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ABSTRACT 

 

This study was designed by comparing 2 solvents namely Ethanol and Ethyl Acetate at a concentration of 70%. The choice 

of concentration was based on previous research with an extraction temperature of 600C. The treatment in this study was 

to vary the time, namely 10 minutes, 20 minutes, and 30 minutes as the extraction time setting. Each treatment will be 

carried out in duplo. This indicates that the beehive waste Trigona spp. contains terpenoids which are classified as 

antioxidants. Therefore, beehive waste Trigona spp. potential to be used as a source of antioxidants. In addition, several 

compounds are also relatively large in antibacterial and antimicrobial compounds contained in the waste of Trigona spp 

beehives. The optimum solvent used by comparing the percentage of abundance (abundance/relative) through the 

percentage of the area and molecular stability after fragmentation is through the ethanolic process using ethanol solvent 

with abundance percentages at 218 m/z and 189 m/z with the largest compound it contains is Methyl Commate A. and 

Alpha-Amyrin which has the potential to be used as a natural herbal source.  
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1. PENDAHULUAN 

Eksplorasi tanaman dan bahan alam menjadi trend saat ini untuk dimanfaatkan bagi manusia khususnya 

dalam dunia pengobatan dan kesehatan. Alasan utama pemanfaatan bahan alam disebabkan karena efek samping 

yang dihasilkan sangat kecil atau bahkan tidak berdampak buruk bagi manusia. Salah satu potensi alam yang 

saat ini banyak diternakkan oleh peternak lebah khususnya di wilayah Kecamatan Bontoncani yaitu lebah tidak 

bersengat (stingless bee) dengan jenis Trigona spp. Jenis lebah ini banyak menghasilkan propolis dibandingkan 

madu serta harga madu yang dihasilkan jauh lebih tinggi sebab memiliki kandungan kimia (manfaat bagi 

kesehatan) yang jauh lebih baik dibandingkan madu biasa dari golongan Apis mellifera. Lebah Trigona sp 

merupakan lebah tidak bersengat dan memiliki keunggulan rasa madu yang khas lebih asam, harga madu yang 

lebih tinggi dan banyak diternakan secara tradisional. Jenis lebah tersebut dimanfaatkan untuk memberikan 

keuntungan bagi peternak. Trigona spp, selain menghasilkan madu juga menghasilkan propolis dimana propolis 

ini ada pada sarang lebah. Propolis memiliki potensi besar untuk dikembangkan dengan mengolah limbah 

sarang lebah Trigona spp [1].  

Trigona memproduksi propolis (lem lebah) guna menutupi sarangnya dan mencegah predator untuk masuk 

ke dalam stup sebagai bentuk pertahanan diri. Trigona hanya mampu menghasilkan madu kurang dari 1 

kilogram setiap tahunnya dan lebih banyak memproduksi propolis. Trigona menghasilkan madu lebih sedikit 

daripada propolisnya. Madu yang dihasilkan memiliki rasa asam dan manis serta memiliki fungsi obat [2]. 

Produk perlebahan yang dihasilkan oleh Trigona spp. mempunyai tiga jenis yaitu madu, propolis dan bee bread 

[3]. Jumlah propolis ikut bersama sarang lebah dan terkadang tidak diolah dengan baik, sehingga hanya menjadi 

limbah sarang lebah Trigona spp.  

Propolis pada limbah sarang lebah madu Trigona spp dapat dipisahkan dengan perlakuan ekstraksi dengan 

melibatkan pelarut polar seperti etanol dan etil asetat. Konsentrasi etanol yang berbeda memberikan pengaruh 

terhadap kandungan ekstrak propolis. Hal ini disebabkan karena masing-masing konsentrasi etanol memiliki 

nilai kepolaran yang berbeda. Nilai kepolaran merupakan kemampuan pelarut polar yang digunakan untuk 

mengekstrak senyawa bioaktif yang juga bersifat polar [4]. Konsentrasi etanol 50 dan 70% menghasilkan 

aktivitas anti-mikrobia yang lebih tinggi daripada konsentrasi 90%. Senyawa flavonoid, polifenol dan tanin 

merupakan senyawa bioaktif pada propolis yang berperan sebagai senyawa antimikroba dan bersifat polar [5]. 

Flavonoid dan polifenol berpotensi mereduksi radikal bebas serta mencegah terbentuknya spesies oksigen [6] 

[7] serta flavonoid berfungsi sebagai antioksidan dalam tubuh manusia [8]. 
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Penelitian ini akan membandingkan pelarut etanol dan etil asetat. Beberapa penelitian terdahulu 

mengungkapkan bahwa ekstraksi propolis dengan etanol akan memberikan aktivitas antioksidan tinggi [9]. 

Ekstraksi dengan ultrasonik akan memberikan rendeman yang lebih tinggi pada suhu 60-650C [10] [11] 

sedangkan [12] menemukan bahwa ekstraksi dengan metode ultrasonik menggunakan suhu 450C dengan waktu 

20 menit memberikan hasil terbaik dengan nilai rendeman, total flavonoid dan aktivitas antioksidan tertinggi. 

Oleh karena itu, penelitian ini akan menggunakan konsentrasi pelarut untuk etanol dan etil asetat pada 

konsentrasi 70% sebab pada konsentrasi ini akan mampu melarutkan sarang lebah madu Trigona spp dan 

memperkecil terlarutnya lilin (beeswax) yang merupakan penganggu dalam ekstraksi [13] [1] pada suhu 600C 

dengan variasi waktu ekstraksi 10 menit, 20 menit, dan 30 menit.  

 

2. METODE PENELITIAN 

Bahan dan Alat 

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah limbah sarang lebah madu Trigona spp. dari 

peternak lebah Trigona spp. di wilayah Kecamatan Bontocani Kabupaten Bone. Bahan kimia yang digunakan 

untuk ekstraksi adalah Etanol dan Etil Asetat. Bahan kimia yang digunakan untuk analisis ialah pyridine HCl, 

Aquadest, dan gas helium.  

Alat-alat untuk analisis kimia berupa timbangan analitik, blender, gelas piala 500 ml, labu ukur 100 ml, 

gelas ukur 100 ml, cawan alumunium, cawan porselen, erlenmeyer, pipet tetes, desikator, oven, ultrasonic bath 

(Merck Elma, S.30H), stopwatch, tupperware, kertas saring, alumunium foil, gelas, kapas, buret, dan rotary 

vacuum evaporator.  

Analisis 

Penelitian ini dirancang dengan membandingkan 2 pelarut yaitu Etanol dan Etil Asetat pada konsentrasi 

70%. Pemilihan konsentrasi didasarkan sesuai penelitian terdahulu dengan suhu ekstraksi yaitu 600C. Perlakuan 

penelitian ini adalah dengan memvariasikan waktu yaitu 10 menit, 20 menit dan 30 menit sebagai setting untuk 

lama ekstraksi. Setiap perlakuan akan dilakukan secara duplo. 

 

Tabel 1 Variabel Penelitian 

Pelarut Konsentrasi Sampel & Suhu Waktu Ekstraksi (menit) 

C2H5OH 70%, 600C 10 20 30 

CH3COOH 70%, 600C 10 20 30 

 

Analisis Antioksidan dengan Metode GCMS 

1. Preparasi Sampel 

a) Limbah sarang lebah madu Trigona spp ditimbang sebanyak 10 gr, dan tambahkan pelarut dengan 

konsentrasi 70% sebanyak 220 ml (ratio bahan dengan pelarut = 1 gr : 22 ml  

b) Ekstraksi dengan bantuan ultrasonik pada suhu 60oC selama sesuai perlakuan yaitu 10 menit, 20 

menit dan 30 menit.  

c) Suspensi yang diperoleh disaring dengan kertas saring  

d) Kemudian dipekatkan dengan rotary vacuum evaporator sampai mencapai kepekatan 30 ml.  

2. Analisis GCMS 

1 ml ekstrak direaksikan dengan 50 μl piridin + 100 μl bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamide (BSTFA) 

termasuk 1% trimetilklorosilan (TMCS) dalam gelas tertutup tabung selama 30 menit pada 100 C untuk 

menyiapkan sampel untuk kromatografi gas. Volume sampel 1 l disuntikkan dan dianalisis oleh GC-

MS. Hasil GCMS didentifikasi melalui pencarian oleh komputer pada library referensi komersil serta 

GCMS akan menyesuaikan tingkat similarity antara target dengan data pada library untuk menentukan 

kecenderungan senaywa atau molekul yang terindentifikasi. Hasil analisis GCMS akan memberikan 

data spektrogram dan kromatogram  [14].  

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 Hasil yang diperoleh melalui perbandingan pelarut dengan hasil analisis GCMS menunjukkan 

karakterisasi yang berbeda akan senyawa terbesar yang dapat diidentifikasi oleh gas chromatography mass 

spectrophotometry (GCMS) untuk proses etanolik dengan menggunakan pelarut etanol dan ekstraksi dengan 

menggunakan pelarut etil asetat. Proses etanolik melalui ekstraksi limbah sarang lebah Trigona spp. 

menunjukkan kehadiran terpenoid, steroid, dan fenol. Kandungan senyawa terbesar pada ekstraksi etanolik yaitu 
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Methyl Commate A, Beta-Amyrin, Ethyl Oleat, Beta Amyernyl, 24 -Methylenecycloartan – 3- one, Alpha-

Amyrenone, Lanosterol, Betulin dan Methyl Commate D. 

 

Tabel 2. Identifikasi Kandungan Limbah Sarang Lebah Madu Trigona spp. dengan Proses Etanolik 

Molekul Berat Molekul 

gram/mol 

Waktu Retensi 

Menit 

Base Peak 

m/z 

Methyl Commate A 500 31.790 218 

Beta-Amyrin 426 29.132 218 

Ethyl Oleat 310 22.432 218 

24 -Methylenecycloartan 

– 3- one 

438 33.218 95 

Beta-Amyrenyl 468 35.756 109 

Alpha-Amyrin 426 31.526 218 

Betulin 442 31.767 189 

Methyl Commate D 486 36.047 218 

 

Hasil analisis limbah sarang lebah Trigona spp.untuk ekstraksi yang menggunakan pelarut etil asetat diperoleh 

beberapa senyawa baik polar maupun semi polar yaitu 9- Octadecenoic Acid, (E), 3-Pentadecylphenol, Erucyl 

Alcohol, Adrenic Acid, Dioctyl Isophthalate, Beta-Amyrin, Alpha- Amyrin, Beta-Amyron, Beta-

Himachalenoxide, Caryophyllene Oxide, dan Lupeol.  

 

Tabel 3. Identifikasi Kandungan Limbah Sarang Lebah Madu Trigona spp. dengan Proses Etanolik 

Molekul Berat Molekul 

gram/mol 

Waktu Retensi 

Menit 

Base Peak 

m/z 

9- Octadecenoic Acid, 

(E) 

282 22.202 327 

3-Pentadecylphenol 304 31.357 108 

Erucyl Alcohol 324 37.464 82 

Adrenic Acid 332 30.867 108 

Dioctyl Isophthalate 390 31.811 70 

Beta-Amyrin 426 29.110 218 

Beta-Amyron 424 30.654 218 

Beta-Himachalenoxide 220 14.173 110 

Caryophyllene Oxide 358 13.811 79 

Methyl Commate A 500 32.055 218 

Lupeol 401 28.542 109 

 

Hasil spektrogram menunjukkan bahwa terdapat 3 molekul berada pada kestabilan molekul 218 m/z 

dengan persentase kelimpahan 100% (abundance/relatif). Lima molekul yaitu Beta-Amyrin, Beta-Amyron, dan 

Methyl Commate A. Selain itu, 9- Octadecenoic Acid, (E) memiliki base peak pada 327 m/z. Kestabilan pada 

109 m/z terdiri dari 2 molekul yaitu 3-Pentadecylphenol dan Adrenic Acid. 

Beberapa penelitian telah mengkaji propolis melalui proses etanolik yaitu penelitian Halim 

mengindentifikasi komponen senyawa kimia dari propolis menggunakan GCMS [15] serta penelitian Sativa dan 

Agustin menganalisis komponen bioaktif propolis dengan GCMS [16]. Kedua penelitian ini dijadikan dasar 

untuk membandingkan beberapa komponen bioaktif yang terkandung dalam limbah sarang lebah madu Trigona 

spp. Propolis yang digunakan oleh Halim diperoleh dari Wonosobo Jawa Timur dan propolis yang berasal dari 

Brasil dengan kandungan terbesar yaitu α-Amyrin, β-Amyrin, Cyclolanost, dan senyawa lupeol. Sedangkan, 

penelitian Sativa dan Agustin menggunakan sampel propolis dari Maribaya, Bandung Jawa Barat dengan 

kandungan komponen kimia terbesar yaitu Ethyl oleate dan Hexadecanoic acid, Ethyl ester.  
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Tabel 4. Komparasi Komponen Senyawa Kimia dari Ekstrak Etanolik Propolis Trigona spp. dengan Ekstrak 

Limbah Sarang Lebah Trigona spp. 

Komponen 

Bioaktif 

Propolis Indonesia 

[15] 

(%) 

Propolis Brazil 

[15] 

(%) 

Propolis Maribaya 

[16] 

(%) 

Propolis Limbah 

Sarang Lebah 

Bontocani 

(%) 

α-Amyrin 4.32 2.87 - 18.09 

β-Amyrin - 1.40 - 6.71 

Cyclolanost 15.75 1.81 - 0.35 

Senyawa Lupeol 0.68 - - 4.28 

Senyawa Lupenon -  - 9.85 

Hexadecanoic 

Acid, Ethyl Ester 

- - 4.77 0.37 

Ethyl Oleate - - 17.52 1.57 

Methyl Commate A - - - 19.98 

Methyl Commate 

D 

- - - 3.06 

Senyawa Pirimidin 0.81 0.40 - 10.97 

 

Hasil perbandingan komponen bioaktif pada tabel 4 menunjukkan bahwa kandungan α-Amyrin dan β-

Amyrin pada limbah sarang lebah Trigona spp. yang berasal dari Bontocani Kabupaten Bone masih tergolong 

tinggi dengan persentase area sebesar 18.09% dan 6.71%. Akan tetapi, kandungan Cyclolanost pada Trigona 

spp. propolis dari Wonosobo lebih tinggi sebesar 15.75%. Senyawa Lupenon yaitu Lup-20(29)-En-3-Ol, 

(3.Beta) hanya terdapat pada limbah sarang lebah Trigona spp. Bontocani sebesar 9.85%. Kandungan 

Hexadecanoic acid, Ethyl esther terdapat banyak pada propolis dari Maribaya dengan kandungan sebesar 4.77% 

termasuk Ethyl oleate sebesar 17.52%. Salah satu kandungan terbesar pada limbah sarang lebah Trigona spp. 

dari Bontocani yang tidak dimiliki oleh propolis dari Wonosobo dan Maribaya adalah kandungan Methyl 

Commate A dan Methyl Commate D dengan persentase masing-masing adalah 19.98% dan 3.06% termasuk pula 

mengandung senyawa pirimidin sebesar 10.97%.  

Kandungan α-Amyrin, β-Amyrin dan Lupeol diidentifikasi sebagai anti-inflammatory [17]. Lupeol 

dilaporkan menunjukkan aktivitas anticarcinogenic dan antitumor [18]. α-Amyrin dan β-Amyrin memiliki 

aktivitas hyploglikemik dalam mengatasi penyakit diabetes yang diujikan pada tikus serta memiliki manfaat 

sebagai anti-inflammatory dan antioksidan [19]. Ethyl oleate merupakan salah satu kelompok fatty acid ethyl 

ester (FAEE) yang merupakan feromon terdapat pada lebah terbentuk dari hasil proses pencernaan yang 

mengandun etanol termasuk pula dalam golongan ini yaitu Hexadecanoic acid, ethyl ester yang merupakan 

antioksidan [16] [20].  

Beberapa senyawa penting yang teridentifikasi dari hasil proses ekstraksi limbah sarang lebah Trigona 

spp. adalah Lanosterol yang merupakan bahan tetes mata untuk penderita katarak, Betulin merupakan 

antimikroba serta Beta-Himachalenoxide dan turunannya memiliki efek antijamur dan insektisida. 

Caryophyllene oxide, suatu terpenoid teroksigenasi, yang dikenal sebagai pengawet dalam makanan, obat-

obatan dan kosmetik, telah diuji secara in vitro sebagai antijamur terhadap dermatofit. Aktivitas antijamurnya 

telah dibandingkan dengan ciclopiroxolamine dan sulconazole, yang biasa digunakan dalam pengobatan 

onikomikosis dan dipilih karena struktur kimianya yang sangat berbeda. 

Hal ini menunjukkan bahwa dalam limbah sarang lebah Trigona spp. banyak mengandung terpenoid 

yang digolongkan sebagai antioksidan. Oleh karena itu, limbah sarang lebah Trigona spp. sangat potensial untuk 

dijadikan sebagai sumber antioksidan. Selain itu, beberapa senyawa juga merupakan antibakteri dan anti 

mikroba yang relatif besar terkandung pada limbah sarang lebah Trigona spp. pelarut yang optimum digunakan 

melalui perbandingan hasil persen kelimpahan (abundace/relatif) melalui persentase area dan kestabilan 

molekul setelah mengalami fragmentasi adalah melalui proses etanolik yaitu menggunakan pelarut etanol.  

 

4. KESIMPULAN 

  Perlakuan ekstraksi dengan menggunakan pelarut etanol dan pelarut etil asetat memberikan hasil 

ekstrak yang berbeda dan kandungan metabolit sekunder yang mampu terkestrak dengan baik. Proses etanolik 

sangat direkomendasikan dalam melakukan ekstrak pada limbah sarang lebah Trigona spp. yang mampu 
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mengekstrak golongan terpenoid dan steroid yang merupakan antioksidan. Hasil analisis melalui GCMS dengan 

identifikasi hasil kromatogram dan spektrogram menunjukkan bahwa kapasitas antioksidan terbesar yang 

diperoleh adalah Methyl Commate A dan α-Amyrin yang hampir mendominasi komponen senyawa kimia 

(bioaktif) dalam limbah sarang lebah Trigona spp.  
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