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Abstract. Acne  is  a  skin  condition  in which pores  are  clogged by oil  and  dead skin cells, as well as the activity of P.acnes bacteria. Honey and bee 
pollen are bee products that contain bioactive compounds and have antibacterial properties. This study aims to determine the effect of multiflora honey 
and bee pollen in inhibiting P.acnes bacteria using an experimental laboratory method with the disc diffusion technique. This study used concentrations of 
25%, 50%, 75%, and 100% for multiflora honey and bee pollen, as well as their combinations in ratios of 1MM:3BP, 1MM:1BP, 3MM:1BP, with  
tetracycline   as the positive control and sterile distilled water as   the negative control. The results show that honey, bee pollen, and their 
combinations have potential as antibacterial agents against the growth of P.acnes. Multiflora honey and bee pollen exhibit the strongest inhibition at a 
concentration of 100%, with values of 27.71 mm and 18.26 mm, while their combination exhibits the strongest inhibition at a concentration of 3MM:1BP, 
with a value of 29.81 mm. The combination treatment at a concentration of 3MM:1BP was more effective than other sample concentrations. 

Keywords - Antibacterial activity, Multiflora Honey, Bee Pollen, Propionibacterium acnes


Abstrak. Jerawat adalah kondisi kulit di mana pori-pori tersumbat oleh minyak dan sel kulit mati, serta aktivitas bakteri P.acnes. Madu dan bee pollen 
merupakan produk lebah yang mengandung senyawa bioaktif dan memiliki sifat antibakteri.  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui  pengaruh 
madu multiflora dan bee pollen dalam menghambat bakteri P.acnes dengan metode eksperimental laboratorium menggunakan teknik difusi cakram. 
Penelitian ini menggunakan konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100% untuk madu multiflora dan bee pollen serta kombinasinya dengan perbandingan 
1MM:3BP, 1MM:1BP, 3MM:1BP,  tetrasiklin sebagai kontrol positif dan aquades steril sebagai kontrol negatif.  Hasil menunjukkan bahwa madu, 
bee pollen, serta kombinasinya memiliki potensi sebagai antibakteri terhadap pertumbuhan P.acnes. Madu multiflora dan bee pollen memiliki 
penghambatan terkuat pada konsentrasi 100% yaitu 27,71 mm dan 18,26 mm serta kombinasinya memiliki penghambatan terkuat pada konsentrasi 
3MM:1BP yaitu 29,81 mm. Perlakuan kombinasi konsentrasi 3MM:1BP lebih efektif dibandingkan konsentrasi jenis sampel uji lainnya. 

Kata Kunci - Aktivitas antibakteri, Madu Multiflora, Bee Pollen, Propionibacterium acnes

I. Pendahuluan 

Di Indonesia kondisi kulit seringkali menjadi perhatian utama dalam persepsi sosial. Kondisi kulit yang sehat dan cerah sering menjadi tolok ukur 
kesehatan dan daya tarik visual yang penting. Kulit berfungsi sebagai penghalang fisik utama yang mencegah invasi berbagai patogen [1]. Kulit yang 
tidak terawat dengan baik dapat memicu terjadinya penyakit dan gangguan pada kulit termasuk penyakit infeksi kulit. Gangguan pada kulit dapat memicu 
infeksi, dipengaruhi oleh integritas kulit, sistem imun, mikroorganisme, alergi, faktor lingkungan, dan personal higenis [2].




Acne vulgaris atau jerawat adalah salah satu penyakit kulit yang sering dialami oleh remaja sejak masa pubertas dini hingga dewasa dengan tingkat 
keparahan yang bervariasi. Prevalensi penderita jerawat di Indonesia sekitar 80-85% dikalangan remaja, dengan puncaknya terjadi pada usia 15-18 
tahun. Meskipun demikian, penderita jerawat juga ditemukan pada kelompok usia dewasa dengan persentase yang lebih rendah yaitu  12%  pada   usia 
&gt;25 tahun dan 3% pada usia 35-44 tahun.   Jerawat terbentuk akibat penyumbatan pori-pori oleh sebum dan sel kulit mati sehingga memicu 
pembentukan komedo, papula, pustula, dan nodul [3]. Produksi sebum atau minyak yang berlebih dipengaruhi hormon androgen dan keratinisasi, serta 
aktivitas bakteri Propionibacterium acnes menyebabkan peradangan atau inflamasi pada kulit [4].

Pencegahan jerawat melibatkan gaya hidup sehat dan perawatan kulit. Sebagian besar obat jerawat yang beredar di pasaran mengandung antibiotik 
sintetis seperti klindamisin, tetrasiklin, dan eritromisin. Mekanisme kerja obat-obatan ini adalah menghambat pertumbuhan bakteri penyebab jerawat 
dengan cara mengikat reseptor sel atau menghambat enzim tertentu [5]. Namun, penggunaan jangka panjang antibiotik sintetis dapat menimbulkan efek 
samping seperti iritasi kulit, resistensi antibiotik, kerusakan organ, dan bahkan reaksi alergi. Oleh karena itu, eksplorasi bahan alami sebagai alternatif 
pengobatan jerawat yang efektif dan aman perlu diperlukan [6]. Pada umumnya pengobatan jerawat sering sering dilakukan secara tradisional 
menggunakan bahan alami yang memiliki sifat antibakteri. Bahan alami yang berasal dari tumbuhan serta produk hewani seringkali diformulasikan untuk 
perawatan kulit berjerawat. Salah satu bahan alami yang digunakan untuk mengatasi jerawat adalah produk turunan lebah. Produk turunan lebah seperti 
madu dan bee pollen dikenal karena sifat antibakteri, antioksidan, antijamur, dan antivirus. Produk turunan lebah efektif dalam penyembuhan luka dan 
mengurangi risiko infeksi karena adanya senyawa fenolik yang terkandung di dalamnya [7]. 

Madu merupakan hasil olahan lebah yang dapat diklasifikasikan berdasarkan jenis bunga yang menjadi sumber nektarnya. Keberagaman jenis madu 
mempengaruhi komposisi, rasa, aroma, dan tampilan fisik madu, tergantung pada sumber nektar dan faktor eksternal seperti lokasi geografis, iklim, serta 
pakan lebah [8]. Madu multiflora adalah  salah satu jenis madu yang dihasilkan oleh lebah Apis mellifera dari nektar berbagai jenis tumbuhan. Lebah 
Apis mellifera adalah salah satu jenis lebah yang banyak dibudidayakan terutama di Indonesia karena kemampuan daya adaptasi dan produktivitas 
madu yang tinggi serta sifatnya yang cenderung tidak agresif [9]. Madu adalah produk alami kaya nutrisi seperti vitamin dan mineral yang bermanfaat 
bagi kesehatan dan kecantikan serta memiliki sifat antimikroba yang bersifat bakterisidal dan bakteriostatik [10]. Madu multiflora mengandung senyawa 
flavonoid sebagai antioksidan dan saponin dengan aktivitas antibakteri. Penelitian sebelumnya [11] menunjukkan bahwa madu multiflora dapat 
menghambat bakteri Salmonella thypi dengan konsentrasi hambat minimum (KHM) 50%.

Bee pollen merupakan serbuk sari bunga yang dikumpulkan lebah pekerja yang dicampur nektar atau sekresi kelenjar ludah lebah. Kandungan bee 
pollen bervariasi sesuai jenis tanaman asalnya, kaya akan vitamin, karbohidrat, dan senyawa bioaktif yang bermanfaat bagi kesehatan [7]. Serbuk sari 
menjadi sumber protein utama bagi lebah untuk mendukung koloni dan memberi makan larva [12]. Bee pollen memiliki bentuk yang beragam mulai dari 
bulat hingga bersudut dengan tekstur halus atau kering [13]. Bee pollen kaya antioksidan seperti polifenol, flavonoid, karotenoid, dan vitamin [14]. 
Kandungan nutrisinya bervariasi tergantung jenis tanaman, lingkungan, musim panen, dan asal geografisnya [15]. Asam fenolik dan flavonoid dalam bee 
pollen memiliki aktivitas antibakteri dengan merusak membran sitoplasma bakteri [16]. Kandungan bioaktif ini memberikan bee pollen beragam sifat 
biologis, termasuk potensi antioksidan, hipoglikemik, anti inflamasi, antibakteri, dan antikanker [56]. Penelitian sebelumnya [17] menunjukkan bahwa bee 
pollen lebah kelulut memiliki aktivitas antioksidan dan aktivitas antibakteri dalam menghambat bakteri P. acnes dengan penghambatan terkuat pada 
konsentrasi 42% yaitu 500 μg/well. Adanya aktivitas daya hambat ini disebabkan oleh konsentrasi ekstrak bee pollen yang mengandung senyawa 
antibakteri.

Penambahan bee pollen pada madu meningkatkan kandungan fenolik terutama flavonoid dan asam fenolik, meskipun dapat menurunkan kualitas 
sensorik madu seperti warna, kejernihan, dan aroma [18]. Madu dan bee pollen dapat menjadi solusi potensial dalam mengatasi permasalahan 
perubahan flora bakteri normal menjadi patogen. Kandungan antibakteri yang terdapat dalam madu dan bee pollen menunjukkan potensi untuk 
mengendalikan pertumbuhan bakteri patogen [19].

Penelitian tentang bee pollen pada lebah A. mellifera untuk aktivitas biologinya masih terbatas, terkhususnya untuk anti acne (jerawat) belum ada yang 
melaporkan. Berdasarkan hal tersebut, penelitian tentang efektivitas madu multiflora dan bee pollen dari lebah eropa (A. mellifera) dalam menghambat 
pertumbuhan P. acnes perlu dilakukan.

II. Metode

Jenis penelitian ini adalah penelitian yang bersifat eksperimental laboratorium dengan teknik disk diffusion Kirby-Bauer untuk melihat pengaruh ekstrak 
madu multiflora dan bee pollen lebah Apis mellifera dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. acnes dengan mengamati terjadinya zona hambat yang 
terjadi. Populasi yang digunakan adalah madu multiflora dan bee pollen yang diperoleh dari peternak lebah “ Wisata Petik Madu” di Lawang, Malang. 
Sampel yang digunakan adalah madu dan bee pollen dari tanaman multiflora yang dikumpulkan oleh lebah Apis mellifera. Bakteri Propionibacterium 
acnes berasal  dari Balai Besar Laboratorium  Kesehatan  Masyarakat  Surabaya.  

 Penelitian dilaksanakan pada  bulan  April-Mei 2025  dilakukan di Laboratorium Bakteriologi, Fakultas Ilmu Kesehatan, Universitas 
Muhammadiyah Sidoarjo.   Uji Fitokimia dan Uji Kadar Air Madu dilakukan di Laboratorium Kimia Organik FMIPA, Universitas Negeri Surabaya. Uji 
Kadar Abu, Uji Hydroxymethylfurfural (HMF) dan Uji Gula Pereduksi dilakukan di Balai Standardisasi dan Pelayanan Jasa Industri Surabaya. Penelitian 
ini telah lulus uji etik di FKG, Universitas Airlangga Surabaya dengan Nomor: 0500/HRECC.FODM/IV/2025.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah gelas beaker, tabung reaksi, erlenmeyer, inkubator, petridisk, spektofotometer, ose, autoklaf, batang 
pengaduk, bunsen, neraca analitik, rak tabung, pipet ukur, bulb, pipet ukur dan gelas ukur. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah larutan 
madu multiflora, bee pollen, aquades, bakteri P.acnes, blank disk, media MHA, media BAP, media NA, NaCI 0,9%, Mac Farland 0,5, H2SO4 pekat, dan 
BaCI2.

Penelitian ini diawali dengan pembuatan konsentrasi larutan madu, bee pollen, dan kombinasi serta kontrol positif dan negatif. Konsentrasi madu dan 
pollen yang digunakan adalah 25%, 50%, 75%, dan 100%. Sedangkan untuk kombinasi madu multiflora dan bee pollen dengan perbandingan 1MM:3BP, 
1MM:1BP, 3MM:1BP. Kontrol positif dalam pengujian ini menggunakan antibiotik tetrasiklin dan kontrol negatif aquades steril. Pengulangan sampel 
dihitung dengan rumus Federer yaitu dengan hasil tiga kali pengulangan untuk setiap konsentrasinya. Pembuatan variasi konsentrasi jenis sampel 
menggunakan metode pengenceran induk dengan aquades steril sebagai pelarut.

Bakteri Propionibacterium acnes yang akan digunakan sebelumnya diremajakan dahulu pada media NA. Pembuatan suspensi bakteri dilakukan dengan 
pengambilan koloni bakteri dari media NA menggunakan ose dan disuspensikan di dalam tabung yang berisi 7 ml larutan NaCl 0,9% steril. Kekeruhan 
suspensi bakteri uji dibandingkan dengan kekeruhan Mac Farland 0,5 dan diukur pada spektrofotometer Uv-Vis dengan panjang gelombang (λ) 600 nm 
[20]. Nilai absorbansi 0,08-0,1 setara dengan standar Mac Farland 0,5 (1.5 x 108 CFU/mL) [21]. Suspensi bakteri kemudian ditanamkan pada media uji 
Mueller Hinton Agar (MHA) menggunakan kapas swab steril. Kemudian kertas cakram yang mengandung tiap konsentrasi madu, bee pollen, dan 
kombinasinya serta kontrol positif dan kontrol negatif diltekkan pada media uji. Tekan perlahan kertas cakram untuk memastikan kertas cakram 
menempel pada permukaan media MHA. Cawan kemudian ditutup menggunakan cling wrap, selanjutnya media uji  diinkubasi selama 24 jam pada 
suhu 37○C.  Pengamatan dilakukan setelah selesai proses inkubasi  dengan mengukur zona bening yang terbentuk di sekitar cakram  



menggunakan jangka sorong. Interpretasi zona hambat dilakukan berdasarkan acuan  Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2022  yaitu 
zona hambat dikategorikan resisten dengan diameter ≤14 mm, intermediat dengan diameter zona hambat 15-19 mm dan sensitif  ≥20mm [22].

Data hasil uji daya hambat bakteri yang diperoleh dianalisis secara parametrik menggunakan uji statistik Anova two way dengan software IBM SPSS 
Statistics 27.0 dengan taraf kepercayaan 95% atau α= 0,05. Uji statistik Anova two way digunakan untuk menentukan pengaruh signifikan terhadap 
kelompok perlakuan. Apabila nilai p&lt;0,05, maka dilakukan uji lanjut Post Hoc Duncan untuk melihat perbedaan nyata antar kelompok perlakuan.

III. Hasil dan Pembahasan

1. Hasil Uji Standarisasi Madu

Mutu madu di Indonesia distandarisasi berdasarkan SNI untuk melindungi konsumen meliputi sifat sensorik dan fisikokimia. Parameter standar  yang  
diuji  pada penelitian  madu multiflora  adalah kadar air, kadar  abu,  gula pereduksi,  pH,  dan hidroksimetilfurfural (HMF). Hasil analisis disajikan pada 
Tabel 1.


Tabel 1. Hasil Analisis Kualitas Madu

No	 Parameter	 Syarat SNI 8664:2018	 Hasil

1.	 Kadar Air	Maks 22%	 10,5%

2.	 Kadar Abu	 Maks 0,5%	 1,4%

3.	 Gula Pereduksi	       Min 65%	 43.24%

4.	 Hidroksimetilfurfural (HMF)	    Maks 40 mg/kg	 40,8 mg/kg

5.	 pH	    3,4 - 4,3	 4


Hasil uji kadar air tercantum pada Tabel 1. Kadar air madu multiflora (10,5%) memenuhi standar SNI 8664:2018 kadar air yang terkandung pada madu 
memiliki nilai maksimal 22%. Kadar air berfungsi sebagai pelindung dari fermentasi dan indikator kualitas yang dipengaruhi kondisi lingkungan (cuaca, 
kelembapan, dan sarang), nektar, perlakuan ekstraksi, metode penyimpanan, dan usia panen [23][24]. Suhu yang rendah dapat mempertahankan kadar 
air yang rendah sehingga melindungi madu dari kerusakan, memperpanjang masa simpan dan meminimalkan pertumbuhan mikroba [25]. Selain itu 
madu yang dipanen pada usia yang lebih tua memiliki kadar air yang lebih rendah dibandingkan madu yang dipanen saat usia lebih muda. Hal ini karena 
semakin lama madu berada di dalam sarang lebah, penguapan kadar air akan berlangsung semakin sempurna [26].

Kadar abu madu multiflora menunjukkan 1,4% melebihi batas SNI madu yaitu dengan nilai maksimal 0,5%. Hal ini menunjukkan bahwa madu multiflora 
mengindikasikan adanya kandungan mineral yang lebih tinggi. Kadar abu menunjukkan kandungan mineral dari nektar dan pollen yang beragam sesuai 
sumbernya. Madu multiflora cenderung memiliki kadar mineral tinggi seringkali ditunjukkan dengan warna yang lebih gelap. Meskipun tingginya kadar 
mineral mengindikasikan kualitas, kadar berlebihan tidak disarankan dan bisa disebabkan oleh proses pengolahan yang kurang tepat. Pengolahan madu 
yang kurang tepat seperti teknik pemerasan manual dengan tangan yang sering kali menyebabkan kontaminasi karena kurangnya perhatian terhadap 
kebersihan madu [24].

Gula pereduksi adalah gula yang dihasilkan lebah dan mampu mereduksi senyawa lain. Penentuan kadar gula pereduksi menggunakan metode Luff 
Schoorl, berdasarkan reduksi ion Cu2+ menjadi Cu+ oleh gula seperti glukosa dan fruktosa [26]. Kadar gula pereduksi madu multiflora yaitu 43,24% 
berada di bawah standar SNI dengan minimal kadar sebesar 65%. Rendahnya kadar madu dapat disebabkan oleh pencampuran dengan gula non-lebah 
(gula tebu), kelembapan, suhu penyimpanan, dan masa panen yang terlalu dini. Panen madu yang terlalu dini atau saat madu belum matang dapat 
menghambat proses inversi oleh enzim amilase, sehingga mengurangi kadar enzim diastase yang berperan mengonversi sukrosa menjadi gula 
sederhana [27]. Fermentasi dan peningkatan kadar HMF akibat keasaman dan suhu tinggi juga dapat menyebabkan kadar gula madu rendah [28]. Madu 
yang disimpan pada suhu ruang cenderung memiliki kadar gula pereduksi lebih rendah dibandingkan madu suhu dingin [26].

Pengujian kadar HMF adalah indikator penting kualitas dan kesegaran madu, melibatkan pereaksi seperti larutan Carrez I dan II yang berfungsi untuk 
mengendapkan protein, serta natrium bisulfit digunakan sebagai pembanding [29]. Kadar HMF dipengaruhi oleh pH, suhu, durasi pemanasan, kondisi 
penyimpanan, dan sumber nektar. HMF terbentuk dari dekomposisi monosakarida akibat pemanasan atau penyimpanan dalam kondisi asam dan suhu 
tinggi [30]. Oleh karena itu, kadar HMF yang rendah umumnya mengindikasi sedikitnya penambahan gula invert serta menunjukkan kualitas bahwa 
madu masih segar.  Berdasarkan Tabel 1 hasil uji HMF pada madu multiflora yaitu 40,8 mg/kg, sedikit melebihi batas SNI 8664:2018 yaitu dengan batas 
maksimum 40 mg/kg. Hal ini mengindikasikan madu telah mengalami proses pemanasan atau penyimpanan yang cukup lama [24]. Meskipun demikian, 
nilai kadar HMF madu multiflora masih dalam rentang yang tidak terlalu tinggi dibandingkan madu yang mengalami pemanasan ekstrem atau 
penyimpanan yang sangat buruk.

Berdasarkan pengujian pH madu pada Tabel 1 madu multiflora memiliki pH 4 yang memenuhi standar mutu berdasarkan SNI madu yang berkisar antara 
3,4 hingga 4,3. Tingkat keasaman madu yang rendah disebabkan oleh keberadaan asam organik seperti glukonat yang memberikan madu memiliki 
kemampuan sebagai antibakteri [31]. Kadar mineral dalam madu juga dapat mempengaruhi tingkat keasaman (pH) madu. pH madu yang rendah akan 
menghambat metabolisme bakteri gram positif dan gram negatif, sehingga dapat menyebabkan lisis pada sel bakteri dan hilangnya viabilitas 
pertumbuhan bakteri [32]. Jika pH madu berada di luar batas rentang yang telah ditetapkan dapat menyebabkan kualitas madu menjadi kurang baik. 
Kondisi ini akan mengurangi fungsi keasaman madu dalam melindungi dari kontaminasi mikroorganisme dan berpotensi mempercepat kerusakan madu 
[33].


2. Uji Skrining Fitokimia

Uji skrining fitokimia dilakukan secara kualitatif yang merupakan uji awal untuk mengidentifikasi senyawa aktif dalam suatu sampel dengan melihat reaksi 
warna yang terbentuk. Hasil skrining uji fitokimia pada madu multiflora dan bee pollen dapat dilihat pada Tabel 2 dan Tabel 3.
Tabel 2. Hasil Fitokimia Madu Multiflora

 Uji Fitokimia Pereaksi  Hasil  yang terbentuk	  Kesimpulan Alkaloid Mayer Endapan putih +++ Wagner Endapan coklat +++ Dragendorf 
Endapan jingga +++ Flavonoid  Mg  + HCI pekat +  etanol Warna merah ++ Saponin - Adanya busa stabil +++  Steroid 	 Libermann- Burchard Ungu  
ke  biruan/ hijau +++ Triterpenoid Kloroform + H2SO4 pekat Merah kecoklatan +++  Fenolik 	 NaCI  10% + Gelatin 1% Endapan putih ++  Tanin 	
FeCI 3 1% Coklat kehijauan  	 +++


Keterangan:

(+) = Teridentifikasi dengan intensitas lemah

(++)= Teridentifikasi dengan intensitas sedang

(+++) = Teridentifikasi dengan intensitas kuat




(-) = Tidak teridentifikasi senyawa metabolit sekunder

 Berdasarkan  hasil  uji fitokimia  pada Tabel 2 menunjukkan bahwa   madu multiflora memiliki kandungan senyawa bioaktif  yaitu alkaloid, flavonoid, 
saponin, steroid, triterpenoid, fenolik dan  tanin. Hal ini sesuai dengan penelitian [34] yang menyatakan bahwa madu  mengandung senyawa 
metabolit sekunder berupa  alkaloid,  tanin,  saponin,   dan  flavonoid. Serta penelitian yang dilakukan oleh [35] bahwa golongan senyawa bioaktif 
lainnya yang terdapat pada madu yaitu triterpenoid dan fenolik.

Kandungan positif senyawa flavonoid pada madu multiflora menunjukkan intensitas deteksi sedang dengan adanya perubahan warna menjadi merah. 
Flavonoid sebagai antioksidan berperan dalam menangkal radikal bebas. Pada pengujian senyawa fenolik positif menunjukkan intensitas deteksi sedang 
dengan terbentuknya endapan putih. Kandungan senyawa fenolik dalam madu berhubungan langsung dengan warna madu, warna madu yang gelap 
menunjukan kandungan fenolik dan antioksidannya yang tinggi. Senyawa saponin menunjukkan hasil positif dengan intensitas deteksi kuat terbentuknya 
busa stabil.  Saponin  adalah  glikosida yang  memiliki kemampuan  membentuk busa  atau menghasilkan buih  dalam air dan terhidrolisis menjadi  
glukosa  serta  senyawa lainnya   [36]. Senyawa tanin menunjukkan hasil positif dengan intensitas deteksi kuat terbentuknya warna coklat kehijauan. 
Tanin sebagai senyawa polifenol berbobot molekul tinggi dapat membentuk kompleks dengan protein dan menghasilkan warna kehitaman dengan ion 
logam seperti besi, kalsium, tembaga, dan magnesium. Selain berfungsi sebagai pewarna, tanin juga merupakan antioksidan yang berpotensi mencegah 
kanker [31]. Uji steroid dan triterpenoid juga menunjukkan hasil positif dengan intensitas deteksi kuat. Keberadaan steroid ditandai dengan terbentuknya 
warna ungu ke biru atau hijau pada uji Liebermann-Burchard, sedangkan triterpenoid menunjukkan warna merah hingga coklat.

 Pengujian alkaloid pada sampel madu menunjukkan hasil positif dengan intensitas deteksi kuat yang ditandai dengan terbentuknya endapan jingga saat 
direaksikan dengan pereaksi Dragendorff. Endapan ini terbentuk sebagai hasil reaksi antara elektron bebas nitrogen dalam senyawa alkaloid dengan 
komponen asam pada pereaksi Dragendorff [36]. Pengujian alkaloid juga dilakukan menggunakan pereaksi mayer dan wagner. Hasil positif 
menggunakan pereaksi mayer menunjukkan adanya endapan bewarna putih, sedangkan pereaksi wagner adanya endapan bewarna coklat. Beberapa 
metabolit sekunder termasuk alkaloid dan saponin memiliki aktivitas antibakteri dengan mekanisme kerja yang berbeda. Secara umum, senyawa-
senyawa ini menghambat pertumbuhan bakteri melalui perusakan permeabilitas membran sel bakteri yang diawali dengan penghambatan pembentukan 
komponen penyusun dinding sel [37].

Tabel 3. Hasil  Fitokimia  Bee Pollen

 Uji   Fitokimia 	  Pereaksi 	 Hasil yang terbentuk	  Kesimpulan Alkaloid Mayer Endapan putih +++ Wagner Endapan coklat +++ 
Dragendorf Endapan jingga +++ Flavonoid  Mg  + HCI pekat +  etanol Warna merah ++ Saponin - Adanya busa stabil +++  Steroid 	 Libermann-
Burchard	Ungu  ke  biruan/ hijau + Triterpenoid Kloroform + H2SO4 pekat Merah kecoklatan +  Fenolik 	 NaCI  10% + Gelatin 1% Endapan putih 
+++  Tanin 	 FeCI 3   1% 	 Coklat kehijauan	 +++


Keterangan:

(+) = Teridentifikasi dengan intensitas lemah

(++)= Teridentifikasi dengan intensitas sedang

(+++) = Teridentifikasi dengan intensitas kuat

(-) = Tidak teridentifikasi senyawa metabolit sekunder


Berdasarkan hasil uji fitokimia pada Tabel 3 menunjukkan bahwa bee pollen memiliki kandungan senyawa bioaktif meliputi  alkaloid, flavonoid,  
saponin,   steroid, triterpenoid,  fenolik  dan   tanin.  Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh [17] bahwa golongan senyawa yang terdapat 
pada bee pollen seperti alkaloid, flavonoid dan tanin. Senyawa flavonoid umumnya ditemukan di berbagai bagian tumbuhan, meliputi biji, buah, benang 
sari, dan akar. Ekstrak bee pollen setelah diuji menunjukkan hasil positif dengan intensitas deteksi sedang. Kandungan senyawa flavonoid pada pollen 
menunjukkan adanya perubahan warna menjadi merah. Flavonoid sebagai antioksidan berperan dalam menangkal radikal bebas. Berdasarkan 
penelitian [38] flavonoid memiliki aktivitas antibakteri terhadap P.acnes. Pada pengujian senyawa fenolik menunjukkan hasil positif terbentuknya endapan 
putih dengan intensitas deteksi kuat. Senyawa saponin menunjukkan hasil positif pada bee pollen terbentuknya busa stabil dengan intensitas deteksi 
kuat. Saponin adalah glikosida yang memiliki kemampuan membentuk busa atau menghasilkan buih dalam air dan terhidrolisis menjadi glukosa serta 
senyawa lainnya [36]. Senyawa tanin menunjukkan hasil positif dengan terbentuknya warna coklat kehijauan. Tanin sebagai senyawa polifenol berbobot 
molekul tinggi, dapat membentuk kompleks dengan protein dan menghasilkan warna kehitaman dengan ion logam seperti besi, kalsium, tembaga, dan 
magnesium [34]. Tanin  merupakan senyawa yang memiliki aktivitas antibakteri  dalam menghambat pertumbuhan bakteri P.acnes [38]. Uji steroid 
dan triterpenoid juga menunjukkan hasil positif dengan intensitas deteksi lemah. Keberadaan steroid ditandai dengan terbentuknya warna ungu ke biru 
atau hijau pada uji Liebermann-Burchard, sedangkan triterpenoid menunjukkan warna merah hingga coklat. 

Pengujian alkaloid pada sampel madu menunjukkan hasil positif dengan intensitas deteksi kuat yang ditandai dengan terbentuknya endapan jingga saat 
direaksikan dengan pereaksi Dragendorff. Endapan ini terbentuk sebagai hasil reaksi antara elektron bebas nitrogen dalam senyawa alkaloid dengan 
komponen asam pada pereaksi Dragendorff [36]. Pengujian alkaloid juga dilakukan menggunakan pereaksi mayer dan wagner. Hasil positif 
menggunakan pereaksi mayer menunjukkan adanya endapan bewarna putih, sedangkan pereaksi wagner adanya endapan bewarna coklat. Alkaloid 
yang memiliki sifat antibakteri bekerja dengan cara menghambat sintesis dinding sel [17]. Kandungan bee pollen secara keseluruhan sangat dipengaruhi 
oleh berbagai faktor, termasuk jenis sumber tanaman, kondisi lingkungan tempat tumbuh, musim panen sehingga variasi kandungan nutrisinya dapat 
berbeda-beda tergantung pada asal geografisnya [15].


3. Identifikasi Bakteri Propionibacterium acnes

 Identifikasi P. acnes dilakukan melalui pewarnaan gram dan pengamatan karakteristik koloni pada media Blood Agar Plate (BAP), seperti terlihat pada 
Gambar 1. Isolat menunjukkan koloni berukuran kecil, berwarna putih dan buram, dengan permukaan halus dan konsistensi padat selain itu hemolisis 
yang terbentuk adalah beta hemolisis (Gambar 1a). Hemolisis beta (β-hemolisis) adalah pemecahan sel darah merah secara lengkap atau penuh yang 
terjadi pada media BAP di sekitar koloni bakteri yang tumbuh. Setelah pewarnaan gram dan pengamatan mikroskopis dengan perbesaran 100x, P. acnes 
menunjukkan karakteristik gram positif berbentuk batang (basil), berwarna ungu (Gambar 1b). Hasil ini sesuai dengan penelitian [39] yang menyatakan 
bahwa P. acnes  merupakan bakteri gram positif berbentuk batang dengan koloni berbentuk bulat, berwarna putih sedikit buram dan hemolisis yang 
terbentuk adalah beta hemolisis. Bakteri gram positif mempertahankan pewarna utama gentian violet karena dinding selnya yang tebal dengan 
kandungan peptidoglikan tinggi, yang mampu mengikat zat warna dan tidak luntur saat dicuci alkohol.


4. Uji Antibakteri

Dari hasil pengujian aktivitas antibakteri madu, pollen serta kombinasinya terhadap bakteri P. acnes diperoleh hasil yang menunjukkan terdapatnya zona 



hambat. Berikut diagram peningkatan konsentrasi dengan diameter zona hambat (gambar 2). Hasil zona hambat dapat dilihat pada Tabel 4.  


Tabel 4. Hasil Uji Efektivitas Antibakteri Madu, Bee Pollen, serta Kombinasinya


Zat Uji	 Konsentrasi (%)	 Perhitungan Zona Hambat (mm)	 Rata-rata ± SD	 Keterangan

	 	 Pengulangan Ke-	 	 

	 	 I	 II	 III	 	 


Madu Multiflora	 25	 9	 9,8	 10	 9,60b ± 0,43	 R

	 50	 14,5	14	 15,3	14,60c ± 0,54	 R

	 75	 20	 20,36	 19,36	 19,91f ± 0,41	 I

	 100	 28,1	28	 27,02	 27,71g ± 0,49	 S

Bee Pollen	 25	 9,6	 9	 10	 9,53b ± 0,41	 R

	 50	 15	 15	 15,4	15,13c ± 0,19	 I

	 75	 15	 16	 16,4	15,80cd ± 0,59	 I

	 100	 17,21	 18	 19,56	 18,26e ± 0,98	 I

MM:BP	 1:3	 27,72	 28,2	27	 27,64g ± 0,49	 S

	 1:1	 28,85	 28	 29	 28,62g ± 0,44	 S

	 3:1	 30,67	 29,97	 28,8	29,81h ± 0,77	 S

Kontrol Positif (+)	 Tetrasiklin 	 31,67	 31,26	 31,49	 31,47i ± 0,17	 S

Kontrol Negatif (-)	 Aquades	 0	 0	 0	 0a	 R


Keterangan: Notasi huruf yang terletak di belakang angka merupakan hasil dari uji Duncan, jika memiliki notasi huruf yang sama menunjukkan tidak ada 
perbedaan nyata dan bila notasi berbeda menunjukkan perbedaan nyata. R:Resisten, I: Intermediat, dan S: Sensitif.


Uji efektivitas antibakteri madu dan bee pollen dapat dilakukan menggunakan metode difusi cakram Kirby-Bauer. Keunggulan metode ini terletak pada 
kemudahannya karena tidak memerlukan peralatan khusus dan memiliki fleksibilitas yang besar. Dalam pengujian ini, Mueller Hinton Agar (MHA) 
digunakan sebagai media karena sifatnya yang netral sehingga tidak mempengaruhi prosedur pengujian. Selain itu, MHA memiliki kandungan nutrisi 
yang optimal untuk pertumbuhan kultur bakteri [40].  

Data hasil pengukuran zona hambat yang diperoleh kemudian dilakukan uji statistik untuk melihat nilai signifikansi dari hasil tersebut. Berdasarkan uji 
analisa data menggunakan uji Anova two way. Data sebelumnya dilakukan uji normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk diperoleh nilai signifikansi 
p=0,552 menunjukkan bahwa persebaran data berdistribusi normal dengan nilai signifikan p&gt;0.05. Kemudian dilanjutkan dengan uji homogenitas 
menggunakan uji Levene menunjukkan nilai signifikan p= 0,091 menunjukkan varian data homogen (p&gt;0,05). Selanjutnya analisis statistik dilakukan 
dengan uji Anova two way untuk mengetahui adanya perbedaan pemberian berbagai konsentrasi madu, bee pollen, serta kombinasi keduanya terhadap 
rerata diameter zona hambat. Hasil menunjukkan setiap perlakukan diperoleh nilai signifikan p = 0,001 (p&lt;0,05) sehingga jenis sampel dan variasi 
konsentrasi berpengaruh terhadap diameter zona hambat pertumbuhan bakteri P.acnes. Data hasil uji Anova two way kemudian dilanjutkan ke uji 
Duncan.  Uji  Duncan  dilakukan  untuk  mengetahui  beda nyata antar kelompok perlakuan.   Berdasarkan  uji Duncan menunjukkan bahwa pada  
masing-masing jenis sampel memiliki perbedaan nyata dengan perlakuan lainnya. Pada uji Duncan, kontrol positif menunjukkan perbedaan nyata karena 
menghasilkan aktivitas antibakteri terbesar terhadap bakteri uji dibandingkan dengan kontrol negatif dan variasi konsentrasi uji lainnya.

Uji Duncan terhadap diameter zona hambat bakteri P. acnes  menunjukkan bahwa setiap kombinasi konsentrasi dan jenis sampel menghasilkan 
diameter zona hambat yang berbeda nyata. Madu dan bee pollen pada konsentrasi 25% menunjukkan bahwa kedua sampel tidak memiliki perbedaan 
nyata dan memiliki efektivitas lebih rendah dibandingkan konsentrasi lainnya. Madu 50% dan bee pollen 50% tidak menunjukkan perbedaan nyata dan 
mengindikasikan peningkatan efek antibakteri secara signifikan. Konsentrasi bee pollen 50% menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata dengan bee 
pollen konsentrasi 75%. Serta konsentrasi madu 100% menunjukkan tidak ada perbedaan nyata dengan konsentrasi kombinasi 1MM:3BP dan 
konsentrasi kombinasi 1MM:1BP. Tidak adanya perbedaan nyata menunjukkan bahwa pada kelompok konsentrasi memiliki efek yang sama dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri P. acnes. Konsentrasi bee pollen 100%, madu 75%, dan kombinasi 3MM:1BP menunjukkan perbedaan nyata 
terhadap diameter zona hambat. Hal ini berarti konsentrasi setiap sampel tersebut telah menunjukkan efek yang berbeda dalam menghambat 
pertumbuhan bakteri P. acnes. Berdasarkan hasil uji zona hambat madu, bee pollen serta kombinasi memiliki potensi sebagai antibakteri terhadap 
pertumbuhan P.acnes. Uji Pos Hoc Duncan menunjukkan kombinasi antara madu dan bee pollen pada konsentrasi 3MM:1BP memiliki daya hambat yang 
lebih besar dibandingkan konsentrasi jenis sampel uji lainnya.  

 Tabel 4. menunjukkan madu multiflora memiliki aktivitas antibakteri yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri P.acnes dengan konsentrasi 25%, 
50%, 75%, dan 100%. Hal tersebut terlihat pada diameter zona hambat yang dihasilkan pada Gambar 3. Madu multiflora memiliki zona hambat pada 
konsentrasi 100% dengan rata-rata diameter zona bening 27,71 mm termasuk dalam kategori kuat (sensitif), konsentrasi 75% memiliki nilai rata-rata 
19,91 mm termasuk dalam kategori sedang (intermediat), konsentrasi 50% memiliki nilai rata-rata 14,60 mm termasuk dalam kategori lemah (resisten) 
dan konsentrasi 25% memiliki nilai rata-rata 9,60 mm termasuk dalam kategori lemah (resisten). Konsentrasi 25% merupakan konsentrasi hambat 
minimum (KHM) dengan konsentrasi terendah yang rata-rata diameternya 9,60 mm dan konsentrasi 100% merupakan konsentrasi bunuh minimum 
(KBM) dengan rata rata diameternya 27,71 mm. Secara umum, diameter zona hambat cenderung meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi 
ekstrak dan berlaku pula sebaliknya. Hal  ini  sesuai  dengan  studi yang  dilakukan oleh [41] dimana konsentrasi madu yang tinggi menghasilkan zona 
hambat yang lebih besar. Hasil penelitian ini juga sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh [42] yang meneliti tentang uji aktivitas antibakteri madu 
lebah hutan terhadap pertumbuhan bakteri P.acnes yang menunjukkan aktivitas antibakteri pada konsentrasi 100% dengan kategori kuat (sensitif). 

Viskositas madu yang tinggi berperan sebagai penghalang fisik dan memberikan perlindungan terhadap infeksi bakteri. Selain itu, konsentrasi gula yang 
tinggi dalam madu mempengaruhi sifat osmolaritas, sehingga secara efektif menghambat proliferasi mikroba. Aktivitas antibakteri madu merupakan hasil 
kontribusi berbagai faktor yang bekerja secara tunggal maupun sinergis. Komponen-komponen ini seperti hidrogen peroksida, senyawa fenolik, pH 
rendah, tekanan osmotik, serta kadnaungan fitokimia lain pada madu. Madu secara khusus menunjukkan aktivitas antimikroba yang berkaitan dengan 
produksi hidrogen peroksida, yang dihasilkan dari transformasi glukosa oleh enzim glukosa oksidase. Tingkat produksi hidrogen peroksida ini bervariasi 
bergantung pada kadar enzim dan sumber bunga asal madu [43].

Berdasarkan hasil penelitian pada Tabel 4. menunjukkan bee pollen menunjukkan aktivitas antibakteri yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri 



P.acnes dengan konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%. Hal tersebut terlihat pada diameter zona hambat yang dihasilkan pada Gambar 3. Bee pollen 
memiliki zona hambat pada konsentrasi 100% dengan rata-rata diameter zona bening 18,26 mm termasuk dalam kategori sedang (intemediate), 
konsentrasi 75% memiliki nilai rata-rata 15,80 mm termasuk dalam kategori sedang (intemediat), konsentrasi 50% memiliki nilai rata-rata 15,13 mm 
termasuk dalam kategori sedang (intemediat) dan konsentrasi 25% memiliki nilai rata-rata 9,53 mm termasuk dalam kategori lemah (resisten). 
Konsentrasi 25% merupakan konsentrasi hambat minimum (KHM) dengan konsentrasi terendah yang rata-rata diameternya 9,53 mm dan konsentrasi 
100% merupakan konsentrasi bunuh minimum (KBM) dengan rata rata diameternya 18,26 mm. Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya [17] bahwa 
bee pollen memiliki aktivitas dalam menghambat bakteri P.acnes. Asam fenolik dan flavonoid dalam bee pollen memiliki kemampuan antibakteri dengan 
mendegradasi membran sitoplasma bakteri yang menyebabkan hilangnya ion kalium dan inisiasi autolisis sel [16]. Rendahnya aktivitas antibakteri pada 
bee pollen meskipun memiliki profil fitokimia yang serupa dengan madu menunjukkan bahwa aktivitas antimikroba bersifat spesifik terhadap jenis 
fitokimia tertentu atau bergantung pada konsentrasi. Hal ini menunjukkan bahwa bee pollen mungkin tidak mengandung senyawa antimikroba spesifik 
yang ditemukan dalam madu atau jika ada konsentrasinya sangat rendah sehingga tidak efektif menghambat pertumbuhan mikroorganisme yang diuji. 
Perbedaan dalam proses pascapanen dan penyimpanan antara madu dan bee pollen juga dapat berpengaruh pada variasi bioaktivitas [44].

Pada pengujian antibakteri kombinasi antara madu multiflora dan bee pollen pada Gambar 3 menunjukkan aktivitas antibakteri yang mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri P.acnes dengan kombinasi perbandingan 1MM:3BP, 1MM:1BP, 3MM:1BP. Hal tersebut terlihat pada diameter zona 
hambat yang dihasilkan. Tabel 4 menunjukkan bahwa kombinasi konsentrasi 1MM:3BP memiliki zona hambat pada dengan rata-rata diameter zona 
bening 27,64 mm termasuk dalam kategori kuat (sensitif), konsentrasi 1MM:1BP memiliki nilai rata-rata 28,62 mm termasuk dalam kategori kuat 
(sensitif), dan konsentrasi 3MM:1BP memiliki nilai rata-rata 29,81 mm termasuk dalam kategori kuat (sensitif). Pada pengujian antibakteri kombinasi 
antara madu dan pollen memiliki daya hambat sangat kuat. Hal ini sesuai dengan studi [18] bahwa penambahan bee pollen pada madu secara signifikan 
meningkatkan kandungan fenolik, terutama flavonoid seperti kaempferol dan asam fenolik seperti asam galat sehingga memiliki kandungan yang tinggi 
antioksidan dan antiradikal. 

Pada Tabel 4 kontrol positif menggunakan antibiotik tetrasiklin menunjukan rata-rata zona hambat sebesar 31,47 mm kategori kuat (sensitive). Tetrasiklin 
adalah antibiotik yang bersifat bakteriostatik yaitu kemampuan untuk menghambat sintesis protein bakteri [45]. Tetrasiklin sebagai agen antimikroba 
dikategorikan sensitif apabila memiliki zona hambat dengan diameter ≥15 mm, intermediet 12−14 mm, dan resistensi pada ≤11 mm [40]. Sedangkan 
untuk kontrol negatif menggunakan aquades steril dan menunjukkan tidak adanya aktivitas antibakteri. Hal ini disebabkan karena aquades tidak memiliki 
senyawa antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri P.acnes. 

Berdasarkan hasil tersebut bahwa madu multiflora, bee pollen serta kombinasinya mempunyai potensi sebagai antimikroba yang ditunjukkan dengan 
adanya zona hambat dan daya bunuh bakteri pada ketiga sampel terhadap bakteri P. acnes dengan konsentrasi madu dan bee pollen 25%, 50%, 75% 
dan 100% serta kombinasi perbandingan 1MM:3BP, 1MM:1BP, dan 3MM:1BP. 

IV. Simpulan

Produk turunan lebah madu dan bee pollen memiliki aktivitas antibakteri dalam menghambat pertumbuhan Propionibacterium acnes. Madu multiflora 
mempunyai aktivitas antibakteri paling besar yaitu 27,71 mm pada konsentrasi 100%. Bee pollen memiliki zona hambat terbesar pada konsentrasi 100% 
yaitu 18,26 mm. Kombinasi lebih efektif menghambat bakteri P.acnes pada perbandingan konsentrasi 3MM:1BP yaitu dengan diameter zona hambat 
29,81. Diameter zona hambat madu multiflora terhadap P.acnes sebesar 27,71 termasuk kategori kuat (sensitif), diameter bee pollen sebesar 18,26 
dengan kategori sedang (intermediate), dan kombinasi yaitu 29.81 dengan kategori kuat (sensitif). Hasil analisis data statistik menunjukkan adanya 
perbedaan yang signifikan antara sampel madu, bee pollen dan kombinasi  terhadap pertumbuhan bakteri Propionibacterium acnes. 
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