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ABSTRACT 

 

Honey is a liquid from bee metabolism that is beneficial for health. As the 

demand for honey increases, it creates an opportunity for irresponsible individuals 

to make fake honey. The quality of honey can be known through several indicators, 

including hydroxymethyl furfural (HMF) content, moisture content, insoluble solids 

content in water, and honey viscosity. Hydroxymethyl furfural (HMF) is a 

compound formed due to the dehydration of glucose and fructose. The HMF value 

is one of the indicators of honey damage caused by acidity, excessive heating, or 

adulteration with invert sugar. 

The purpose of this study is to determine the quality of honey circulating in 

Semarang City based on SNI standards. This study is a type of non-experimental 

laboratory research with honey as a sample. The sampling technique used is simple 

random sampling. Testing of HMF levels by the High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) method, water content by the refractometry method, 

insoluble solids content in water by the gravimetric method, and honey viscosity 

content by the Brookfield viscometer device. 

The results of HMF content tests in M1, M2, M3, M4, M5, and K1 samples 

were 60,96 mg/kg, 1047,86 mg/kg, 770,68 mg/kg, 110,68 mg/kg, 36,55 mg/kg, and 

4,01 mg/kg, respectively. The results of the moisture content test were 26,33%, 

22,66%, 23,33%, 21,66%, 23,00%, and 18,66% respectively. The test results of 

insoluble solids in water were 0,10%, 0,43%, 0,36%, 0,18%, 0,30%, and 0,30% 

respectively. The results of the honey viscosity test were 11,40 Pois, 28,69 Pois, 

17,71 Pois, 30,13 Pois, 28,93 Pois, and 35,14 Pois. 

Honey HMF levels that exceed the SNI standard, which is a maximum of 50 

mg/kg, are found in M1, M2, M3, and M4. The highest moisture content was found 

in the M1 sample and did not meet the SNI standard, which was a maximum of 22%. 

The level of insoluble solids in water in all honey samples was below the SNI 

standard, which was a maximum of 0.5%. The honey viscosity level in all samples 

met the SNI standard, which was a minimum of 10 Pois. 

 

Keywords: honey moisture content, honey viscosity, hydroxymethyl furfural 

(HMF), insoluble solids in water.  
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INTISARI 

 

Madu merupakan cairan hasil metabolisme lebah yang bermanfaat untuk 

kesehatan. Seiring meningkatnya permintaan madu menjadikan kesempatan bagi 

oknum yang tidak bertanggung jawab untuk membuat madu palsu. Kualitas madu 

dapat diketahui melalui beberapa indikator, diantaranya yaitu kadar 

hidroksimetilfurfural (HMF), kadar air, kadar padatan tak larut dalam air, dan 

viskositas madu. Hidroksimetilfurfural (HMF) merupakan senyawa yang terbentuk 

akibat dehidrasi glukosa dan fruktosa. Nilai HMF adalah salah satu indikator 

kerusakan madu yang disebabkan oleh keadaan asam, pemanasan yang berlebihan 

maupun pemalsuan dengan gula invert.  

Tujuan penelitian ini untuk mengetahui kualitas madu yang beredar di Kota 

Semarang berdasrakan standar SNI. Penelitian ini merupakan jenis penelitian 

laboratorium non eksperimental dengan madu sebagai sampel. Teknik sampling 

yang digunakan yaitu simple random sampling. Pengujian kadar HMF dengan 

metode High Performance Liquid Chromatography (HPLC), kadar air dengan 

metode refraktometri, kadar padatan tak larut dalam air dengan metode gravimetri, 

dan kadar viskositas madu dengan alat viskometer Brookfield.  

Hasil uji kadar HMF pada sampel M1, M2, M3, M4, M5, dan K1 secara 

berturut-turut 60,96 mg/kg, 1047,86 mg/kg, 770,68 mg/kg, 110,68 mg/kg, 36,55 

mg/kg, dan 4,01 mg/kg. Hasil uji kadar air berturut-turut yaitu 26,33%, 22,66%, 

23,33%, 21,66%, 23,00%, dan 18,66%. Hasil uji kadar padatan tak larut dalam air 

secara berturut-turut yaitu 0,10%, 0,43%, 0,36%, 0,18%, 0,30%, dan 0,30%. Hasil 

uji kadar viskositas madu secara berturut-turut yaitu 11,40 Pois, 28,69 Pois, 17,71 

Pois, 30,13 Pois, 28,93 Pois, dan 35,14 Pois.  

Kadar HMF madu yang melebihi standar SNI yaitu maksimal 50 mg/kg 

terdapat pada M1, M2, M3, dan M4. Kadar air tertinggi terdapat pada sampel M1 

dan tidak memenuhi standar SNI yaitu maksimal 22%. Kadar padatan tak larut 

dalam air pada semua sampel madu memenuhi standar SNI yaitu tidak lebih dari 

0,5%. Kadar viskositas madu pada semua sampel memenuhi standar SNI yaitu 

minimal 10 Pois.   

Kata kunci: hidroksimetilfurfural (HMF), kadar air madu, padatan tak larut dalam 

air, viskositas madu.  
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BAB I 

PENDAHULUAN  

 

A. Latar Belakang  

Madu adalah salah satu produk perlebahan dan termasuk kedalam 

produk hasil hutan. Madu merupakan cairan hasil metabolisme lebah madu 

yang sangat bermanfaat untuk kesehatan dan harganya relatif mahal. Hal 

tersebut sering memunculkan penyalahgunaan pembuatan madu oleh 

oknum yang tidak bertanggung jawab dengan membuat madu tiruan. 

Menurut Standar Nasional Indonesia (SNI) 3545: 2013, madu adalah suatu 

cairan alami yang umumnya mempunyai rasa manis, dihasilkan oleh lebah 

madu dari nektar bunga tumbuhan (flora nektar). Secara umum, madu 

mengandung glukosa, fruktosa, sukrosa, air, berbagai senyawa asam amino, 

vitamin dan mineral (Sohaimy et al., 2015: 280). Oleh karena itu, madu 

dapat berperan sebagai anti inflamasi (Navaei et al., 2021: 3), antibakteri 

(Bucekova et al., 2019: 12), antioksidan (Mohamed et al., 2010: 61) dan 

sebagai imunitas bagi tubuh (Mao et al., 2013: 8844). Beragamnya manfaat 

madu terhadap kesehatan, membuat permintaan madu terus meningkat 

bahkan mencapai 300% saat pandemi COVID-19 (Kompas, 2021: 1). Badan 

Pusat Statistik 2020 mencatat konsumsi madu sebesar 60 gram/kapita/tahun 

dikalibrasikan dengan total jumlah penduduk sekitar 270,20 juta jiwa, 

sekurang-kurangnya Indonesia membutuhkan sekitar 16.000.000 liter madu 

setiap tahunnya (BPS, 2021: 336). Namun, produksi madu dari tahun ke 

tahun mengalami penurunan. Penurunan paling signifikan terjadi di tahun 

2020, yaitu dari 498.048,65 liter menjadi 51.338,26 liter (BPS, 2021: 39). 

Rendahnya produk madu dan tingginya permintaan konsumen, menjadi 

kesempatan bagi oknum yang tidak bertanggung jawab untuk membuat 

produk madu palsu. Pemalsuan produk madu selain merupakan perbuatan 

melanggar hukum, juga berdampak negatif terhadap kesehatan jika 

dikonsumsi, salah satunya yaitu memicu risiko diabetes melitus (Rasad et 

al., 2018: 120).  
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Praktik pembuatan madu palsu terjadi di Provinsi Banten dan 

diedarkan ke berbagai wilayah di pulau Jawa maupun di luar pulau Jawa. 

Pelaku dan sindikat produk madu palsu memiliki berbagai teknik untuk 

memalsukan produk madu. Pertama, menggunakan limbah tetes tebu yang 

dicampur dengan glukosa dan fruktosa untuk membentuk cairan agar 

terlihat seperti madu (Kompas, 2020). Kedua, mengoplos madu dengan 

bahan kimia seperti esens yang dicampur dengan gula pasir, susu kental 

manis, dan tepung tapioka (Kompas, 2022). Ketiga, mengubah kadar air 

madu yang mulanya tinggi, kemudian diturunkan dengan cara pemanasan 

(Harmain et al., 2023: 161). Keempat, mengubah volume madu dengan 

menambah air agar kuantitas produk madu menjadi lebih banyak (Kompas, 

2020). Kelima, membuat madu sirupan, yaitu madu yang dihasilkan oleh 

lebah, namun lebahnya diberi pakan dengan air gula (Kompas, 2020). 

Hingga saat ini, jaminan keaslian dan kualitas madu yang beredar di pasaran 

belum memiliki komponen yang sesuai dengan standar yang berlaku, serta 

belum terdapat informasi yang tercantum pada label produk (Sumantri et 

al., 2013). Hadirnya produk madu tanpa mencantumkan logo SNI dan 

kandungan gizi dinilai masih kurangnya pihak yang berwajib dalam 

melindungi kesehatan dan keamanan konsumen.   

Kualitas madu di Indonesia diatur berdasarkan Standar Nasional 

Indonesia (SNI) 3545:2013 tentang madu. Standar mutu yang beredar di 

pasaran ini penting agar produk madu tetap bernutrisi dan terjaga manfaat 

terapeutiknya (Jannetta, 2022: 17). Kualitas produk madu dapat ditentukan 

melalui beberapa parameter dengan uji laboratorium. Beberapa diantaranya 

yaitu hidroksimetilfurfural (HMF), kadar air, padatan tak larut dalam air, 

dan viskositas madu (Apriani et al.,  2013: 92).   

Kadar air dapat menentukan kualitas dan keaslian produk madu. 

Sulistyianingsih et al. (2022: 293) melakukan pengujian kadar air pada 

madu dengan menggunakan metode refraktometri dan diperoleh hasilnya 

yaitu 27,3%. Hasil kadar air madu tersebut tidak memenuhi standar 

maksimal kadar air madu menurut SNI yaitu ≤ 22%. Kadar air yang 
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terkandung pada madu akan mempengaruhi tingkat viskositas madu. 

Semakin tinggi kadar air, maka viskositas madu semakin rendah (Apriantini 

et al., 2022: 103). Apriliyani (2020: 70) melakukan uji viskositas madu 

dengan penambahan larutan gula menggunakan alat viskometer falling ball 

dan diperoleh hasil uji viskositas madu pada konsentrasi penambahan gula 

60% yaitu 7,401 poise. Hasil tersebut tidak memenuhi standar minimal 

viskositas madu sesuai SNI yaitu ≥10 pois. Dalam proses pembuatan produk 

madu palsu, memungkinkan bahan-bahan organik maupun anorganik untuk 

ikut tercampur dalam madu seperti halnya pasir, limbah tebu, gula pasir, dan 

benda-benda asing lainnya. Padjula (2019: 20) melakukan uji padatan tak 

larut dalam air dengan metode gravimetri dan diperoleh hasilnya sebesar 

0,81%. Hasil tersebut tidak memenuhi standar maksimal yang ditetapkan 

oleh SNI yaitu ≤ 0,5%.  

Hidroksimetilfurfural (HMF) merupakan senyawa yang terbentuk 

akibat dehidrasi glukosa atau fruktosa (Dimyati & Marzuki, 2023: 675). 

Nilai HMF merupakan salah satu indikator kerusakan madu yang 

disebabkan oleh keadaan asam, pemanasan yang berlebihan, maupun 

pemalsuan dengan gula invert. Gula invert adalah suatu campuran dengan 

perbandingan yang sama dari glukosa dan fruktosa yang dihasilkan dari 

hidrolisis sukrosa (Harjo et al., 2015: 19). Kadar HMF pada madu maksimal 

50 mg/kg (BSN, 2013: 5). Dimyati dan Marzuki (2023: 682) melakukan uji 

kadar HMF menggunakan metode High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) dan diperoleh hasil pengujiannya yaitu terdapat 

satu sampel madu dengan kadar HMF 295,58 mg/kg. Hasil tersebut tidak 

memenuhi standar maksimal SNI yaitu ≤ 50 mg/kg.  

Kota Semarang merupakan salah satu daerah dengan bisnis usaha 

madu yang berkembang pesat. Akan tetapi, masih banyak produk madu 

yang belum memenuhi persyaratan SNI. Istiani (2018), menguji kualitas 

madu di Kota Semarang dengan pengujian terhadap massa jenis, indeks 

bias, dan tegangan permukaan. Namun demikian, studi terdahulu belum 

mencakup uji laboratorium, khususnya hidroksimetilfurfural (HMF). 
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Pengujian kadar HMF penting dilakukan untuk mendeteksi kualitas suatu 

produk madu secara komprehensif. Pengujian terhadap kualitas madu 

dilakukan agar madu yang dikonsumsi masyarakat memiliki standar 

kualitas sesuai dengan standar yang ditetapkan oleh SNI. 

B. Rumusan Masalah  

Berdasarkan latar belakang di atas, rumusan masalah dalam 

penelitian ini yaitu :  

1. Bagaimana hasil uji kadar hidroksimetilfurfural (HMF) pada madu yang 

beredar di Kota Semarang? 

2. Bagaimana hasil uji kadar air pada madu yang beredar di Kota 

Semarang? 

3. Bagaimana hasil uji kadar padatan tak larut dalam air pada madu yang 

beredar di Kota Semarang? 

4. Bagaimana hasil uji kadar viskositas pada madu yang beredar di Kota 

Semarang? 

5. Bagaimana kualitas madu yang beredar di Kota Semarang berdasarkan 

variabel uji yang dilakukan?  

C. Tujuan Penelitian  

Berdasarkan rumusan masalah di atas, tujuan penelitian ini yaitu :  

1. Mengetahui hasil uji hidroksimetilfurfural (HMF) madu yang beredar di 

Kota Semarang. 

2. Mengetahui hasil uji kadar air madu yang beredar di Kota Semarang. 

3. Mengetahui hasil uji padatan tak larut dalam air pada madu yang beredar 

di Kota Semarang. 

4. Mengetahui hasil uji viskositas madu yang beredar di Kota Semarang.  

5. Mengetahui kualitas madu yang beredar di Kota Semarang berdasarkan 

variabel uji yang dilakukan.  
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D. Manfaat Hasil Penelitian  

1. Manfaat Teoritis  

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan penambahan 

atas literasi dalam hal pengembangan pengetahuan dalam bidang gizi. 

2. Manfaat Praktis 

a. Peneliti  

Sebagai sumber acuan pada penelitian selanjutnya serta 

peneliti yang lain terkait kualitas madu berdasarkan parameter 

hidroksimetilfurfural (HMF), kadar air, padatan tak larut dalam air, 

dan viskositas madu. 

b. Masyarakat  

1) Diharapkan masyarakat bijak dalam memilih madu dengan 

mutu dan kualitas yang baik. 

2) Bagi konsumen, adanya uji keaslian madu dapat memberikan 

kepastian dan jaminan mutu serta nilai gizi madu yang 

diperdagangkan.  

3) Bagi produsen, uji keaslian madu dapat memberikan 

perlindungan atas kualitas madu yang diproduksi, sehingga 

terjamin keamanan pangannya.  

 

E. Keaslian Penelitian   

Berdasarkan penelitian terdahulu yang telah dilakukan, berbagai 

analisis pengujian kualitas madu sudah pernah diteliti sebelumnya. Namun 

demikian, belum terdapat pengujian secara laboratorium khususnya uji 

kadar hidroksimetilfurfural (HMF) dengan metode High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC) di Kota Semarang. Oleh karena itu, judul 

penelitian yang dipilih oleh peneliti adalah Analisis Kualitas Madu yang 

Beredar di Kota Semarang Berdasarkan Kadar Hidroksimetilfurfural 

(HMF), Kadar Air, Padatan Tak Larut dalam Air, dan Viskositas Madu. 

Beberapa peneliti sebelumnya telah melakukan penelitian yang serupa. 

Berikut pada Tabel 1 adalah ringkasan dari penelitian sebelumnya.  
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    Tabel 1. Keaslian Penelitian 

Peneliti Judul 

Penelitian 

Metode Variabel Hasil 

Noor 

Aisyah  

Istiani 

(2018) 

Analisis 

Kualitas 

Madu yang 

Beredar di 

Kota 

Semarang 

Berdasarkan 

Parameter 

Massa Jenis, 

Indeks Bias, 

dan 

Tegangan 

Permukaan. 

Pengukuran 

massa jenis 

menggunakan 

alat piknometer, 

indeks bias 

menggunakan 

prinsip 

pembiasan pada 

zat cair, tegangan 

permukaan 

menggunakan 

metode kenaikan 

pipa kapiler. 

Massa 

jenis, 

Indeks 

bias, dan 

tegangan 

permuka-

an. 

Nilai massa jenis 

madu berkisar 

antara 1398,67- 

1462,73 kg/m3, 

yang berarti 

melebihi standar 

massa jenis yang 

terdaftar di 

BPOM yaitu 

1331,25 kg/m3. 

Nilai indeks bias 

madu berkisar 

antara 1,40-1,45, 

yang berarti 

indeks bias 

tersebut  masih di 

bawah standar  

BPOM yaitu 

1,50. Nilai 

tegangan 

permukaan madu 

berkisar antara 

46,50 x 10-3 - 

50,95x10-3 N/m. 

Yeyen 

Herawati 

Padjula 

(2019) 

Uji Kualitas 

Madu 

Trigona 

Incisa di 

Desa Radda, 

Kecamatan 

Baebunta, 

Kabupaten 

Luwu Utara, 

Provinsi 

Sulawesi 

Selatan. 

Kadar HMF dan 

gula pereduksi 

metode 

spektrofotometri, 

kadar air metode 

refraktometri, 

kadar sukrosa 

metode Luff 

Schoorl, 

keasaman 

metode titrasi 

asam basa, 

padatan tak larut 

dalam air metode 

gravimetri, dan 

kadar abu 

metode 

gravimetri.  

Kadar 

HMF, 

kadar air, 

kadar gula 

pereduksi, 

kadar 

sukrosa, 

kadar 

keasaman, 

padatan 

tak larut 

dalam air, 

dan kadar 

abu. 

Kadar HMF P1 

36,70 mg/kg, P2 

1,93 mg/kg; 

kadar air P1 

30,01%, P2 

26,74%; gula 

pereduksi P1 

35,61%, P2 

60,29%, sukrosa 

0,78%, P2 1,58; 

keasaman P1 

200,34 ml NaOH, 

P2 196,34 ml 

NaOH; padatan 

tak larut dalam 

air P1 0,40%, P2 

0,81%, kadar abu 

P1 0,015%, P2 

0,78%. 
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Peneliti Judul 

Penelitian 

Metode Variabel Hasil 

Wulan-

dika 

Aprili-

yani 

(2020) 

Analisis 

Perubahan 

Viskositas 

Madu 

Murni 

Akibat 

Penamba-

han Larutan 

Gula, 

Sebagai 

Identitas 

Kemurnian 

Madu 

Viskometer 

falling ball. 

Variabel 

bebas: 

konsentra-

si larutan 

gula pasir 

dan larutan 

gula 

merah. 

Variabel 

terikat 

viskositas 

dan 

kemurnian 

madu.    

Nilai viskositas 

madu dengan 

penambahan 

larutan gula 

dengan 

konsentrasi 60%, 

70%, 80%, 90% 

dan 100% secara 

berturut-turut 

yaitu 7,401 pois, 

13,404 pois, 

31,103 pois, 

58,394 pois, dan 

91,052 pois.  

Sri 

Widodo 

Agung 

Suedy, 

Ajeng 

Aulia 

Aisyah, 

Sri 

Darman-

ti, 

Sarjana 

Parman   

(2023) 

Uji Kualitas 

Beberapa 

Madu Lokal 

di 

Semarang. 

Kadar air metode 

refraktometri, 

kadar gula 

pereduksi 

metode DNS 

(Dinitrosalycylic 

Acid), kadar 

HMF metode 

spektrofotometri. 

Kadar air, 

kadar gula 

pereduksi, 

dan kadar 

HMF.  

Hasil uji kadar air 

yaitu 20,7%, 

25,7%, 21,6%. 

Hasil uji gula 

pereduksi yaitu 

85,86%, 77,40%, 

94,02%, 77,08%. 

Hasil uji HMF 

yaitu 3,8 mg/kg, 

6,3 mg/kg, 8,1 

mg/kg, 4,2 

mg/kg, 10,8 

mg/kg.  

Erin 

Dimyati 

& Hasan 

Marzuki 

(2023) 

Penetapan 

kadar 5-

Hidroksi-

metil-

furfural 

dalam Madu 

Mengguna-

kan Kroma-

tografi Cair 

Kinerja 

Tinggi 

(KCKT). 

Kadar HMF 

dengan metode 

Kromatografi 

Cair Kinerja 

Tinggi (KCKT). 

Kadar 5- 

Hidroksi-

metil-

furfural 

terhadap 

kualitas 

madu. 

Terdapat 1 

sampel madu 

dengan kadar 

HMF 295,58 

mg/kg yang 

berarti melebihi 

maksimal SNI. 

Adapun sampel 

madu yang 

lainnya yaitu 

22,27 mg/kg 

yang berarti 

memenuhi 

standar SNI. 
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Berdasarkan tabel keaslian penelitian pertama yaitu penelitian yang 

dilakukan oleh Noor Aisyah Istiani (2018) dengan judul “Analisis Kualitas 

Madu yang Beredar di Kota Semarang Berdasarkan Parameter Massa Jenis, 

Indeks Bias, dan Tegangan Permukaan”. Topik penelitian yang diteliti 

memiliki kesamaan yaitu kualitas madu, akan tetapi perbedaannya adalah 

pada penelitian terdahulu hanya terbatas pada pengujian secara fisik. 

Namun, pada penelitian ini selain melakukan pengujian secara fisik, juga 

dilakukan pengujian secara secara kimia khususnya pengujian kadar 

hidroksimetilfurfural (HMF).  

Judul penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Yeyen Herawati 

Padjula (2019) adalah “ Uji Kualitas Madu Trigona Incisa di Di Desa 

Radda, Kecamatan Baebunta, Kabupaten Luwu Utara Provinsi Sulawesi 

Selatan”. Persamaan terletak pada topik yang diteliti yaitu kualitas madu. 

Namun, terdapat perbedaan pada variabel, metode, dan sampel yang 

digunakan. Pada penelitian terdahulu belum meneliti terkait viskositas 

madu. Pengujian kadar HMF pada penelitian sebelumnya dengan 

menggunakan metode spektrofotometri sedangkan pada penelitian ini 

menggunakan metode HPLC.  

Menurut penelitian  yang dilakukan oleh Wulandari Apriliyani 

(2022) dengan judul “Analisis Perubahan Viskositas Madu Murni Akibat 

Penambahan Larutan Gula, Sebagai Identitas Kemurnian Madu”. 

Persamaan penelitian ini terletak pada topik yang diteliti yaitu kualitas 

madu. Perbedaan nya terletak pada variabel dan metode yang digunakan. 

Pada penelitian terdahulu belum meneliti kadar HMF, kadar air, dan padatan 

tak larut dalam air pada madu.  

Penelitian sejenis yang sebelumnya dilakukan oleh Sri Widodo 

Agung Suedy, Ajeng Aulia Aisyah, Sri Darmanti, Sarjana Parman (2023) 

adalah “Uji Kualitas Beberapa Madu Lokal di Semarang”. Topik penelitian 

sebelumnya yang diteliti terkait kualitas madu, begitu juga pada penelitian 

ini. Perbedaannya terletak pada variabel dan metode yang digunakan. 

Variabel pada penelitian terdahulu yang diteliti berupa kadar air, gula 
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pereduksi, dan kadar HMF. Namun demikian, pada penelitian ini variabel 

yang akan diteliti selain kadar HMF dan kadar air, juga meneliti terkait 

padatan tak larut dalam air dan viskositas madu. Selain itu, pada penelitian 

terdahulu metode yang digunakan dalam menganalisis kadar HMF dengan 

menggunakan metode spektrofotometri, sedangkan pada penelitian ini 

menggunakan metode HPLC.   

Berdasarkan penelitian oleh Dimyati & Marzuki (2023) dengan 

judul “Penetapan Kadar 5-Hidroksimetilfurfural dalam Madu Menggunakan 

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi”. Topik yang diteliti memiliki persamaan 

yaitu terkait kualitas madu, namun pada penelitian terdahulu hanya meneliti 

kualitas madu berdasarkan kadar 5-hidroksimetilfurfural saja. Adapun pada 

penelitian ini, selain menganalisis kadar HMF, juga menganalisis kadar air, 

padatan tak larut dalam air, dan viskositas madu. Berdasarkan uraian di atas 

dapat diketahui masing-masing perbedaan antara penelitian sebelumnya 

dengan penelitian yang akan dilakukan. Oleh karena itu, penelitian dengan 

judul “Analisis Kualitas Madu yang Beredar di Kota Semarang Berdasarkan 

Kadar Hidroksimetilfurfural (HMF), Kadar Air, Padatan Tak Larut dalam 

Air, dan Viskositas Madu” memiliki keaslian penelitian.
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

A. Landasan Teori  

1. Definisi Madu  

Madu adalah suatu cairan alami, umumnya berasa manis, dihasilkan 

oleh lebah madu dari nektar bunga tumbuhan (floral nektar) atau bagian lain 

dari tumbuhan (ekstra floral nektar) (BSN, 2013: 1). Definisi tersebut sesuai 

dengan keadaan madu asli, dimana madu merupakan pemanis alami yang 

dibuat langsung oleh lebah madu dari nektar tumbuhan (Bana et al., 2023: 

564). Lebah menghasilkan madu dengan cara memasukkan atau menghisap 

nektar bunga ke dalam kantong madu di dalam tubuhnya. Nektar bunga 

yang dihisap diproses di dalam tubuh lebah dan dicampur dengan enzim 

tertentu. Ketika lebah   kembali ke sarangnya, campuran tersebut disimpan 

di dalam sel dan beberapa waktu kemudian menjadi madu (Attsani et al., 

2022: 543-544). Saat lebah pekerja mengumpulkan nektar dari bunga, bahan 

tersebut masih banyak mengandung air (80%) dan sukrosa. Setelah lebah 

mengubah nektar menjadi madu, kandungan air turun dan sukrosa diubah 

menjadi fruktosa dan glukosa (Sebayang et al., 2017: 168). 

2. Jenis Madu  

Jenis madu ditentukan menurut nama geografi atau topografi suatu 

daerah. Selain itu, jenis madu juga ditentukan berdasarkan sumber nektar 

dari tumbuhan jika organoleptik, fisikokimia dan sifat mikroskopiknya 

sesuai dengan seluruh atau sebagian dari tumbuhan tersebut (Jaya, 2017: 4). 

Wulansari (2018: 6) mengklasifikasikan madu berdasarkan sumber bunga 

dan sumber nektarnya. Berdasarkan sumber bunganya, madu dibagi menjadi 

dua jenis, yaitu :  

a. Madu Monofloral   

Madu monofloral adalah madu yang dihasilkan dari satu jenis 

tanaman, seperti madu kaliandra, madu kelengkeng, dan madu randu. 

Contohnya adalah madu kaliandra yang merupakan madu dari nektar 
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kaliandra. Begitu juga dengan madu kelengkeng merupakan madu dari 

nektar kelengkeng (Wulansari, 2018: 6). 

b.   Madu Multifloral  

Madu multifloral adalah madu yang mengambil nektar dari 

bermacam-macam jenis tanaman. Madu hutan merupakan contoh dari 

madu multiflora. Nektar yang diambil oleh lebah berasal dari berbagai 

jenis tanamanan yang terdapat dalam suatu area tertentu (Wulansari, 

2018: 6). 

Nektar merupakan zat yang dihasilkan oleh kelenjar nektarifer 

berupa larutan gula dan mempunyai konsentrasi sekitar 7-70%. 

Komponen-komponen utama dari larutan gula dalam nektar yaitu 

fruktosa, glukosa, dan sukrosa (Jaya, 2017: 6). Berdasarkan asal nektar, 

jenis-jenis madu yang dihasilkan yaitu:  

1) Madu Floral  

Madu floral berasal atau dihasilkan dari nektar bunga. Jika 

nektar tersebut berasal dari bermacam-macam bunga, maka madu 

tersebut dinamakan madu poliflora. Apabila terdiri dari satu jenis 

tanaman maka madu tersebut disebut madu monoflora (Wulansari, 

2018: 6). 

       2)   Madu Ekstraflora  

Madu ekstraflora adalah madu yang dihasilkan atau berasal 

dari nektar non-flora atau yang bukan berasal dari bunga. Biasanya 

madu ini terdapat di luar bunga seperti pada daun, kelopak bunga, 

batang, dan lainnya (Wulansari, 2018: 6).  

3)   Madu Embun (honey dew)  

Madu embun merupakan produk sekresi yang dihasilkan oleh 

serangga (kebanyakan kumbang kecil famili Lechanidae, Psyllidae, 

atau Lechnidae) dimana eksudatnya diletakkan pada bagian-bagian 

tanaman. Hasil dari sekresi yang berasal dari pencernaan serangga 

tersebut dikeluarkan dalam bentuk embun dan selanjutnya 
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dikumpulkan oleh lebah yang kemudian diproses dalam sarang 

(Wulansari, 2018: 6). 

3. Sifat dan Karakteristik Madu  

Madu adalah cairan yang sifatnya lengket dan berasa manis yang 

dibuat oleh lebah dari nektar bunga. Madu adalah larutan gula jenuh yang 

mengandung sedikit protein dan mineral. Menurut Jaya (2017: 10-17) 

terdapat beberapa sifat fisika madu yaitu: 

  a.  Higroskopis 

Madu bersifat higroskopis, yaitu kemampuan madu dalam menyerap 

air dari udara sekitar sehingga tercapai kesetimbangan. Hal ini dikarenakan 

madu merupakan larutan super jenuh dan tidak stabil. Kondisi iklim yang 

lembab menyebabkan madu memiliki kadar air yang tinggi. Hal ini 

dikarenakan madu akan menyerap air pada suhu yang relatif tinggi, 

sehingga akan membuat viskositas madu menjadi lebih encer dan 

menyebabkan terjadinya proses fermentasi (Jaya, 2017: 10). 

   b. Tekanan Osmosis  

Madu merupakan larutan jenuh dari karbohidrat. Oleh karenanya, 

disebut media hiperosmotik. Sekitar 84% komposisi madu adalah campuran 

monosakarida yang tersusun atas fruktosa serta glukosa. Organisme sel 

tunggal akan terbunuh ketika berada dalam media hiperosmotik karena 

cairan tubuh hilang yang disebabkan oleh perbedaan tekanan osmotik yang 

besar. Selain itu, terdapat interaksi yang kuat antara molekul gula dan 

molekul air, sehingga ketersediaan air bagi mikroba menjadi terbatas (Jaya, 

2017: 10).  

   c.  Kadar Air  

Kualitas madu bergantung pada banyaknya kadar air yang 

terkandung di dalamnya. Tingginya kadar air menyebabkan kualitas madu 

menjadi rendah. Perlakuan saat panen, iklim, dan jenis nektar merupakan 

beberapa faktor yang dapat berpengaruh terhadap kadar air madu. 
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Penetapan kadar air oleh SNI pada madu yaitu maksimum 22%  (Jaya, 2017: 

11). 

  d.  Viskositas  

Madu adalah larutan super jenuh yang mengandung protein dan 

mineral dalam jumlah sedikit. Suhu, jenis flora bunga, dan kandungan air 

merupakan faktor yang berpengaruh terhadap viskositas madu. Viskositas 

madu menurun seiring dengan meningkatnya kadar air atau suhu (Jaya, 

2017: 11).  

  e.  Massa Jenis  

Masa Jenis atau sering disebut densitas merupakan massa suatu 

benda per satuan volumenya .Kadar air merupakan salah satu faktor yang 

mempengaruhi massa jenis madu. Massa jenis madu dengan kadar air 15% 

adalah 1,435 sedangkan pada kadar air 18% adalah 1,417 dengan suhu 20°C 

(Jaya, 2017: 12). 

   f.  Tegangan Permukaan  

Madu memiliki sifat tegangan permukaan yang rendah. Oleh 

karenanya, madu sering digunakan sebagai campuran kosmetik. Faktor 

yang mempengaruhi tegangan permukaan madu antara lain sumber nektar 

dan kandungan koloid. Sebaliknya, jika tegangan permukaan madu rendah 

dan viskositasnya tinggi maka madu akan membentuk busa (Jaya, 2017: 

12). 

  g.  Warna 

Warna alami madu adalah kuning kecoklatan seperti warna gula 

karamel. Namun demikian, warna madu sangat bervariasi mulai dari 

transparan hingga berwarna kuning tua. Warna madu sangat dipengaruhi 

oleh sumber nektar, umur madu saat dipanen, dan kondisi penyimpanan. 

Jernih atau tidaknya madu sangat bergantung pada partikel yang tercampur 

di dalamnya. Saat madu melewati proses kristalisasi, warna madu menjadi 

lebih terang karena kristal glukosa di dalamnya berwarna putih (Jaya, 2017: 

13). 
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   h. Aroma Madu  

Zat organik yang mudah menguap pada madu merupakan senyawa 

yang memberikan aroma khas pada madu. Aroma madu menjadi unik dan 

spesifik pada nektarnya dikarenakan beragamnya komposisi zat aromatik 

yang terkandung di dalam madu. Minyak atsiri, perpaduan karbonil 

(asetaldehid, aseton, propionaldehid, formaldehid, metil etil keton, dan 

sebagainya), rangkaian alkohol (etanol, isobutanol, propanol, benzyl 

alcohol, butanol, pentanol, dan sebagainya), serta rangkaian ester (asam 

benzoate atau propionat) merupakan beberapa zat aromatik yang 

terkandung pada madu (Jaya, 2017: 14). 

   i.  Rasa Madu  

Kandungan asam organik, karbohidrat, dan jenis nektar 

mempengaruhi rasa pada madu. Umumnya madu berasa manis dan sedikit 

asam. Rasa manis pada madu tergantung pada perbandingan karbohidrat 

(fruktosa dan glukosa) yang terkandung dalam nektar tanaman (Jaya, 2017: 

15). 

4. Komposisi Madu  

Komposisi madu bergantung pada sumber nektar yang dikonsumsi 

oleh lebah. Variasi komposisi madu cukup besar karena sumber nektarnya 

cukup luas. Jika madu berasal dari satu sumber, komposisi madu memiliki 

variasi kisaran nilai yang lebih sedikit karena konsistensi komposisi yang 

lebih besar. Sebagian besar karbohidrat yang ditemukan dalam madu adalah 

monosakarida, dengan lebih banyak fruktosa dibandingkan glukosa. 

Berbagai jenis disakarida juga terdapat pada madu meski dalam jumlah kecil 

seperti maltosa, isomaltosa, nigerosa, turanosa, dan maltutosa. Sekitar 1% 

atau kurang dari total gula, sejumlah kecil gula tinggi yaitu oligosakarida, 

dan dekstrin juga dapat ditemukan dalam madu. Adanya kandungan asam 

formiat, sitrat, dan glukonat (2,3,4,5,6-pentahydroxyhexanoic) dalam madu 

menyebabkan madu terasa asam. Selain itu, asam lain telah diidentifikasi 

dalam madu termasuk asam asetat, butirat, format, laktat, maleat, asam 

malat, oksalat, dan suksinat. Kandungan mineral pada madu lebih dominan 
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dibandingkan komponen lainnya (Wulansari, 2018: 21). Berikut kandungan 

nutrisi madu secara umum dalam 100 gr menurut data nutrisi USDA 

sebagaimana Tabel 2. 

          Tabel 2. Kandungan Nutrisi Madu 

Kandungan Nutrisi Madu Kadar 

Energi 304 Kkal 

Karbohidrat 82,40 g 

Gula/ Fruktosa 82,12 g 

Serat pangan 0,20 g 

Lemak 0 g 

Protein 0,30 g 

Air 17,10 g 

Riboflavin (Vit. B2) 0,038 mg (3%) 

Niacin (Vit. B3) 0,121 mg (1%) 

Asam Pantothenat (B5) 0,068 mg (1%) 

Vitamin B6 0,024 mg (2%) 

Folat (Vit. B9) 2 µg (1%) 

Vitamin C 0,5 mg (1%) 

Kalsium 6 mg (3%) 

Besi 0,042 mg (3%) 

Magnesium 2 mg (1%) 

Fosfor 4 mg (1%) 

Kalium 52 mg (1%) 

Natrium 4 mg (0%) 

Seng 0,22 mg (2%) 

Sumber : (Data Nutrisi USDA) 

 

5. Manfaat Madu 

Madu dikenal sebagai salah satu makanan yang yang penuh dengan 

manfaat bagi kesehatan manusia. Madu juga memiliki makna dan 

keistimewaan tertentu di dalam agama islam. Allah SWT., telah 

menjelaskan keistimewaan dan manfaat dari madu yang dihasilkan oleh 

lebah sebagaimana dalam Q.S. AN-Nahl ayat 86-87 :  
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ا   مِنَ الشَّجَرِ وَمِمَّ وَاوَْحٰى رَبُّكَ اِلىَ النَّحْلِ انَِ اتَّخِذِيْ مِنَ الجِباَلِ بيُوُْتاً وَّ

  يَعْرِشُوْن(٦٨)

ثمَُّ كُلِيْ مِنْ كُل ِ الثَّمَرٰتِ فاَسْلكُِيْ سُبلَُ رَب كِِ ذلُلًًُ، يخَْرُجُ مِنْ بطُُوْنِهَا شَرَابٌ 

يةًَ ل ِقوَْمٍ يَّتفََكَّرُوْن(٦٩) لن اسِ، اِنَّ فيِْ ذٰلِكَ لََٰ خْتلَِفٌ الَْوَانهُُ، فيِْهِ شِفاءٌٓ ل ِ مُّ َ 

68.  Dan Tuhanmu mewahyukan kepada lebah: "Buatlah sarang-

sarang di bukit-bukit, di pohon-pohon kayu, dan di tempat-

tempat yang dibikin manusia",  

69.  Kemudian makanlah dari tiap-tiap (macam) buah-buahan dan 

tempuhlah jalan Tuhanmu yang telah dimudahkan (bagimu) 

dari perut lebah itu keluar minuman (madu) yang bermacam-

macam warnanya, di dalamnya terdapat obat yang 

menyembuhkan bagi manusia. Sesungguhnya pada yang 

demikian itu benar-benar terdapat tanda (kebesaran Tuhan) 

bagi orang-orang yang memikirkan. 

Wahbah Az-Zuhaili (2014: 42-423)  menjelaskan dalam kitab Tafsir 

Al Munir bahwa النَّحْل اِلىَ  رَبُّكَ   Allah SWT memberikan ilham ,وَِاوَْحٰى 

kepada lebah berupa kemampuannya melakukan hal-hal menakjubkan yang 

bahkan manusia cerdas pun tidak dapat melakuaknnya, sehingga hal 

tersebut merupakan naluri alamiah lebah itu sendiri. Lebah hidup secara 

kooperatif dengan sistem yang sangat tepat, yaitu menghisap nektar bunga 

dan mengeluarkannya dalam bentuk madu dan lilin. Lebah melakukan hal-

hal sebagai berikut:  

بيُوُْتاً انَِ اتَّخِذِيْ مِنَ الجِباَلِ   

“Buatlah sarang-sarang di bukit-bukit” 

Allah SWT memberikan inspirasi dan hidayah kepada lebah untuk 

membangun sarang tempat tinggalnya di gunung, bukit, pepohonan, dan 

tempat-tempat yang sengaja dibuat oleh manusia. Lebah memiliki 

kemampuan membuat sarang yang sangat kuat dan presisi dengan lubang-

lubangnya yang berbentuk segi enam serta sisi-sisinya berukuran sama. 

Sarang tersebut digunakan oleh lebah untuk menyimpan madu, lilin, dan 

tempat untuk merawat anak-anak lebah. Lebah membuat lubang sarang 

dengan bentuk heksagonal agar benar-benar rapat dan tidak ada celah 

kosong di antara lubang tersebut.  
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 ثمَُّ كُلِيْ مِنْ كُل ِ الثَّمَرٰت

“Kemudian makanlah dari tiap-tiap (macam) buah-buahan” 

Buah-buahan yang terdapat di alam, baik itu yang berasa manis, 

pahit, atau manis-pahit menjadi takdir bagi lebah untuk dijadikan sebagai 

sumber makanannya. Hal tersebut merupakan perintah yang Allah ciptakan 

untuk lebah. Sehingga, lebah bebas untuk memakannya.  

 فاَسْلكُِيْ سُبلَُ رَب كِِ ذلُلًًُ 

 “Tempuhlah jalan Tuhanmu yang telah dimudahkan (bagimu)” 

Setelah lebah selesai mengkonsumsi nektar buah-buahan, maka 

Allah memerintahkan untuk mengubahnya menjadi madu. Madu tersebut 

kemudian disimpan di dalam sarang yang telah dibuat oleh lebah. Perintah 

lainnya yaitu agar lebah mencari sumber buah-buahan yang lain dan 

kembali ke sarang dengan selamat.  

يخَْرُجُ مِنْ بطُُوْنِهَا شَرَاب ٌ 

“Dari perut lebah itu keluar minuman (madu)” 

Warna madu yang dihasilkan oleh lebah beraneka ragam. Ada yang 

berwarna putih, kuning, atau merah. Madu mengandung banyak manfaat 

dan obat untuk berbagai penyakit. Madu juga merupakan bagian dari pil dan 

obat-obatan. Di sini, Allah SWT menguraikan madu dalam tiga kekhususan, 

yaitu: 

a. Sebagai minuman, baik diminum secara langsung dalam bentuk madu 

murni maupun dijadikan bahan dalam pembuatan berbagai jenis 

minuman. 

b. Memiliki warna yang bervariasi, ada yang berwarna merah, putih, 

kuning, dan lainnya.  

c. Sebagai obat untuk berbagai macam penyakit.  

Madu sudah digunakan sejak dulu kala sebagai pengobatan 

tradisional untuk berbagai keluhan dan kesehatan. Potensi dan manfaat 

madu dalam dunia kesehatan didapat dari kandungan zat gizi di dalamnya. 



18 
 

Beberapa manfaat madu dalam bidang kesehatan diantaranya sebagai 

berikut. 

1) Antibakteri  

Salah satu khasiat obat yang populer dari madu adalah antibakteri 

(Almasaudi, 2021: 2193). Kandungan peroksida dan tekanan osmotik 

pada madu menjadikan madu sebagai antibakteri. Madu memiliki 

tekanan osmotik yang lebih besar dibandingkan cairan dalam sel bakteri, 

sehingga cairan dalam sel bakteri keluar dan menyebabkan bakteri mati 

(Suhendar et al., 2022 : 204). 

Madu memiliki efek antibakteri terutama bakteri gram positif, 

baik bersifat sebagai bakteriostatik maupun efek bakteriosida, sehingga 

dapat melawan banyak strain bakteri yang bersifat patogen. Glukosa 

oksidase yang terkandung dalam madu menghasilkan zat antibakteri 

yaitu hidrogen peroksida. Di sisi lain, katalase madu dapat 

menghilangkan aktivitas hidrogen peroksida. Oleh karena itu, madu 

dengan aktivitas katalase tinggi memiliki aktivitas antibakteri peroksida 

yang rendah (Wulansari, 2018: 30). 

2) Antioksidan  

Madu mengandung sejumlah senyawa dan sifat antioksidan. Sifat 

antioksidan pada madu berasal dari zat enzimatik (misalnya, katalase, 

glukosa oksidase dan peroksidase) dan zat non enzimatik (misalnya, 

asam askorbat, α-tokoferol, karotenoid, asam amino, protein, produk 

reaksi maillard, flavonoid dan asam fenolat) (Akbar, 2020: 1019).  

Berbagai kandungan antioksidan dalam madu berperan dalam 

menghambat pembentukan radikal bebas. Vitamin C menjadi bagian 

pertahanan pertama terhadap ROS/Reactive Oxygen Species yang dapat 

menangkal radikal hidroksil dan bertindak sebagai donor hidrogen untuk 

perubahan radikal tokoferol menjadi alfa tokoferol. Vitamin A dapat 

membersihkan singlet oxygen dan juga bereaksi dengan senyawa radikal 

peroksil (Handayani, 2022: 237). 
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3) Penyembuhan Luka  

Sifat asam madu dengan pH 3,2-4,5, meningkatkan pelepasan 

oksigen dari hemoglobin sehingga mendukung proses penyembuhan 

luka. Matriks kolagen diperlukan untuk perbaikan jaringan selama 

penyembuhan luka. Madu yang bersifat asam menghambat aktivitas 

protease dalam menghancurkan matriks kolagen (Pratiwi, 2020: 515). 

Komponen dari madu sendiri untuk penyembuhan luka adalah 

sebagai viskositas, kadar air, gula (terutama glukosa dan fruktosa), 

antioksidan, berbagai asam amino, vitamin dan mineral, glukosa 

oksidase yang menghasilkan hidrogen peroksida dan asam glukonat yang 

memberikan madu pH asam dari 3,2-4,5. Madu memberikan aktivitas 

antibakteri dan mencegah osmolaritas tinggi pertumbuhan bakteri serta 

meningkatkan gizi lokal karena levulosa dan fruktosa (Rahmawati et al., 

2020: 10). Hal ini yang menyebabkan penyembuhan pada luka bakar dan 

menurunkan rasa sakit.  

6. Kualitas dan Keaslian Madu  

Terdapat beberapa cara untuk mengetahui kualitas dan keaslian 

madu. Berdasarkan SNI 3545:2013 terdapat beberapa parameter mutu 

madu, yaitu hidroksimetilfurfural (HMF), kadar air, kandungan padatan 

tidak larut air. Selain itu, kualitas madu juga dapat diketahui dari tingkat 

viskositas dari produk madu.  

Kualitas madu dipengaruhi sejak madu tersebut dipanen. Perlakuan 

yang tepat dapat menjaga kualitas madu, sedangkan perlakuan yang tidak 

tepat akan menurunkan kualitas madu dan memperpendek umur simpannya. 

Salah satu perlakuan yang kurang tepat adalah pemanasan madu berlebihan 

dan proses penurunan kadar air madu yang terlalu lama sehingga dapat 

mempengaruhi kandungan nutrisi dan sifat fisik madu (Apriantini, 2022: 

99). Selain itu, kandungan padatan tak larut dalam madu baik itu berasal 

dari bahan organik maupun anorganik dapat merusak tampilan madu dan 

akan menjadi pemicu turunnya kualitas madu (Rahayu et al., 2021: 1707).  
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Standar Nasional Indonesia (3545:2013) mengatur terkait kualitas 

dan keaslian mutu madu dengan beberapa persyaratan. Persyaratan mutu 

madu dapat dilihat pada Tabel 3 berikut: 

             Tabel 3. Persyaratan Mutu Madu (SNI 3545 : 2013) 

No Jenis Uji Satuan Persyaratan 

A. Uji Organoleptik   

1. Bau  Khas madu 

2. Rasa  Khas madu 

B. Uji Laboratoris   

1. Aktivitas enzim diastase DN Min 3*) 

2. Hidroksimetilfurfural (HMF) Mg/kg Maks 50 

3. Kadar air % b/b Maks 22 

4. Gula pereduksi (dihitung 

sebagai glukosa) 

% b/b Min 65 

5. Sukrosa % b/b Maks 5 

6. Keasaman ml NaOH/kg Maks 50 

7. Padatan tak larut dalam air % b/b Maks 0,5 

8. Abu % b/b Maks 0,5 

9. Cemaran logam   

 9.1 Timbal (Pb) mg/kg Maks 2,0 

 9.2 Kadmium (Cd) mg/kg Maks 0,2 

 9.3 Merkuri (Hg) mg/kg Maks 0,03 

10. Cemaran arsen (As) mg/kg Maks 1,0 

11. Kloramfenikol  Tidak terdeteksi 

12. Cemaran mikroba   

 12.1 Angka lempeng total 

(ALT) 

koloni/g <5x103 

 12.2 Angka paling mungkin 

(APM) koloform 

APM/g <3 

 12.3 Kapang dan khamir koloni/g <1x101 

Catatan: *) Persyaratan ini berdasarkan pengujian setelah madu dipanen 

Sumber: BSN (2013 : 5)  

 

Selain beberapa parameter di atas, karakteristik fisik madu juga 

menentukan kualitas dari produk madu. Berikut pada Tabel 4 persyaratan 

madu secara fisik berdasarkan SNI.  

           Tabel 4. Persyaratan Madu Berdasarkan Karakteristik Fisik 
Kriteria SNI 

Indeks bias 1,5044-1,4745 

Viskositas (Pois) Minimal 10  

Berat jenis (g/mL) 1,354-1,4164 

            Sumber: Apriani et al., (2013: 94) 
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Adanya SNI madu ini berguna untuk menjamin mutu dan kualitas 

produk madu. Di sisi lain, madu sebagai komoditas perdagangan dan barang 

konsumsi, sudah sepatutnya mutu dan kualitasnya harus terjaga dengan 

baik. Dengan demikian, manfaat serta khasiat dari madu tetap bernutrisi dan 

terjaga khasiat terapeutiknya hingga sampai ke konsumen (Jannetta, 2022: 

17).   

7. Madu Palsu  

Madu palsu merupakan suatu bahan pangan yang diberi nama madu 

namun tidak diolah atau diproduksi oleh lebah. Pemalsuan madu 

digolongkan ke dalam beberapa kategori. Pertama, pemalsuan kuantitas, 

yaitu penambahan volume madu asli yang dicampur dengan madu palsu. 

Selain itu, terdapat juga madu yang ditambah dengan air agar kuantitas 

madu menjadi bertambah. Kedua, pemalsuan kualitas yang dilakukan 

dengan mengubah kadar air madu, yaitu dengan menurunkan kadar air 

dengan cara pemanasan. Ketiga, pemalsuan total, yaitu madu yang dianggap 

asli namun sebenarnya 100% buatan, sehingga bukan madu yang berasal 

dari lebah dalam komposisi aslinya. Pemalsuan dengan cara tersebut 

biasanya dengan menggunakan gula pasir, soda kue, esens, dan sebagainya. 

Kelima, madu sirupan, yaitu madu yang diproduksi oleh lebah, namun 

lebahnya diberi pakan dengan air gula (Kompas, 2020). Pada dasarnya, 

suatu enzim, vitamin, dan mineral tidak terkandung di dalam madu palsu 

sebagaimana yang terkandung pada madu murni.  

Menurut Audiatri (2020: 5), ciri-ciri madu palsu antara lain, tekstur 

madu lebih lengket atau cair, mudah larut dalam air, adanya endapan pada 

madu jika didiamkan lama, dan rasa manis pada madu tetap melekat di lidah. 

Pasalnya, madu buatan umumnya terdiri dari sirup dengan kandungan 

fruktosa yang tinggi. Meningkatnya pemahaman masyarakat terhadap 

manfaat madu berdampak pada kekhawatiran yang muncul akibat 

beredarnya madu palsu. Secara umum, aroma dan warna madu palsu sulit 

dibedakan dengan madu asli. Namun hal tersebut dapat diketahui melalui 

beberapa indikator melalui pengujian secara laboratorium. Beberapa 
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Gambar 2. Monosakarida (heksosa) dalam suasana asam 

Sumber: Anjana et al., (2014) 
 

diantaranya yaitu pengujian kadar hidroksimetilfurfural (HMF), kadar air, 

padatan tak larut dalam air, dan viskositas madu.  

8. Hidroksimetilfurfural (HMF) 

HMF adalah senyawa organik heterosiklik enam karbon yang 

mengandung gugus fungsi aldehid dan alkohol (hidroksimetil). Cincin 

struktur tersebut berpusat pada gugus furan, sedangkan dua gugus fungsi, 

yaitu gugus formil dan hidroksi-metil, masing-masing dihubungkan pada 

posisi kedua dan kelima (Shapla et al., 2018: 3). Struktur HMF ditunjukkan 

pada Gambar 1 berikut. 

 

 

   

 

 

Hidroksimetilfurfural (HMF) yang terdapat pada madu merupakan 

senyawa kimia yang terbentuk dari pecahan monosakarida dalam madu baik 

pecahan dari glukosa maupun fruktosa. HMF dapat terbentuk dalam 

keadaan asam dan juga suasana panas. Reaksi ini selanjutnya akan 

menghasilkan asam format dan asam leuvianat (Dimyati & Marzuki, 2023: 

675). Adapun reaksi yang terjadi dapat dilihat pada Gambar 2 sebagai 

berikut. 

 

 

 

 

 

Kadar HMF merupakan salah satu indikator kerusakan madu. 

Menurut Obiedzińska et al., (2018: 60), nilai HMF pada madu dapat 

meningkat yang disebabkan oleh tiga keadaan. Pertama, penyimpanan madu 

dalam jangka panjang dan dalam kondisi yang tidak sesuai. Kedua, karena 

Gambar 1. Struktur Hidroksimetilfurfural (HMF) 

Sumber: Shapla et al., (2018) 
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adanya dekristalisasi yang tidak tepat, yaitu pemanasan secara berlebihan 

sehingga menimbulkan reaksi maillard. Ketiga, karena adanya pemalsuan 

dengan gula invert. Gula invert adalah suatu campuran dengan 

perbandingan yang sama dari glukosa dan fruktosa yang dihasilkan oleh 

hidrolisis sukrosa (Harjo et al., 2015: 19).  

Reaksi pembentukan senyawa HMF diawali dengan glukosa dan 

fruktosa yang bereaksi dengan gugus amina dari asam amino maupun 

protein yang akan membentuk basa Schiff. Oleh karena madu bersifat asam 

maka basa Schiff akan bereaksi dengan ion H+ dan akan mengikat gugus 

hidroksil pada posisi C4 dan melepaskan molekul air membentuk eneiminol 

(6-iminoheks-4-ene-1,2,3,5-tetraol). Tautomer keto-enol serta deaminasi 

dari eneiminol akan menyebabkan pembentukan senyawa 1,2,3,6-

tetrahidroksi heks-5-on yang selanjutnya akan mengalami dehidrasi 

membentuk senyawa dengan ikatan rangkap pada C3. Tahap selanjutnya 

adalah siklisasi dan dehidrasi dari senyawa tersebut akan menyebabkan 

terbentuknya hidroksimetilfurfural (HMF) (Kowalski et al., 2013: 209-211). 

Reaksi pembentukan HMF dapat dilihat pada Gambar 3 berikut.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Reaksi Pembentukan HMF 

Sumber: Kowalski et al., (2013: 209 - 211) 
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Tingginya kadar HMF dalam madu akan menurunkan kualitas madu. 

Kandungan HMF dalam madu memiliki keterikatan dengan beberapa 

karakteristik kimia madu lainnya seperti kadar air, nilai pH, kandungan 

asam bebas, kadar gula pereduksi, dan aktivitas enzimatik dalam madu 

(Kowalski et al., 2013: 208). Oleh karena itu, masyarakat penting untuk 

memahami dan membedakan antara madu yang berkualitas baik sesuai 

dengan persyaratan SNI dan madu tiruan yang terdapat di pasaran.  

9. Kadar Air  

Kadar air merupakan persentase air dalam sampel menurut berat 

basah (wet basis) atau berat kering (dry basis) (Anwar et al., 2022: 33). 

Penetapan kadar air dalam suatu produk pangan bertujuan untuk mengukur 

banyaknya air yang ada pada produk tersebut. Kadar air merupakan 

banyaknya air yang terkandung dalam suatu bahan yang dinyatakan dalam 

persen (%). Berdasarkan SNI 8664:2018, kandungan maksimal air pada 

madu yaitu 22%.   

Kadar air pada madu dipengaruhi oleh sifat madu yang higroskopis 

yang mana mudah untuk menyerap kelembaban di lingkungan sekitarnya. 

Kadar air yang rendah pada madu menyebabkan mikroba pembusuk tidak 

dapat hidup di dalamnya, selain madu mengandung zat antimikroba. Kadar 

air yang tinggi dapat memicu terjadinya fermentasi karena pada kadar air 

yang tinggi mikroba dan kapang mampu hidup. Madu yang kadar airnya 

tinggi mudah terfermentasi oleh khamir dari genus Zygosaccharomyce yang 

tahan terhadap konsentrasi gula tinggi, sehingga dapat hidup dalam madu 

(Jaya, 2017: 10). Terdapat beberapa metode yang dapat digunakan dalam 

menentukan kadar air pada bahan pangan, diantaranya yaitu metode 

pengeringan (Thermogravimetri), metode destilasi (Thermovolumetri), 

metode kimia, dan metode fisika (Sumantri, 2013: 193-195). 

Selain berbagai metode tersebut, terdapat cara lain untuk 

menentukan kadar air pada madu. Berdasarkan SNI 3545:2013 cara untuk 

menentukan kadar air pada madu yaitu dengan menggunakan metode 

refraktometri dengan menggunakan alat refraktometer. Prinsipnya yaitu 
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pembacaan nilai indeks bias madu pada suhu 20°C, atau suhu pembacaan 

yang telah dikoreksi 20°C, menunjukkan besarnya kadar air dari madu 

(BSN, 2013: 20).  

10. Padatan Tak Larut dalam Air   

Padatan tak larut yaitu banyaknya padatan yang tidak larut dalam air 

atau pelarut (Mayani et al., 2014: 152). Beberapa proses seperti ekstraksi 

dengan pengepresan dan sentrifugasi, filtrasi atau penyimpanan dilakukan 

untuk menghasilkan madu yang bebas dari partikel kotoran. Partikel kotoran 

adalah unsur padat madu yang tidak larut dalam air (Sintayehu et al., 2022: 

41). Komponen madu yang tidak larut dalam air berasal dari sumber organik 

maupun anorganik seperti partikel tumbuhan, tanah, debu, gula pasir dan 

sebagainya (Belay et al., 2013: 3389). Pengukuran padatan yang tidak larut 

dalam air penting untuk mendeteksi kotoran madu. 

Berdasarkan SNI 3545:2013 standar maksimal padatan tak larut 

dalam air pada madu yaitu 0,5%. Semakin tinggi kandungan padatan yang 

tidak larut dalam air mungkin disebabkan oleh kurangnya akses terhadap 

peralatan ekstraksi dan penyaringan yang berkualitas (Belay et al., 2013: 

3389). Di sisi lain, tingginya kandungan padatan tidak larut dalam air pada 

madu menunjukkan buruknya kondisi kebersihan di wilayah pemrosesan 

madu (Getu & Birhan, 2014: 12-13). Secara visual, kejernihan madu 

merupakan kriteria kualitas dimana jumlah padatan yang tidak larut dalam 

air akan memberikan pengaruh terhadap kejernihan pada madu (Albu et al., 

2021: 10). Analisis kadar padatan tak larut dalam air pada madu dilakukan 

dengan metode gravimetri berdasarkan SNI 01-2891-1992. Prinsip 

pengoperasiannya adalah komponen yang tidak larut dalam air merupakan 

kontaminan seperti pasir, potongan daun, dan sebagainya.  

11. Viskositas Madu  

Menurut Apriani et al., (2013: 94) viskositas adalah ukuran yang 

menyatakan kekentalan suatu cairan dan dengan demikian menunjukkan 

besarnya gesekan dalam cairan tersebut. Semakin besar viskositas suatu 
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fluida maka semakin sulit fluida tersebut mengalir dan semakin sulit pula 

suatu benda bergerak di dalam fluida. Madu merupakan cairan yang kental. 

Viskositas madu dipengaruhi oleh kadar air yang terdapat pada cairan 

tersebut (Primandasari et al., 2021: 2). Semakin tinggi kadar air pada madu 

menyebabkan madu lebih cepat mengalir dan sebaliknya. Perpaduan antara 

aktivitas air yang rendah dan tingginya kadar gula juga berpengaruh 

terhadap osmolaritas madu yang berhubungan dengan tingkat viskositasnya 

yang tinggi (Faustino & Pinheiro, 2021: 7).  

Madu dengan kualitas baik biasanya memiliki viskositas tinggi yang 

menunjukkan kekentalan madu itu sendiri. Semakin kental madu, maka 

akan semakin baik kualitasnya. Hal ini dikarenakan tidak adanya campuran 

bahan lain seperti air yang terdapat dalam madu (Saputri et al., 2023). Jika 

kadar air meningkat, madu menjadi kurang kental. Viskositas madu selain 

dipengaruhi oleh persentase air, suhu juga ikut berpengaruh terhadap 

kekentalan madu. Ketika suhu pada madu meningkat, maka viskositas madu 

menurun. Hal ini dipengaruhi oleh adanya penyerapan pada peningkatan 

suhu yang menyebabkan madu menjadi terlalu panas dan mengalami 

penurunan viskositas atau dengan kata lain terjadi pengenceran pada madu 

tersebut (Apriani et al., 2013). Berdasarkan SNI, standar minimum kadar 

viskositas madu yaitu 10 pois (Apriani et al., 2013: 94). 

12. Viskometer Brookfield  

Viskometer adalah alat pengukuran yang digunakan untuk 

menentukan viskositas suatu zat cair. Alat pengukuran viskositas ini dapat 

mengukur derajat viskositas suatu zat cair secara akurat dan spesifik sesuai 

standar yang telah ditentukan (Regina et al., 2019: 128). Berbagai instrumen 

yang digunakan untuk mengukur viskositas seperti viskometer Ostwald, 

viskometer Hoppler, viskometer Stormer, viskometer Brookfield dan 

viskometer Ferranti-Shirley (Verma et al., 2019: 34).  

Pada penelitian ini, dalam mengukur kadar viskositas madu 

menggunakan alat viskometer Brookfield dengan merk NDJ-8S. Kelebihan 

dari viscometer Brookfield merk ini yaitu memiliki akurasi yang tinggi, 
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terdapat berbagai pilihan spindle dan kecepatan rotasi untuk berbagai jenis 

cairan, serta dapat dioperasikan dalam berbagai kondisi suhu. Selain 

memiliki kelebihan, viskometer Brookfield juga memiliki kekurangan yaitu 

harga relatif mahal, tidak cocok untuk cairan dengan partikel padat atau 

berbutir kasar, dan memerlukan kalibrasi serta perawatan rutin (Setiawan, 

2020: 74). 

Cara menentukan viskositas suatu zat menggunakan alat viskometer 

Brookfield dengan merk NDJ-8S yaitu nilai viskositas didapatkan dengan 

mengukur gaya punter sebuah router silinder (spindle) yang dicelupkan ke 

dalam sampel. Viskometer Brookfiled memungkinakan untuk mengukur 

viskositas dengan menggunakan teknik dalam viscometry. Alat ukur 

kekentalan ini dapat mengukur viskositas melalui kondisi aliran berbagai 

bahan sampel yang diuji (Setiawan, 2020: 71). 

Prinsip kerja viskometer Brookfield didasarkan pada pengukuran 

torsi yang diperlukan untuk memutar spindle dalam suatu cairan pada 

kecepatan tertentu. Prinsip ini mengikuti hukum Newton tentang viskositas, 

yang menyatakan bahwa viskositas cairan adalah perbandingan antara torsi 

yang diterapkan terhadap cairan dengan kecepatan perubahannya. Semakin 

tinggi viskositas maka semakin besar torsi yang diperlukan, begitu juga 

sebaliknya (Apriyanti & Fithriyah, 2013: 28).  

13. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)    

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) merupakan 

metode kromatografi elusi cair yang digunakan untuk memisahkan dan 

mendeterminasi senyawa, baik organik, anorganik, maupun material 

biologis secara kualitatif dan kuantitatif dengan sistem kecepatan dan 

efisiensi yang tinggi. HPLC menggunakan teknik kromatografi cair 

sehingga fase gerak yang digunakan adalah pelarut cair. Sementara itu, fase 

diam bersifat padat, berpori, dan merupakan material aktif permukaan 

dalam bentuk partikel kecil atau pendukung lapisan padat yang dilapisi 

lapisan tipis cairan (Brotosudarmo et al., 2019:22-23). Menurut (Alatas et 

al., 2019: 96) keuntungan dari penggunaan HPLC antara lain:  
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a. Memiliki daya pisah dengan kecepatan yang tinggi. 

b. Memiliki kepekaan yang tinggi. 

c. Pemilihan eluen dan kolom beragam.  

d. Mampu menganalisis senyawa dengan molekul besar dan kecil. 

Di sisi lain, HPLC memiliki kekurangan yaitu peralatanya yang lebih 

rumit dan mahal. Oleh karenanya, dibutuhkan analis khusus untuk 

mengoperasikannya karena membutuhkan skill dengan kompetensi khusus. 

Prinsip kerja HPLC yaitu terjadinya pemisahan komponen analit  

berdasarkan kepolarannya. Setiap komponen senyawa yang keluar akan 

terdeteksi oleh detektor dan direkam dalam bentuk kromatogram.  Jumlah 

peak menyatakan jumlah  komponen,  sedangkan  luas peak menyatakan 

konsentrasi komponen dalam suatu senyawa (Zainal et al., 2019: 91). 

Teknik pemisahan campuran didasarkan atas perbedaan distribusi dari 

komponen-komponen campuran diantara dua fase, yaitu:  

a. Fase Gerak  

Fase gerak berupa cairan atau larutan yang berfungsi sebagai 

pembawa komponen menuju detektor. Fase gerak disimpan dalam reservoir. 

Botol kaca merupakan jenis reservoir yang paling umum digunakan. Dari 

reservoir, fase gerak akan dialirkan secara terus menerus dengan kecepatan 

alir yang tetap oleh pompa. Pengaturan kecepatan alir dilakukan dengan 

menggunakan program dalam HPLC. Kemudian sampel diinjeksikan 

melalui injektor dan dari fase gerak akan dibawa menuju kolom (Angraini 

& Desmaniar, 2020: 70). 

b. Fase Diam  

Fase diam adalah fase tetap di dalam kolom berupa partikel dengan 

pori yang kecil dan memiliki area surface tinggi. Fase diam merupakan 

salah satu komponen penting dalam proses pemisahan dengan metode 

HPLC. Karena dengan interaksi dengan fase diam terjadi perbedaan waktu 

retensi (tR) dan terpisahnya komponen senyawa analit (Angraini & 

Desmaniar, 2020: 70). Ilustrasi instrumen dasar HPLC dapat dilihat pada 

Gambar 4. sebagai berikut. 
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Gambar 4. Instrumen HPLC 

Sumber: Gandjar (2012) 

 

 

 

 

 

 

 

HPLC memiliki banyak komponen. Menurut Brotosudarmo et al., 

(2019: 24) terdapat beberapa komponen utama pada instrumen HPLC. 

Beberapa komponen tersebut yaitu wadah fase gerak (solven), pompa, 

injektor, kolom, detektor, dan rekorder.  

a. Wadah Fase Gerak  

Wadah fase gerak menggunakan labu laboratorium yang terbuat 

dari kaca dan dipastikan wadah tersebut bersih. Wadah ini mampu 

menampung satu hingga dua liter pelarut tunggal maupun campuran 

untuk fase gerak. Pelarut yang disarankan untuk fase gerak yaitu buffer 

dan reagen yang khusus untuk HPLC (Brotosudarmo et al., 2019: 24). 

b. Pompa  

Pompa yang digunakan dalam HPLC dipastikan inert dengan 

fase gerak, seperti gelas, baja tahan panas, dan batu nilam. Pompa 

diposisikan pada aliran atas sistem kromatografi cair dan menghasilkan 

aliran eluen dari reservoir pelarut ke dalam sistem. Penggunaan pompa 

digunakan untuk menyalurkan fase gerak ke seluruh bagian HPLC 

secara tepat, reprodusibel, konstan, dan tanpa gangguan (Brotosudarmo 

et al., 2019: 25). 

c. Injektor 

Injektor dipasang di sebelah pompa. Adanya injektor berfungsi 

untuk menginjeksikan sampel dan larutan ke fase gerak yang mengalir 

dengan tekanan menuju kolom. Tembaga stainless steel yang 

dilengkapi dengan loop cocok digunakan untuk injektor. Penggunaan 
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sistem injektor otomatis memungkinkan injeksi berulang dalam waktu 

yang telah ditentukan (Brotosudarmo et al., 2019: 26). 

d. Kolom  

Jantung HPLC terletak pada sebuah kolom. Hal tersebut karena 

di dalam kolom terjadi penguraian terhadap suatu komponen. Ukuran 

kolom bervariasi dari 15 sampai 150 cm. Pengoperasian kolom 

dilakukan pada suhu kamar, dapat pula dioperasikan pada suhu tinggi 

(Brotosudarmo et al., 2019: 26). 

e. Detektor  

Keberadaan komponen sampel dalam kolom dideteksi secara 

kualitatif, sedangkan untuk menghitung konsentrasinya dilakukan 

secara kuantitatif oleh detektor, selain detektor juga berperan dalam 

memberikan sinyal elektronik (Brotosudarmo et al., 2019: 26). 

Detektor pada HPLC dikelompokkan menjadi dua yaitu:  

1) Detektor Universal 

Detektor universal dapat menganalisis suatu zat secara umum 

baik itu bersifat nonspesifik maupun nonselektif, seperti halnya 

detektor indeks bias, dan detektor spektrometri massa 

(Brotosudarmo et al., 2019: 27). 

2) Detektor Spesifik  

Detektor spesifik hanya mampu menganalisis analit secara 

spesifik dan selektif seperti halnya detektor UV-Vis, detektor 

fluoresensi, dan elektrokimia (Brotosudarmo et al., 2019: 27). 

f. Komputer/Rekorder   

Perangkat pengumpulan data berupa komputer maupun 

rekorder yang dihubungkan dengan detektor. Rekorder ini berfungsi 

untuk mengukur sinyal elektronik yang dihasilkan oleh detektor 

kemudian mencatatnya sebagai kromatogram. Data yang diperoleh 

dapat dievaluasi dan dianalisis (Brotosudarmo et al., 2019: 27). 
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B. Kerangka Teori 

Kerangka teori diaplikasikan untuk menguraikan pemikiran yang 

dipakai dalam menganalisis penelitian yang ditinjau (Notoatmodjo, 2018: 

82). Penentuan kerangka teori disesuaikan berdasarkan topik atau 

permasalahan penelitian dan tujuan dari penelitian serta disusun 

berdasarkan argumentasi dari teori-teori yang dikembangkan sebelumnya. 

Berikut kerangka teori penelitian ini sebagaimana Gambar 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                : variabel yang diteliti  

: variabel yang tidak diteliti 

 

Hidroksimetilfurfural (HMF) 

 Kadar Air  

Padatan Tak Larut Dalam Air  

Viskositas  

 Gula Pereduksi 

Sukrosa 

 Aktivitas Enzim Diastase  

 Kadar Abu  

 Cemaran Logam  

Kualitas Madu Komposisi Madu  Sifat Madu  

Cemaran Arsen  

Kloramfenikol  

Cemaran Mikroba  

Keasaman  

Madu  

 
 

 

Gambar 5. Kerangka Teori 
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C. Kerangka Konsep  

Kerangka konsep merupakan hubungan antar variabel dalam 

penelitian yang digambarkan dalam sebuah model. Umumnya, konsep 

mempunyai tingkatan tertentu. Semakin dekat dengan kenyataan, semakin 

mudah konsep tersebut dinilai dan diinterpretasikan. Pada Gambar 6. 

terdapat kerangka konsep yang digunakan dalam penelitian. Kerangka 

konsep yang baik menurut (Heryana, 2019: 75) yaitu: 

1. Sesuai dengan pertanyaan dan tujuan penelitian yang spesifik. 

2. Merupakan bagian atau sub bagian dari kerangka teori. 

3. Digunakan sebagai dasar pembuatan hipotesis penelitian.   

 

 

 

 

 

D. Hipotesis  

Hipotesis adalah suatu preposisi yang dirumuskan dalam bentuk 

yang dapat diuji yang memprediksi keterkaitan tertentu antara dua variabel 

(Ridhahani, 2020: 47). Hipotesis tidak hanya berfungsi sebagai kesimpulan 

awal terhadap persoalan penelitian, tetapi juga sebagai acuan bagi peneliti 

dalam melakukan penelitiannya. Berdasarkan teori yang telah dijelaskan 

sebelumnya, maka hipotesisnya adalah :  

1. H0 diterima jika:  

a. Tidak terdapat perbedaan kadar hidroksimetilfurfural (HMF) madu 

berdasarkan SNI. 

b. Tidak terdapat perbedaan kadar air madu berdasarkan SNI. 

c. Tidak terdapat perbedaan kadar padatan tak larut air madu 

berdasarkan SNI.  

d. Tidak terdapat perbedaan kadar viskositas madu berdasarkan SNI.  

 

Kadar Hidroksimetilfurfural 

(HMF) 

Kadar Air  

Padatan Tak Larut Dalam Air 

Viskositas Madu 

Kualitas Madu (SNI)  

Gambar 6. Kerangka Konsep 
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2. Ha ditolak jika: 

a. Terdapat perbedaan kadar hidroksimetilfurfural (HMF) madu 

berdasarkan SNI.  

b. Terdapat perbedaan kadar air madu berdasarkan SNI.  

c. Terdapat perbedaan kadar padatan tak larut air madu berdasarkan 

SNI.  

d. Terdapat perbedaan kadar viskositas madu berdasarkan SNI.  
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BAB III  

METODE PENELITIAN 

 

A. Jenis dan Variabel Penelitian  

Jenis/desain penelitian ini adalah penelitian laboratorium non 

eksperimental dengan menggunakan madu sebagai sampel. Metode yang 

digunakan adalah metode kuantitatif dengan melakukan pengujian 

laboratorium. Pengujian secara laboratorium dengan menggunakan metode 

High Performance Chromatography (HPLC) untuk analisis kadar 

hidroksimetilfurfural (HMF), metode refraktometri untuk analisis kadar air, 

metode gravimetri untuk analisis kadar padatan tak larut dalam air, dan 

menggunakan alat viskometer Brookfield untuk analisis viskositas madu.  

Variabel dalam penelitian ini terbagi menjadi dua, yaitu variabel 

bebas (variabel independen) dan variabel terikat (variabel dependen). 

Variabel bebas adalah variabel yang dapat merubah nilai variabel terikat. 

Variabel bebas dalam penelitian ini yaitu kadar hidroksimetilfurfural 

(HMF), kadar air, padatan tak larut dalam air, dan viskositas madu. Variabel 

terikat adalah variabel yang nilainya akan berubah karena pengaruh dari 

variabel bebas. Variabel terikat pada penelitian ini adalah kualitas madu 

berdasarkan Standar Nasional Indonesia  (SNI).  

Penelitian ini dilakukan sesuai dengan standar pengujian 

hidroksimetilfurfural (HMF), kadar air, padatan tak larut dalam air, dan 

viskositas madu. Hasil dari percobaan dibandingkan dengan persyaratan 

mutu madu berdasarkan Standar Nasional Indonesia (SNI).  

B. Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di laboratorium Gizi, Fakultas Psikologi  

dan Kesehatan, Universitas Islam Negeri Walisongo Semarang. Waktu 

pelaksanaan penelitian ini adalah bulan November 2023 – Mei 2024. 

 

 



35 
 

C. Sampel Penelitian  

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu beberapa madu 

yang diambil di Kota Semarang. Diantaranya yaitu madu dari Semarang 

Barat (M1), madu dari Semarang Selatan (M2), madu dari Semarang 

Tengah (M3), madu dari Semarang Timur (M4), madu dari Semarang Utara 

(M5), dan madu murni (K1) sebagai kontrol. Adapun teknik sampling yang 

digunakan adalah simple random sampling. Simple random sampling 

merupakan suatu metode pengambilan sejumlah n sampel dari populasi 

berhingga N, dengan catatan setiap sampel berukuran n tersebut mempunyai 

peluang yang sama untuk terpilih (Fauzy, 2019). Jumlah sampel yang 

digunakan mengacu pada Supranto (2000).  

(t - 1) x (r - 1) ≥ 15 

(4 – 1) x (r – 1) ≥ 15  

3 x (r -1) ≥ 15 

3r -3 ≥ 15  

3r ≥ 15 + 3 

3r ≥ 18  

r ≥ 6  

Keterangan :  

t : banyaknya pengujian yang dilakukan. 

r : jumlah sampel. 

Kriteria inklusi adalah karakteristik umum subjek penelitian dari 

suatu populasi target yang terjangkau dan diteliti (Nursalam, 2017: 172). 

Kriteria eksklusi adalah mengeluarkan subjek dari kriteria inklusi dengan 

beberapa sebab, antara lain terdapat keadaan yang mengganggu pengukuran 

maupun interpretasi hasil, terdapat keadaan yang mengganggu pelaksanaan, 

hambatan etis, dan subjek menolak berpartisipasi (Nursalam, 2017: 173). 

Adapun kriteria inklusi dan eksklusi sampel madu sebagai berikut.  

1. Inklusi : 

a. Produk madu dijual di toko/pasaran di Kota Semarang.  

b. Produk madu tidak dijual di toko resmi seperti apotik.  

c. Produk madu belum memiliki label SNI dan BPOM. 

d. Produk madu belum mencantumkan kandungan gizi.  
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e. Produk madu belum mencantumkan logo halal.  

2. Eksklusi :   

a. Produk madu dijual di luar Kota Semarang.  

b. Produk madu memiliki label SNI dan BPOM.  

c. Produk madu mencantumkan kandungan gizi.  

d. Produk madu mencantumkan logo halal.  

D. Definisi Operasional  

Definisi operasional diartikan sebagai gambaran batasan terhadap 

variabel yang akan dianalisis dalam suatu penelitian (Notoatmodjo, 2018: 

112). Definisi operasional adalah penjelasan dari masing-masing variabel 

yang diteliti. Berikut pada Tabel 5 adalah penjelasan dari definisi 

operasional untuk setiap jenis variabel. 

                Tabel 5. Definisi Operasional 

Variabel Definisi Alat Hasil Skala 

Kadar 

Hidroksimetil-

furfural 

(HMF). 

Hidroksimetilfurfural 

adalah senyawa yang 

terbentuk akibat 

pemecahan glukosa 

atau fruktosa 

(Dimyati & Marzuki, 

2023: 673). Nilai 

hidroksimetilfurfural 

merupakan indikator 

kerusakan madu 

akibat pemanasan  

berlebihan atau 

pemalsuan dengan 

gula invert  

(Harjo et.al., 2015: 

19). Berdasarkan SNI 

3545:2013 kandungan   

kadar HMF madu 

maksimal 50 mg/kg. 

High 

Performance 

Liquid 

Chromatog-

raphy 

(HPLC). 

mg/kg   Rasio  

Kadar Air Kadar air merupakan 

persentase air dalam 

suatu sampel 

berdasarkan berat 

basah (wet basis) atau 

berat kering (dry 

Refraktometer 

madu. 

Persen  Rasio  
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Variabel Definisi Alat Hasil Skala 

basis) (Anwar et al., 

2022: 33). Kadar air 

maksimal pada madu 

22% berdasarkan SNI 

3545: 2013. 

Padatan Tak 

Larut Dalam 

Air   

Padatan tak larut yaitu 

banyaknya padatan 

yang tidak larut dalam 

pelarut (Mayani et al., 

2014: 152). 

Komponen madu 

yang tidak larut dalam 

air berasal dari 

sumber organik 

maupun anorganik 

(Belay et al., 2013: 

3389). Berdasarkan 

SNI 3545:2013 

standar maksimal 

padatan tak terlarut 

pada madu yaitu 

0,5%.  

Oven   Persen  Rasio  

Viskositas Viskositas dinyatakan 

sebagai tahanan aliran 

fluida yang 

merupakan gesekan 

antara molekul-

molekul cairan satu 

dengan yang lain 

(Apriani et.al., 2013: 

94). Nilai viskositas 

madu menurut SNI 

minimal 10 Pois. 

Viskometer  

Brookfield 

NDJ-8S. 

 

Pois  Rasio  

 

E. Prosedur Penelitian  

Penelitian ini dilakukan dalam tiga tahap. Tahap pertama adalah 

penentuan lokasi pengambilan sampel. Tahap kedua adalah pengambilan 

sampel madu. Tahap ketiga adalah pengujian mutu dan keaslian madu, 

meliputi pengujian kadar hidroksimetilfurfural (HMF), kadar air, padatan 

tak larut dalam air, dan viskositas madu. Data disajikan dalam bentuk 

tabel/grafik dan dibandingkan dengan Standar Nasional Indonesia (SNI).  
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a. Penentuan Lokasi Sampling 

Lokasi pengambilan sampel ditentukan dengan cara membagi 

wilayah Kota Semarang menjadi lima wilayah. Kelima wilayah tersebut 

meliputi Semarang Timur, Semarang Barat, Semarang Tengah, 

Semarang Utara, dan Semarang Selatan.  

b. Pengambilan Sampel  

Sampel madu didapatkan dari toko/pasaran yang menjadi 

perwakilan setiap wilayah di Kota Semarang. Metode yang digunakan 

dalam pengambilan sampel adalah simple random sampling, dimana 

sampel diambil secara acak dan mewakili setiap wilayah di Kota 

Semarang. Selain itu, terdapat kriteria inklusi dan eksklusi dalam 

pengambilan sampel tersebut.    

c. Pengamatan Kualitas Madu  

Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui kualitas madu yang 

beredar di Kota Semarang. Pengujian tersebut meliputi kadar 

hidroksimetilfurfural (HMF), kadar air, padatan tak larut dalam air, dan 

viskositas madu. Pengujian kadar hidroksimetilfurfural (HMF) 

menggunakan metode HPLC. Pengujian kadar air menggunakan 

metode refraktometri. Pengujian kadar padatan tak larut dalam air 

menggunakan metode gravimetri. Pengujian viskositas madu dilakukan 

dengan menggunakan alat viskometer Brookfield NDJ-8S. Hasil 

pengujian madu dibandingkan dengan Standar Nasional Indonesia 

(SNI) 3545:2013 tentang madu. Pengujian kualitas madu meliputi:  

1. Analisis Kadar Hidroksimetilfurfural (HMF)  

Hidroksimetilfurfural (HMF) merupakan senyawa yang 

terbentuk dari pecahan glukosa atau fruktosa karena adanya asam 

dan dipercepat oleh pemanasan (Dimyati & Marzuki, 2023: 673). 

Nilai HMF merupakan indikator kerusakan madu yang disebabkan 

oleh pemanasan berlebihan atau pemalsuan dengan gula invert, yaitu 

campuran glukosa dan fruktosa dengan proporsi yang sama yang 

dibentuk oleh sukrosa (Harjo et.al., 2015: 19). Kandungan 
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hidroksimetilfurfural (HMF) pada madu maksimal 50 mg/kg (BSN, 

2013: 5). Berbagai metode yang digunakan untuk menganalisis 

kadar hidroksimetilfurfural (HMF) antara lain metode 

spektrofotometri dan High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC). Penelitian ini menggunakan metode High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC). High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) merupakan metode kromatografi elusi 

cair yang digunakan untuk memisahkan dan mendeterminasi 

senyawa, baik organik, anorganik, maupun material biologis secara 

kualitatif dan kuantitatif dengan sistem kecepatan dan efisiensi yang 

tinggi (Brotosudarmo et al., 2019:22-23). 

Prinsip kerja HPLC didasarkan pada pemisahan komponen 

analit  berdasarkan  kepolarannya. Setiap komponen senyawa yang 

keluar akan terdeteksi dengan detektor dan direkam dalam bentuk 

kromatogram. Dimana jumlah peak menyatakan jumlah komponen 

dan luas peak menyatakan konsentrasi komponen dalam suatu 

senyawa (Zainal et al., 2019: 91). Alat dan bahan yang digunakan 

dalam pengujian HMF pada madu dengan metode HPLC yaitu:  

1). Alat : 

      a. Neraca analitik   h. Vial dan membrane vial  

      b. Gelas beker   i. Corong kaca 

      c. Vortex    j. Sudip 

      d. Seperangkat alat HPLC-C18 k. Peralatan water bath  

      e. Detektor UV-Vis  l. Syringe 

      f.  Pipet mikro 20-200μL  m. Labu ukur 

2). Bahan :  

      a. Sampel madu   c. Serbuk HMF  

        b. Aquabides    d. Methanol p.a HPLC  

Analisis HMF pada madu memiliki beberapa tahap. Tahapan 

tersebut dimulai dari persiapan hingga pengujian. Berikut tahapan 

dalam analisis HMF pada madu sebagaimana gambar 7,8, dan 9. 

 



40 
 

a) Membuat Fase Gerak  

Fase gerak berfungsi untuk membantu mengalirkan 

senyawa yang dianalisis menuju kolom. Fase gerak yang 

digunakan harus inert dengan senyawa yang akan dianalisis. 

Apabila senyawa tersebut bersifat polar maka fase gerak yang 

digubakan juga harus polar. Pada pengujian ini sampel yang 

digunakan adalah madu, dimana madu termasuk dalam senyawa 

organik yang bersifat polar. Oleh karenanya, fase gerak yang 

cocok digunakan adalah fase gerak yang bersifat polar, pada uji 

ini menggunakan campuran antara methanol dan aquabides. 

Berikut cara membuat larutan fase gerak sebagaimana Gambar 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) Membuat Larutan Uji 

Sebelum dilakukan analisis terhadap sampel, diperlukan 

preparasi dalam pembuatan larutan uji terlebih dahulu. Dalam 

preparasi larutan uji ini harus dipastikan bahwa alat dan bahan 

yang digunakan harus steril untuk meminimalisir kejadian yang 

tidak diinginkan saat proses berlangsungnya pengujian. Berikut 

cara membuat larutan uji pada sampel madu sebagaimana 

Gambar 8.  

 

 

 

Memasukkan 900 mL aquabides ke dalam gelas beker 

Memasukkan 100 mL methanol 100 ml ke dalam labu ukur 

Mencampur kedua larutan ke dalam labu ukur  

Memasukkan ke dalam wadah solven  

Gambar 7. Cara Membuat Larutan Fase Gerak 

Sumber: Dimyati & Marzuki (2023: 679) 
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c)   Membuat Larutan Baku 

Larutan baku adalah suatu larutan yang mengandung 

konsentrasi yang diketahui secara tepat dari unsur atau zat. Fungsi 

dari larutan baku ini adalah sebagai standar dalam pengukur analit 

yang nantinya hasilnya akan diplotkan pada kurva standar untuk 

menentukan nilai regresi dari kurva. Dalam analisis ini digunakan 

konsentrasi larutan standar HMF yang diperoleh melalui 

pengenceran dari larutan baku antara HMF 200 µg/mL sehingga 

didapatkan larutan standar baku kerja dengan konsentrasi 0,5, 1, 

2, 5, 10, 20, dan 40 µg/mL. Berikut langkah-langkah dalam 

pembuatan larutan baku sebagaimana Gambar 9.  

 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Cara Membuat Larutan Uji 

Sumber: Dimyati & Marzuki (2023: 678) 
 

 

Membiarkan terbuka sampel madu dengan menggunakan 

waterbath dalam selama 30 menit. 

Menimbang 10 gr madu di dalam labu ukur 100 ml 

Menambahkan 50 ml aquabides dan menghomogenkan 

dengan vortex selama satu menit. 

Menghomogenkan dengan waterbath selama lima menit dan 

menambahkan aquabides sampai tanda batas labu ukur 100 

ml. 

Menyaring kedalam vial menggunakan saringan 0,45 µm 
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Penentuan kadar HMF dilakukan menggunakan HPLC dengan 

metode AOAC. Dalam penentuan kadar HMF ini, larutan standar untuk 

pembuatan kurva kalibrasi ditentukan terlebih dahulu sebelum pengujian 

terhadap larutan sampel. Fungsi dari larutan standar ini adalah sebagai 

standar dalam pengukur analit yang nantinya hasilnya akan diplotkan pada 

 

Membuat larutan baku induk dengan menimbang 50,132 mg 

HMF kedalam labu ukur 50 ml 

Melarutkan dengan aquabides hingga batas tanda (larutan A) 

diperoleh larutan baku induk dengan konsentrasi 1000 µg/mL. 

Membuat larutan baku antara dengan memipet 10 mL larutan 

baku induk dan memasukkan kedalam labu ukur 50 mL 

Menambahkan aquabides hingga batas tanda dengan konsentrasi 

200 µg/mL. 

Membuat larutan baku kerja dengan memipet ke dalam masing-

masing labu terukur 10 mL 

Mengencerkan dengan aquabides hingga batas tanda, volume 

pemipetan dan konsentrasi seperti yang tertera pada Tabel 3.2 

(Larutan B) 

Menetapkan HPLC dengan menyuntikkan larutan A dan B 

masing-masing secara terpisah dan melakukan penetapan HPLC 

dengan kondisi seperti pada Tabel 3.3 

 Gambar 9. Cara Mambuat Larutan Baku 

Sumber: Dimyati & Marzuki (2023: 678) 
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kurva standar untuk menentukan nilai regresi dari kurva. Dalam analisis ini 

digunakan konsentrasi larutan standar HMF yang diperoleh melalui 

pengenceran dari larutan baku antara HMF 200 µg/mL sehingga didapatkan 

larutan standar baku kerja dengan konsentrasi 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, dan 40 

µg/mL. Berikut volume pemipetan larutan baku kerja dan konsentrasi HMF 

sebagaimana Tabel 6.  

                        Tabel 6. Preparasi Larutan Baku 

Baku 

Kerja 

Volume Pemipetan 

Baku Kerja (mL) 

Konsentrasi HMF 

(µg/mL) 

1 0,025 0,5 

2 0,050 1 

3 0,100 2 

4 0,250 5 

5 0,500 10 

6 1,000 20 

7 2,000 40 

                    Sumber: Dimyati & Marzuki (2023: 678-679) 

Analisis senyawa HMF didasarkan pada penetapan dari suatu 

sistem HPLC. Penetapan tersebut meliputi fase gerak, kolom, detektor, 

laju alir, dan volume penyuntikan. Fase gerak yang digunakan harus inert 

dengan senyawa yang akan dianalisis. Teknik pemisahan pada HPLC ini 

dilakukan dalam mode fase terbalik dengan menggunakan fase gerak polar 

dan fase diam non polar. Berikut penetapan sistem HPLC sebagaimana 

Tabel 7.   

               Tabel 7. Penetapan HPLC 

Fase Gerak  Metanol – Aquabides (10:90) 

Kolom  T3 Atlantis (15 × 4,6 Mm) Ukuran 

Partikel 5µm/ C-18 

Detektor  UV, pada panjang gelombang 285 

Laju Alir  1,0 mL/menit 

Volume Penyuntikan  10 µL 

       Sumber: Dimyati & Marzuki (2023: 679) 
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Rumus interpretasi hasil data :   

  Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

Keterangan :  

Csp : Kadar HMF = perhitungan dengan kurva kalibrasi (µg/mL) 

V    : Volume (mL) 

W   : Bobot sampel (gr) 

Batas Maksimal dalam Madu : 50 mg/kg (BSN:2013) 

 

2. Analisis Kadar Air Madu  

Kadar air adalah persentase air dalam suatu sampel 

berdasarkan berat basah (wet basis) atau berat kering (dry basis) 

(Anwar et al., 2022: 33). Tujuan penentuan kadar air dalam suatu 

produk pangan adalah untuk mengukur jumlah air dalam produk 

tersebut. Kadar air adalah banyaknya air yang terkandung dalam 

suatu bahan, dinyatakan dalam persentase (%). Dalam penelitian ini 

digunakan metode refraktometri untuk menganalisis kadar air pada 

madu. Prinsipnya yaitu pembacaan nilai indeks bias madu pada suhu 

20°C, atau suhu pembacaan yang telah dikoreksi 20°C menunjukkan 

besarnya kadar air dari madu. Alat dan bahan yang digunakan dalam 

pengujian kadar air ini yaitu:  

1) Alat: 

a. Refraktometer madu 

b. Pipet  

c. Tisu/lap  

2) Bahan: 

a. Beberapa sampel madu 

b. Aquades    

 

3) Cara Uji Kadar Air Madu Metode Refraktometri  

Sebelum penggunaan alat refraktometer harus dikalibrasikan 

terlebih dahulu dengan meneteskan aquades 2 tetes pada prisma 

refraktometer. Pastikan hasil nilai kalibrasi 0 percent water. Setelah 

itu, refraktometer siap digunakan dengan langkah-langkah dapat 

dilihat pada Gambar 10. 
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3. Analisis Padatan Tak Larut dalam Air  

Padatan tak larut yaitu banyaknya padatan yang tidak larut 

dalam air atau pelarut (Mayani et al., 2014: 152). Komponen madu 

yang tidak larut dalam air berasal dari sumber organik maupun 

anorganik (Belay et al., 2013: 3389). Berdasarkan SNI 8664:2018 

standar maksimum padatan tak larut dalam air pada madu yaitu 0,5%. 

Metode analisis yang digunakan yaitu gravimetri berdasarkan 

SNI 01-2891-1992. Prinsip kerjanya yaitu bagian yang tidak dapat 

larut dalam air adalah zat-zat kotoran baik berasal dari bahan organik 

maupun anorganik. Adapun alat dan bahan yang digunakan dalam 

analisis padatan tak larut dalam air yaitu: 

1) Alat: 

a. Gelas beker  f. Kertas saring    

b. Krus    g. Desikator      

c. Oven   h. Corong kaca    

d. Neraca analitik  i. Erlenmeyer   

   

 

Membersihkan kaca prisma dengan aquades 

Mengkalibrasikan alat pada suhu 20°C 

Meneteskan sampel madu ke kaca prisma  

Meratakan madu hingga menutupi area berwarna biru 

Menutup kaca prisma   

Mengamati hasil pembacaan dengan bantuan cahaya 

matahari/lampu      

Gambar 10.  Cara Uji Kadar Air Madu Metode Refraktometri 

Sumber: SNI (2013: 15) 
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2) Bahan: 

a. Enam sampel madu   

b. Air panas  

 

3) Cara Uji Padatan Tak Larut dalam Air  

Sebelum pengujian padatan tak larut dalam air, diperlukan 

kalibrasi terlebih dahulu dengan cara mengoven kertas saring dan krus 

selama lima belas menit sebelum diguakan. Selain itu, dilakukan juga 

pengujian terhadap balnko dengan menggunakan aquades untuk 

memastikan bahwa padatan tak larut bukan berasal dari aquades yang 

digunakan, akan tetapi berasal dari sampel madu yang digunakan.  

Berikut langkah-langkah pengujian terhadap padatan tak larut dalam 

air sebagaimana Gambar 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 Rumus perhitungan kadar padatan tak larut air pada madu yaitu: 

 Kadar padatan tak larut dalam air = 
W1−W2 

W
 x 100% 

 W   : bobot cuplikan (gr) 

 W1 :  bobot botol cuplikan timbang + kertas saring berisi bagian yang   

            tak dapat larut (gr) 

 W2 : bobot botol timbang + kertas saring kosong (gr)  

 

 

Menimbang 20 gr madu dan memasukkan ke dalam gelas beker 

Menambah 200 ml air panas dan mengaduk hingga larut 

Menuangkan bagian yang tidak dapat larut kedalam kertas saring 

yang telah dikeringkan dan ditimbang  

Membilas piala gelas dan kertas saring dengan air panas 

Mengeringkan kertas saring dalam oven (105°C selama 2 jam) 

Mendinginkan dalam desikator dan menimbang hingga bobot 

tetap  
Gambar 11. Cara Uji Padatan Tak Larut dalam Air 

Sumber: SNI 01-2891-1992 
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4. Analisis Viskositas Madu  

Viskositas dinyatakan sebagai tahanan aliran fluida yang 

merupakan gesekan antara molekul-molekul cairan satu dengan yang 

lain (Apriani et al., 2013: 94). Pengukuran kekentalan suatu produk 

bertujuan untuk menjaga karakteristik asli dan kualitas asli produk. 

Penelitian ini, viskositas madu diukur menggunakan alat viskometer 

Brookfield NDJ-8S. 

Prinsip kerja viskometer Brookfield didasarkan pada 

pengukuran torsi yang diperlukan untuk memutar spindle (pemutar) 

dalam suatu cairan pada kecepatan tertentu. Prinsip ini mengikuti 

hukum Newton tentang viskositas, yang menyatakan bahwa viskositas 

cairan adalah perbandingan antara torsi yang diterapkan terhadap cairan 

dengan kecepatan perubahannya. Semakin tinggi viskositas maka 

semakin besar torsi yang diperlukan, begitupun sebaliknya. Adapun alat 

dan bahan yang digunakan dalam analisis viskositas yaitu: 

1) Alat: 

a. Seperangkat alat viskometer Brookfield 

b. Gelas beker  

2) Bahan: 

a. Enam sampel madu  

 

3) Cara Uji Viskositas Madu   

Sebelum penggunaan alat viskometer Brookfield harus 

dikalibrasikan terlebih dahulu dengan memastikan titik hitam di atas 

alat tepat berada di tengah. Analisis kadar viskositas madu ini 

dilakukan pada suhu ruang yang berkisar antara 20 - 26°C. Berikut 

langkah-langkah pengujian kadar viskositas madu dengan 

menggunakan alat viskometer Brookfield NDJ-8S sebagaimana 

Gambar 12. 
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F. Pengolahan dan Analisis Data  

Pengolahan data pada penelitian ini menggunakan Microsoft Excel 

dan SPSS (Statistical Package for Social Science) versi 25.0. Analisis data 

yang digunakan berupa deskriptif dengan skala numerik. Nilai rata-rata 

(n=6) dengan standar deviasi dilaporkan untuk perbedaan kualitas madu 

seperti kadar hidroksimetilfurfural (HMF), kadar air, padatan tak larut 

dalam air, dan viskositas madu. Semua hasil analisis dinyatakan nilai rata-

rata (n=6) dengan standar deviasi (Siddiqi et al., 2020: 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Memasukkan 200 ml sampel madu ke dalam gelas beker 

Memilih rotor no 2 dan menurunkan rotor sampai tercelup pada 

sampel madu 

Mengatur kecepatan 6 rpm 

Membaca hasil skala yang tertera pada layar 

Gambar 12. Cara Uji Viskositas Madu 

Sumber: Engineering Laboratories (2018) 
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BAB IV  

HASIL DAN PEMBAHASAN  

 

A. Hasil dan Pembahasan  

1. Deskripsi Subjek  

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu madu. Madu 

tersebut didapatkan dari beberapa pasar yang terdapat di wilayah Kota 

Semarang. Perwakilan pasar yang menjadi tempat pengambilan sampel 

madu beberapa di antaranya yaitu Pasar Ngaliyan di Semarang Barat (M1), 

Pasar Bulu di Semarang Selatan (M2), Pasar Johar di Semarang Tengah 

(M3), Pasar Meteseh di Semarang Timur (M4), dan Pasar Bandarharjo di 

Semarang Utara (M5). Selain kelima madu tersebut, terdapat juga satu 

sampel madu murni yang didapatkan dari peternak Multi Madu yang 

berlokasi di Desa Podorejo, Kecamatan Ngaliyan, Kota Semarang (K1). 

Madu murni tersebut digunakan sebagai kontrol terhadap beberapa madu 

yang didapatkan dari pasaran. Jenis madu yang didapatkan dari pasar di 

wilayah Semarang Barat dan dan Semarang Utara berjenis madu multiflora. 

Madu yang didapatkan dari pasar di wilayah Semarang Selatan, Semarang 

Tengah, Semarang Timur, dan madu murni berjenis madu monoflora yang 

dihasilkan oleh lebah Apis mellifera. Hal tersebut dikarenakan madu yang 

dihasilkan oleh lebah Apis mellifera cukup terkenal di kalangan pasaran di 

Kota Semarang yang dibuktikan dengan total jumlah peternak madu Apis 

mellifera lebih dari 15 peternak dalam suatu wilayah (Akhiroh & 

Masyithoh, 2021). Apis mellifera banyak dibudidayakan oleh peternak 

karena memiliki produktivitas tinggi antara 25-35 kg per koloni per tahun, 

serta memiliki keunggulan pada jumlah produksi madu yang tinggi dan 

tidak agresif atau lebih jinak (Rosyidi et al., 2018: 109). Seluruh produk 

madu yang didapatkan tersebut belum pernah melalui tahap pengujian 

secara laboratorium dan belum tersertifikasi oleh BPOM. Oleh karenanya, 

pada penelitian ini, akan dilakukan pengujian terhadap beberapa madu 
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tersebut berdasarkan persyaratan SNI 3545-2013 untuk madu jenis 

monoflora dan multiflora.  

 

 

 

  

 

 

Gambar (a) M1 

  

 

 

 

 

 

Gambar (b) M2 

 

  

 

 

 

 

Gambar (c) M3 

 

  

 

 

 

 

Gambar (d) M4 

  

 

 

 

 

 

Gambar (e) M5 

  

 

 

 

 

 

Gambar (f) K1 

                 Gambar 13. Sampel Madu                         

Gambar di atas menunjukkan beberapa sampel madu yang 

didapatkan dari beberapa pasar di wilayah Kota Semarang. Secara berturut-

turut Gambar (a) M1 adalah madu dari Semarang Barat, Gambar (b) M2 

adalah madu dari Semarang Selatan, Gambar (c) M3 adalah madu dari 

Semarang Tengah, Gambar (d) M4 adalah madu dari Semarang Timur, 

Gambar (e) M5 adalah madu dari Semarang Utara, dan Gambar (f) K1 
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adalah madu murni sebagai kontrol yang didapatkan dari peternak madu. 

Secara kasat mata enam madu tersebut memiliki ciri-ciri dan karakteristik 

tersendiri. Sampel M1 memiliki ciri-ciri sangat encer, berwarna kuning 

pucat, dan terdapat buih di permukaannya. Ciri-ciri sampel M2 yaitu 

bertekstur kental dan berwarna coklat muda jernih. Karakteristik sampel M3 

yaitu kental, berwarna coklat tua. Sampel M4 memiliki ciri-ciri kental dan 

berwarna coklat muda jernih. Tekstur sampel M5 yaitu kental, berwarna 

coklat pucat dan terdapat buih di permukaannya. Sampel K1 memiliki ciri-

ciri yaitu sangat kental, dan berwarna coklat tua.  

2. Kadar Hidroksimetilfurfural (HMF) pada Sampel Madu   

Analisis kadar hidroksimetilfurfural (HMF) pada madu dilakukan 

dengan tujuan untuk mengetahui kualitas madu yang beredar di Kota 

Semarang. Hal tersebut dikarenakan semakin maraknya peredaran madu di 

pasaran namun kualitasnya belum diketahui serta belum tercantumnya 

kandungan gizi pada kemasan, belum terdapat nomor BPOM, dan tidak 

adanya logo halal di balik kemasan. Selain itu, secara kasat mata sulit untuk 

membedakan antara madu murni dan madu tiruan. Oleh karenanya, 

diperlukan pengujian secara kimia khususnya pengujian kadar HMF untuk 

mengetahui kualitas suatu madu. Pengujian kadar HMF ini dilakukan 

dengan menggunakan metode High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC). HPLC merupakan suatu teknik pemisahan yang didasarkan pada 

partisi sampel di antara fase gerak dan fase diam yang berupa cairan maupun 

padatan dibantu dengan adanya tekanan tinggi sehingga analit lebih mudah 

dipisahkan untuk selanjutnya diidentifikasi dan dihitung berapa konsentrasi 

dari masing-masing komponen tersebut (Wisnuwardhani et al., 2015). 

Prinsip kerja HPLC adalah pemisahan analit berdasarkan kepolarannya. 

Setiap komponen senyawa yang keluar akan terdeteksi oleh detektor dan 

direkam dalam bentuk kromatogram. Jumlah peak menyatakan jumlah 

komponen dan luas peak menyatakan konsentrasi komponen dalam 

senyawa (Zainal et al., 2019). 
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Gambar 14. Struktur molekul C18 

HPLC yang digunakan dalam pengujian ini memiliki merk Alliance 

dengan detektor UV-Vis. Teknik pemisahan HPLC ini dilakukan dalam 

mode fase terbalik. Kromatografi fase terbalik adalah teknik yang 

menggunakan rantai alkil yang berikatan kovalen dengan partikel fase 

stasioner untuk menciptakan fase diam hidrofibik, yang memiliki afinitas 

kuat untuk senyawa hidrofibik atau kurang polar. Kromatografi fase terbalik 

menggunakan fase gerak polar. Akibatnya, molekul hidrofibik dalam fase 

gerak polar cendrung meneyerap ke fase diam hidrofibik, serta molekul 

hidrofilik dalam fase gerak akan melewati kolom dan dielusi terlebih 

dahulu. Fase gerak polar yang digunakan yaitu campuran antara methanol 

p.a HPLC dan aquabides dengan perbandingan 10:90. Digunakan pelarut 

metahnol dan aquabides karena berdasarkan orientasi, sampel madu bersifat 

polar sehingga dapat larut dalam pelarut polar juga, dalam hal ini yaitu 

methanol dan aquabides. Fase diam yang digunakan dalam kromatografi 

terbalik tergolong non polar. Kelompok gugus fungsional yang digunakan 

adalah oktadesil. Kelompok fungsional oktadesil memiliki rantai karbon 

lurus 18. Jensi kolom ini juga sering disebut kolom C18 (C-depalan belas). 

Nama oktadesil berasal dari “okta” yang berarti angka delapan dan “desi” 

yang berarti nomor 10. Sejumlah besar rantai hidrokarbon ini melekat pada 

permukaan gel silika (Brotosudarmo et al., 2019).  

 

 

 

 

Jenis detektor yang digunakan adalah UV-Vis. Penentuan kadar 

HMF ini menggunakan panjang gelombang 285 dan laju alirnya dengan 

kecepatan 1,0 ml/menit. Kadar HMF madu dihitung dengan rumus: 

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

dimana Csp adalah kadar HMF yaitu perhitungan dengan kurva kalibrasi 

(µg/mL), V adalah volume pengenceran (mL), dan W adalah bobot sampel 

(gr).  Langkah-langkah dalam pengujian kadar HMF ini yaitu:  
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Gambar 15. UKS 1 

Gambar 16. UKS 2 

Gambar 17. UKS 3 

a. Uji Kesesuaian Sistem (UKS)   

Dalam analisis kadar HMF pada madu terlebih dahulu dipreparasi 

larutan baku antara HMF untuk Uji Kesesuaian Sistem (UKS). UKS 

dilakukan untuk memastikan apakah sistem HPLC dapat menganalisis asam 

HMF dengan baik. Dalam HPLC setiap campuran yang keluar akan 

terdeteksi oleh detektor dan direkam dalam bentuk kromatogram. Jumlah 

peak menyatakan jumlah komponen, sedangkan luas peak menyatakan 

konsentrasi komponen dalam campuran. Fungsi dari pengecekan UKS ialah 

untuk memastikan bahwa sistem siap dioperasikan untuk membaca 

kromatogram dari baku kerja dan sampel. Uji Kesesuaian Sistem ini 

dilakukan dengan menggunakan larutan baku antara dengan konsentrasi 

larutan 200 µg/mL. Hasil UKS HPLC terhadap larutan baku antara HMF 

disajikan dalam Gambar 15, Gambar 16, dan Gambar 17 
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Gambar 18. Baku Kerja 0,5 µg/mL 

Gambar 19. Baku Kerja 1 µg/mL 

Berdasarkan gambar di atas, diketahui bahwa HMF memiliki waktu 

retensi yang stabil pada kisaran 6,810 – 6,830 atau rata-rata waktu retensi 

yaitu 6,81. Waktu retensi inilah yang digunakan sebagai acuan untuk 

mengindikasikan adanya HMF. Berikut hasil mengenai waktu retensi dan 

luas area pada larutan baku antara seperti yang disajikan dalam Tabel 10.  

                Tabel 8. Hasil UKS HPLC terhadap larutan baku induk HMF 

No Sampel Rt (min) Luas Area (mV) 

1 UKS1 6,812 10165244 

2 UKS2 6,831 10593533 

3 UKS3 6,812 10479492 
  

b. Analisis Larutan Baku Kerja  

Larutan baku kerja dibuat dalam tujuh konsentrasi yang berbeda. 

Tujuh konsentrasi tersebut yaitu 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, dan 40 ppm yang dibuat 

dari larutan baku antara dengan konsentrasi 200 ppm, kemudian dipipet 

0,025 µL, 0,050 µL, 0,100 µL, 0,250 µL, 1,000 µL, dan 2,000 µL dari 

larutan baku antara, masing-masing dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL. 

larutan ditambah aquabides hingga mencapai tanda batas. Larutan siap 

dianalisis pada HPLC setelah larutan baku dimasukkan ke dalam vial dan 

ditempatkan di dalam sample tray. Pengoperasian pada HPLC dengan 

memberikan perintah pada system yang telah disetting. Hasil analisis larutan 

baku kerja HMF menggunakan HPLC disajikan dalam Gambar 18, 19, 20, 

21, 22, 23, dan 24.   
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Gambar 20. Baku Kerja 2 µg/mL 

Gambar 21. Baku Kerja 5 µg/mL 

Gambar 22. Baku Kerja 10 µg/mL 

Gambar 23. Baku Kerja 20 µg/mL 

Gambar 24. Baku Kerja 40 µg/mL 

 

 

                          

                  

 

 

 

 

 

                    

 

 

 

 

                      

 

 

 

 

 

 

            

                   

  

 

Berdasarkan gambar diatas, diperoleh informasi mengenai kadar, 

waktu retensi, dan luas area HMF. Waktu retensi menunjukkan bahwa 

senayawa HMF terdeteksi pada kisaran menit ke enam. Data mengenai 

kadar, waktu retensi, dan luas area HMF sebagaimana Tabel 9 berikut. 
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y = 48680x + 262198
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Gambar 25. Kurva Standar dari Larutan Baku Kerja HMF 

                  Tabel 9. Hasil analisis larutan baku kerja HMF menggunakan HPLC 

No Pengenceran Konsentrasi 

HMF 

(µg/ml) 

Luas Area 

(mV) 

Rt (min) 

1 0,025/10 ml 0,5 325964 6,509 

2 0,050/10 ml 1 299668 6,527 

3 0,100/10 ml 2 387157 6,523 

4 0,250/10 ml 5 514985 6,513 

5 0,500/10 ml 10 673425 6,507 

6 1,000/10 ml 20 1224260 6,494 

7 2,000/10 ml 40 2231273 6,495 

 

c. Kurva Standar Larutan Baku Kerja  

Kurva standar larutan baku kerja HMF diperoleh dengan 

memplotkan nilai luas area dengan konsentrasi larutan standar yang 

bervariasi. Kurva ini merupakan hubungan antara luas area dengan 

konsentrasi larutan. Bila hukum Lambert Beer terpenuhi maka kurva 

kalibrasi berupa garis lurus, seperti yang disajikan dalam Gambar 25.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Kurva standar diperoleh dari menggunakan excel untuk 

mendapatkan nilai linieritas dengan persamaan y = bx + a, kurva standar 

diperoleh dari perhitungan kadar (ppm) dari larutan stok baku kerja dan luas 

area. Didapatkan nilai kurva standar dari hasil linieritas (R2) = 0,997 yang 

artinya larutan baku antara asam HMF ini memiliki nilai akurasi dan presisi 

yang tinggi dan termasuk data yang valid karena hampir mendekati 1 dengan 

persamaan y = 48680x + 262198. Suatu persamaan dikatakan linier jika nilai 



57 
 

r ≥ 0,98 (Depkes RI, 2020). Selain dilihat dari nilai r2 suatu persamaan 

regresi juga bisa dikatakan linear apabila r ≥ 0,9900 (Dwiputri et al., 2021).  

d. Preparasi Larutan Uji pada Sampel Madu  

Preparasi larutan uji dari sampel madu dengan kode M1, M2, M3, 

M4, M5, dan K1 sebanyak 10 gr dihomogenkan dengan aquabides dan 

divorteks lalu disaring dengan membran filter 0,45 µm dengan tujuan untuk 

memisahkan atau menahan partikel-partikel dalam larutan suspensi. Dalam 

preparasi, larutan uji dari masing-masing sampel dibuat duplo, hal ini 

dilakukan untuk memastikan bahwa hasil analisisnya tidak jauh berbeda 

satu sama lain. Sebelum dilakukan pengenceran terhadap madu, mula-mula 

madu didiamkan secara terbuka di dalam waterbath dengan suhu 35°C 

selama tiga puluh menit. Tujuan dilakukan proses ini yaitu untuk 

menghilangkan buih-buih yang terdapat pada madu. Langkah berikutnya 

yaitu ditimbang 10 gr madu lalu dilarutkan dengan aquabides hingga 

mencapai volume 50 ml lalu divortex. Hal tersebut dilakukan untuk 

menghomogenkan larutan sampel madu. Setelah itu, larutan madu tersebut 

dimasukkan kembali ke dalam waterbath dengan suhu 35°C dalam keadaan 

tertutup selama lima menit. Fungsi dilakukan perlakuan ini yaitu untuk  

menghomogenkan larutan secara sempurna dan menghilangkan buih-buih 

yang ada. Tahap berikutnya adalah larutan madu tersebut ditambah dengan 

aquabides hingga mencapai volume 100 ml dan disaring ke dalam vial  

dengan bantuan syringe dan membran filter 0,45 µL. Fungsi dari 

penyaringan ini yaitu untuk mencegah partikel-partikel kecil dalam suspensi 

agar tidak ikut tercampur dalam suatu analisis, sehingga tidak mengganggu 

kinerja dari kolom. Sistem diatur dengan kecepatan laju air 1,0 ml/menit dan 

pada panjang gelombang 285.  

e. Data Hasil Kadar Hidroksimetilfurfural pada Sampel Madu  

Analisis senyawa HMF dilakukan dengan memberikan perintah 

kepada sistem. Tahap selanjutnya setelah dilakukan analisis, didapatkan 

hasil waktu retensi dan luas area terhadap larutan uji dari sampel. Dari 

gambar yang diperoleh, diketahui bahwa semua sampel mengandung HMF 
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Gambar 23. Kromatogram Sampel M1 

Gambar 24. Kromatogram Sampel M2 

Gambar 25. Kromatogram Sampel M3 

Gambar 26. Kromatogram Sampel M4 

Gambar 30. Kromatogram Sampel M5 

Gambar 31. Kromatogram Sampel K1 

karena waktu retensi sampel 6,04-6,44 mendekati waktu retensi zat baku 

pembanding 6,49-6,50.berikut gambar hasil waktu retensi dan luas area dari 

larutan sampel sebagaimana gambar 26, 27, 28, 29, 30, dan 31.  
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Dari gambar di atas, informasi yang selanjutnya diolah kembali 

dengan perhitungan yang akan menghasilkan nilai pengukuran kadar madu. 

Waktu retensi dan luas area serapan sampel yang telah didapat, nantinya 

diolah untuk mendapatkan nilai akhir kadar madu yang diuji. Kadar HMF 

madu dihitung dengan rumus:   

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

dimana Csp adalah kadar HMF yaitu perhitungan dengan kurva kalibrasi 

(µg/mL), V adalah volume pengenceran sampel (mL), dan W adalah bobot 

sampel (gr). Berikut hasil perhitungan terhadap kadar HMF pada sampel 

madu sebagaimana Tabel 10.  

            Tabel 10. Hasil dari waktu retensi dan luas area menggunakan HPLC 

No Sampel Rerata 

Waktu 

Retensi 

(min) 

Rerata 

Luas Area 

(mV) 

Rerata kadar HMF 

(mg/kg) ± Std. 

Deviasi 

SNI 

3545: 

2013 

1 M1 6,44 558992 60,96 ± 0,13 

Maks  

50 

mg/kg 

2 M2 6,05 5363222 1047,86 ± 6,90  

3 

 

M3 

 

6,08 4014225,5  770,68 ± 0,44  

4 

 

M4 

 

6,04 801160  110,68 ± 0,86  

5 M5 6,44 440188  36,55 ± 0,07   

6 

 

K1 

 

6,10 281735,5  4,01 ± 1,51  

 

Dari data di atas diketahui bahwa kadar HMF tertinggi terdapat pada 

sampel 2 diikuti oleh M3, M4, M1, M5, dan K1. Data tersebut menunjukkan 

bahwa sampel madu yang memiliki kadar HMF melebihi batas maksimal 

SNI yaitu maksimal 50 mg/kg terdapat pada sampel M1, M2, M3, dan M4. 

Berikut pada Gambar 32 diagram batang kadar HMF pada ke enam sampel 

madu.    

 

 

    

  



60 
 

60,965

1047,865

770,685

110,685
36,55 4,01

50 50 50 50 50 500

200

400

600

800

1000

1200

M1 M2 M3 M4 M5 K1

Kadar Hidroksimetilfurfural (mg/kg)

Kadar HMF

Maksimal

M1 : Semarang Barat 

M2 : Semarang Selatan 

M3 : Semarang Tengah 

M4 : Semarang Timur 

M5 : Semarang Utara 

K1  : Kontrol 

Gambar 32. Diagram Batang Kadar HMF Sampel Madu 

                                   

                                       

 

 

 

 

 

 

Berdasarkan hasil pengujian kadar HMF menggunakan HPLC 

diketahui bahwa terdapat empat sampel madu yang memiliki kadar HMF 

melebihi batas maksimal SNI yaitu 50 mg/kg. Beberapa madu tersebut yaitu 

M1, M2, M3, dan M4. Adapun sampel madu M5 dan K1 memiliki kadar 

HMF di bawah standar maksimal SNI dan dapat dikategorikan sebagai 

madu dalam kondisi masih segar serta menunjukkan kualitas madu tersebut 

termasuk dalam kategori baik. Dengan melihat nilai hasil uji madu yang 

cukup jauh perbandingannya ini dicurigai bahwa sample madu M1, M2, 

M3, dan M4 mengalami kenaikan kadar HMF yang disebabkan oleh 

beberapa faktor. Beberapa faktor tersebut diantaranya suhu, pH, pemanasan 

yang berlebihan, waktu penyimpanan, dan adanya penambahan dengan gula 

invert. Gula invert adalah suatu campuran dengan perbandingan yang sama 

dari glukosa dan fruktosa yang dihasilkan oleh hidrolisis sukrosa (Harjo et 

al., 2015: 19). 

Peningkatan kadar HMF madu dipengaruhi oleh kondisi suhu. Hal 

tersebut didukung oleh hasil penelitian Almayanthy (1998) yang 

menunjukkan bahwa kadar HMF madu yang disimpan pada suhu >28°C 

lebih tinggi dibandingkan pada suhu 3°C dan 5°C. Semakin tinggi atau lama 

suhu penyimpanan, maka kadar HMF pada madu akan meningkat dan 

oksigen dari udara akan mengoksidasi HMF sehingga membentuk warna 

gelap pada madu (Bogdanova et al., 2004) 
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Masa simpan madu ikut mempengaruhi peningkatan HMF. Menurut 

Hasan et al., (2020) madu yang memiliki kadar HMF berkisar antara 30-100 

mg/kg mengindikasikan  bahwa madu disimpan  dalam  kurun  waktu  yang  

cukup  lama. Qamer et al., (2013) dalam hasil penelitiannya juga 

menyatakan bahwa masa simpan madu juga akan mempengaruhi kadar 

HMF. Kadar HMF pada madu dengan masa simpan kurang dari satu bulan 

adalah di bawah 40 mg/kg, dan akan mengalami peningkatan kadar HMF 

pada madu yang disimpan selama 18 bulan (Wardhani et.al., 2022). 

Kadar HMF yang tinggi juga disebabkan karena pemanasan yang 

berlebihan. Chua et al., (2014) menyebutkan bahwa kadar HMF pada madu 

meningkat setelah dilakukan pemanasan dalam kurun waktu 60 menit. HMF 

merupakan salah satu senyawa hasil dehidrasi heksosa yang dapat terbentuk 

akibat pemanasan pada heksosa. Proses terbentuknya HMF dikatalisis oleh 

suasana asam dengan komponen awal yang terbaik dalam pembentukan 

HMF berupa fruktosa (Simeonov & Afonso, 2013). Selain itu, kadar  HMF  

lebih  dari  150  mg/kg  pada  madu mengindikasikan  bahwa  madu  sudah  

ditambah pemanis  buatan. Semakin tinggi nilai HMF menunjukkan madu 

tersebut telah mengalami proses pemanasan yang tinggi atau semakin 

lamanya penyimpanan sehingga kesegaran madu berkurang (Syuhriatin, 

2019).  

Tingginya kadar HMF pada madu selain dipengaruhi oleh 

penyimpanan yang cukup lama dan pemanasan yang berlebihan serta 

adanya katalis oleh asam, faktor lain yang juga ikut berpengaruh yaitu 

karena adanya penambahan dengan gula invert. Gula invert adalah suatu 

campuran dengan perbandingan yang sama dari glukosa dan fruktosa yang 

dihasilkan oleh hidrolisis sukrosa (Harjo et al., 2015: 19). Menurut Shapla 

et al., (2018), kadar HMF yang rendah pada madu dapat mengindikasikan 

rendahnya penambahan gula invert pada madu. Kadar HMF yang rendah 

pada madu juga menunjukkan bahwa madu masih dalam keadaan segar.  

Jumlah HMF yang ada pada madu merupakan indikator kesegaran 

dan pemrosesan panas yang dilakukan pada madu. Fruktosa termasuk salah 
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satu gula sederhana yang terdapat dalam makanan alami seperti halnya 

madu. Fruktosa dan glukosa termasuk gula reduksi yang mampu 

membentuk reaksi Maillard apabila bereaksi dengan protein dan dipicu oleh 

panas yang selanjutnya akan mempengaruhi terbentuknya kadar HMF 

(Winarno, 1991). Fruktosa dan glukosa merupakan salah satu golongan 

monosakarida yang terdiri atas 6 atom karbon (heksosa) dan mengandung 

gugus karbonil sebagai keton. Berikut gambar proses pembentukan HMF 

pada madu sebagaimana gambar 33. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reaksi pembentukan senyawa HMF diawali dengan glukosa dan 

fruktosa yang bereaksi dengan gugus amina dari asam amino maupun 

protein yang akan membentuk basa Schiff. Oleh karena madu bersifat asam 

maka basa Schiff akan bereaksi dengan ion H+ dan akan mengikat gugus 

hidroksil pada posisi C4 dan melepaskan molekul air membentuk eneiminol 

(6-iminoheks-4-ene-1,2,3,5-tetraol). Tautomer keto-enol serta deaminasi 

dari eneiminol akan menyebabkan pembentukan senyawa 1,2,3,6-

tetrahidroksi heks-5-on yang selanjutnya akan mengalami dehidrasi 

membentuk senyawa dengan ikatan rangkap pada C3. Tahap selanjutnya 

adalah siklisasi dan dehidrasi dari senyawa tersebut akan menyebabkan 

terbentuknya hidroksimetilfurfural (HMF) (Kowalski et al., 2013: 209-211). 

Gambar 33. Proses Pembentukan HMF pada Madu 
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Konsentrasi HMF diakui secara luas sebagai parameter yang 

mempengaruhi kesegaran madu biasanya tidak ada (atau hanya ada dalam 

jumlah yang sangat kecil dalam madu segar), sedangkan konsentrasinya 

cenderung meningkat selama pemrosesan dan/atau karena penuaan. 

Sebelumnya penelitian telah melaporkan bahwa madu yang disimpan pada 

suhu rendah dan/atau dalam kondisi segar memiliki konsentrasi HMF yang 

rendah atau minimal, sedangkan madu yang sudah tua dan/atau disimpan 

pada suhu yang relatif lebih tinggi atau sedang memiliki suhu yang tinggi 

konsentrasi HMF. Selain kondisi penyimpanan, penggunaan wadah logam 

dan sumber madu foral merupakan faktor penting yang mempengaruhi 

tingkat HMF. Karena itu, konsentrasi HMF yang lebih tinggi menunjukkan 

kondisi penyimpanan yang buruk dan/atau pemanasan madu yang 

berlebihan (Shapla et al., 2018).  

3. Kadar Air pada Sampel Madu   

Kadar air merupakan persentase air dalam sampel menurut berat 

basah (wet basis) atau berat kering (dry basis) (Anwar et al., 2022: 33). 

Penetapan kadar air dalam suatu produk pangan bertujuan untuk mengukur 

banyaknya air yang ada pada produk tersebut. Tujuan dilakukan pengujian 

kadar air pada madu ini yakni untuk mengetahui kualitas madu yang beredar 

di Kota Semarang. Hal tersebut dikarenakan semakin maraknya peredaran 

madu di pasaran yang belum diketahui kualitasnya serta belum 

tercantumnya kandungan gizi pada kemasan, belum terdapat nomor BPOM, 

dan tidak adanya logo halal di balik kemasan. Selain itu, apabila kadar air 

pada suatu madu terlalu encer dan melebihi batas maksimal yang telah 

ditetapkan oleh SNI, maka akan mempercepat terjadinya proses fermentasi 

sehingga hal ini akan mempercepat kerusakan komponen dalam madu 

(Apriantini et al., 2022). Hal tersebut membuat konsumen yang 

mengonsumsi suatu produk madu tidak akan mendapatkan manfaat dan 

khasiat sebagaimana madu dengan kualitas aslinya. Oleh karenanya, 

diperlukan pengujian secara laboratorium pada madu, salah satunya yaitu 

dengan menganalisis kadar air yang terdapat dalam madu untuk menentukan 
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Gambar 34. Diagram Batang Kadar Air Madu 

apakah kualitas madu tersebut tergolong baik dan sesuai dengan SNI atau 

justru sebaliknya. Pengukuran kadar air pada sampel madu ini 

menggunakan metode refraktometri dengan menggunakan alat 

refraktometer madu. Prinsip pengukuran kadar air dengan metode 

refraktometri yaitu pembacaan nilai indeks bias madu pada suhu 20°C, atau 

suhu pembacaan yang telah dikoreksi 20°C (SNI, 2013). Pengukuran kadar 

air pada sampel madu dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan agar data 

yang diperoleh lebih akurat. Penetapan kadar air dengan cara meneteskan 

madu ke kaca prisma yang sebelumnya telah dikalibrasikan pada suhu 20°C, 

lalu dengan bantuan cahaya akan diketahui nilai kadar air madu tersebut. 

Data hasil perhitungan kadar air madu dapat dilihat pada Tabel 11 berikut.  

             Tabel 11. Data Hasil Kadar Air 

Sampel Rerata Kadar Air (%) 

± Std. Deviasi 

SNI 3545:2013 

M1 26,33 ± 0,28 

Max 22% 

M2 22,66 ± 0,76 

M3 23,33 ± 0,28 

M4 21,66 ± 0,28 

M5 23,00 ± 0,86 

K1 18,66 ± 0,28 

  

Dari data di atas diketahui bahwa kadar air tertinggi terdapat pada 

sampel M1 diikuti oleh M2, M3, M5, M2, dan M4. Kelima sampel adu 

tersebut diketahui memiliki kadar air yang melebihi batas maksimal SNI. 

Sampel K1 sebesar 18,66% dan memenuhi standar SNI. Berikut pada 

Gambar 34 diagram batang kadar air pada madu tertinggi hingga terendah.  
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Data histogram  di atas disajikan rerata kadar air pada sampel madu 

yang beredar di Kota Semarang. Dari gambar diagram di atas dapat 

diketahui bahwa terdapat kadar air yang berbeda nyata antara sampel M1 

dan K1. Perbedaan tersebut menunjukkan selisih yang berkisar 7%. Selain 

itu, terbukti juga bahwa kadar air pada sampel M1 4% lebih besar dari batas 

maksimal yang telah ditetapkan oleh SNI. Terdapat empat sampel madu 

yang memiliki kadar air lebih dari 1% dari batas maksimal SNI di antaranya 

yaitu sampel M2, M3, dan M5 dan mengindikasikan bahwa madu tersebut 

memiliki kualitas yang kurang baik. Berdasarkan penjelasan tersebut dapat 

dikatakan bahwa sampel madu yang memiliki kadar air melebihi batas 

maksimal SNI kemungkinan telah dimodifikasi dengan menambah volume 

dari madu tersebut. Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh 

Abdullah et al., (2023) bahwa kadar air pada salah satu sampel madu sebesar 

25% dan mengindikasi bahwa madu tersebut telah ditambahkan bahan lain.  

Selain karena adanya modifikasi dengan menambahkan volume 

madu, kadar air pada madu juga dipengaruhi oleh kelembaban lingkungan 

yang ada. Kelembaban kandang dapat mempengaruhi kadar air madu yang 

dihasilkan oleh lebah. Kelembaban lingkungan di sekitar kandang 

dipengaruhi oleh curah hujan yang tinggi dan perubahan iklim yang ekstrim. 

Madu dapat menghasilkan kualitas baik jika kadar air madu antara 17-21% 

(Savitri, et al., 2019). Hal ini disebabkan karena madu mempunyai sifat 

higroskopis, yaitu kemampuan madu dalam menyerap air dari udara sekitar 

sehingga tercapai kesetimbangan.  

Kondisi iklim yang lembab menyebabkan madu memiliki kadar air 

yang tinggi. Semakin tinggi kelembaban udara di lingkungan maka kadar 

air dalam madu akan semakin tinggi. Tingginya kadar air dalam madu di 

Indonesia dipengaruhi oleh kelembapan relatif (Rh) udara di Indonesia yang 

relatif tinggi. Kelembaban relatif (Rh) di Indonesia berkisar antara 60-90%, 

sehingga kadar air dalam madu di Indonesia sekitar 18,3-33,1 % (Wulansari, 

2018). Pada suhu yang relatif tinggi madu akan menyerap air, sehingga akan 
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membuat viskositas madu menjadi lebih encer dan menyebabkan terjadinya 

proses fermentasi (Jaya, 2017: 10). Selain itu, kadar air dalam madu yang 

tinggi menjadi faktor pemicu kerusakan madu jika disimpan dalam waktu 

yang panjang. Hal tersebut terbukti pada sampel M1 dan M5 yang memiliki 

kadar air melebihi SNI. Secara fisik, sampel M1 dan M5 ini terlihat encer 

dan terdapat buih-buih di permukaan madu, serta madu tersebut 

mengandung gas. Hal ini mengindikasikan bahwa madu tersebut memiliki 

kualitas yang rendah.  

4. Kadar Padatan Tak Larut dalam Air pada Sampel Madu  

Padatan tak larut yaitu banyaknya padatan yang tidak larut dalam air 

atau pelarut (Mayani et al., 2014: 152). Komponen madu yang tidak larut 

dalam air berasal dari sumber organik maupun anorganik seperti partikel 

tumbuhan, tanah, debu, dan sebagainya (Belay et al., 2013: 3389). Tujuan 

dilakukan analisis kadar padatan tak larut dalam air pada sampel madu 

adalah untuk mengetahui kualitas madu yang beredar di Kota Semarang. 

Hal tersebut dikarenakan semakin maraknya peredaran madu di pasaran 

yang belum diketahui kualitasnya serta belum tercantumnya kandungan gizi 

pada kemasan, belum terdapat nomor BPOM, dan tidak adanya logo halal 

di balik kemasan. Selain itu, apabila kadar padatan tak larut dalam air pada 

madu melebihi batas maksimal yang telah ditetapkan oleh SNI, maka akan 

menurunkan kualitas madu tersebut. Analisis padatan tak larut dalam air 

pada madu menggunakan metode gravimetri.  

 Prinsip pengoperasiannya adalah komponen yang tidak larut dalam 

air merupakan kontaminan seperti pasir, gula pasir, dan sebagainya. 

Berdasarkan SNI 3545:2013 batas maksimal kadar padatan tak larut dalam 

air pada sampel madu yaitu 0,5%. Perhitungan kadar padatan tak larut dalam 

air pada sampel madu dengan menggunakan rumus:  

Kadar padatan tak larut dalam air = 
w1−w2 

w
 x 100% 

dimana w adalah bobot cuplikan (gr), w1 adalah bobot botol cuplikan 

timbang + kertas saring berisi bagian yang tak dapat larut (gr), w2 adalah 
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bobot botol timbang + kertas saring kosong (gr). Pengujian padatan tak larut 

air pada sampel madu dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan agar hasil 

yang diperoleh lebih akurat. Sebelum dilakukan pengujian terhadap sampel 

madu, dilakukan pengujian terhadap blanko terlebih dahulu. Pengujian 

dengan blanko yaitu dengan memberikan perlakuan sesuai dengan alur 

pengujian kadar padatan tak larut dalam air, akan tetapi tidak menggunakan 

sampel madu di dalamnya. Fungsi dilakukan pengujian terhadap blanko 

yaitu untuk memastikan bahwa kadar padatan tak larut pada sampel madu 

tersebut benar-benar berasal dari sampel madu bukan yang lainnya. Data 

perhitungan kadar padatan tak larut dalam air madu sebagaimana pada Tabel 

12 berikut. 

Tabel 12. Data Perhitungan Kadar Padatan Tak Larut dalam Air 

Sampel Rerata Kadar Padatan Tak Larut dalam Air 

(%) ± Std. Deviasi 

SNI 3545: 

2013 

M1 0,1 ± 0,05 

Maks 

0,5% 

M2 0,43 ± 0,14 

M3 0,36 ± 0,27 

M4 0,18 ± 0,10 

M5 0,3 ± 0,17 

K1 0,3 ± 0,08 

 

Dari data di atas diketahui bahwa seluruh sampel madu memiliki 

kadar padatan tak larut dalam air yang tidak melebihi batas maksimal SNI 

yaitu 0,5%. Oleh karenanya, madu tersebut tergolong madu dengan kualitas 

baik. Berikut Gambar 35 diagram batang kadar padatan tak larut dalam air 

pada madu yang didapatkan dari wilayah Kota Semarang.  
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Gambar 35. Diagram Batang Kadar Padatan Tak Larut Dalam Air 
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Berdasarkan Gambar 35 diagram batang di atas, dapat diketahui 

bahwa terdapat selisih yang berbeda pada setiap sampel untuk kadar padatan 

tak larut dalam air. Perbedaan yang paling signifikan terlihat pada sampel 

M1 dan M2 dengan selisih sebesar 0,33%. Kadar padatan tak larut dalam air 

yang hampir mendekati batas maksimal SNI terdapat pada sampel M2 yaitu 

0,43% sedangkan kadar paling jauh dari batas maksimal SNI terdapat pada 

sampel M1 yaitu 0,1%. Batas maksimal kadar padatan tak larut dalam air 

pada madu yaitu 0,5% (BSN, 2013). Nilai padatan tidak larut dalam air 

menunjukkan kandungan bahan padat yang mencemari madu. Sehingga 

dapat diindikasikan bahwa sampel madu tersebut tidak banyak 

terkontaminasi zat-zat kotoran di sekitarnya. Rendahnya kadar padatan tak 

larut dalam air pada sampel madu karena kemungkinan saat proses 

pemanenan atau pengemasan madu dilakukan dengan baik dan 

memperhatikan faktor higienitas, akan tetapi terdapat beberapa partikel 

kecil yang lolos saat penyaringan (Eni et al., 2024). Dengan demikian, dapat 

disimpulkan bahwa semakin rendah nilai padatan tak larut dalam air maka 

semakin berkualitas madu tersebut.  

Tingginya kadar padatan yang tidak larut air dalam madu 

menunjukkan kondisi yang tidak higienis dan proses panen yang buruk. 

Padatan yang tidak larut air dalam madu digunakan sebagai kriteria 

kebersihan madu (Belay et al., 2013). Padatan tak larut pada madu 

merupakan komponen organik dan anorganik yang tidak larut oleh dalam 

cairan madu, contohnya adalah potongan daun, bagian tubuh serangga, 

sisiran madu, dan tepung sari. Komponen tersebut dapat merusak tampilan 

madu dan akan menjadi pemicu turunnya kualitas madu. Hal tersebut 

relevan dengan penelitian yang dilakukan oleh Rahayu et al (2021) yang 

menunjukkan bahwa hasil pengujian madu produksi kawasan Tahura Lati 

Petangis telah memenuhi persyaratan mutu SNI dengan padatan tak larut 

dalam air 0,59-0,73 %.  
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Total kadar padatan tak larut dalam madu dapat menentukan kualitas 

dari produk madu. Apabila kadar total padatan tak larut dalam air rendah 

maka akan berkontribusi dalam kejernihan madu. Sebaliknya, apabila total 

kadar padatan tak larut dalam air pada madu tinggi, akan memberikan 

menjadikan madu menjadi tidak jernih dan kualitas madu menjadi turun 

(Albu et al., 2021). 

5. Kadar Viskositas Madu  

Menurut Apriani et al., (2013: 94) viskositas adalah ukuran yang 

menyatakan kekentalan suatu cairan dan dengan demikian menunjukkan 

besarnya gesekan dalam cairan tersebut. Semakin besar viskositas suatu 

fluida maka semakin sulit fluida tersebut mengalir dan semakin sulit pula 

suatu benda bergerak di dalam fluida. Madu merupakan cairan yang kental. 

Viskositas madu dipengaruhi oleh kadar air yang terdapat pada cairan 

tersebut (Primandasari et al., 2021: 2). Analisis kadar viskositas madu 

dilakukan untuk mengetahui kualitas madu yang beredar di Kota Semarang. 

Hal tersebut dikarenakan semakin maraknya peredaran madu di pasaran 

yang belum diketahui kualitasnya serta belum tercantumnya kandungan gizi 

pada kemasan, belum terdapat nomor BPOM, dan tidak adanya logo halal 

di balik kemasan. Selain itu, apabila viskositas suatu madu tidak mencapai 

kadar minimal viskositas madu menurut SNI, maka akan mempercepat 

terjadinya proses fermentasi sehingga hal ini akan mempercepat kerusakan 

komponen dalam madu. Pada pengujian ini, pengukuran kadar viskositas 

madu menggunakan alat viskometer Brookfield dengan merk NDJ-8S. 

Prinsip penggunaan alat viskometer Brookfield didasarkan pada pengukuran 

torsi yang diperlukan untuk memutar spindle dalam suatu cairan dengan 

kecepatan tertentu. Pengukuran viskositas pada sampel madu dilakukan 

sebanyak tiga kali pengulangan agar hasil yang diperoleh lebih akurat. 

Sebelumnya, sampel madu dipreparasi pada gelas beker sebanyak 200 ml. 

Kemudian, mengkalibrasikan alat viskometer Brookfield hingga titik hitam 

di atas alat tepat berada di tengah. Pengukuran kadar viskositas madu ini 
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Gambar 36. Diagram Batang Kadar Viskositas Madu 
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dilakukan pada suhu ruang yang berkisar antara 20-26°C. Data hasil 

pengukuran viskositas madu dapat dilihat pada Tabel 13. 

Tabel 13. Data Kadar Viskositas Madu 

Sampel  Rerata Kadar Viskositas (Pois) 

 ± Std. Deviasi 

SNI  

M1 11,40 ± 0,37 

Min 10 

Pois 

M2 28,69 ± 1,02 

M3 17,71 ± 0,59 

M4 30,13 ± 1,95 

M5 28,93 ± 1,35 

K1 35,14 ± 0,95 

 

Dari data kadar viskositas madu di atas, diketahui bahwa semua 

sampel madu memenuhi standar minimal kadar viskositas madu menurut 

SNI. Berikut Gambar 36 diagram batang kadar viskositas madu yang 

didapatkan dari wilayah Kota Semarang.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Data pada Gambar 36 diagram batang di atas, menunjukkan bahwa 

terdapat selisih yang sangat nyata antara kadar viskositas pada sampel K1 

dan M1. Dimana, selisih tersebut berkisar 23,74%. Hal tersebut dikarenakan 

kadar viskositas pada sampel M1 paling rendah diantara sampel madu yang 

lain, akan tetapi masih memenuhi standar minimal kadar viskositas madu 

menurut SNI.  

Madu dengan kualitas baik biasanya memiliki viskositas tinggi yang 

menunjukkan kekentalan madu itu sendiri. Semakin kental madu, maka 

akan semakin baik kualitasnya. Hal ini dikarenakan tidak adanya campuran 
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bahan lain seperti air yang terdapat dalam madu (Saputri et al., 2023). Jika 

kadar air meningkat, madu menjadi kurang kental. Viskositas madu selain 

dipengaruhi oleh persentase air, suhu juga ikut berpengaruh terhadap 

kekentalan madu. Ketika suhu pada madu meningkat, maka viskositas madu 

menurun. Hal ini dipengaruhi oleh adanya penyerapan pada peningkatan 

suhu yang menyebabkan madu menjadi terlalu panas dan mengalami 

penurunan viskositas atau dengan kata lain terjadi pengenceran pada madu 

tersebut (Apriani et al., 2013).  

Viskositas madu selain dipengaruhi oleh persentase air, suhu juga 

ikut berpengaruh terhadap kekentalan madu. Ketika suhu pada madu 

meningkat, maka viskositas madu menurun. Hal ini dipengaruhi oleh 

adanya penyerapan pada peningkatan suhu yang menyebabkan madu 

menjadi terlalu panas dan mengalami penurunan viskositas atau dengan kata 

lain terjadi pengenceran pada madu tersebut (Apriani et al., 2013). Faktor 

lain yang berpengaruh terhadap kekentalan madu yaitu karena adanya 

penambahan larutan gula. Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan 

oleh Aprilyani (2020) yang menyatakan bahwa adanya penambahan larutan 

gula putih atau larutan gula merah pada madu menyebabkan perubahan pada 

tingkat viskositasnya. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa 

sebanyak 30 ml madu dan ditambahkan 20 ml larutan gula menghasilkan 

kadar viskositas sebesar 7,401 Pois.  

Selain mengalami pengenceran, viskositas madu juga bisa menjadi 

lebih kental. Hal tersebut terjadi karena adanya pemanasan. Menurut Aulia 

et al. (2021), viskositas madu setelah pemanasan akan mengalami kenaikan, 

begitu pula setelah dilakukannya vacuum cooling yang mengurangi kadar 

air, karena viskositas dipengaruhi suhu dan kadar air maka viskositas pada 

pendinginan dengan vacuum cooling mengalami peningkatan, berbeda 

dengan pendinginan konvensional yang tidak menunjukkan perbedaan yang 

signifikan terhadap nilai viskositas.  
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BAB V  

PENUTUP 

 

A. Simpulan 

Berdasarkan analisis dan pembahasan yang telah dilakukan, dapat 

disimpulkan bahwa:  

1. Hasil uji kadar hidroksimetilfurfural (HMF) madu yang beredar di Kota 

Semarang dari yang paling tinggi sampai paling rendah berturut-turut 

yaitu M2 1047,86 mg/kg, M3 770,68 mg/kg, M4 110,68 mg/kg, M1 

60,96 mg/kg, M5 36,55 mg/kg, dan K1 4,01 mg/kg.   

2. Hasil uji kadar air madu yang beredar di Kota Semarang dari yang 

paling tinggi sampai paling rendah berturut-turut yaitu M1 26,33%, M3 

23,33%, M5 23,00%, M2 22,66%, M4 21,66%, dan K1 18,66%.  

3. Hasil uji padatan tak larut dalam air madu yang beredar di Kota 

Semarang dari yang paling tinggi sampai paling rendah berturut-turut 

yaitu M2 0,43%, M3 0,36%, M5 dan K1 0,30%, M4 0,18%, M1 0,10%.  

4. Hasil uji viskositas madu yang beredar di Kota Semarang dari yang 

paling tinggi sampai paling rendah berturut-turut yaitu K1 35,14 Pois, 

M4 30,13 Pois, M5 28,93 Pois, M2 28,69 Pois, M3 17,71 Pois, dan M1 

11,40 Pois.  

5. Dari analisis yang telah dilakukan, diketahui bahwa dari keempat 

variabel yang telah dilakukan pengujian terdapat dua variabel yang 

menunjukkan kualitas suatu madu tergolong baik dan memenuhi 

persyaratan SNI, yaitu kadar padatan tak larut dalam air dan viskositas 

madu. Sedangkan, dua variabel lainnya yaitu kadar HMF dan kadar air 

madu menunjukkan bahwa terdapat beberapa sampel yang belum 

memenuhi standar SNI. Oleh karenanya, semakin banyak variabel yang 

tidak sesuai dengan persyaratan SNI, maka kualitas madu tersebut 

kurang baik.  
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B. Saran 

Berdasarkan penelitian dan pembahasan yang telah dilakukan, maka 

saran untuk penelitian selanjutnya yaitu dapat dilakukan analisis terhadap 

variabel lain terkait persyaratan madu. Saran untuk masyarakat yaitu 

masyarakat dihimbau untuk lebih bijak dalam memilih dan membeli madu 

yang akan dikonsumsi.  
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LAMPIRAN 

PERHITUNGAN HASIL PENELITIAN  

 

A. Perhitungan Uji Kadar Hidroksimetilfurfural (HMF)  

1. Konsentrasi Larutan Baku Induk HMF  

50,132 mg HMF dilarutkan dalam aquabides hingga volume 50 ml dan 

dicapai konsentrasi 1000 µg/mL.  

1000 µg/mL = 1000 ppm  

         = 1000 mg/L  

         = 1000 mg / 1000 mL  

         = 1 mg / 10 mL  

2. Konsentrasi Larutan Baku Antara  

10 mL larutan baku induk dilarutkan dalam aquabides hingga volume 50 

mL dan dicapai konsentrasi 200 µg/mL.  

C1 x V1    = C2 x V2  

1000 x 10  = C2 x 50  

10.000       = 50C2  

C2             = 200 µg/mL 

3. Konsentrasi Larutan Baku Kerja  

0,025 mL, 0,050 mL, 0,100 mL, 0,250 mL, 0,500 mL, 1,000 mL, dan 2,000 

mL dari larutan baku antara masing-masing dilarutkan dalam aquabides 

hingga volume 10 mL dan dicapai konsentrasi 0,5 µg/mL, 1 µg/mL, 2 

µg/mL, 5 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL, dan 40 µg/mL.  

a. C1 x V1 = C2 x V2  

      200 x 0,025 = C2 x 10  

      5 = 10C2 

      C2 = 0,5 µg/mL  

b. C1 x V1 = C2 x V2  

200 x 0,050 = C2 x 10  

10 = 10C2 
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C2 = 1 µg/mL 

c. C1 x V1 = C2 x V2  

200 x 0,100 = C2 x 10  

20 = 10C2  

C2 = 2 µg/mL  

d. C1 x V1 = C2 x V2  

200 x 0,250 = C2 x 10  

50 = 10C2 

C2 = 5 µg/mL 

e. C1 x V1 = C2 x V2  

200 x 0, 500 = C2 x 10  

100 = 10C2  

C2 = 10 µg/mL 

f. C1 x V1 = C2 x V2  

200 x 1,000 = C2 x 10  

200 = 10C2  

C2 = 20 µg/mL 

g. C1 x V1 = C2 x V2 

200 x 2,000 = C2 x 10  

400 = 10C2  

C2 = 40 µg/mL  

 

Hasil Analisis Larutan Baku Kerja HMF 

No Pengenceran Kadar 

(µg/ml) 

Luas Area 

(mV) 

Rt (min) 

1 0,025/10 ml 0,5 325964 6,50 

2 0,050/10 ml 1 299668 6,52 

3 0,100/10 ml 2 387157 6,52 

4 0,250/10 ml 5 514985 6,51 

5 0,500/10 ml 10 673425 6,50 

6 1,000/10 ml 20 1224260 6,49 

7 2,000/10 ml 40 2231273 6,49 
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Hasil Analisis Larutan Sampel Madu 

No Sampel Rerata 

Waktu 

Retensi 

(min) 

Rerata 

Luas Area 

(mV) 

Rerata kadar HMF 

(mg/kg)  

SNI  

1 M1 6,44 558992 60,96  

Maks  

40 

mg/kg 

2 M2 6,05 5363222 1047,86  

3 

 

M3 

 

6,08 4014225,5  770,68  

4 

 

M4 

 

6,04 801160   110,68  

5 M5 6,44 440188  36,55  

6 

 

K1 

 

6,10 281735,5  4,01     

 

4. Perhitungan Kadar HMF pada Sampel Madu  

a. M1  

1). Luas area : 558539      

Berat sampel : 10 gr                                                     

Volume pengenceran : 100 mL  

Persamaan regresi :  

Y= 48680x + 262198 

558539 = 48680x + 262198 

X = 6,087 

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

= 
 6,087 µ𝑔/𝑚𝐿 𝑥 100 (𝑚𝐿)

10 𝑔𝑟
 

= 
6,087 𝑥 10−3 (

𝑚𝑔

𝑚𝐿
)𝑥 100 (𝑚𝐿)

10 𝑥 10−3 (𝑘𝑔)
 

= 60,87 mg/kg  

2). Luas area : 559445 

Berat sampel : 10 gr  

Volume pengenceran: 10 mL 

Persamaan regresi :  

Y = 48680x + 262198 

559445 = 48680x + 262198 

X = 6,106 

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

= 
6,106 µ𝑔/𝑚𝐿 𝑥 100(𝑚𝐿) 

10 𝑔𝑟
 

= 
6,106 𝑥 10−3(

𝑚𝑔

𝑚𝐿
)𝑥 100(mL)

10 𝑥 10−3  

= 61,06 mg/kg 

 

b. M2   

1). Luas area : 5386986 

Berat Sampel : 10 gr 

Volume pengenceran : 100 mL 

Persamaan regresi : 

Y = 4860x + 262198  

5386986 = 48680x + 262198 

X = 105,275 

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

                                        

= 
105,275 (µ𝑔/𝑚𝐿) 𝑥 100(𝑚𝐿) 

10 𝑔𝑟
 

= 
105,275 𝑥 10−3 (

𝑚𝑔

𝑚𝐿
)𝑥 100(𝑚𝐿)

10 𝑥 10−3 (𝑘𝑔)
 

                       

= 1052,75 mg/kg  
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2). Luas area : 5339458 

Berat Sampel : 10 gr  

Volume pengenceran : 10 mL  

Persamaan regresi : 

Y = 48680x + 262198 

5339458= 48680x + 262198 

X = 104, 298 

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

= 
104,298 (µ𝑔/𝑚𝐿) 𝑥 100 (𝑚𝐿) 

10 𝑔𝑟
 

= 
104,298 𝑥 10−3 (

𝑚𝑔

𝑚𝐿
)𝑥 100(𝑚𝐿)

10 𝑥 10−3 (𝑘𝑔)
 

= 1042,98 mg/kg  

 

 

c. M3 

1). Luas area : 4016054 
Berat sampel : 10 gr 

Volume pengenceran : 100 mL 

Persamaan regresi : 

Y = 48680x + 262198 

4016054 = 48680x + 262198 

X = 77,11 

 

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

                           

= 
77,1 (µ𝑔/𝑚𝐿) 𝑥 100 (𝑚𝐿) 

10 𝑔𝑟
 

= 
77,1  𝑥 10−3 (

𝑚𝑔

𝑚𝐿
) 𝑥 100 (𝑚𝐿)

10 𝑥 10−3(𝑘𝑔)
  

                

= 771 mg/kg  

2). Luas area : 4012397 

Berat sampel : 10 gr  

Volume pengenceran : 100 mL 

Persamaan regresi : 

Y = 48680x + 262198  

4012397 = 48680x + 262198 

X = 77,037 

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

                           

= 
77,037 (µ𝑔/𝑚𝐿) 𝑥 100 (𝑚𝐿)  

10 𝑔𝑟
 

= 
77,037 𝑥 10−3 (

𝑚𝑔

𝑚𝐿
) 𝑥 100 (𝑚𝐿)

10 𝑥 10−3 (𝑘𝑔)
  

               

= 770,37 mg/kg   

 

d. M4  

1). Luas area : 798048 

Bobot sampel : 10 gr 

Volume pengenceran : 100 mL 

Persamaan regresi : 

Y = 48680x + 262198 

798048 = 48680x + 262198 

X = 11,007  

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

                 

= 
11,007 (µ𝑔/𝑚𝐿) 𝑥 100 (𝑚𝐿)

10 𝑔𝑟
 

= 
11,007 𝑥 10−3 (

𝑚𝑔

𝑚𝐿
) 𝑥 100 (𝑚𝐿)

10 𝑥 10−3 (𝑘𝑔)
 

                

= 110,07 mg/kg  

2). Luas permukaan : 804272 

Bobot sampel : 10 gr 

Volume injeksi : 100 mL 

Persamaan regresi : 

Y = 48680x + 262198  

804272 = 48680x + 262198 

X = 11,13  

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

                            

= 
11,13 (µ𝑔/𝑚𝐿) 𝑥 100 (𝑚𝐿) 

10 𝑔𝑟 
 

= 
11,13 𝑥 10−3(

𝑚𝑔

𝑚𝐿
) 𝑥 100 (𝑚𝐿)

10 𝑥 10−3(𝑘𝑔)
  

                

= 111,3 mg/kg  
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e. M5 

1). Luas area : 440496 

Bobot sampel : 10 gr 

Volume pengenceran : 100 mL 

Persamaan regresi : 

Y = 48680x + 262198 

440496 = 48680x + 262198 

X = 3,66 

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

                           

= 
3,66 (µ𝑔/𝑚𝐿) 𝑥100(𝑚𝐿)

10 𝑔𝑟
 

= 
3,66 𝑥 10−3(

𝑚𝑔

𝑚𝐿
)𝑥 100(𝑚𝐿)

10 𝑥 10−3(𝑘𝑔)
 

                                                           

= 36,6 mg/kg  

2). Luas area : 439880 

Bobot sampel : 10 gr  

Volume pengenceran : 100 mL 

Persamaan regresi : 

Y = 48680x + 262198  

439880 = 48680x + 262198  

X = 3,65 

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

                           

= 
3,65 (µ𝑔/𝑚𝐿) 𝑥 100 (𝑚𝐿)

10 𝑔𝑟
 

= 
3,65 𝑥 10−3(

𝑚𝑔

𝑚𝐿
)𝑥 100 (𝑚𝐿)

10 𝑥 10−3(𝑘𝑔)
 

                                                           

= 36,5 mg/kg  

 

f. K1  

1). Luas area : 286958 

Berat sampel : 10 gr  

Volume pengenceran : 100 mL 

Persamaan regresi  

Y = 48680x + 262198 

286958 = 48680x + 262198 

X = 0,508 

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

                           

= 
0,508 (µ𝑔/𝑚𝐿) 𝑥 100 (𝑚𝐿)

10 (𝑔𝑟) 
 

            

= 
0,508 𝑥 10−3(

𝑚𝑔

𝑘𝑔
)𝑥 100 (𝑚𝐿)

10 𝑥 10−3(𝑘𝑔)
 

= 5,08 mg/kg 

 

2). Luas area : 276513 

Berat sampel : 10 gr  

Volume pengenceran : 100 mL 

Persamaan regresi : 

Y = 48680x + 262198  

276513 = 48680x + 262198 

X = 0,294 

Kadar HMF (mg/kg) =
Csp x V

W
 

                           

= 
0,294 𝑥 10−3 𝑥 100

10−3  

                

= 2,94 mg/kg  
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B. Hasil Uji Kadar Air 

 

Sampel Pengulangan 
Rerata Kadar Air (%) 

  

SNI  

M1 

26,5  26,33   

26   

 

 

 

 

 

Maks 22% 

26,5  

M2 

22,5  22,66  

 

 
22  

23,5  

M3 

23,5  23,33  

 23,0  

23,5  

M4 

21,5  21,66  

 

 
21,5  

22,0  

M5 

23,5  23,00  

 23,5  

22,0  

K1 

18,5  18,66  

 

 
19,0  

18,5   

 

 

C. Perhitungan Uji Kadar Padatan Tak Larut dalam Air  

Kadar Padatan Tak Larut dalam Air dihitung dengan rumus:  
w1 − w2 

w
 x 100% = 

      Blanko 

Pengulangan I  

W1 : 19,07 

W2 : 19,07 

W : 0 

19,07 − 19,07 

0 
 𝑥 100% = 0% 

 

Pengulangan II 

W1 : 19,01 

W2 : 19,02 

W : 0 

19,01 − 19,01 

0 
 𝑥 100% = 0% 

 

Pengulangan III 

W1 : 20,45 

W2 : 20,45 

W : 0 

20,45 − 20,45 

0 
 𝑥 100% = 0% 

 

  



88 
 

M1  

Pengulangan I  

W1 : 15,54 gr  

W2 : 15,53 gr 

W : 20  

 
15,54 − 15,53 

20 
 𝑥 100% = 0,05% 

 

Pengulangan II 

W1 : 15,44 gr   

W2 :  14,44 gr 

W : 20 gr  

15,44 − 15,41 

20 
 𝑥 100% = 0,15% 

 

Pengulangan III 

W1 : 15,79 gr  

W2 : 15,77 gr  

W : 20 gr  

15,79 − 15,77 

20
 𝑥 100% = 0,1% 

 

 

M2  

Pengulangan I  

W1 : 16,31 gr  

W2 : 16,24 gr  

W : 20 gr  

16,31 − 16,24 

20 
 𝑥 100% = 0,35% 

 

 

Pengulangan II 

W1 : 15,64 gr  

W2 : 15,52 gr  

W : 20  

15,64 − 15,52 

20
 𝑥 100% = 0,6% 

 

Pengulangan III 

W1 : 13,46 gr  

W2 : 13,39 gr   

W : 20 gr  

13,46 − 13,39 

20 
 𝑥 100% = 0,35% 

 

  

        M3 

Pengulangan I 
W1 : 14,04 gr  

W2 : 13,91 gr  

W : 20 gr  

14,04 − 13,91 

20 
 𝑥 100% = 0,65% 

 

Pengulangan II 
W1 : 13,35 gr  

W2 : 13,28 gr  

W : 20 gr  

13,35 − 13,28 

20 
 𝑥 100% = 0,35% 

 

 

Pengulangan III 
W1 : 13,68 gr  

W2 : 13,66 gr  

W : 20 gr  

13,68 − 13,66 

20 
 𝑥 100% = 0,1% 
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M4  

Pengulangan I 

W1 : 13,93 gr   

W2 : 13,91 gr  

W : 20 gr  

13,93 − 13,91 

20 
 𝑥 100% = 0,1% 

Pengulangan II 

W1 : 13,36 gr  

W2 : 13,34 gr   

W : 20 gr 

 

13,36 − 13,34 

20
 𝑥 100% = 0,1% 

 

Pengulangan III 

W1 : 13,06 gr  

W2 :  13,04 gr  

W : 20 gr  

13,06 − 13,04 

20
 𝑥 100% = 0,1% 

 

 

M5  

Pengulangan I 

W1 : 19,81 gr   

W2 : 19,71 gr  

W : 20   

19,81 − 19,71 

20
 𝑥 100% = 0,5% 

 

Pengulangan II 

W1 : 20,52 gr  

W2 : 20,48 gr  

W : 20 

20,52 − 20,48 

20
 𝑥 100% = 0,2% 

 

Pengulangan III 

W1 : 17,26 gr  

W2 : 17,22 gr   

W : 20 

17,26 − 17,22 

20
 𝑥 100% = 0,2% 

 

 

K1  

Pengulangan I 

W1 : 13,21 gr 

W2 : 13,14 gr  

W : 20 gr 

13,21 − 13,14 

20
 𝑥 100% = 0,35% 

 

Pengulangan II 

W1 : 13,57  

W2 : 13,15  

W : 20 

13,57 − 13,15 

20
 𝑥 100% = 0,2% 
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Pengulangan III 

W1 : 13,24   

W2 : 13,17   

W : 20 

13,24 − 13,17 

20
 𝑥 100% = 0,35% 

 

 

Sampel Pengulangan  
Rerata Kadar Padatan 

Tak Larut dalam Air (%)  

SNI  

M1 

0,05 0,1  

 

 

 

0,15  

0,1  

M2 

0,35 0,43  

 

 

 

0,6  

0,35  

M3 

0,65 0,36  

 

 

Maks 

0,5% 

0,35  

0,1  

M4 

0,1 0,18   

0,15  

0,3  

M5 

0,5 0,3  

 

 

 

0,2  

0,2  

K1 

0,35 0,3 ± 0,086 

 

 

0,2  

0,35  

 

 

D. Perhitungan Kadar Viskositas Madu  

 

Sampel Pengulangan  Rerata Kadar 

Viskositas (Pois)  

SNI  

M1  11,45 

11,40  

 

11,75 Min 10 Pois  

11,00  

M2 27,75 

28,69  

 

28,55  

29,79  

M3 17,35 

17,71  

 

17,4  

18,40  

M4 28,25 
30,13  

 

30  
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32,15  

M5 27,45 

28,93  

 

29,25  

30,1  

K1 34,05 

35,14  

 

35,59  

35,79  

 

E. Analisis Deskriptif Statistik  
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LAMPIRAN GAMBAR 

 

A. Observasi Tempat Penjualan Madu di Kota Semarang  

  

 

 

 

 

Observasi madu di Semarang Barat 

  

 

 

 

Observasi madu di Semarang Selatan 

  

 

 

Observasi madu di Semarang Tengah 

 

 

 

 
Observasi madu di Semarang Utara 

 

  

 

 
Observasi madu di Semarang Timur 

  

 

 

 

Observasi madu murni 

 

B. Pengambilan Madu pada Setiap Wilayah di Kota Semarang 

  

 

 

 
Madu dari Pasar Ngaliyan 

  

 

 

 

 

Madu dari Pasar Bulu 

  

 

 

 

Madu dari Pasar Johar 

  

 

 

 

 

Madu dari Pasar Bandarharjo 

 

  

 

 
Madu dari Pasar Meteseh 

  

 

 

 

Madu Murni 
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C. Pengujian Kadar HMF Madu  

1. Pembuatan Fase Gerak  

 

  

 

 

Aquabides 

  

 

 

Methanol pro HPLC 

 

  

 

 

 

Menuangkan aquabides dan 

methanol 

  

 

 

 

Menghomogenkan larutan 

aquabides dan methanol 

  

 

 

 

 

 

 

2. Pembuatan Larutan Baku Standar HMF  

  

 

 

 

Neraca 

 

  

 

 

Labu ukur 

   

 

 

 

Serbuk 

hidroksimetilfurfural 

 

 

 

 

Aquabides 

 

 

 

 

Pipet mikro 

  

 

 

 

Gelas beber, corong kaca, 

pengaduk kaca 
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Hight Performance 

Chromatography 

 

   

 

 

Vial HPLC 

  

 

 

 

Syringe dan filter GHP 

 

   

 

 

Menimbang serbuk HMF 

  

 

 

 

 

Membuat larutan baku induk 

(1000 µg/mL) 

 

  

 

 

Membuat larutan baku 

antara (200 µg/mL) 

  

 

 

 

Membuat larutan baku seri 

   

  

  

 

Membuat larutan baku seri 

  

 

 

 

Membuat larutan baku seri 

  

 

 

 

Menyaring larutan ke dalam 

vial 

 

 

 

 

Meletakkan vial ke sample 

tray 

  

 

 

 

Mengoperasikan HPLC dari 

sistem 

 

3. Pembuatan Larutan Sampel Madu  

 

  

 

 

Labu ukur 

  

 

 

 

Aqubides 

  

 

 

Neraca 
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Vortex 

 

 

  

 

Waterbath 

  

 

 

 

Sampel madu 

 

 

 

 

 

Syringe dan filter GHP 

  

 

 

 

Mengawaudarakan sampel 

madu  

   

 

 

 

Menimbang 10 gr sampel 

madu 

  

 

 

 

Menambahkan aquabides 

hingga mencapai volume 50 

ml 

 

  

 

 

Mem-vortex larutan madu 

  

 

 

 

Mengawaudarakan sampel 

madu  

 

  

 

 

Menambahkan aquabides 

hingga mencapai volume 100 

mL 

 

  

 

 

Memasukkan larutan madu 

ke dalam vial dengan 

bantuan syringe dan filter 

GHP 

  

 

 

 

Mengoperasikan HPLC 

melalui sistem 

 

D. Pengujian Kadar Air Madu  

1. Preparasi Alat dan Bahan  

  

 

  

 

Sampel madu 

 

 

 

 

Refraktometer madu 

 

 

 

 

Aqudes dan tisyu 
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2. Pengujian  

  

 

 

 

Mengkalibrasikan alat 

 

 

 

 

Membersihkan kaca prisma 

  

 

 

 

Meneteskan madu ke kaca 

prisma 

 

 

 

 

Menutup kaca prisma 

  

 

 

 

Mengamati hasil 

 

  

 

 

Hasil uji kadar air 

 

E. Pengujian Kadar Padatan Tak Larut Air pada Madu 

1. Preparasi Alat dan Bahan  

  

 

 

 

Beker, corong, pengaduk 

kaca, kertas saring 

  

 

 

 

Oven 

 

 

 

 

 

Neraca analitik 

 

 

 

 

Krus 

 

 

 

 

 

  Air panas 

 

 

 

 

Madu 
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2. Pengujian  

 

 

  

 

Mengoven kertas saring dan 

krus 

  

 

 

 

Mendinginkan kertas saring 

dan krus di dalam desikator  

  

 

 

 

Menimbang kertas saring 

dan krus 

 

  

 

 

Menimbang 20 gr madu 

  

 

 

 

Menuangkan air panas ke 

dalam madu 

  

 

 

 

Mengaduk larutan madu 

 

  

 

 

Menyaring larutan madu 

  

 

 

 

Hasil penyaringan 

  

 

 

 

Mengoven kertas saring 

yang berisi padatan tak larut 

  

 

 

 

Mendinginkan kertas saring 

dan krus di dalam desikator 

 

  

 

 

Menimbang kertas saring dan 

krus 
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F. Pengujian Kadar Viskositas Madu  

1. Preparasi Alat dan Bahan  

 

 

 

 

 

Sampel madu 

 

 

 

 

 

Viskometer brookfield 

 

 

 

 

 

Gelas beker 

 

2. Pengujian  

 

 

 

 

 

Mengisi gelas beker dengan 

200 ml madu 

 

 

 

 

 

Mengkalibrasikan alat 

viskometer dan menyalakan 

tombol on 

 

 

 

 

 

Memasang rotor ukuran 2 

dan mencelupkan ke dalam 

gelas beker 

 

 

 

 

 

Mengatur ukuran rotor dan 

speed pada layar lalu dan 

menekan tombol OK 

 

 

 

 

 

Mencatat hasil pengamatan 
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G. Kromatogram Larutan Standar HMF   

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

Standar 0,5 µg/mL 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Standar 1 µg/mL 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Standar 2 µg/mL 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Standar 5 µg/mL 
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Standar 10 µg/mL 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Standar 20 µg/mL 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Standar 40 µg/mL 

 

 

 

 

 

 



102 
 

H. Kromatogram Larutan Sampel Madu  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel M1 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel M2 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel M3 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel M4 
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Sampel M5 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel K1 
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I. Lampiran Surat Perijinan Riset  
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