh Yilmaz et al. (2014), penambahan
sirup sukrosa dan fruktosa ke dalam madu alami mengakibatkan
penurunan viskositas madu, dan penurunan tersebut semakin
signifikan seiring dengan peningkatan konsentrasi zat pengotor.
Selain itu, mereka juga menyatakan bahwa tegangan geser madu palsu
berkurang seiring dengan meningkatnya kandungan bahan pemalsu,
yang pada akhirnya menyebabkan penurunan viskositas madu.
Berkenaan dengan hal tersebut, Yilmaz et al. (2014) menyimpulkan
bahwa perubahan perilaku creep, aliran, dan viskoelastis madu murni
dapat digunakan untuk mendeteksi pemalsuan madu.

Penambahan sirup pada madu juga terbukti dapat menurunkan
nilai viskositas, stabilitas penyimpanan, dan modulus kehilangan pada
madu kontrol. Temuan ini menunjukkan bahwa analisis creep yang
stabil dan dinamis dapat dijadikan alat baru untuk mendeteksi
pemalsuan madu yang disebabkan oleh penambahan sirup fruktosa
dan sukrosa (Yilmaz et al, 2014). Madu yang baru diekstraksi
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memiliki viskositas yang bergantung pada berbagai zat yang
terkandung di dalamnya, dan karenanya viskositasnya bervariasi
sesuai dengan komposisinya, terutama kadar airnya.

El-Bialee & Sorour (2011) menunjukkan bahwa penambahan
berbagai konsentrasi molase menyebabkan viskositas madu menurun
seiring dengan meningkatnya laju geser, menandakan perilaku
pengenceran geser. Sebaliknya, viskositas madu murni cenderung
stabil, yang mengindikasikan sifat Newtonian. Selain itu, Da Costa et
al. (2002) menemukan bahwa penambahan ekstrak propolis pada
madu murni dapat menurunkan viskositasnya. Sementara itu, Kamboj
& Mishra (2015) melaporkan bahwa penurunan kadar air akibat
pemalsuan madu menyebabkan peningkatan viskositas.

Madu murni, yang memiliki viskositas tinggi, menunjukkan
bahwa viskositas rendah pada madu umumnya mengindikasikan
kadar air yang tinggi atau pengenceran yang signifikan (Ramirez-
Cervantes et al,, 2000). Oleh karena itu, pemalsuan madu cenderung
menurunkan viskositas dan pada akhirnya akan mengurangi aliran
produk tersebut.

11.4.2. Kepadatan

Kepadatan madu dipengaruhi oleh kadar airnya. El-Bialee &
Sorour (2011) melaporkan bahwa madu murni memiliki kepadatan
yang lebih tinggi dibandingkan dengan madu yang telah dipalsukan.
Mereka juga menjelaskan bahwa pemalsuan madu murni dengan
penambahan konsentrasi pati, molase, dan air suling yang berbeda
akan menyebabkan penurunan kepadatan seiring dengan
meningkatnya kadar pati yang ditambahkan. Tren serupa juga
ditemukan pada madu yang dipalsukan dengan penambahan glukosa
dan air suling, meskipun pada pemalsuan dengan molase, nilai
kepadatan justru meningkat seiring dengan bertambahnya
konsentrasi molase yang ditambahkan. Secara keseluruhan, madu
murni memiliki kepadatan yang lebih tinggi dibandingkan madu yang
dipalsukan, kecuali pada pemalsuan yang menggunakan molase.

11.4.3. Tegangan permukaan

El-Bialee dan Sorour (2011) mengemukakan bahwa tegangan
permukaan meningkat seiring dengan meningkatnya konsentrasi pati,
glukosa, molase, dan air suling. Sementara itu, nilai tegangan geser dan
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viskositas yang stabil cenderung menurun seiring dengan
peningkatan tingkat pemalsuan (Yilmaz et al, 2014). Tegangan
permukaan madu dipengaruhi oleh kadar airnya, dan akan meningkat
seiring dengan penambahan pengotor. Penurunan viskositas pada
sampel yang dipalsukan dapat menjelaskan fenomena ini,
sebagaimana dijelaskan dalam percobaan yang dilakukan oleh
Rehman et al. (2008).

11.5. Efek pada sifat gizi
Pemalsuan madu merupakan masalah yang sering terjadi dan

dapat mengakibatkan penurunan nilai gizi serta nilai medis madu itu
sendiri. Menurut Lawal et al. (2009), sebagian besar madu yang
beredar di pasaran sebenarnya adalah sukrosa karamel yang tidak
mengandung nilai gizi apapun. Hal ini disebabkan oleh bahan pemalsu
yang tidak memiliki kandungan gizi seperti madu asli, sehingga
konsumen kehilangan manfaat gizi yang seharusnya diperoleh dari
madu. Beberapa sumber juga menyebutkan bahwa pemalsuan madu
dapat menurunkan kandungan protein yang terdapat dalam madu.
Madu yang dipalsukan, dipanaskan terlalu lama, atau disimpan dalam
jangka waktu yang lama cenderung menunjukkan penurunan atau
bahkan tidak mengandung protein sama sekali (Almeida et al., 2013).

Abdel et al. (1993) mengungkapkan adanya variasi kandungan
nitrogen antara madu murni, madu yang dipalsukan, dan HFCS (High
Fructose Corn Syrup) murni. Kandungan nitrogen madu murni tercatat
sekitar 0,6%, sedangkan pada madu yang dipalsukan dengan
campuran 50% madu hanya sebesar 0,3%, dan pada HFCS murni
murni memiliki kandungan nitrogen, prolin, kalium, dan natrium yang
lebih tinggi dibandingkan dengan madu yang dipalsukan (Abdel-Aal et
al, 1993). Nisbet et al. (2018) menunjukkan bahwa kandungan
protein madu dapat dijadikan indikator yang andal untuk mendeteksi
madu yang dipalsukan dengan penambahan gula hingga 30%. Semua
jenis madu mengandung asam amino dalam jumlah 50-300 mg/kg,
dengan prolin sebagai asam amino yang paling melimpabh,
menyumbang sekitar 50-85% dari total asam amino. Secara khusus,
rasio konsentrasi prolin (dengan nilai minimum 180 mg/kg) dapat
digunakan untuk membedakan antara madu asli dan madu yang
dipalsukan (Da Silva et al.,, 2016; Cotte et al., 2007). Dalam hal ini,
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kandungan prolin dapat dijadikan indikator yang lebih akurat
dibandingkan kandungan protein untuk membedakan madu asli dan
madu palsu, menurut Nisbet et al. (2018).

Informasi lain juga menunjukkan bahwa kadar prolin,
kandungan fenolik total, aktivitas antioksidan, serta konsentrasi
mineral seperti kalium, kalsium, magnesium, dan fosfat memiliki
potensi untuk membedakan madu murni dari madu yang dipalsukan.
Hal ini dikarenakan proses pemalsuan dapat menyebabkan
penurunan nilai gizi madu. Meskipun penentuan satu parameter
tunggal tidak dapat diandalkan untuk mendeteksi pemalsuan madu,
analisis profil komponen-komponen tertentu dalam madu mungkin
lebih tepat untuk tujuan ini. Mengingat madu mengandung banyak zat
aktif biologis, pemalsuan dapat menghilangkan beberapa komponen
fungsional tersebut melalui reaksi kimia dengan bahan pemalsu yang
ditambahkan. Oleh karena itu, konsumsi madu yang dipalsukan dapat
membahayakan kesehatan manusia.
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BAB XII
DETEKSI MADU PALSU DENGAN TEKNIK DNA
BARCODING

12.1. Pengantar

Madu adalah zat manis alami yang dihasilkan oleh lebah madu,
dan telah digunakan secara luas sebagai produk pangan serta pemanis
alami. Karakteristik madu sangat bervariasi, tergantung pada asal
botani sumber nektar yang dikumpulkan oleh lebah, yang juga
dipengaruhi oleh lokasi geografis pemeliharaan lebah dan musim
panen. Faktor-faktor ini menghasilkan madu dengan rasa, warna, dan
komposisi yang berbeda-beda (Lazarevi¢ et al., 2017). Secara global,
konsumsi madu mengalami peningkatan yang signifikan, tidak hanya
sebagai dampak dari pertumbuhan populasi dunia, tetapi juga karena
meningkatnya preferensi terhadap produk pangan alami yang lebih
sehat. Hal ini mendorong terjadinya lonjakan dalam perdagangan
madu internasional (Garcia, 2018). Sebagai contoh, di Inggris pada
tahun 2023, lebih dari 50.000 ton madu diimpor untuk melengkapi
produksi lokal yang terbatas, guna memenuhi permintaan konsumen
yang terus meningkat (HMRC, 2023).

Namun, seperti halnya produk pangan bernilai tinggi lainnya,
madu juga rentan terhadap penipuan makanan. Kekhawatiran terkait
keaslian produk ini memicu penyelidikan di Uni Eropa pada tahun
2016, yang mengungkapkan bahwa 14,2% dari madu (n = 893) yang
diuji untuk pemalsuan gula C4 dicurigai tidak memenubhi kriteria yang
ditetapkan dalam arahan Madu Uni Eropa 2001/110/EC (Aries et al,,
2016; EU, 2002). Mengejutkannya, data terbaru dari Uni Eropa pada
tahun 2023 menunjukkan bahwa 46% madu yang diimpor ke Uni
Eropa (n = 320) dan diuji untuk penanda pemalsuan gula juga
dicurigai tidak memenuhi persyaratan, yang menunjukkan bahwa
pemalsuan madu menjadi masalah yang semakin memprihatinkan
(Zdiniakova et al., 2023). Penting untuk dicatat bahwa peningkatan
ketidakpatuhan yang diamati didasarkan pada serangkaian pengujian
yang sangat interpretatif, selain metode deteksi gula C4 tradisional.

Secara komposisi, madu sebagian besar terdiri dari berbagai
bentuk gula, seperti fruktosa, glukosa, maltosa, dan sukrosa, namun

juga mengandung komponen minor lainnya seperti vitamin, mineral
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esensial, asam amino, protein, dan senyawa fenolik. Komponen-
komponen ini memberikan dampak positif terhadap nilai gizi dan
ekonomi madu (da Silva et al.,, 2016). Sebaliknya, sirup gula yang
berasal dari tanaman diperoleh dengan mengolah sari buah atau
memodifikasi pati melalui perlakuan panas, enzim, atau asam
(Fakhlaei et al.,, 2020; Giler et al., 2014). Meskipun sirup gula ini
umumnya memiliki nilai ekonomi dan gizi yang lebih rendah
dibandingkan madu, ia memiliki tampilan dan rasa manis yang serupa,
sehingga sering digunakan untuk memalsukan madu demi
keuntungan ekonomi. Pemalsuan ini berimbas pada perubahan rasa,
komposisi kimia, dan sifat gizi madu, menghasilkan produk dengan
kualitas yang lebih rendah (Soares et al.,, 2017b). Sirup yang sering
digunakan untuk pemalsuan ini antara lain berasal dari jagung, tebu,
bit gula, beras, dan gandum, tergantung pada ketersediaan di pasar
(Trifkovi¢ et al, 2017). Pemalsuan juga bisa terjadi secara tidak
langsung melalui pemberian makan lebah yang tidak etis dengan
menggunakan sirup gula selama aliran nektar, guna meningkatkan
hasil panen (Stefas et al., 2022).

Metode tradisional untuk mendeteksi pemalsuan gula dalam
madu bergantung pada analisis komposisi gula menggunakan teknik
seperti kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC). Undang-undang Madu
Inggris (Honey (England) Regulations, 2015) dan Standar Codex 12-
1981 untuk madu (Codex Alimentarius, 1981) menetapkan jumlah
minimum fruktosa dan glukosa dalam madu (tidak kurang dari 60
g/100 g), serta kadar maksimum sukrosa (tidak lebih dari 5 g/100 g).
Adapun beberapa jenis madu tertentu, seperti embun madu, lavender,
borage, dan Citrus spp. diperbolehkan memiliki penyimpangan
tertentu karena perbedaan alami dalam komposisi gula sumber
nektar mereka. Namun, karena beberapa sirup gula memiliki
komposisi yang mirip dengan nektar yang dikonsumsi lebah,
diperlukan teknik yang lebih canggih untuk mendeteksi pemalsuan
gula dalam madu. Metodologi modern untuk mendeteksi gula eksogen
dalam madu sebagian besar didasarkan pada analisis rasio isotop
karbon stabil (SCIRA), yang berfokus pada identifikasi keberadaan
tanaman C4 yang menjadi pengotor dengan menilai rasio isotop
13C/12C (White, 1992). Hal ini berdasarkan fakta bahwa madu harus
hampir seluruhnya berasal dari tanaman dengan jalur fotosintesis C3
(siklus Calvin), sedangkan tanaman seperti jagung dan tebu memiliki
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jalur fotosintesis C4 (Hatch-Slack) (Tosun, 2013). Tanaman C4
memiliki nilai 13C yang lebih tinggi, yang akan terdeteksi jika madu
dipalsukan dengan sirup jagung atau tebu (Tosun, 2013). Namun,
untuk sirup yang berasal dari tanaman C3, seperti beras dan bit gula,
metode SCIRA tidak cocok, sehingga diperlukan teknik alternatif. Data
teknis Uni Eropa tahun 2023 menunjukkan bahwa metode SCIRA
(metode AOAC 991.41) tidak efektif dalam mendeteksi madu yang
dicurigai tidak memenuhi persyaratan, yang mengindikasikan bahwa
sirup gula dari jagung atau tebu tidak lagi digunakan untuk
memalsukan madu yang diimpor ke Eropa (Zdiniakova et al., 2023).
Metode alternatif yang digunakan untuk mendeteksi pemalsuan
gula meliputi penilaian komposisi kimia madu dengan mencari
penanda spesifik seperti mannosa, difruktosa anhidrat (DFA), dan 2-
Asetilfuran-3-glukopiranosida (AFGP) (Misslera et al., 2016; Montilla
et al,, 2006; Xue et al., 2013), penerapan karakterisasi gula (Cordella
et al, 2005; Morales et al., 2008), atau pembuatan profil madu
menggunakan resonansi magnetik nuklir (NMR) (Rhee et al,, 2023;
Spiteri et al.,, 2015). Namun, metode-metode ini kemungkinan besar
akan terpengaruh oleh variasi besar dalam komposisi fisik dan kimia
jenis madu alami yang berasal dari sumber yang berbeda, yang dapat
menghasilkan hasil yang tidak dapat diandalkan atau salah ditafsirkan
(Soares et al,, 2017b). Oleh karena itu, perlu adanya basis data yang
luas dan valid untuk secara akurat mewakili sidik jari dari berbagai
jenis madu dan campuran umumnya, yang merupakan tantangan
besar. Metode berbasis DNA telah banyak digunakan untuk
autentikasi makanan guna mengidentifikasi keberadaan spesies
tanaman dalam berbagai produk makanan atau bahan mentah
(Madesis et al., 2014). Dalam madu, terdapat berbagai sumber asam
nukleat, termasuk DNA tanaman dari nektar bunga, DNA mikroba,
serta DNA hewan yang berasal dari lebah madu (Wirta et al,, 2021).
Meskipun sebagian besar metodologi berbasis DNA difokuskan pada
autentikasi botani madu (Laube et al, 2010; Lopes et al, 2023;
McDonald et al.,, 2018; Soares et al., 2018; Wu et al,, 2017b), juga telah
ditemukan bahwa DNA tanaman dari sirup gula dapat berhasil
diidentifikasi dalam madu yang dicampur dengan molase beras atau
jagung (Sobrino-Gregorio et al., 2019; Truong et al.,, 2022). Namun,
teknik ini belum banyak diuji pada berbagai jenis sirup dan madu atau
diterapkan pada bahan pengotor sirup gula lainnya. Oleh karena itu,
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sangat penting untuk menilai keandalan metode-metode ini dalam
situasi kehidupan nyata, di mana berbagai bahan pengotor sirup dapat

digunakan pada semua jenis madu.

12.2. Spesifikasi Madu dan Data Identifikasi

Tabel 12.1. Spesifkasi madu yang digunakan (Dodd et al., 2025)

Kode

Deskripsi

Madu Madu Makanan Lebah 2 musim Area
HO1 Woodland Pohon-pohon hutan dan Panas Yorkshire
Bunga di sekitarnya,
hippocastanum) dan
Kastanye manis (Castanea
sativa).
HO02 Sycamore Dominasi oleh Acer Semi Yorkshire
pseudoplatanus dengan
sedikit hawthorn
monogyna) dan kacang
(Fabaceae)
HO03 Phacelia Phacelia tanacetifolia semi Yorkshire
HO04 Ivy Hedera helix gugur Yorkshire
HO5 Himalayan Impatiens glandulifera gugur Yorkshire
Balsam
HO6 spring set Campuran bunga musim semi Yorkshire
semi yang dibudidayakan
dan liar
HO7 Borage Borago officinalis panas Warwickshire
HO8 Buckwheat Fagopyrum esculentum gugur Yorkshire
H09 Meadowfoam Limnanthes alba panas Warwickshire
H10 sea lavender Limonium vulgare panas Norfolk
H11 heather Calluna vulgaris gugur Exmoor
H12 echium Echium plantagineum panas Warwickshire
H13 field dan Campuran padang rumput, campuran Yorkshire
Forest hutan dan alam liar
H14 Hedgerow Bunga padang rumput, campuran Norfolk
campuran bunga dari
pagar tanaman, padang
rumput, dan lahan
pertanian
H15 English Campuran bunga musim campuran Yorkshire
Blossom semi dan musim panas
H16 apple blossom Malus domestica semi Norfolk
H17 Wildflower Campuran bungan liar panas Warwickshire
musim panas
CH1 Wildflower Campuran bunga liar panas Oxfordshire
musim panas dan semak
berduri
CH2 Heather Heather dari perbukitan gugur Scotland
dan pedesaan Skotlandia
CH3 Heather Heather dari Scottish gugur Scotland
Moors
CH4 Borage Borago officinalis semi England

a Seperti yang dijelaskan oleh produsen madu atau ditafsirkan dari label produk.
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Tabel 12.2. Gula sirup dan informasi bahan sebagai kontrol (Dodd et al., 2025)

Bahan Deskripsi Spesies tanaman Negara
Kontrol produksi
C1 sirup jagung Jagung Korea
C2 sirup jagung Jagung Italia
Cc3 sirup jagung Jagung Korea
C4b tepung jagung Jagung NKa
R1 sirup beras Beras Spanyol
R2 sirup beras Beras Spanyol
R3 sirup beras Beras Korea
R4 sirup beras Beras Korea
R5P sirup beras Beras NKa
R6 sirup beras Beras Jerman
R7 sirup beras Beras Non-EU
S1 sirup gula NK2 Korea
S2 sirup gula NKa Korea
B1 molase bit gula bit gula Jerman
B2 siru[})1 pakan bit gula Jerman
leba
B3b gula pasir bit gula Inggris
B4b sirup gula bit gula Inggris
B5 sirup jernih bit gula Swedia
B6 sirup golden bit gula Inggris
B7 sirup dark bit gula dan tebu  Swedia

a NK = Not known.

b Bahan Kontrol

Tabel 12.3. Informasi Senyawa Primer Sekuens DNA (Dodd et al.,, 2025)

Sekuens 5'-3’

Spesies Gen target Nama Panjang
target ampliko
n (bp)
tanaman tRNA-Leu (trnL) P6 trnL_P6_f GGGCAATCCTGAGCCAA 10 - 144
loop (Taberlet et al.,
2007)
trnL_P6_r CCATTGAGTCTCTGCACCTATC
beras (Oryza phospholipaseD1 rice PLD1 f TGGTGAGCGTTTTGCAGTCT 68
sativa) (PLD1) (JRC, 2006)
rice. PLD1_r CTGATCCACTAGCAGGAGGTCC
cytosinemethyltransfe rice Zmet3 f CCCGGCCCTAAGGAACATAG 210
rase Zmet3
rice_Zmet3_.r CAGCAACCAAAGCACCTGAC
region of chloroplast rice_cp_f TTACACCGCACACCCCTG 99
rice_cp_r AGACCCGTTCCTTTTGGTATC
26S rRNA rice_rrn26_f TTTGGCGACCAGCAAACTCT 54
rice_rrn26_r TCATCCCTTGCTTCAAAACTAC
Jangung formin-like protein 7 corn_PERK2_ TCTATAAGCTTTGATTCCAGGG 275
(Zea mays) (LOC103635325) f
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(Truong et al,,

2022) corn_PERK2_ TTGCTCTCCGAAATGACACTAT
r
tRNA-Leu (trnL) corn_trnL_f  ACTACCCCTCCCCATTTCCT
corn_trnL_.r  CCCTTTCTTGTGCATCATCTTA
26S rRNA corn_rrn26_f TCTTTGGCGACCAGCAAAGC
corn_rrn26_r CTCATCCCTTGCTTCAAAACGA
A
Gula bit adenylate transporter beet ant f  CAGTATATTTTAGTCAATTCCA
(Beta (ant) (Chaouachi et AG
vulgarissubs  al., 2013)
p-
vulgarisvar.
altissima) beet ant_r ACATTTTCTGTCTGGTCTACTA
(o
unknown region beet01_f GCCCCCAAAAACCCTTCA
beet01_r GGGCAATTTGGTAGGCTTCTT
beet02_f ATCCCTGCAGCCATCAGTGA
beet02_r ACCAGTAAGCCACTCAACAGTC
AA
maturase K (matK) beet matk f CCCAGACCGACTTACTAACG
beet matk.r ATTCCTCTGGTTGGATCCTTG
open readingframe beet_orf409 GATCTTCCCAACCCATATGGA
409 (orf409) f

beet_orf409_ GGCGAATAAAGTCCGACAGTA

r

108

66

135

116

121

76

56

12.3. Analisa Data
12.3.1. Amplifikasi dan spesifisitas primer

Reaksi PCR dilakukan untuk ke-13 pasangan primer, yang
mengamplifikasi daerah nDNA, mtDNA, atau cpDNA dari ekstrak DNA
beras, jagung, dan bit gula (Tabel 12.4). Penanda kontrol positif
tanaman (trnL_P6) berhasil diamplifikasi pada ketiga ekstrak
tanaman tersebut. Untuk penanda beras, PLD_1 berhasil diamplifikasi
pada ekstrak beras maupun jagung, sementara Zmet3, cp, dan rrn26
hanya spesifik untuk ekstrak beras. Ketiga penanda untuk jagung
bersifat spesifik untuk spesies jagung. Pada ekstrak bit gula, penanda
semut gagal diamplifikasi, sementara penanda 01, 02, matk, dan
orf409 hanya berhasil diamplifikasi pada ekstrak bit gula.
Keberhasilan amplifikasi penanda-penanda tersebut selanjutnya
dibandingkan menggunakan qPCR, di mana nilai Cq yang lebih rendah
menunjukkan jumlah target yang lebih tinggi terdapat dalam bahan
(Tabel 12.5).
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12.3.2. Ekstraksi DNA dari sirup gula
12.3.2.1. Amplifikasi penanda tanaman umum

Dua kit DNA, yaitu QIAGEN DNeasy Plant Pro dan Macherey-
Nagel Nucleospin Food Kit, digunakan untuk mengekstraksi DNA
tanaman dari sirup gula. Efisiensi ekstraksi DNA dievaluasi dengan
cara menilai amplifikasi loop trnL P6 kloroplas melalui qPCR, yang
bertujuan untuk mengevaluasi hasil ekstraksi DNA tanaman. Pada
kedua kit tersebut, proses ekstraksi DNA berhasil, dengan penanda
trnL._P6 menunjukkan amplifikasi di atas 32 siklus pada semua bahan,
yang merupakan hasil yang signifikan mengingat matriks bahan yang
sulit. Secara umum, nilai Cq pada kit Nucleospin Food lebih rendah
dibandingkan dengan kit DNeasy Plant Pro, yang menunjukkan bahwa
kit Nucleospin Food menghasilkan DNA tanaman yang lebih tinggi
serta memiliki kapasitas ekstraksi yang lebih efisien. Senyawa C4 dan
B4-7 tidak berhasil diekstraksi menggunakan kit DNeasy Plant Pro,
sehingga senyawa-senyawa tersebut tidak disertakan dalam analisis
ini. Selanjutnya, kit Nucleospin Food digunakan untuk ekstraksi lebih
lanjut.

Hasil ini mengonfirmasi bahwa gen rice.PLD1 teramplifikasi
pada beras dan jagung, dengan bit gula juga menunjukkan amplifikasi
rice_PLD1 setelah 35 siklus, yang menjelaskan mengapa amplifikasi ini
tidak terdeteksi pada PCR. Selanjutnya, penanda corn_trnL hanya
menunjukkan amplifikasi terbatas pada beras (Cq 36,60), sedangkan
rice_cp menunjukkan amplifikasi rendah pada ekstrak jagung dan bit
gula (Cq 38,42 dan 38,59). Semua penanda lainnya hanya
diamplifikasi pada spesies yang diinginkan, kecuali penanda beet_ant
yang gagal diamplifikasi.

Secara umum, penanda spesifik yang menargetkan gen inti
(nDNA) menghasilkan nilai Cq yang lebih tinggi untuk spesies target
(Cq 22,30-25,64), sedangkan penanda mitokondria (mtDNA)
menghasilkan nilai Cq yang lebih rendah (18,46-19,17), dan penanda
kloroplas (cpDNA) menghasilkan nilai Cq terendah, yaitu antara 14,43
dan 16,48 untuk spesies target. Namun, penanda kloroplas untuk padi
dan jagung menunjukkan spesifisitas yang lebih rendah, yang
menunjukkan bahwa penanda mitokondria mungkin menjadi pilihan
yang lebih baik dalam hal spesifisitas spesies.
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Tabel 12.4. Komposisi gula madu, madu yang dicampur dengan sirup beras
10% (R1) dan sirup (Dodd et al.,, 2025)

Kode Spike  Fruktosa(  Glukosa Sukrosa Maltosa F+G
Sampel (%) 8/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g)
HO1 0 36.18 29.00 0.99 2.14 65.18
10 26.74 22.53 0.72 3.88 49.27
HO02 0 38.37 30.80 1.41 0.58 69.17
10 26.36 22.76 1.08 2.89 49.11
HO3 0 38.96 31.76 1.84 2.16 70.72
10 27.71 22.28 2.50 3.06 49.98
HO4 0 33.35 38.18 0.59 1.90 71.53
10 23.42 27.67 1.08 3.59 51.09
HO5 0 37.92 28.75 0.91 0.98 66.67
10 27.70 22.49 0.74 4.24 50.19
HO6 0 38.10 35.58 0.68 0.75 73.68
10 26.86 26.75 0.54 291 53.61
HO7 0 37.26 31.24 4.86 2.75 68.49
10 26.31 23.21 3.27 4.39 49.52
HO8 0 35.09 35.32 1.37 0.21 70.42
10 26.05 24.50 0.99 2.62 50.55
HO09 0 37.87 35.19 0.50 1.70 73.06
10 26.74 24.83 0.33 2.60 51.56
H10 0 34.11 26.43 0.55 1.73 60.54
10 27.34 23.36 0.47 2.94 50.70
H11 0 33.51 23.29 1.23 0.52 56.80
10 28.73 21.96 1.04 3.30 50.68
H12 0 32.93 26.33 0.77 1.78 59.26
10 27.33 23.46 0.66 391 50.79
H13 0 33.53 26.10 0.65 0.67 59.64
10 27.70 21.47 0.70 2.68 49.16
H14 0 33.02 26.44 1.13 0.80 59.46
10 27.78 23.38 0.99 4.13 51.16
H15 0 41.61 33.92 0.96 1.95 75.54
10 27.93 24.05 0.56 4.42 51.98
H1e6 0 38.74 31.93 1.50 0.33 70.66
10 26.61 23.24 1.03 3.68 49.85
H17 0 40.81 32.00 4.15 3.41 72.81
10 28.11 22.28 2.77 3.78 50.39
CH1 0 37.69 30.72 4.90 0.46 68.42
CH2 0 44.69 33.59 1.94 0.45 78.27
CH3 0 43.05 31.34 3.35 0.51 74.39
CH4 0 35.84 30.48 4.25 3.04 66.32
R1 0 1.49 22.49 0.22 31.90 23.99
R2 0 1.49 23.31 0.25 28.57 24.80
R3 0 1.68 17.34 0.85 42.59 19.02
R4 0 1.77 9.54 1.51 28.94 11.31
R5 0 1.65 9.76 0.50 12.39 11.41
R6 0 1.49 23.01 0.32 36.70 24.51
R7 0 1.79 26.90 0.62 37.14 28.69
R8 0 3.58 28.11 1.49 33.10 31.69
C1 0 1.49 0.82 0.75 41.16 2.31
Cc2 0 1.79 22.53 0.86 33.48 24.32
C3 0 1.49 1.56 1.93 50.86 3.05
S1 0 1.83 17.19 0.54 8.97 19.01
S2 0 5.12 23.24 18.95 0.30 28.36
B1 0 19.03 16.40 27.34 0.21 35.43
B2 0 39.71 31.03 7.92 0.30 70.74
B4 0 1.49 0.43 53.99 0.29 1.92
B5 0 24.74 24.37 31.52 0.27 49.11
B6 0 23.88 26.97 34.64 0.40 50.85
B7 0 24.13 23.67 31.64 0.28 47.80
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12.3.2.2. Amplifikasi penanda spesifik tanaman

Berdasarkan hasil amplifikasi penanda spesifik, satu penanda
dipilih untuk setiap spesies, yaitu rice_rrn26 untuk Dberas,
corn_rrn26 untuk jagung, dan beet_matk untuk bit gula. Semua
ekstrak DNA sirup kemudian dievaluasi untuk spesifisitas penanda
menggunakan qPCR. Hasilnya, yang ditunjukkan pada Gambar 12.1,
diskalakan ke amplifikasi DNA tanaman target sebesar 100%. Nilai Cq
dan deviasi standar (SD) disajikan pada Tabel 12.4, yang juga
mencakup hasil penanda tanaman trnL_P6 sebagai perbandingan.

Seluruh sirup beras menunjukkan amplifikasi untuk penanda
rice_rrn26, dengan nilai Cq yang berkisar antara 19,73 (pada R5)
hingga 37,32 (pada R7). Amplifikasi yang rendah juga terdeteksi pada
beberapa sirup gula lainnya (C1, C2, C3, S1, dan S2), meskipun dengan
nilai Cq yang lebih tinggi, berkisar antara 35,33 hingga 37,59.

Penanda corn_rrn26 diamplifikasi pada satu dari tiga sirup
jagung (C2), sedangkan C4 digunakan sebagai kontrol. Amplifikasi
untuk penanda ini juga terlihat pada R4 (Cq 37,11), R5 (Cq 31,58), S1
(Cq 37,28), dan B3 (Cq 35,94). Di sisi lain, penanda beet_matK tidak
menunjukkan amplifikasi yang kuat selain ekstrak tanaman bit gula.
Ekstrak sirup bit gula menunjukkan nilai Cq antara 33,44 dan 35,68
untuk penanda beet_matK, dengan tidak adanya amplifikasi pada B4,
B5, dan B7. Nilai amplifikasi serupa juga terlihat pada sirup gula
lainnya (Cq 33,48-36,69), yang mengarah pada kesimpulan bahwa
amplifikasi tersebut kemungkinan tidak terkait dengan keberadaan
DNA bit gula dalam bahan.

Oleh karena itu, tidak ada upaya lebih lanjut yang dilakukan
dengan menggunakan penanda beet_matK. Ketiga penanda bit lainnya
yang berhasil, yaitu beet01, beet02, dan beet_orf409, juga telah diuji
dengan ekstrak sirup bit gula, namun tidak berhasil dilakukan
amplifikasi).
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Tabel 12.5. Amplifikasi penanda DNA pada kontrol tanaman padi,
jagung dan bit gula menggunakan qPCR (Dodd et al., 2025)

Primer Genom target Amplifikasi (Cq)
Beras Jagung Gula bit

trnl_P6 cp 15.11 15.01 15.17
rice_PLD1 n 23.04 26.40 35.97
rice_Zmet3 n 22.30 a @
rice_cp cp 16.48 38.42 38.59
rice_rrn26 mt 18.88 2 @
corn_PERK2 n @ 25.64
corn_trnL cp 36.60 14.43
corn_rrn26 mt @ 19.17
beet_ant n @
beet01 u @ ° 24.62
beet02 u @ ° 28.54
beet_matk cp 2 2 15.45
beet_orf409 mt 2 2 18.46

a Tidak teramplifikasi, cp: kloroplas, mt: mitokondria, n: nuklir, u: target tidak diketahui.

12.3.3. Deteksi penanda beras dan jagung pada madu yang
dipalsukan

Untuk mereproduksi madu palsu, sirup beras jenis R1, R2, dan
R4, serta sirup jagung jenis C2, dipilih untuk dicampurkan dengan
madu alami jenis H17. Penanda yang berasal dari beras maupun
jagung terdeteksi dalam madu yang dicampur dengan konsentrasi 1%
(Gambar 12.1), dengan nilai Cq yang sebanding dengan persentase
campuran. Namun, pada bahan yang menggunakan R1, terdapat
anomali di mana campuran 5% menunjukkan nilai Cq yang lebih
rendah (Cq 25,09) dibandingkan dengan campuran 30% (Cq 26,84)
dan 10% (Cq 26,73). Untuk penanda beras dan jagung, amplifikasi
terdeteksi pada madu murni (campuran 0%), namun nilai Cq yang
dihasilkan jauh lebih tinggi dibandingkan dengan yang dicampur 1%.
Perbedaan antara madu murni dan campuran 1% terendah, baik
untuk penanda jagung (sekitar 5 siklus) maupun untuk penanda beras
(antara 8 hingga 10 siklus), memungkinkan pemisahan yang jelas
antara madu murni dan madu yang telah dicampur.

12.3.4. Amplifikasi penanda pada berbagai jenis madu
12.3.4.1. Amplifikasi asal-usul penanda beras dan jagung

Untuk menganalisis amplifikasi latar belakang penanda beras
dan jagung yang terdeteksi dalam madu alami, dilakukan uji
amplifikasi pada 16 jenis madu yang berbeda guna menentukan nilai
ambang batas untuk metode ini. Madu H15 dikeluarkan dari hasil
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analisis karena tidak menunjukkan amplifikasi pada penanda trnL_P6,
yang digunakan sebagai kontrol positif untuk DNA tanaman (Tabel
12.5). Penanda beras berhasil diamplifikasi pada 8 dari 16 madu,
sementara penanda jagung berhasil diamplifikasi pada 10 dari 16
madu. Pada kedua penanda tersebut, madu soba (H8) menunjukkan
amplifikasi terkuat dengan nilai Cq sebesar 35,89 untuk penanda
rice_rrn26 dan 32,67 untuk penanda corn_rrn26 (Gambar 12.2).
Penanda jagung menunjukkan tingkat amplifikasi yang lebih tinggi
pada bahan yang menunjukkan amplifikasi.

Untuk memastikan bahwa pengujian ini tidak salah
mengidentifikasi madu alami sebagai madu yang dipalsukan, nilai
ambang batas ditetapkan untuk masing-masing penanda berdasarkan
bahan uji dengan nilai Cq terendah, kemudian ditambahkan interval
kepercayaan 95%. Untuk penanda beras, ambang batas yang
ditetapkan adalah 34,27 siklus, sedangkan untuk penanda jagung
adalah 31,27 siklus (Gambar 12.1).

: ¥
pe

Gambar 12.1. Perbandingan visualisasi amplifikasi penanda DNA (A)
rice_rrn26, (B) corn_rrn26 dan (C) beet_matK pada ekstrak tanaman dan
sirup gula. Amplifikasi diskalakan di mana amplifikasi untuk tanaman target
ditetapkan pada 100% dan batang galat mewakili deviasi standar dari tiga
reaksi PCR (Dodd et al.,, 2025)
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Gambar 12.2. Perbandingan visualisasi amplifikasi penanda DNA (A-C)
rice_rrn26 dan (D) corn_rrn26 untuk madu yang dicampur dengan sirup
beras (A) R1, (B) R2, (C) R4 dan sirup jagung (D) C2. Amplifikasi diskalakan
di mana amplifikasi tanaman target ditetapkan pada 100% dan batang galat
mewakili deviasi standar dari tiga reaksi PCR (Dodd et al., 2025).

12.3.4.2. Amplifikasi penanda beras dalam 5% madu campuran

Setiap jenis madu dicampur dengan sirup beras 5% R1 dan diuji
untuk amplifikasi penanda rice_rrn26 guna menentukan kesesuaian
metode pengujian pada madu yang berbeda. Ekstrak yang tidak
menunjukkan amplifikasi pada penanda loop trnL P6 dari tanaman
(H4, H10, dan H15) dikeluarkan dari analisis. Semua madu yang telah
dicampur menunjukkan amplifikasi pada penanda rice_rrn26 dengan
nilai siklus lebih dari ambang batas 34,27 siklus (setara dengan
25,03% apabila diskalakan), seperti yang ditunjukkan pada Gambar
12.4.
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12.3.4.3. Penerapan pada madu komersial

Madu komersial yang dipasarkan sebagai madu asal Inggris
dibeli dari pasar Inggris dan diekstraksi menggunakan protokol yang
telah dijelaskan sebelumnya. Ekstrak madu kemudian diuji untuk
amplifikasi penanda trnL_P6, rice_rrn26, dan corn_rrn26 (lihat Tabel
12.4). Tiga ekstrak madu komersial (CH; hingga CHs) menunjukkan
amplifikasi DNA tanaman yang baik berdasarkan penanda trnl_P6 (Cq
19,16 hingga 23,97), sementara satu ekstrak madu komersial (CH1)
tidak menunjukkan amplifikasi penanda DNA tanaman. Dari tiga madu
yang berhasil mengamplifikasi penanda tanaman, tidak ditemukan
amplifikasi penanda rice_rrn26. Pada ketiga ekstrak madu tersebut,
terdeteksi amplifikasi penanda corn_rrn26 dengan nilai Cq rendah (Cq
35,67 hingga 38,47). Hasil ini serupa dengan hasil yang diperoleh dari
madu asal Inggris lainnya.

12.3.5. Komposisi gula pada madu murni, madu campuran, dan
madu komersial

Setiap jenis sirup gula, madu murni, madu yang dicampur
dengan R1 sebesar 10%, dan madu komersial telah dianalisis
menggunakan HPLC-ELSD untuk mengukur kadar fruktosa, glukosa,
sukrosa, dan maltosa dalam madu (Tabel 12.5). Berdasarkan hasil
analisis tersebut dan dengan mempertimbangkan interval
kepercayaan 95%, diketahui bahwa semua 17 madu murni dan 4
madu komersial berada di bawah batas maksimal sukrosa, yaitu 5
g/100 g. Bahkan untuk madu HO07 dan CH., madu borage, yang
memiliki batas sukrosa yang lebih tinggi, yaitu 15 g/100 g menurut
peraturan (Codex Alimentarius, 1981; Peraturan Madu (Inggris),
2015), kadar sukrosanya juga masih di bawah batas tersebut.

Namun, ketika menilai kadar fruktosa dan glukosa, terdapat
satu madu (H11) yang berada di bawah batas minimum 60 g/100 g,
dengan nilai 56,79 g/100 g, yang berarti madu ini tidak memenubhi
peraturan yang berlaku untuk madu. Semua madu komersial, di sisi
lain, masih berada dalam batasan peraturan komposisi gula.

Analisis terhadap komposisi sirup beras yang digunakan untuk
pencampuran (R1) menunjukkan bahwa sirup ini mengandung 1,49
g/100 g fruktosa, 22,49 g/100 g glukosa, 0,22 g/100 g sukrosa, dan
31,90 g/100 g maltosa, dengan total fruktosa-glukosa sebesar 23,99

g/100 g. Oleh karena itu, tidak mengherankan jika kadar sukrosa pada
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madu yang dicampur dengan R1 tidak melebihi ambang batas yang
ditetapkan, yaitu 5 g/100 g atau 15 g/100 g.

Pada seluruh 17 jenis madu yang dicampur dengan sirup beras,

total kadar fruktosa dan glukosa berada di bawah batas ketentuan 60
g/100 g, dengan konsentrasi rata-rata 67,27 g/100 g sebelum
pencampuran dan 50,57 g/100 g setelah pencampuran. Dengan
demikian, madu yang terindikasi pemalsuan ini akan dianggap tidak
memenuhi standar peraturan madu. Selain itu, konsentrasi maltosa
pada madu yang dicampur dengan R1 meningkat secara signifikan jika
dibandingkan dengan madu murni, dengan konsentrasi rata-rata
masing-masing sebesar 1,43 g/100 g dan 3,47 g/100 g (p < 0,01).
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Gambar 12.3. Visualisasi amplifikasi rice_rrn26 dan corn_rrn26 dalam madu alami.
Ambang batas ditunjukkan sebagai garis putus-putus. Amplifikasi diskalakan di
mana amplifikasi tanaman target ditetapkan pada 100% dan batang galat mewakili

deviasi standar dari tiga reaksi PCR (Dodd et al., 2025)
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Gambar 12.4. Perbandingan visualisasi amplifikasi rice_rrn26 dalam berbagai
jenis madu yang dicampur dengan sirup beras 5% (R1), dan sirup beras murni
(R1). Sumbu y dipotong untuk mewakili ambang batas beras (25,03%).
Amplifikasi diskalakan di mana amplifikasi tanaman target ditetapkan pada
100% dan batang galat mewakili deviasi standar dari tiga replikasi PCR (Dodd
etal, 2025)

12.4. Interpretasi Data Analisis.
12.4.1 Penanda DNA dan spesifisitasnya

Data ini menunjukkan bahwa pendekatan penggunaan kode
batang DNA untuk mengautentikasi madu dievaluasi menggunakan
penanda endogen baru yang dikembangkan untuk mendeteksi
komponen beras, jagung, dan sirup bit gula. Biasanya, gen referensi
harus spesifik terhadap spesies tertentu, memiliki jumlah salinan yang
rendah dan stabil, serta menunjukkan variabilitas intra-spesies yang
terbatas (Chaouachi et al,, 2013). Gen referensi umumnya digunakan
untuk menentukan keberadaan organisme hasil rekayasa genetika
(GMO) dalam bahan, dengan cara membandingkan keberadaan gen
yang dimodifikasi dengan gen referensi (Xiujie et al.,, 2019). Namun,
dalam kasus produk makanan yang diproses secara intensif, seperti
sirup gula, gen dengan jumlah salinan rendah sering kali tidak
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terdeteksi karena rendahnya jumlah DNA yang terdegradasi dalam
bahan (Caldwell, 2017). Oleh karena itu, lebih tepat untuk
menargetkan wilayah genom dengan jumlah salinan yang lebih tinggi,
seperti gen kloroplas atau mitokondria, guna meningkatkan peluang
deteksi. Meskipun pendekatan ini mengurangi kemungkinan
kuantifikasi penipuan yang akurat, hal tersebut tidak diperlukan
dalam autentikasi madu, karena identifikasi bahan pengotor yang
sederhana dapat memberikan bukti substansial terhadap pelanggaran
(Nehal et al,, 2021).

Data ini juga menunjukkan bahwa penanda DNA yang tepat,
baik yang dipilih dari literatur maupun yang dirancang secara in-
house, menargetkan gen inti, kloroplas, dan mitokondria pada beras,
jagung, dan bit gula. Sebagian besar penanda yang diterapkan
menunjukkan kekurangan, seperti tidak adanya amplifikasi atau
amplifikasi silang dengan spesies lain. Penanda beet ant yang
dikembangkan oleh Chaouachi et al. (2013) sebagai penanda referensi
untuk bit gula (Beta vulgaris L) terbukti diperkuat di semua 39
varietas Beta vulgaris L yang diuji, tanpa amplifikasi pada spesies yang
berkerabat dekat. Namun, penanda beet_ant gagal mengamplifikasi
meskipun berbagai suhu annealing telah diuji. Hal ini mungkin
disebabkan oleh perbedaan varietas bit gula yang digunakan,
mengingat varietas "Altissima" yang digunakan tidak disertakan
dalam pengamatan. Meskipun demikian, hasil ini menunjukkan bahwa
primer beet_ant tidak cocok sebagai penanda endogen untuk bit gula.
Sementara itu, penanda rice. PLD1 yang digunakan oleh Sobrino-
Gregorio et al. (2019) untuk mendeteksi pemalsuan madu yang
mengandung molase beras, ditemukan sebagai primer yang paling
efektif, karena mampu memberikan kuantifikasi pada konsentrasi 2-
5% saat menggunakan kurva standar DNA genomik beras. Namun,
penanda rice_PLD1 juga diamplifikasi pada ekstrak DNA jagung dan bit
gula. Hasil ini juga dikonfirmasi oleh Xiujie et al. (2019), yang
menemukan bahwa PLD1 pada padi menunjukkan pengikatan non-
spesifik pada jagung dan kentang, yang menunjukkan bahwa penanda
ini bukanlah penanda spesifik padi yang dapat digunakan secara
akurat.

Dari penanda DNA yang berhasil digunakan, primer yang
menargetkan daerah nDNA menghasilkan data dengan nilai Cq yang
lebih tinggi dibandingkan dengan penanda yang menargetkan cpDNA
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atau mtDNA. Meskipun penanda inti telah berhasil digunakan,
terdapat keuntungan yang jelas dalam menggunakan target dengan
jumlah salinan yang lebih tinggi. Sebagai contoh, Truong et al. (2022)
berhasil menggunakan penanda inti corn_PERKZ untuk mendeteksi
madu Korea yang tercampur dengan sirup jagung, tetapi mereka
hanya mampu mencapai batas deteksi = 10%. Dalam hal ini,
penggunaan penanda mitokondria memungkinkan deteksi madu yang
tercampur dengan sirup jagung pada konsentrasi 1%, yang
menunjukkan bahwa penanda plastid lebih cocok untuk
meningkatkan sensitivitas deteksi. Memang, DNA mitokondria sering
digunakan dalam analisis DNA produk pangan karena struktur plastid
yang lebih stabil mengurangi degradasi DNA (Sajali et al, 2018).
Meskipun penanda kloroplas yang digunakan menghasilkan nilai Cq
yang lebih rendah (menunjukkan deteksi yang lebih tinggi)
dibandingkan penanda mitokondria, namun, penanda tersebut
memiliki spesifisitas yang lebih rendah terhadap tanaman target,
karena penanda cpDNA pada jagung dan padi menunjukkan
amplifikasi silang dengan ekstrak DNA tanaman non-target lainnya.
Hal ini disebabkan oleh fakta bahwa genom Kkloroplas lebih
terkonservasi daripada genom mitokondria, sehingga memiliki
tingkat evolusi dan variabilitas urutan yang lebih lambat (Li et al,,
2022). Penjelasan ini juga mungkin dapat menggambarkan mengapa
penanda kloroplas beet_matK menunjukkan amplifikasi yang marginal
dalam banyak ekstrak sirup gula, meskipun tampaknya spesifik pada
spesies ketika diuji terhadap DNA tanaman padi dan jagung.

12.4.2. Ekstraksi DNA dari sirup gula
Salah satu tantangan utama dalam uji autentikasi makanan
berbasis DNA adalah ekstraksi DNA, terutama karena produk pangan
mengandung matriks bahan yang kompleks, yang kemungkinan telah
mengalami perubahan akibat berbagai jenis proses pengolahan. Madu,
sebagai contoh, merupakan matriks yang sulit untuk diekstraksi DNA-
nya, mengingat adanya berbagai penghambat PCR, seperti asam
organik, polifenol, pigmen, enzim, dan partikel lilin. Meskipun
demikian, sejumlah temuan telah menunjukkan keberhasilan
penggunaan kit komersial untuk isolasi DNA dari tanaman atau
produk makanan (Chiara et al, 2021; Hawkins et al, 2015;
Khansaritoreh et al., 2020; Soares et al.,, 2018; Wu et al., 2017b).
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Ekstraksi DNA dari sirup gula menghadirkan masalah
tambahan, yaitu intensitas proses pengolahan yang menyebabkan
fragmentasi DNA yang tinggi, sehingga mengurangi jumlah DNA target
yang dapat diekstraksi. Lebih lanjut, penambahan sirup gula dalam
jumlah kecil ke dalam madu akan semakin mengurangi kandungan
DNA dari sirup residu tersebut. Tantangan lainnya adalah menilai
kualitas dan kuantitas DNA yang berhasil diekstraksi, mengingat
kemungkinan adanya beberapa jenis DNA (tumbuhan, hewan,
mikroba) dalam bahan tersebut. Hal ini menunjukkan bahwa
pengukuran spektrofotometer yang umum digunakan, seperti data
dari nanodrop, hanya akan mencerminkan kandungan total DNA
dalam bahan uji, dan bukan jenis DNA yang diinginkan. Oleh karena
itu, pengukuran semacam itu dapat menjadi cara yang kurang akurat
untuk menilai keberhasilan ekstraksi DNA pada produk pangan.

Sebagai alternatif, penanda tanaman yang dilestarikan
digunakan sebagai sarana untuk mengevaluasi hasil ekstraksi DNA,
terutama dalam hal keberhasilan isolasi DNA tanaman. Primer yang
menargetkan loop trnL P6 terbukti sangat efektif pada DNA yang
terdegradasi, karena produk amplifikasinya yang pendek (10-143 bp)
dan jumlah salinan yang tinggi. Penanda ini menunjukkan tingkat
keberhasilan amplifikasi 100% dalam berbagai bahan pangan,
termasuk beras, jagung, dan bit, menjadikannya penanda yang sangat
tepat (Taberlet et al, 2007). Selain itu, penanda trnL P6 telah
digunakan berhasil mengeksplorasi asal-usul tanaman dalam madu
melalui metabarcoding wilayah tersebut, meskipun belum diterapkan
untuk mendeteksi pemalsuan sirup gula (Chiara et al., 2021; Valentini
etal, 2010).

Hasil lainnya juga menunjukkan bahwa kit Nucleospin Food
menghasilkan jumlah DNA tanaman yang lebih tinggi dari ekstrak
sirup dibandingkan dengan kit DNeasy Plant Pro. Sobrino-Gregorio et
al. (2019) juga menemukan bahwa kit NucleoSpin Food menghasilkan
ekstraksi DNA berkualitas tinggi dari molase beras. Meskipun metode
ekstraksi DNA ini terbukti berhasil pada semua sirup gula, pada satu
madu murni (H15), satu madu komersial (CH1), dan tiga madu yang
dicampur sirup beras 5% (H04, H10, dan H15), tidak ditemukan
amplifikasi dengan trnL_P6. Hal ini menunjukkan bahwa tidak ada
DNA tanaman yang terdeteksi dalam bahan uji tersebut, atau protokol
ekstraksi yang digunakan tidak sesuai untuk bahan tersebut
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(meskipun ekstraksi telah diulang tiga kali, hasilnya tetap gagal). Oleh
karena itu, bahan-bahan ini dikeluarkan dari analisis, karena
kemungkinan diperlukan ekstraksi DNA yang lebih optimal untuk
mengatasi penghambat PCR atau untuk meningkatkan hasil ekstraksi
DNA.

12.4.3. Penanda DNA dalam ekstrak sirup

Amplifikasi penanda DNA spesifik menunjukkan variasi yang
signifikan di antara berbagai jenis sirup beras dan jagung. Beberapa
bahan tersebut menunjukkan amplifikasi penanda target yang lemah
(R7) atau bahkan tidak teramplifikasi sama sekali (C1 dan C3). Pada
sirup R1, RZ, R4, R5, dan C2, amplifikasi penanda tanaman trnL_P6 dan
penanda target beras atau jagung memiliki nilai Cq yang serupa,
dengan masing-masing menggandakan dalam tiga siklus satu sama
lain. Hal ini mengindikasikan bahwa beras atau jagung merupakan
komponen utama dalam sirup-sirup tersebut.

Namun, terdapat beberapa hasil yang menunjukkan
ketidakkonsistenan antara amplifikasi penanda tanaman dan penanda
spesifik spesies. Sebagai contoh, pada R3, amplifikasi trnl_P6
menghasilkan Cq 26,42, sementara penanda rice_rrn26 menunjukkan
amplifikasi dengan Cq 34,02. Pola serupa juga terlihat pada R6 (Cq
27,81 dan 33,8) serta R7 (Cq 26,78 dan 37,32), yang menunjukkan
bahwa jumlah DNA padi jauh lebih sedikit dibandingkan dengan
jumlah total DNA tanaman. Meskipun hal ini bisa jadi disebabkan oleh
degradasi urutan target primer rice_rrn26, kemungkinan lain adalah
bahwa sirup tersebut bukan berasal dari bahan yang asli. Namun, ada
kemungkinan juga bahwa varietas padi yang berbeda digunakan
dalam pembuatan sirup, yang dapat menyebabkan variasi urutan pada
lokasi target primer, mengingat uji spesifisitas primer hanya
dilakukan menggunakan satu galur padi.

Ketidakkonsistenan serupa juga ditemukan pada ekstrak sirup
jagung dan bit gula, di mana penanda target tidak teramplifikasi.
Walaupun demikian, amplifikasi positif untuk trnl_P6 menunjukkan
bahwa bahan mengandung DNA tanaman, meskipun tidak dapat
dipastikan apakah DNA tersebut berasal dari jagung atau bit gula
berdasarkan uji qPCR. Pada ekstrak sirup bit gula, amplifikasi dari
penanda bit gula tidak cukup kuat meskipun dalam bahan kontrol
tanaman bit gula menunjukkan amplifikasi yang signifikan. Hasil
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serupa ditemukan oleh Oguchi et al. (2009), yang menyatakan bahwa
DNA bit gula terdegradasi selama tahap awal pemrosesan gula,
sehingga penanda spesifik beet01 dan beet02 dapat diamplifikasi
dalam jus bit gula, namun tidak dalam produk gula yang telah jadi..

Wang et al. (2020) juga menunjukkan hasil serupa pada produk
gula dari tebu, di mana DNA tebu terdeteksi dalam jumlah rendah
dalam ekstrak yang dibuat dari molase, sirup olahan, dan gula kristal,
meskipun amplifikasi PCR berhasil pada semua ekstrak gula kecuali
satu. Oleh karena itu, amplifikasi positif untuk trnl_P6 pada sirup
jagung C1 dan C3, serta semua sirup bit gula, perlu diselidiki lebih
lanjut untuk memastikan keberhasilan protokol ekstraksi.
Penyelidikan lebih lanjut ini bisa dibantu dengan pengurutan
amplikon penanda tersebut. Metode ini juga dapat digunakan untuk
mengidentifikasi asal tanaman dalam sirup yang tidak diketahui (S1
dan S2), karena penanda untuk beras, jagung, atau bit gula
teramplifikasi dengan kuat.

12.4.4. Amplifikasi penanda beras dan jagung pada madu alami
dan yang dipalsukan

Penandarice_rrn26 dan corn_rrn26 diuji untuk amplifikasi pada
madu yang dicampur dengan sirup dan berhasil diamplifikasi secara
positif pada semua konsentrasi yang diuji, termasuk pada tingkat
pemalsuan 1%. Sensitivitas uji ini lebih tinggi dibandingkan dengan
metode serupa, dimana sensitivitas yang diperoleh adalah masing-
masing 2-5% dan = 10% untuk beras dan jagung (Sobrino-Gregorio et
al,, 2019; Truong et al., 2022). Hal ini kemungkinan disebabkan oleh
penggunaan penanda plastida spesifik. Amplifikasi penanda yang
lebih rendah terlihat pada madu murni, namun dapat dipahami bahwa
DNA beras atau jagung mungkin hadir dalam jumlah kecil pada madu
alami akibat interaksi lebah dengan tanaman, baik saat mencari
makan maupun akibat sisa pakan lebah musim dingin yang masuk ke
dalam madu. Di Inggris, jagung adalah tanaman yang umum
ditemukan, meskipun tidak menghasilkan nektar dan bukan
merupakan tanaman penghasil madu. Namun, jagung kaya akan
serbuk sari yang dapat digunakan oleh lebah sebagai sumber protein
(Becher et al., 2016; Hocherl et al., 2012). Penemuan ini dapat
menjelaskan mengapa penanda jagung lebih kuat terdeteksi dalam
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madu alami dibandingkan dengan penanda beras, karena beras tidak
ditanam di Inggris.

Untuk itu, berbagai jenis madu Inggris juga diuji untuk menilai
penguatan latar belakang yang diharapkan dari penanda rice_rrn26
dan corn_rrn26 dalam madu alami. Hasil tersebut digunakan untuk
menentukan ambang batas di mana bahan dapat diidentifikasi sebagai
campuran atau madu alami. Ketika ambang batas diterapkan pada
jenis madu yang dicampur dengan sirup beras 5% (R1), 100% berhasil
diklasifikasikan dengan benar sebagai campuran, yang membuktikan
keberhasilan metode ini untuk sirup beras tersebut. Namun, uji ini
belum dilakukan pada sirup jagung atau jenis sirup beras lainnya. Jika
sirup hanya menunjukkan amplifikasi DNA target yang rendabh, sirup
tersebut kemungkinan tidak akan melewati ambang batas, seperti
pada kasus R7, di mana sirup murni tidak dapat dikenali sebagai
campuran berdasarkan amplifikasi penanda rice_rrn26. Selain itu,
ambang batas yang dikembangkan dalam dihitung berdasarkan
pengaturan bahan uji kecil yang terdiri dari 17 madu. Oleh karena itu,
upaya lebih lanjut diperlukan untuk membangun basis data madu
referensi guna memperoleh pemahaman yang lebih baik mengenai
amplifikasi latar belakang yang diharapkan. Dengan demikian,
penentuan ambang batas yang tepat beserta pengujian kontrol
amplifikasi yang sesuai sangat penting untuk mencegah kesalahan
klasifikasi madu alami sebagai madu yang dipalsukan.

Perlu dicatat bahwa jenis madu yang diuji adalah madu
premium yang diperoleh dari peternak lebah di Inggris. Oleh karena
itu, madu yang digunakan tidak sepenuhnya mencerminkan kondisi
pasar madu Inggris, yang mayoritas terdiri dari campuran madu
impor. Meskipun demikian, madu yang digunakan telah
menggambarkan dengan baik variasi sumber bunga yang ada di
Inggris selama beberapa musim, sehingga memberikan pemahaman
yang tepat mengenai potensi amplifikasi penanda nonspesifik yang
dapat terjadi akibat sumber tanaman alami dalam madu Inggris.
Metode ini selanjutnya perlu diuji pada madu dari berbagai negara
dan pada madu yang lebih mewakili pasar madu Inggris. Lebih lanjut
lagi, madu dari negara-negara penghasil padi sebagai komoditas
utama dalam sistem pertanian harus dianalisis untuk memastikan
apakah ambang batas yang dikembangkan dalam dapat diterapkan
pada madu non-Inggris.
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12.4.5. Madu komersial yang digunakan.

Metode gPCR yang diusulkan telah diuji pada madu komersial
yang berasal dari Inggris, yang dibeli melalui pasar di Inggris. Madu
tersebut dipasarkan dengan label asal Inggris (CH;, CH4) atau asal
Skotlandia (CH, CHs), sehingga cocok untuk pengujian yang
dikembangkan khusus untuk madu asal Inggris. Protokol ekstraksi
DNA yang digunakan terbukti cocok untuk tiga dari empat madu
komersial yang dipilih, di mana tiga madu berhasil menunjukkan
amplifikasi yang baik pada penanda DNA tanaman.

Namun, pada satu madu (CH1), tidak terjadi amplifikasi pada
penanda tanaman yang digunakan sebagai kontrol positif, yang
menunjukkan bahwa protokol ekstraksi tidak sesuai untuk madu ini.
Oleh karena itu, madu ini tidak dianalisis untuk amplifikasi penanda
beras atau jagung. Penanda beras tidak berhasil teramplifikasi pada
semua madu komersial, yang menunjukkan bahwa tidak ada DNA
beras yang terdeteksi dalam madu tersebut.

Untuk penanda jagung, terdapat amplifikasi yang rendah pada
ketiga bahan, sebanding dengan hasil yang diperoleh dari madu asal
Inggris lainnya. Amplifikasi tersebut berada di bawah ambang batas
alami yang dikembangkan dalam studi ini. Hal ini sejalan dengan
prinsip bahwa jagung memang dapat ditemukan dalam jenis madu
Inggris, dan hal ini dapat diharapkan pada madu komersial yang
berasal dari daerah penghasil jagung dalam sistem pertanian di
negara asal. Meskipun demikian, keterbatasan ini dapat diatasi
dengan mengembangkan ambang batas representatif yang sesuai,
seperti yang ditunjukkan dalam data.

Penerapan metode ini pada madu komersial menyoroti
pentingnya penggunaan penanda kontrol tanaman trnL P6 untuk
memverifikasi keberadaan DNA tanaman dalam ekstrak madu. Hal ini
bertujuan untuk memastikan bahwa amplifikasi negatif pada penanda
pengotor benar-benar negatif, atau apakah hal tersebut disebabkan
oleh ekstraksi DNA yang tidak memadai.

12.4.6. Kombinasi pengujian dengan metode tradisional
Biasanya, untuk mengautentikasi madu, pendekatan berbasis
bobot bukti atau hasil evaluatif perlu diterapkan, mengingat
kompleksitas analisis madu yang telah diketahui (Walker et al., 2022).
Hal ini mengindikasikan bahwa apabila ditemukan satu hasil yang

160



atipikal, hal tersebut harus memicu penyelidikan lebih lanjut, dengan
menggunakan berbagai analisis berbeda untuk memperkuat bukti
sebelum keputusan akhir mengenai ketidakpatuhan produk dibuat.
Oleh karena itu, analisis komposisi gula tradisional menggunakan
teknik kromatografi cair performa tinggi (HPLC) diterapkan
bersamaan dengan hasil analisis DNA.

Dari madu murni, hanya satu madu (H11, madu heather) yang
dinyatakan tidak selaras berdasarkan hasil HPLC, karena kandungan
gula (fruktosa + glukosa) yang lebih rendah dari 60 g/100 g, yang akan
memicu analisis lebih lanjut. Namun, kegagalan ini bersifat marginal,
yakni hanya 0,36 g/100 g di bawah batas yang ditetapkan, jika
dihitung dengan mempertimbangkan interval kepercayaan (CI). Hasil
analisis DNA untuk penanda beras dan jagung menunjukkan hasil
negatif, yang memberikan bukti kontras bahwa bahan tersebut tidak
tercemar oleh beras atau sirup jagung. Dalam hal ini, masih dapat
menjalani pengujian lanjutan untuk memastikan kemurnian madu,
karena analisis ganda masih diperlukan untuk memperoleh
kesimpulan yang lebih akurat.

Hasil HPLC pada madu komersial menunjukkan kepatuhan
terhadap peraturan yang berlaku, yang sejalan dengan hasil analisis
DNA yang tidak mencurigai adanya pemalsuan dengan sirup jagung
atau beras. Sebaliknya, madu yang dicampur dengan sirup beras
semuanya terdeteksi tidak patuh berdasarkan kandungan total
fruktosa dan glukosa yang diukur menggunakan HPLC. Temuan ini
diperkuat oleh hasil analisis DNA, yang menunjukkan amplifikasi
penanda beras melebihi ambang batas alami yang biasanya ditemukan
dalam madu Inggris (Gambar 12.4). Selain itu, konsentrasi maltosa
pada madu yang dicampur dengan 10% sirup beras juga meningkat
dibandingkan dengan madu murni. Walaupun saat ini tidak ada
batasan resmi untuk maltosa dalam madu, peningkatan ini dapat
menjadi pertimbangan dalam penilaian kualitas madu.

Dengan demikian, untuk madu yang terindikasi dipalsukan,
bukti yang diperoleh dari kedua jenis analisis ini memperkuat temuan
mengenai ketidakpatuhan produk. Lebih jauh lagi, hasil analisis DNA
dapat digunakan untuk mengidentifikasi jenis sirup yang
ditambahkan, yang dapat membantu dalam menentukan pengujian
lanjutan yang perlu dilakukan, seperti untuk mendeteksi penanda
AFGP yang terkait dengan beras. Metode DNA yang diusulkan
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memiliki potensi besar untuk digunakan bersama dengan analisis
madu tradisional, metodologi analitis modern, serta uji penyaringan
spektroskopi cepat, yang merupakan metode sensitif untuk
mengidentifikasi asal spesies sirup berbasis tanaman tertentu dan
membantu mengonfirmasi adanya praktik pemalsuan.
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BAB XIII
DETEKSI PEMALSUAN MADU MELALUI ENZIM
AMILASE DENGAN METODE native PAGE

13.1. Pengantar

Madu adalah salah satu makanan bergizi yang telah ada sejak
zaman kuno, sebagaimana tercermin dalam relief peternakan lebah
pada makam Mesir kuno Pabasa (Naggar et al, 2018). Sepanjang
sejarahnya, madu terus menjadi objek penelusuran yang mendalam,
yang mengungkapkan bahwa fruktosa dan glukosa merupakan
komponen utama madu. Selain itu, madu juga mengandung berbagai
jenis enzim serta sejumlah komponen nutrisi lainnya (Bogdanov et al,,
2008). Madu memiliki beragam manfaat kesehatan, salah satunya
adalah kemampuannya untuk memulihkan tubuh setelah kelelahan
dan mengisi kembali energi setelah berolahraga. Selain itu, karena
kandungannya yang kaya akan oligosakarida, fenol, dan karbohidrat,
madu diyakini memiliki efek positif dalam pengaturan sistem
pencernaan (Jiang et al., 2020).

Madu juga mengandung keseimbangan asam amino, mineral,
dan protein yang baik, serta sejumlah besar polifenol, termasuk
kuersetin, yang memiliki efek antioksidan dan antibakteri yang
signifikan (Hossen et al, 2017). Salah satu enzim penting yang
terkandung dalam madu adalah a-amilase, yang merupakan salah satu
enzim tertua yang dipelajari dalam lebah madu. Enzim ini
diperkirakan dihasilkan setelah disekresikan oleh kelenjar sekresi
lebah madu. a-amilase telah diisolasi, dimurnikan, dan berbagai
sifatnya, seperti pH, suhu, serta parameter kinetika, telah dipelajari
(Babacan & Rand, 2005; Babacan & Rand, 2007; Rinaudo et al., 1973).
Aktivitas a-amilase dalam madu diukur dengan menggunakan angka
diastase (Diastase Number/DN), yang berfungsi sebagai indikator
kesegaran madu sesuai dengan standar CODEX (CODEX, 2001).
Ambang batas kualitas madu umumnya ditetapkan pada angka
diastase minimal 8 DN, kecuali untuk madu dengan kandungan enzim
alami rendah, seperti madu jeruk, yang menggunakan ambang batas
minimal 3 DN.
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Lebah madu memiliki tiga isozim a-glukosidase, di antaranya a-
glukosidase III diyakini berperan dalam produksi madu (Nishimoto et
al, 2001). Aktivitas a-glukosidase ini juga dapat ditemukan dalam
madu, karena enzim tersebut disekresikan dari kelenjar lebah madu,
mirip dengan a-amilase (Kubota et al., 2004). Aktivitas a-glukosidase,
seperti aktivitas diastase, kadang diukur untuk pengendalian kualitas
madu (Lichtenberg-Kraag, 2014).

Sejarah madu juga terkait erat dengan perjuangan melawan
penipuan pangan. Madu berkualitas tinggi, seperti madu Manuka dari
Selandia Baru, telah diperdagangkan dengan harga yang sangat tinggi
(Rogers et al, 2010). Hal ini mendorong munculnya metode
pemalsuan madu, salah satunya adalah dengan mengencerkannya
menggunakan sirup (Fakhlaei et al., 2020). Sirup murabh, seperti sirup
jagung, fruktosa tinggi, glukosa, sukrosa, dan sirup invert, umumnya
digunakan untuk memalsukan madu. Sejak awal abad ke-20, ketika
gula invert pertama kali diproduksi dari pati, sirup telah menjadi
bahan utama dalam pemalsuan madu. Salah satu metode yang
digunakan untuk mengidentifikasi sirup dalam madu adalah
kromatografi lapis tipis (TLC) untuk mendeteksi polisakarida turunan
pati (White, 1980). Kemudian, analisis rasio isotop karbon stabil
(SCIRA) dikembangkan untuk mengidentifikasi senyawa yang berasal
dari tanaman C3 (Soares et al, 2017b). Baru-baru ini, metode
resonansi magnetik nuklir (NMR), yang memberikan gambaran
lengkap mengenai konstituen madu, juga telah diterapkan dalam
analisis madu (Ribeiro et al, 2014). Namun, dengan semakin
banyaknya metode produksi sirup yang beragam, membedakan
penambahan sirup dalam madu menggunakan metode tersebut
menjadi semakin sulit.

Pengenceran madu dengan sirup, sebagaimana dijelaskan
sebelumnya, akan menurunkan aktivitas diastase, meskipun aktivitas
tersebut juga bisa berkurang pada madu yang disimpan dalam kondisi
yang tidak tepat atau terlalu panas selama proses pembuatan.
Beberapa pihak juga menambahkan amilase asing dari sumber lain
untuk menyamarkan berkurangnya aktivitas diastase pada madu
(Damto, 2019; Nailaetal., 2021). Salah satu metode untuk mendeteksi
amilase asing adalah dengan membandingkan aktivitas diastase yang
diukur dengan menggunakan metode Schade dan Phadebas (Voldrich
et al., 2009). Metode Schade adalah uji klasik untuk aktivitas diastase
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dengan menggunakan pati terlarut sebagai substrat (White, 1964),
sedangkan metode Phadebas menggunakan tablet uji Phadebas®
sebagai substrat (Oddo & Pulcini, 1999). Kedua uji ini memberikan
hasil yang berbeda bila terdapat amilase asing dalam madu, karena
amilase asing memiliki spesifisitas substrat yang berbeda dari amilase
yang berasal dari lebah madu. Baru-baru ini, analisis komprehensif
protein madu menggunakan kromatografi cair nano-spektrometri
massa tandem (LC-MS/MS) telah digunakan untuk mendeteksi
keberadaan amilase asing, seperti a-amilase dari Aspergillus niger dan
Bacillus amyloliquefaciens, pada madu yang dijual di Eropa (Erban et
al,, 2021).

Di Jepang, madu murah sering dijual di pasar, sehingga
dilakukan penelusuran di pasar terhadap 67 madu yang tersedia,
termasuk madu impor. Pertama, aktivitas enzimatik digunakan untuk
menilai ada atau tidaknya penambahan sirup atau bahan lain, dan
kemudian spektrometer massa waktu terbang kuadrupol (LC-QTOF-
MS) digunakan untuk mengonfirmasi keberadaan amilase asing. Lebih
lanjut, metode pewarnaan aktivitas menggunakan native PAGE
diperiksa sebagai alternatif yang lebih sederhana. Di Jepang,
penambahan amilase asing dalam madu belum lazim, sehingga
metode deteksi amilase asing yang efektif sangat diperlukan, dan salah
satunya adalah dengan menggunakan native PAGE sebagai metode
deteksi.

13.2. Deteksi dan Konfirmasi Amilase Asing pada Madu dengan
metode pewarnaan aktivitas native PAGE
Amilase asing terdeteksi menggunakan LC-QTOF-MS, dan
pewarnaan aktivitas setelah elektroforesis native PAGE dilakukan
sebagai uji konfirmasi. Pemisahan a-amilase dalam native PAGE
dikonfirmasi dengan menggunakan madu 22, 2, dan 3, yang
menunjukkan hasil sebagai berikut: amilase asing tidak terdeteksi
pada madu 3, sedangkan amilase turunan dari Geobacillus terdeteksi
pada madu 2 dan 22, dan amilase turunan dari Aspergillus terdeteksi
pada madu 22. Pada madu 2 dan 22, a-amilase terdeteksi pada posisi
yang sama (Gambar 13.1.A). Hasil LC-QTOF-MS menunjukkan adanya
perbedaan a-amilase antara madu ini. Oleh karena itu, 1%
maltodekstrin ditambahkan untuk menyiapkan gel elektroforesis, dan
native PAGE kemudian dilakukan. Selanjutnya, pita a-amilase pada
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madu 22 dan 2 terdeteksi pada posisi yang berbeda, dengan pita a-
amilase yang diturunkan dari bakteri Geobacillus hanya terdeteksi
pada madu 2 (Gambar 13.1.B). Dengan asumsi bahwa a-amilase yang
diturunkan dari lebah madu tidak bergerak dalam gel dan terdeteksi
pada posisi (0), bagian tersebut dipotong, dicerna dalam gel, dan
diukur menggunakan LC-QTOF-MS dengan bantuan ProteinPilot
terhadap basis data Uniprot/TrEMBL (nama protein: amilase, nomor
urut: 310.568, tanggal unduhan: 14 Desember 2021).

Tabel 13.1. Aktivitas enzim dan amilase asing yang terdeteksi pada

madu (Takahashi et al., 2023).

No. Asal Negara Harga Aktivit'as & Al.(tiVitaS Amilase > ingyang
(yen/100g)  Glucosidase  Diastase terdeteksi
(mU/g) (DN) LC-QTOF-  Native PAGE
MS

1 Blended China 39.7 <5 8.7 Geobacillus Geobacillus
2 Blended China 45.2 <5 83 Geobacillus Geobacillus
3 Blended China 49.8 8 10.0 Aspergillus  Aspergillus
4 Blended China 49.7 <5 15.6 Aspergillus  Aspergillus
5 Blended Thailand 59.7 <5 13.3 Aspergillus  Aspergillus
6 Blended Myanmar 69.1 201 11.2 N.D. N.D.
7 Blended China 49.8 8 10.2 Geobacillus Geobacillus
8 Blended China 59.8 17 12,5 Aspergillus  Aspergillus
9 Blended China 59.7 6 13.2 Aspergillus  Aspergillus
10  Blended China 36.8 <5 13.8 Aspergillus  Aspergillus
11 Blended China 59.2 <5 10.2 Geobacillus Geobacillus
12 Blended China 49.8 25 10.6 Aspergillus  Aspergillus
13 Blended China 55.4 <5 11.2 Geobacillus Geobacillus
14  Blended China 59.2 <5 7.3 Geobacillus Geobacillus
15  Blended China 49.8 49 9.1 Aspergillus  Aspergillus
16  Blended China 72.3 82 7.7 Aspergillus  Aspergillus
17  Blended Vietnam 147.2 30 38 N.D. N.D.
18  Blended Brazil 2171 76 7.3 N.D. N.D.
19  Blended China 107.8 161 12.0 N.D. N.D.
20  Blended Mexico 154.0 38 5.6 N.D. N.D.
21 Lotus Japan 892.6 101 6.6 N.D. N.D.
22 Lotus Japan 370.3 1243 16.6 N.D. N.D.
23 Blended China 143.2 125 7.7 N.D. N.D.
24 Blended Hungary, Canada 224.5 224 7.6 N.D. N.D.
25  Blended Canada 263.3 310 8.7 N.D. N.D.
26  Sunflower Ukraine 185.3 52 5.3 N.D. N.D.
27 Blended China, Argentina 185.3 145 7.1 N.D. N.D.
28  Lemon Itary 383.1 34 6.6 N.D. N.D.
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29
30
31
32

33

34
35
36
37
38
39
40
41
42

43

44
45
46
47
48
49
50

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

Acacia  Itary
Acacia  Hungary
Multifloral Japan

Cherry  Japan
Blossoms

MandarinJapan
orange

Lavender France
Rosemary France
Acacia  Japan
Multifloral Japan
Acacia  China
Lotus China
Blended China
Lotus China

Blended Romania,
UKkraine

Blended Argentina,
Canada,
Hungary, Japan

Blended China

Blended Canada

Acacia  Japan

Multifloral Japan

Multifloral Japan

Blended China

Blended Argentina, New
Zealand

Lotus China
Acacia  China
Acacia  Switzerland
Acacia  Hungary
Blended Myanmar
Blended China
Acacia  Japan
Lotus Japan
Multifloral Japan
Acacia  Japan
Acacia  Japan
Lotus Japan
Acacia  Japan
Lotus Japan
Multifloral Japan
Time Greece
Blended China

383.1
383.1
285.5
518.5

592.6

1600.0
1600.0
835.0
670.0
182.7
179.2
111.6
238.7
199.2

275.2

119.2
199.2
948.0
552.0
756.0

67.8
164.5

150.0
162.0
392.0
420.0
119.8
78.9
816.7
883.3
555.6
549.7
900.0
954.5
1035.7
1035.7
638.6
1000.0
89.8

23
212
435

504

32
167
420
415

99

48

<5
142

68

72

37
27
271

34
78

47
41
464
<5
26

480
573
435
582
277
413
396
531

68
206

25

6.7
58
19.2
14.9

18.6

4.5
7.1
109
144
10.7
74
<2.0
6.4
54

7.0

6.5
4.6
11.1
33
4.6
10.1
11.7

6.6
6.4
10.6
6.4
4.4
<2.0
11.6
16.0
11.0
154
9.3
89
6.1
85
3.1
7.2
7.0

N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
Aspergillus  Aspergillus
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.

Aspergillus  Aspergillus

N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
Aspergillus  Aspergillus
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.
N.D. N.D.

Aspergillus _Aspergillus

Amilase asing dideteksi dengan metode pewarnaan LC-QTOF-MS dan aktivitas native PAGE.
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Selanjutnya, a-amilase yang berasal dari lebah madu terdeteksi,
yang menunjukkan bahwa enzim tersebut tidak bermigrasi dalam gel
yang mengandung maltodekstrin. Hal ini mengindikasikan bahwa
penggunaan gel maltodekstrin dalam teknik Native PAGE efektif untuk
mendeteksi amilase asing dan menguji semua madu (Gambar 13.2 dan
Tabel 13.1). Hasil ini konsisten dengan temuan yang diperoleh
menggunakan LC-QTOF-MS. Tidak ditemukan pita pada madu yang
hanya mengandung a-amilase dari lebah madu, sementara pada madu
yang mengandung a-amilase dari Geobacillus, pita terdeteksi pada
posisi (1), seperti yang ditunjukkan pada Gambar 13.1.B. Pada madu
yang mengandung a-amilase dari Aspergillus, LC-QTOF-MS
mendeteksi pita pada posisi (2-1) dan (2-2), sebagaimana ditunjukkan
pada Gambar 13.1.B. Berdasarkan hasil tersebut, dapat disimpulkan
bahwa a-amilase pada posisi (1) berasal dari Geobacillus, sedangkan
a-amilase pada posisi (2-1) dan (2-2) berasal dari Aspergillus. Selain
itu, adanya dua pita turunan dari Aspergillus menunjukkan
kemungkinan adanya isoenzim, sebagaimana terlihat pada Gambar
13.1.

A B
Sampel No Sampel No
22; 2 3 22 2 3
Posisi (0)
Posisi (1)
Posisi (2-1)
Posisi (2-2)

e B

Gambar 13.1. Perbandingan native PAGE menggunakan gel tanpa (A) dan
dengan maltodekstrin (B). Posisi (0), a-amilase dari lebah madu; Posisi (1),
a-amilase dari Bakteri Geobacillus; Posisi (2), a-amilase dari Aspergillus.
Madu No. 22: Madu yang representatif yang tidak terdeteksi amilase asing.
Madu No. 2: madu representatif yang tidak terdeteksi amilase asing. Bakteri
Geobacillus terdeteksi. Madu No. 3: madu representatif yang mengandung
amilase asing dariAspergillus terdeteksi ditemukan berasal dari Aspergillus
(Takahashi et al., 2023).
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Beberapa a-amilase diketahui dapat menyerap pati karena
memiliki domain pengikat pati pada ujung C, yang berfungsi untuk
mengikat pati mentah (Ohdan et al,, 2020; Tibbott et al., 2002; Yu et
al, 2018). Meskipun belum ada data yang menyebutkan adanya
domain pengikat pati pada produk turunan lebah madu, a-amilase
diduga terikat sangat kuat pada maltodekstrin dalam gel dan tidak
bergerak pada analisis native PAGE. Hasil yang diperoleh
menunjukkan bahwa metode pewarnaan aktivitas native PAGE,
menggunakan gel yang mengandung maltodekstrin, efektif untuk
mendeteksi amilase asing dalam madu secara cepat dan mudah.

H f 1 2 545 N P 9 10 11 12 13 14 15 16 N P 17 18 19 20 21 22 23 M

N P 25 26 27 28 29 30 N P 31 32 33 34 35 36 37 N P 39 40 41 42 43 44 &5

N P 456 A7 4B 49 50 51 52 53 N P 54 55 56 57 58 59 &0 &1 62 63 64 65 66 67

Gambar 13.2. Analisis Aktivitas Protein Menggunakan Native PAGE dengan
Gel 1% Maltodekstrin. Ekstrak madu diaplikasikan pada native PAGE
menggunakan gel yang mengandung maltodekstrin 1% (akrilamida 12%)
dan amilase asing dideteksi dengan pewarnaan aktif. N, kontrol negatif; P,
kontrol positif (pita atas;A-amilase dari Bacillus licheniformis, pita bawah;
a-amilase dari Aspergillus oryzae). No. sesuai dengan nomor pada Tabel
13.1 (Takahashi et al., 2023).

Dengan demikian, ditemukan bahwa amilase asing
ditambahkan ke dalam madu murah yang didistribusikan. Seperti
halnya penambahan sirup, penambahan amilase asing ini juga dapat
menyamarkan aktivitas diastase yang menurun akibat proses seperti
pemanasan. Di Jepang, hanya metode TLC (Thin Layer
Chromatography) dan SCIRA (Screening for Contaminants in Royal
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Jelly) yang digunakan untuk mengidentifikasi zat pengotor dalam
madu, namun kedua metode tersebut tidak dapat mendeteksi
penambahan amilase asing ke dalam madu. Pada awalnya, LC-QTOF-
MS (Liquid Chromatography Quadrupole Time-of-Flight Mass
Spectrometry) digunakan untuk mendeteksi amilase asing, namun
peralatan LC-QTOF-MS ini tergolong mahal dan kurang fleksibel.

Oleh karena itu, sebuah metode verifikasi baru untuk
mendeteksi o-amilase dalam madu yang dijual di Jepang telah
dilaporkan. Metode yang diusulkan adalah pewarnaan aktivitas native
PAGE (Polyacrylamide Gel Electrophoresis) yang menggunakan gel
yang mengandung maltodekstrin sebagai pendekatan yang mudah
dan efektif untuk mendeteksi amilase asing dalam madu. Dalam
pekerjaan ini, dua jenis amilase asing terdeteksi, meskipun
kemungkinan ada a-amilase lainnya yang akan ditambahkan ke dalam
madu di masa mendatang. Oleh karena itu, perlu dilakukan
penyelidikan lebih lanjut untuk mengetahui apakah berbagai jenis a-
amilase biogenik dapat dipisahkan dari a-amilase yang berasal dari
lebah madu menggunakan metode pewarnaan aktivitas native PAGE.
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BAB XIV
DETEKSI MADU PALSU: PERBANDINGAN DUA
METODE SPEKTROSKOPI

14.1. Pengantar

Madu merupakan bahan pangan yang memiliki manfaat penting
bagi kesehatan dan pengobatan. Selain itu, madu juga merupakan
salah satu komoditas ekspor penting bagi banyak negara. Secara
ilmiah, madu adalah cairan manis alami yang dihasilkan oleh lebah
madu dari nektar bunga atau bagian lain dari tanaman berbunga
(Gebremariam & Brhane, 2014). Madu yang dipasarkan secara
komersial sering kali dipalsukan dengan penambahan bahan lain
untuk tujuan tertentu, baik untuk kebutuhan gizi maupun pengobatan.
Bahkan, beberapa produk madu yang dipalsukan masih mengandung
sebagian kecil madu murni.

Untuk membedakan madu murni dari madu palsu atau bukan
madu, berbagai metode telah dikembangkan, baik yang bersifat
tradisional maupun modern. Salah satu metode yang menjanjikan
adalah spektroskopi fluoresensi dan spektroskopi Fourier Transform
Infrared (FTIR), yang dapat digunakan untuk mendeteksi keaslian
madu (El-Bialee et al., 2013). Spektroskopi fluoresensi yang diinduksi
oleh laser atau LED juga telah diusulkan sebagai alternatif yang
memiliki sejumlah keunggulan. Selain itu, kombinasi antara visi
komputer dan spektroskopi fluoresensi yang diinduksi laser juga telah
diterapkan untuk membedakan madu murni dari madu palsu (Shiddiq
et al, 2018). Temuan terbaru menunjukkan bahwa spektroskopi
fluoresensi yang diinduksi cahaya menggunakan LED telah
dikembangkan dengan memanfaatkan serat optik agar menjadi lebih
efisien dan portabel (Marudova et al., 2013).

Beberapa metode tradisional yang digunakan untuk menguji
kemurnian madu, seperti pengujian dengan menggunakan indera
manusia (misalnya, penglihatan, penciuman, dan perasa), kini mulai
ditiru dengan teknologi sensor buatan. Kualitas madu dapat tercermin
dari aspek-aspek seperti warna, aroma, dan rasa. Aspek-aspek ini
dapat dianalisis melalui sistem sensorik buatan seperti visi komputer
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untuk penampilan, hidung elektronik untuk aroma, dan lidah
elektronik untuk rasa (Magdalena et al., 2014). Hidung elektronik
sendiri telah diterapkan untuk berbagai aplikasi, termasuk pengujian
madu (Veloso et al, 2018). Selain itu, metode hibrida yang
menggabungkan penggunaan lidah elektronik dan FTIR juga telah
berhasil diterapkan untuk mengklasifikasikan madu murni dan madu
palsu (Subari et al., 2012).

Spektroskopi fluoresensi yang diinduksi laser dan FTIR terbukti
efektif dalam membedakan madu murni dari produk nonmadu,
termasuk madu palsu yang mengandung sirup jagung. Sirup jagung
yang lebih murah sering digunakan sebagai pengganti madu dalam
industri makanan, yang menyebabkan munculnya madu palsu di
pasaran (Abd El-Aal et al,, 1993). Dengan demikian, metode deteksi
madu murni dan madu palsu terus berkembang, dan berbagai
teknologi canggih kini dapat digunakan untuk memastikan kualitas
madu yang beredar di pasar.

14.2. Kandungan pada Gula Madu

Tabel 14.1 menunjukkan kadar gula pada berbagai jenis madu,
termasuk madu yang dipalsukan. Hasil analisis menunjukkan bahwa
semua madu yang diuji memenuhi standar Nasional Indonesia, yaitu
memiliki kadar gula lebih dari 65% (SNI, 2013). Gula merupakan
komponen utama dalam madu selain air. Kadar gula yang tinggi
menyebabkan madu memiliki kekentalan yang lebih besar. Selain itu,
kadar gula yang tinggi juga berkontribusi pada peningkatan kualitas
rasa madu dan dapat memperpanjang umur simpan madu tersebut
(National Honey Board, 2003).

Kadar gula dalam madu turut berperan penting dalam
mempengaruhi efek osmotik madu tersebut, yang pada gilirannya
dapat mencegah pertumbuhan bakteri. Madu yang memiliki kadar air
lebih rendah dan kadar gula lebih tinggi cenderung berwarna lebih
gelap, karena mengandung senyawa fenolik dalam jumlah yang lebih
tinggi dibandingkan dengan madu yang berwarna lebih terang (Eleazu
etal., 2013).
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Tabel 14.1. Spesifikasi madu untuk analisis amilase (Shiddiq et al, 2019)

N Kode K . Gula N Kode Kemurnian Gula
o. Madu emurnian % o. Madu %
1. A Pure, Forest 69,0 15. 0 Pure, Forest 78,0
2. B Pure, Forest 69,5 16. P Pure, Forest 71,5
3. C Pure, Forest+2 flora 75,0 17. Q Pure, Forest+2 71,0

flora
4, D Pure, Forest 69,0 18. CL C + Corn syrup 73,5
5. E Pure, Forest 70,0 19 FL F + Corn syrup 70,0
6. F Royaljelly, Bee pollen 72,0  20. GL G + Corn syrup 67,5
7. G Pure, Forest 73,0 21 HL H + Corn syrup 70,0
8. H Pure, Forest 750 22 IL I+ Corn syrup 73,5
9. I Mixed honey, date, 76,0 23. ML M + Corn syrup 67,5
royal Jelly

10 ] Pure, Forest 77,0 24. NL N + Corn syrup 72,0
11 K Date Syrup 100 % 780  25. OL 0 + Corn syrup 75,0
12 L Corn Syrup 100 % 75,0  26. PL P + Corn syrup 69,5
13 M Pure, Forest 70,0  27. QL Q + Corn syrup 69,5
14 N Pure, Mono 73,5

14.3. Hubungan antara Panjang Gelombang Maksimum dan

Komposisi Gula Madu

Tabel 14.2 memperlihatkan perubahan warna cairan madu
sebelum dan sesudah dieksitasi menggunakan sinar laser dengan
panjang gelombang 405 nm (ungu). Spektroskopi fluoresensi yang
diinduksi oleh laser atau LED memiliki kemampuan untuk
menunjukkan perbedaan warna pada berbagai jenis madu, serta
untuk membedakan madu dengan bahan non-madu. Pada proses
fluoresensi, sebagian energi cahaya diserap, yang menyebabkan
pergeseran panjang gelombang cahaya ke arah panjang gelombang
yang lebih panjang daripada panjang gelombang eksitasi. Panjang
gelombang puncak warna madu diukur menggunakan program Ocean
Optics Spectra yang terintegrasi dengan spektrometer.

Panjang gelombang puncak fluoresensi pada madu dengan kode
A hingga K berkisar antara 490,9 nm hingga 641,3 nm. Hasilnya
menunjukkan bahwa intensitas fluoresensi cenderung menurun
seiring dengan peningkatan kadar gula (El-Bialee et al., 2013).
Berdasarkan data yang disajikan dalam Tabel 14.2, dapat dilihat
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bahwa semakin gelap warna madu, semakin rendah pula intensitas
cahaya yang terdeteksi. Warna madu ini berkaitan erat dengan kadar
gula yang terkandung di dalamnya. Seperti yang telah dijelaskan
sebelumnya, kadar gula yang lebih tinggi dapat menggelapkan warna
madu, sehingga semakin tinggi kadar gula atau semakin rendah kadar

air, warna madu akan cenderung menjadi lebih gelap (Eleazu et al,,
2013).

Tabel 14.2. Visualisasi Warna Madu Sebelum dan Setelah Eksitasi dengan
Laser 405 nm (Shiddiq et al., 2019).

m--

sebelum

- - - - - - .

Non Madu K

Gambar madu
setelah

eksitasi
e ! I ' . . u

Non Madu K

Hubungan antara panjang gelombang fluoresensi puncak dan
kadar gula dapat dilihat pada Gambar 14.1. Gambar tersebut
memperlihatkan adanya korelasi linier antara panjang gelombang
puncak dengan kadar gula. Kadar gula yang lebih tinggi menyebabkan
peningkatan penyerapan energi cahaya eksitasi, sehingga energi yang
dipancarkan oleh madu menjadi lebih sedikit. Akibatnya, panjang
gelombang cahaya fluoresensi yang dipancarkan menjadi lebih
panjang. Temuan sebelumnya menunjukkan bahwa panjang
gelombang eksitasi 405 nm efektif untuk memunculkan fenomena
fluoresensi pada madu (El-Bialee et al., 2013).

Nilai regresi linier yang diperoleh (R*) dari Gambar 1 adalah
0,7972.Kesalahan relatif (%) yang dihitung berdasarkan nilai tersebut
adalah 1 - R?, yaitu sebesar 0,2028, atau kurang dari 20%. Hasil ini
menunjukkan bahwa terdapat faktor signifikan lain yang turut
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berkontribusi terhadap hubungan tersebut. Dengan kata lain, kadar
gula merupakan faktor utama yang memengaruhi pergeseran panjang
gelombang puncak. Nilai R?> yang mendekati satu mengindikasikan
adanya korelasi yang kuat antara variabel Y dan X.

880 - Sample K

Wavelength (nmj

Sugar Content (%)

Gambar 14.1. Hubungan antara panjang gelombang puncak dengan kadar
gula pada madu (Shiddiq et al., 2019).

14.4. Spektral Ultraviolet-Tampak sebagai Alat Verifikasi

Keaslian Madu
14.4.1. Persiapan dan Pemrosesan Madu untuk Analisis.

Madu linden, akasia, rapeseed, bunga matahari, madu embun,
dan madu polifloral murni (hasil panen tahun 2018) dipilih dari
wilayah Valcea. Madu tersebut disimpan dalam wadah kedap udara di
tempat yang gelap pada suhu ruangan. Sebelum dilakukan pelarutan,
madu diperiksa untuk mengetahui apakah telah mengalami
kristalisasi. Madu kemudian dipanaskan secara perlahan pada suhu
50°C untuk menghilangkan fase padat yang terbentuk, dan setelah itu
disentrifugasi pada kecepatan 6000 rpm (1610x g) selama 5 menit.

Berbagai jenis sirup, termasuk sirup jagung, sirup jagung
dengan ekstrak tumbuhan, sirup inversi, dan sirup buah (Dulcofruct,
Focsani, Rumania), digunakan untuk melakukan pemalsuan madu
dengan menambahkan sirup dalam konsentrasi 5%, 10%, 20%, 30%,
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40%, dan 50% (b:b). Madu yang telah dipalsukan kemudian
dihomogenisasi secara mekanis sebelum dilakukan pengukuran
spektral.

14.4.2. Pengukuran dan Interpretasi Spektrum UV-Vis Sirup dan
Madu

Pelarut yang digunakan untuk tujuan disolusi, pengenceran, dan
penetapan baseline adalah etanol 80% dalam air (v:v), yang diperoleh
dari etanol absolut berkualitas analitik (>99%) (Merck Co., Darmstadt,
Jerman) dan air ultra murni yang diproduksi menggunakan sistem
Milli-Q Millipore (Bedford, MA, AS). Larutan stok 10% (b:v) bahan
disaring melalui membran PTFE berukuran 0,45 pm, kemudian
diencerkan dengan perbandingan 1:10 (v:v), dan dilakukan
pengukuran spektrofotometri. Spektrum direkam menggunakan
spektrofotometer UV-Vis Specord 250 Plus (Analytik Jena, Jena,
Jerman), dengan sel kuarsa berukuran 1 cm, resolusi 1 nm,
menggunakan larutan etanol 80% sebagai blangko, pada rentang
panjang gelombang 200-450 nm. Selama perekaman, suhu
divariasikan pada kisaran 23 * 1°C. Setiap bahan dianalisis dalam tiga
kali pengulangan.

Inspeksi visual terhadap spektrum menunjukkan bahwa daerah
panjang gelombang 200-400 nm mengandung informasi yang relevan.
Khususnya, daerah 250-350 nm dalam spektrum serapan UV-Vis
menunjukkan perhatian khusus, karena berkaitan dengan polifenol
dan senyawa volatil yang berasal dari bunga madu (Ciucure & Geana,
2019) serta propolis (Nichitoi et al., 2019). Pita serapan yang kuat
sekitar 280/290 nm yang diamati dalam spektrum UV-Vis sirup gula
dapat dikaitkan dengan asam fenolik tak berwarna, monomer
flavanol, polimer, dan senyawa terkait lainnya. Madu yang diteliti
sebelumnya telah dikarakterisasi berdasarkan komposisi fitokimia
(Ropciuc et al, 2023), yang menunjukkan bahwa madu tersebut
mengandung sejumlah besar asam fenolik (seperti 3,4-
dihidroksibenzoat, p-hidroksibenzoat, kafeat, klorogenat, siringik, p-
kumarat, ferulat, dan t-sinamat) serta flavonoid (seperti kuersetin,
kaempferol, isorhamnetin, apigenin, pinosembrin, galangin, krisin,
dan pinostrobin). Pemalsuan madu dengan penambahan sirup jagung
5-50% atau gula inversi enzimatik tidak mengakibatkan perubahan
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spektral yang secara langsung berkorelasi dengan tingkat pemalsuan

(Gambar 14.2).

15 0.6
= + Sunflower Honey APIMERA (corn syrup)
12 N » Honeydew Honey 05 {%  + BONFEED (inverted sugar syrup with C3, C4 plants, min 10% C4)
+ Polyfloral Honey *  « DULCOFRUCT F+G (corn syrup with 38% fructose, 32% glucose)
« Colza Honey 04 -
N 4 + + DULCOFRUCT 1 (sugar syrup from C3 plants) - PLANT1
® + Acacia Honey 3 .
E + Mixture of Acacia and Polyfloral Honey £ . *DULCOFRUCT 2 (sugar syrup from C4 plants) - PLANT2
£ Linden Honey £ 03 * « Grape concentrated must
] i |-
= =
200 250 300 350 400 450 200 25!] 300 350 400 450
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(a) (b)
0.7 ¥ 07
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(!
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Gambar 14.2. Spektrum UV-Vis dari (a) madu, (b) sirup, (c¢) madu

bunga matahari (sunflower honey) yang dipalsukan dengan 5-50% gula
jagung (APIMERA), dan (d) madu bunga matahari yang dipalsukan dengan

5-50% gula enzimatik invertase (BONFEED) (Geana et al.,, 2024)
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GLOSARIUM

A

a-4'-glukosil-erlose

Sebuah jenis disakarida dengan struktur glukosa yang terikat pada
molekul erlose.

«a-6'-glukosil-erlose - Sebuah jenis disakarida lainnya yang memiliki
struktur glukosa yang terikat pada molekul erlose, tetapi dengan
posisi ikatan yang berbeda.

a-amilase - Enzim yang menghidrolisis ikatan a-1,4-glikosidik dalam
amilum dan glikogen menjadi gula reduksi.

a-glukosidase III - Enzim yang berfungsi dalam proses pemecahan
glukosa dari karbohidrat kompleks.

Adaptive Iteratively Reweighted Penalized Least Squares (airPLS)
Metode statistik yang digunakan untuk koreksi baseline pada data
spektrum.

Adulterasi: Proses pencampuran madu asli dengan zat lain (seperti
sirup gula, glukosa, atau fruktosa) yang bertujuan untuk menurunkan
kualitas atau memalsukan produk

Aktivitas Enzimatik

Mengacu pada aksi enzim alami dalam madu, seperti invertase dan
diastase, yang dapat digunakan sebagai indikator kualitas dan
keaslian madu.

Analisis Komponen Independen (ICA)

Teknik statistika yang digunakan untuk memisahkan sumber sinyal
yang tidak bergantung satu sama lain dalam data multivariat.
Analisis Multivariat Statistik

Teknik statistik yang melibatkan analisis data dengan lebih dari satu
variabel sekaligus.

Analisis Isotop Rasio Karbon (CIRA)

Metode yang digunakan untuk mendeteksi penambahan gula tanaman
C4 (misalnya sirup jagung) ke dalam madu dengan mengukur rasio
isotop karbon-13 dan karbon-12.

Analisis Komponen Utama (PCA)

Alat statistik yang digunakan untuk mengurangi dimensi data dan
mengidentifikasi pola atau anomali dalam profil gula pada madu.

179



Analitik

Metode atau pendekatan ilmiah untuk menganalisis komposisi kimia
suatu bahan menggunakan teknik dan instrumen tertentu.
Antibakteri

Sifat madu yang mampu menghambat atau membunuh pertumbuhan
bakteri, disebabkan oleh kandungan seperti hidrogen peroksida dan
senyawa bioaktif lainnya.

Apigenin

Senyawa flavonoid yang ditemukan pada berbagai tanaman, memiliki
sifat antioksidan.

Apis dorsata

Salah satu spesies lebah madu, dikenal karena ukuran tubuhnya yang
lebih besar.

Apis mellifera

Lebah madu yang paling umum dipelihara oleh peternak lebah untuk
menghasilkan madu.

Asam Glukonat

Asam organik yang ditemukan dalam beberapa produk fermentasi,
digunakan dalam industri kosmetik dan farmasi.

Autentikasi

Proses verifikasi atau pembuktian keaslian suatu produk, dalam
konteks ini adalah madu, untuk memastikan bahwa produk tersebut
tidak dipalsukan atau dicampur dengan bahan lain seperti gula
tambahan.

B

Batas Deteksi (limit of detection)

Jumlah terkecil suatu substansi yang dapat dibedakan secara andal
dari ketidakhadiran substansi tersebut dalam sampel.

Batas Kuantisasi (limit of quantification /LOQ)

Konsentrasi terendah dari analit yang dapat terdeteksi secara
kuantitatif dengan presisi dan akurasi yang dapat diterima.
Bioindikator

Organisme atau senyawa yang digunakan untuk mendeteksi
keberadaan zat tertentu, misalnya untuk mengetahui sumber nektar
atau tingkat pencemaran.

Bio-marker

Senyawa kimia spesifik atau tanda molekuler yang digunakan untuk
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menunjukkan keberadaan atau ketiadaan bahan atau kontaminan
tertentu dalam madu.

Biosensor

Perangkat yang digunakan untuk mendeteksi perubahan biokimia
atau biologis dalam suatu sampel.

Blokchain

Teknologi terdesentralisasi untuk mencatat transaksi atau data secara
aman, transparan, dan tidak bisa diubah.

Botani Asal (Botanical Origin)

Jenis tanaman dari mana lebah mengumpulkan nektar; hal ini
menentukan jenis madu, seperti madu akasia, madu kopi, dll.

C
Caveat emptor
Prinsip hukum yang mengartikan "pembeli harus berhati-hati",
berarti pembeli harus melakukan pemeriksaan atas barang sebelum
membeli.
Campuran Gula
Penambahan gula, baik sukrosa, glukosa, fruktosa, atau sirup jagung,
ke dalam madu yang bertujuan untuk meningkatkan volume atau
keuntungan, yang dapat merusak keaslian madu.
Chromatografi
Keluarga teknik analitis yang digunakan untuk memisahkan,
mengidentifikasi, dan mengukur komponen dalam campuran, seperti
gula dalam madu.
Chromatografi Gas (GC)
Teknik analitis yang digunakan untuk memisahkan dan menganalisis
senyawa yang dapat diuapkan tanpa dekomposisi—digunakan untuk
profil gula dan deteksi pemalsuan.
Chromatografi Lapisan Tipis (TLC)
Teknik analitis sederhana yang digunakan untuk identifikasi awal
jenis gula dalam
Ciri Organoleptik
Karakteristik fisik yang dapat dirasakan oleh pancaindra seperti rasa,
aroma, warna, dan tekstur suatu bahan pangan.
Citra Digital
Gambar atau representasi visual yang disimpan dalam format digital
untuk analisis atau pemrosesan lebih lanjut.
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Codex Alimentarius Commission

Organisasi internasional yang mengembangkan standar internasional
untuk makanan dan produk terkait.

Color Grab

Aplikasi atau perangkat untuk menangkap dan mengidentifikasi
warna dari gambar atau objek di dunia nyata.

C3 dan C4 Isotop

Rasio isotop karbon yang digunakan untuk mendeteksi adanya
pemalsuan madu dengan sirup berbasis tanaman C4 (seperti jagung
dan tebu).

D

Deteksi Kualitatif

Metode analisis untuk mengetahui ada tidaknya suatu zat tanpa
mengukur jumlahnya.

Deteksi Kuantitatif

Metode analisis untuk mengetahui berapa banyak (kuantitas) suatu
zat yang terdapat dalam sampel.

Diastase

Enzim alami dalam madu yang membantu mencerna pati; digunakan
sebagai indikator kesegaran madu. Enzim yang mengubah pati
menjadi gula sederhana melalui proses hidrolisis.
Difructosyl-isomelezitosa

Sebuah oligosakarida yang dihasilkan melalui modifikasi enzimatik
dari isomelezitosa.

DNA Barcoding

Teknik identifikasi spesies tanaman atau lebah berdasarkan sekuens
DNA, digunakan untuk menentukan asal usul madu.

E

e-nose

Alat elektronik yang digunakan untuk mendeteksi aroma dan bau
dengan meniru cara kerja indera penciuman manusia.
Elektrrokimialuminesensi

Teknik analitik yang menggabungkan reaksi elektrokimia dengan
emisi cahaya untuk mendeteksi analit.
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Enzim

Protein yang mempercepat reaksi kimia dalam madu, seperti
invertase, glukosa oksidase, dan diastase.

e-tongue

Teknologi yang meniru indera perasa manusia untuk mendeteksi rasa
dalam sampel

F

Fase Padat Fase Terbalik (SPE)

Teknik kromatografi untuk pemisahan komponen berdasarkan
interaksi dengan fase padat yang dibalik.

Flavonoid:

Senyawa fenolik yang berperan sebagai antioksidan dan juga menjadi
penanda botani madu.

Flavonoid

Kelas senyawa fenolik yang ditemukan dalam berbagai tanaman,
berfungsi sebagai antioksidan.

Fluoresensi

Emisi cahaya oleh suatu molekul setelah menyerap cahaya atau
radiasi elektromagnetik lainnya.

Fruktosa

Jenis gula sederhana (monosakarida) yang secara alami terdapat
dalam madu, tetapi juga bisa berasal dari tambahan eksternal.

FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

Teknik untuk mengetahui struktur kimia senyawa dalam madu.

G

Gentiobiosa

Disakarida yang terdiri dari dua molekul glukosa.

Glukosa

Monosakarida lain yang secara alami ditemukan dalam madu, namun
juga sering digunakan sebagai bahan campuran atau pemalsu.
Glucanobacter spp

Genera bakteri yang dikenal dalam fermentasi gula dan produksi
asam.
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Gula Konstituen

Gula alami yang ditemukan dalam madu, terutama fruktosa dan
glukosa, bersama dengan komponen minor seperti sukrosa, maltosa,
dan oligosakarida lainnya.

H

Hidroksimetilfurfural (HMF)

Senyawa yang terbentuk dari degradasi gula dalam madu, biasanya
meningkat akibat pemanasan atau penyimpanan lama. Kadar HMF
sering digunakan sebagai indikator kualitas atau pemalsuan madu.
High Fructose Corn Syrup (HFCS) - Sirup jagung yang mengandung
fruktosa lebih tinggi dibandingkan sirup glukosa biasa.

Hue Saturation Value

Model warna yang digunakan untuk menggambarkan perbedaan
dalam warna berdasarkan rona, kejenuhan, dan kecerahan.

I

Identifikasi

Langkah ilmiah untuk mengenali dan mengonfirmasi keberadaan zat
tertentu dalam suatu sampel.

Identifikasi Pollen (Melissopalinologi):

Studi tentang serbuk sari dalam madu untuk menentukan asal botani
dan geografis.

Indeks Refraksi

Ukuran yang digunakan untuk memperkirakan total zat terlarut
dalam madu, kadang-kadang berkorelasi dengan kandungan gula dan
kemurnian.

Inulobiose

Disakarida yang terdiri dari dua unit inulosa yang berhubungan
melalui ikatan (3.

Invertase

Enzim yang menghidrolisis sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa.
IRMS (Isotope Ratio Mass Spectrometry):

Teknologi untuk menganalisis rasio isotop karbon dalam madu untuk
mendeteksi pemalsuan.

Isomaltosa

Disakarida yang terdiri dari dua molekul glukosa yang terikat pada
posisi yang berbeda dari sukrosa.
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Isotop Stabil

Atom dari unsur yang sama dengan jumlah neutron berbeda yang
tidak bersifat radioaktif. Isotop digunakan dalam teknik pelabelan
untuk mendeteksi sumber gula dalam madu.

K

Karbohidrat

Senyawa organik yang terdiri dari karbon, hidrogen, dan oksigen,
termasuk gula seperti glukosa, fruktosa, dan sukrosa, yang merupakan
komponen utama madu.

Kestosa

Polimer karbohidrat yang ditemukan pada beberapa bahan makanan,
digunakan dalam industri makanan.

Kojibiosa

Disakarida yang ditemukan dalam proses fermentasi dan digunakan
dalam aplikasi pangan.

Kristalisasi Madu

Proses fisik di mana madu cair berubah menjadi bentuk padat karena
penurunan kelarutan glukosa Proses pemadatan madu alami ketika
kadar glukosa lebih tinggi dari kadar air

Kromatografi

Teknik pemisahan senyawa kimia dalam campuran berdasarkan
perbedaan sifat fisik atau kimia. Umumnya digunakan dalam analisis
madu.

Kromatografi Gas (GC):

Teknik yang digunakan untuk menganalisis senyawa volatil dalam
madu.

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (High-Performance Liquid
Chromatography /HPLC):

Teknik pemisahan untuk menganalisis komponen larut dalam
madu seperti gula. Teknik yang banyak digunakan untuk
memisahkan, mengidentifikasi, dan mengukur gula individu dalam
madu.

Kromatografi Lapisan Tipis (TLC)

Teknik analitis sederhana yang digunakan untuk identifikasi awal
jenis gula dalam madu.
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Kualitas Kontrol

Prosedur dan standar yang digunakan untuk memastikan madu
memenuhi persyaratan keamanan, kemurnian, dan keaslian.
K-Nearest Neighbor (KNN)

Algoritma pembelajaran mesin yang digunakan untuk klasifikasi
berdasarkan kedekatannya dengan titik data yang ada.

L

LC2-DE DIGE

Teknik proteomik yang menggabungkan pemisahan dua dimensi
dengan elektroforesis gel dan metode identifikasi protein.

LC-IRMS

Teknik analisis yang menggabungkan kromatografi cair dengan
spektrometri massa isotop untuk menentukan isotop stabil dalam
sampel.

M

Machine Learning

Bidang kecerdasan buatan yang berfokus pada pengembangan
algoritma untuk memungkinkan sistem belajar dari data.

Madu Asli

Madu yang dihasilkan lebah dari nektar bunga tanpa campuran atau
tambahan bahan lain.

Madu Monofloral

Madu yang mayoritas berasal dari satu jenis tanaman.

Madu Polifloral

Madu yang berasal dari berbagai jenis bunga.

MALDI-TOF MS

Teknik spektrometri massa untuk identifikasi biomolekul seperti
protein dan asam nukleat.

Maltosa

Gula disakarida yang secara alami terdapat dalam jumlah kecil pada
madu, tetapi kadang-kadang ditambahkan secara curang melalui sirup
gula.

Metabolomik

Cabang ilmu yang mempelajari profil senyawa metabolit dalam suatu
organisme atau produk seperti madu, untuk keperluan identifikasi
dan autentikasi.
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Multivariate Statistical Modeling

Pendekatan statistik untuk menganalisis data dengan banyak variabel
sekaligus.

Myo-Inositol

Bentuk isomer dari inositol, yang berperan dalam berbagai proses
biologi dalam tubuh manusia.

N

Native PAGE

Singkatan dari Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis, yaitu teknik
elektroforesis yang digunakan untuk memisahkan protein
berdasarkan ukuran dan muatannya tanpa merusak struktur
alaminya.

Nigerosa

Oligosakarida yang terdiri dari beberapa unit glukosa.

Nistosa

Oligosakarida yang ditemukan dalam beberapa tanaman.

o

Oligosakarida

Karbohidrat yang terdiri dari beberapa unit gula; hadir dalam jumlah
jejak dalam madu alami dan penting untuk otentikasi madu.
Oligofruktosa

Karbohidrat pendek yang ditemukan pada beberapa tanaman dan
digunakan sebagai prebiotik.

Omik

Studi besar-besaran terhadap biomolekul dalam berbagai bidang
biologi, seperti genomik, proteomik, dan metabolomik.
Organoleptik

Pengujian atau evaluasi produk berdasarkan rasa, bau, tekstur, dan
penampilannya.

Osmolalitas

Ukuran konsentrasi partikel terlarut dalam suatu larutan, biasanya
digunakan dalam konteks larutan tubuh.

P
Palatinosa

Disakarida yang terdiri dari glukosa dan fruktosa.
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Partial Least Squares-Linear Discriminant Analysis (PLS-LDA) -
Teknik statistik yang menggabungkan regresi dan klasifikasi untuk
analisis data.

Pemalsuan Madu

Praktik menambahkan zat tertentu seperti gula atau sirup ke dalam
madu dengan tujuan menipu konsumen.

Piroglutamat

Senyawa yang terbentuk dari glutamat melalui siklus metabolik,
memiliki berbagai fungsi biologis. Asam amino yang mengandung
struktur siklik, terlibat dalam metabolisme glutamin.

Polinasi

Proses penyerbukan bunga oleh lebah, yang menghasilkan nektar
sebagai bahan dasar madu.

Pollen

Serbuk sari bunga yang dikumpulkan lebah, digunakan dalam analisis
asal madu.

Pollen Analysis (Melissopalynology)

Studi tentang butir-butir pollen dalam madu untuk menentukan asal
botani dan geografis, yang membantu dalam memverifikasi keaslian
madu.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Teknik dalam biologi molekuler yang digunakan untuk
menggandakan (mengamplifikasi) segmen DNA secara cepat dan
spesifik.

Principal Component Analysis (PCA)

Teknik analisis data multivariat yang digunakan untuk mengurangi
dimensi data.

Profil Gula

Komposisi unik gula dalam madu, yang bervariasi tergantung pada
sumber bunga dan membantu menentukan keaslian madu.

Profil Kimia

Susunan berbagai senyawa kimia dalam madu yang menjadi ciri khas
spesifik terhadap sumber nektarnya.

Prolin

Asam amino yang berperan dalam pembentukan struktur protein.

188



Q

Rasio Glukosa/Fruktosa

Parameter penting untuk menilai kualitas madu dan kecenderungan
kristalisasi. Rasio yang tidak normal dapat menunjukkan pemalsuan.
Reologi

[Imu yang mempelajari aliran dan deformasi material, sering
digunakan dalam industri makanan dan farmasi.

Root Mean Square Error (RMSE)

Ukuran kesalahan yang digunakan untuk mengevaluasi seberapa baik
model dalam memprediksi data.

S

Sensorik

Penilaian madu berdasarkan karakteristik rasa, aroma, warna, dan

tekstur.

Sirup Glukosa

Sirup yang mengandung glukosa sebagai bahan utama, digunakan

dalam berbagai produk makanan dan minuman.

Sirup Gula Invert

Sirup yang terdiri dari campuran glukosa dan fruktosa, dibuat dengan

memecah sukrosa menggunakan enzim atau asam.

Sirup Inulin Fruktosa Tinggi (HFIS)

Sirup yang mengandung fruktosa yang lebih tinggi daripada sirup

glukosa biasa, dihasilkan dari inulin.

Sirup Jagung Fruktosa Tinggi (HFCS)

Sirup jagung dengan kandungan fruktosa yang lebih tinggi dari pada

glukosa, digunakan dalam banyak produk olahan.

Skala Pfund

Skala untuk menilai intensitas warna madu berdasarkan tingkat

kegelapan.

Spektroskopi

Teknik analisis berdasarkan interaksi cahaya dengan materi.

Digunakan untuk mengidentifikasi dan menganalisis senyawa dalam

madu.

Spektroskopi Resonansi Magnetik Nuklir ((Nuclear Magnetic

Resonance/ NMR)

Teknik analisis lanjutan yang digunakan untuk menentukan struktur

senyawa organik, termasuk profil gula dan penanda pemalsuan dalam
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madu. Digunakan untuk analisis struktur senyawa organik dalam
madu.

Spektroskopi Inframerah Transformasi Fourier (FT-IR)

Teknik spektroskopi yang digunakan untuk menganalisis vibrasi
molekul dalam

Spektroskopi Fluoresens

Metode untuk menganalisis substansi berdasarkan kemampuannya
untuk memancarkan cahaya setelah dieksitasi. Digunakan dalam
mendeteksi kotoran atau sirup gula dalam madu.

Spektrometri Massa Isotop Rasio (IRMS)

Teknik yang digunakan untuk mengukur rasio isotop unsur-unsur,
sangat berguna untuk mengidentifikasi madu yang dipalsukan dengan
gula tebu atau jagung.

Spektroskopi Resonansi Magnetik Nuklir (NMR)

Teknik analitis lanjutan yang digunakan untuk menentukan struktur
senyawa organik, termasuk profil gula dan penanda pemalsuan dalam
madu.

Spray Ionisasi Elektrospray (ESI)

Teknik ionisasi yang digunakan dalam spektrometri massa yang
memungkinkan analisis molekul gula kompleks dalam madu.
Sukrosa

Gula disakarida yang secara alami hanya sedikit terdapat dalam madu
murni. Kadar tinggi menunjukkan kemungkinan pemalsuan. Gula
yang terdiri dari glukosa dan fruktosa, sering ditemukan dalam tebu
dan bit gula

T

Teknik Isotop Rasio Massa (IRMS)

Metode untuk mendeteksi asal usul gula berdasarkan rasio isotop
karbon (*3C/*2C), digunakan untuk membedakan gula alami dari
tambahan.

Traceability (Jejak Asal)

Kemampuan untuk melacak asal usul dan proses produksi madu
untuk menjamin keaslian dan keamanannya.

Total Fenolik:

Ukuran jumlah senyawa fenolik dalam madu, berkaitan dengan
aktivitas antioksidan.
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