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Abstract

Loloh is one of the traditional beverages in Bali made from fresh leaves, root, stem, seeds or fruit without cooking
treatment (cold process). Some studies showed that /oloh in several area in Bali is not worth to consume because of high
level of microbial contamination. This study aimed to determine the effect of pasteurization time to produce loloh
pohpohan leaves with the best antioxidant activity and free from microbial contamination. This experiment used a
Completely Randomized Design with 7 variations of pasteurization treatment time, namely 0, 10, 15, 20, 25 30 and 35
minutes. The treatment was repeated three time for obtain 21 experimental units. The data obtained were analyzed by
analyze of variance and if the treatment had significant effect, then it was followed by Duncan Multiple Range Test
(DMRT). The result of this study showed that pasteurization time has a very significant effect (P<0,01) on total microbial,
total coliform and antioxidant activity. The best lo/oh treatment in this study was obtain with 20 minutes pasteurization
time with the total plate count 0 CFU/mL (no microbes showed), negative coliform and antioxidant activity 58.39% with
ICspvalued 1584.097 ppm, the color is neutral, the aroma is neutral, the taste was bitter and neutral and overall acceptance

is neutral.
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PENDAHULUAN 1,76 mg, kaemferol 0,25 mg, luteolin 0,33 mg,
Pohpohan merupakan tanaman indigenous antosianin 0,75 mg, asam klorogenat 17,47 mg,
asam kafeat 1,11 mgasam ferulat 0,17 mg dan total
fenol 121,52 mg (Andarwulan dan Faradilla,

2012).

yang banyak ditanam di dataran tinggi. Pohpohan
dapat tumbuh dengan tinggi 0,5 — 2 m, berbentuk

elips dan tepi daun bergerigi (Siemonsma dan

Piluek, 1994). Umumnya daun pohpohan Hingga saat ini khususnya di Bali, daun

dikonsumsi dalam bentuk mentah sebagai lalapan pohpohan belum banyak diolah menjadi produk

atau direbus. Hasil penelitian Mandarini (2014) pangan  dan  sebagian  masyarakat  belum

menyebutkan bahwa pohpohan memiliki aktivitas mengetahui  bahwa  daun fersebut  dapat

antioksidan tertinggi sebesar 97,89 mg AEAC/100 dikonsumsi. Oleh karena itu, salah satu upaya

g dibandingkan beberapa sayuran yang terdapat di pemanfaatan  daun pohpohan - scbagai pangan

Jawa Barat lainnya vyaitu daun singkong, fungsional adalah diolah menjadi minuman

kecombrang, kemangi, katuk, selada, bayam, tradisional Bali yang telah banyak dikenal dan

kangkung, genjer dan brokoli. Pohpohan juga dikonsumsi masyarakat yaitu loloh. Loloh

s . merupakan salah satu minum tradisional khas Bali
memiliki kandungan senyawa quersetin sebesar
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yang terbuat dari ekstrak yang berasal dari
tumbuhan misalnya pada bagian akar, batang, biji,
buah serta daun atau bagian-bagian dari berbagai
jenis tumbuhan memiliki khasiat sebagai obat
(Kusumawati, 2016).

Cara  pengolahan loloh  tergolong
sederhana sehingga banyak diproduksi dalam skala
rumah tangga. Loloh diolah dengan cara
diekstraksi langsung dari daun segar dengan cara
diremas tanpa proses pemanasan. Cara pengolahan
loloh yang sederhana ini tidak menutup
kemungkinan terdapat kontaminasi mikroba
patogen salah satunya ialah coliform. Coliform
merupakan suatu grup bakteri yang digunakan
sebagai indikator adanya polusi kotoran dan
kondisi yang tidak baik terhadap air, makanan,
susu dan produk-produk susu. Adanya bakteri
coliform dalam makanan dan minuman
menunjukkan kemungkinan adanya mikroba
enteropatogenik dan toksigenik yang berbahaya
bagi kesehatan (Widianti dan Ristianti, 2004).
Kartika et al., (2015) melaporkan bahwa tingkat
cemaran coliform pada loloh yang dijual di daerah
Denpasar mencapai 78,57%, sehingga dapat
dikatakan sebagian besar /loloh tercemar oleh
bakteri coliform. Maka dari itu untuk mengurangi
cemaran mikroba pada /loloh dapat dilakukan
dengan cara pasteurisasi.

Pasteurisasi merupakan proses pemanasan
pada suhu 60-100°C yang bertujuan untuk
membunuh  mikroorganisme seperti  bakteri,
kapang dan khamir dengan masih
mempertimbangkan mutu bahan pangan tersebut
(Fellow, 1992). Kusuma et al. (2007) melaporkan

bahwa proses pasteurisasi dengan suhu 80°C
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menghasilkan jus jeruk pacitan dengan kualitas
yang memiliki jumlah mikroba terendah yaitu
1,9x10? koloni/ml jus jeruk yang telah memenuhi
SNI (<2x10? koloni/ml), dan Fadil et al., (2016)
melaporkan bahwa pasteurisasi dengan suhu 77-88
°C dengan waktu 30 menit menghasilkan sari ubi
jalar ungu dengan kualitas terbaik. Proses
pasteurisasi juga dapat mempengaruhi aktivitas
antioksidan dalam suatu produk, suhu dan waktu
yang tepat dapat menghasilkan produk dengan
aktivitas antioksidan tertinggi, namun apabila suhu
dan waktu yang digunakan terlalu tinggi maka
dapat  menyebabkan  kerusakan  senyawa
antioksidan dalam produk. Penelitian yang
dilakukan oleh Gupita (2012) melaporkan bahwa
sari kulit buah manggis dengan pH 4 dan suhu
pasteurisasi 85°C memiliki aktivitas antioksidan
tertinggi yaitu 89,70%.

Hingga saat ini belum dilakukan penelitian
terkait waktu pasteurisasi yang tepat untuk
menjaga aktivitas antioksidan dan mencegah
kontaminasi mikroba patogen pada /loloh. Oleh
karena itu penelitian ini bertujuan untuk
mengembangkan daun  pohpohan  menjadi
minuman tradisional Jloloh serta mengetahui
pengaruh waktu pasteurisasi terhadap cemaran
mikrobiologis dan aktivitas antioksidan loloh daun

pohpohan.

METODE

Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium
Pengolahan Pangan, Laboratorium Mikrobiologi
pangan dan Laboratorium Analisis Pangan

Fakultas  Teknologi  Pertanian  Universitas
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Udayana. Waktu penelitian berlangsung dari bulan
September sampai Oktober 2020.
Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian
adalah daun pohpohan muda dan segar dengan ciri
berwarna hijau muda dan berjumlah 4 dari atas
puscuk daun yang diperoleh di hutan kebun raya
Bedugul, Tabanan, Bali, metanol, aquades, 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), media plate
count agar (merck), peptone water (merck), media
lactose broth (oxoid), air kemasan, kertas saring,
aluminium foil, kertas buram, karet gelang,
kantung plastik, kapas, spirtus, alkohol 70% dan
kertas label.

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian
ini adalah kompor, dandang, baskom, blender,
saringan, autoclave, laminar air flow, inkubator,
spektrofotometer  (Genesys 10S  UV-Vis),
timbangan analitik (Shimadzu ATY224), vortex,
pipet tetes, pipet mikro, tip, botol kaca, bunsen,
batang bengkok, cawan petri, tabung reaksi, rak
tabung reaksi, spatula, corong, labu ukur, gelas
beaker, gelas ukur, erlenmeyer dan kuvet.
Rancangan Penelitian dan Analisa Data

Rancangan  yang  digunakan pada
penelitian ini adalah Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan perlakuan waktu pasteurisasi yang
terdiri dari 7 taraf yaitu; TO= 0 menit, T1= 10
menit, T2= 15 menit, T3= 20 menit, T4= 25 menit,
T5= 30 menit, T6= 35 menit dan diulang sebanyak
3 kali sehingga diperoleh 21 unit percobaan. Data
yang diperoleh dianalisis menggunakan sidik
ragam (ANOVA) dan apabila perlakuan

berpengaruh terhadap parameter yang diamati
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maka dilanjutkan dengan uji Duncan’s Multiple
Range Test (DMRT) (Gomez dan Gomez, 1995).
Pembuatan Loloh Daun Pohpohan

Penelitian ini diawali dengan melakukan
pemetikan daun pohpohan yang muda berwarna
hijau muda berjumlah 4 dari atas pucuk daun yang
diperoleh di hutan kebun raya Bedugul, Desa
Candikuning, Kecamatan Baturiti, Kabupaten
Tabanan, Bali. Kemudian dilakukan sortasi daun
untuk mendapatkan daun pohpohan yang segar dan
juga utuh serta memisahkan daun dari batangnya.
Selanjutnya daun pohpohan dicuci hingga bersih
menggunakan air mengalir.

Daun pohpohan sebanyak 50 g kemudian
dihaluskan menggunakan blender. Dipanaskan air
sebanyak 500 ml hingga suhu 80°C, kemudian
daun pohpohan yang telah dihaluskan dimasukkan
kedalam air tersebut dan di panaskan sesuai
perlakuan yaitu 10 menit, 15 menit, 20 menit, 25
menit, 30 menit dan 35 menit kemudian disaring.
Setelah /Joloh selesai dipasteurisasi kemudian
ditambahkan garam sebanyak 1% dari jumlah
volume loloh yang didapatkan.

Parameter yang diamati

Parameter yang diamati pada penelitian ini
adalah Total Mikroba (Fardiaz, 1992), Total
Coliform (Fardiaz, 1992), Aktivitas Antioksidan
(Blois, 1985 dalam Hanani et al, 2005) dan

Evaluasi Sensoris (Soekarto, 1985).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Total Mikroba
Hasil pengujian total mikroba dan coliform
loloh daun pohpohan dapat dilihat pada Tabel 1.
Berdasarkan hasil pengujian TPC pada loloh daun
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pohpohan menunjukkan adanya pengurangan
jumlah mikroba akibat proses pasteurisasi.
Semakin lama waktu pasteurisasi maka jumlah
mikroba yang terdapat dalam /oloh daun pohpohan
semakin berkurang. Mikroba dalam suatu produk
dapat disebabkan oleh beberapa hal yaitu heginitas
baik dari alat maupun dari bahan yang digunakan
dalam proses produksi. Pada hasil pengujian TPC
angka tertinggi terdapat pada [loloh dengan

perlakuan kontrol atau tanpa proses pasteurisasi
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yaitu sebesar 7,3x10° CFU/mL dan setelah proses
pasteurisasi selama 10 menit jumlah mikroba mulai
berkurang menjadi 3,3x10> CFU/mL, proses
pasteurisasi ini menyebabkan sebagian mikroba
mati sehingga jumlah mikroba berkurang
dibandingkan pada perlakuan kontrol, pada
pasteurisasi dengan waktu 15 menit hingga 35
menit hasil pengujian menunjukkan jumlah
mikroba menjadi 0 atau tidak terdapat mikroba

yang tumbubh.

Tabel 1. Nilai rata-rata total mikroba dan coliform loloh daun pohpohan.

Waktu Pasteurisasi Total Mikroba (CFU/mL) Coliform (MPN/mL)
0 menit 7,3x103 1,1x10%
10 menit 3,3x10? negatif
15 menit negatif
20 menit negatif
25 menit negatif
30 menit negatif
35 menit negatif

Keterangan: CFU : Colony Forming Unit
MPN : Most Probable Number

Proses pemanasan dapat mengurangi
jumlah mikroba dalam sampel. Proses pasteurisasi
sendiri merupakan proses pemanasan dengan suhu
di bawah 212°F (100°C) yang bertujuan untuk
membunuh atau memperlambat pertumbuhan
mikroba pathogen yang dapat memperpanjang
masa simpan (Ningsih et al., 2014). Berdasarkan
laporan FAO/WHO tahun 1970 dan Moatz (1982)
dalam Abubakar et al., (2001) pasteurisasi pada
umumnya dapat mengurangi jumlah kuman 90-
99%, bergantung pada jenis dan jumlah kuman
sebelum proses pasteurisasi. Berdasarkan Standar
Nasional Indonesia (SNI) 7388:2009 ditetapkan
bahwa kandungan mikroba dalam produk

minuman <10° koloni/mL (Pratiwi, 2005). Hal ini

menunjukkan bahwa /loloh daun pohpohan ini

masih layak dikonsumsi.

Total Coliform

Hasil nilai rata-rata MPN coliform loloh
daun pohpohan dapat dilihat pada Tabel 1.
Berdasarkan hasil pengujian total coliform produk
loloh  daun pohpohan diketahui perlakuan
pasteurisasi mampu mengurangi total coliform
dalam produk. Loloh daun pohpohan yang
mendapat  perlakuan  pasteurisasi  negatif
mengandung coliform yang ditandakan tidak
adanya gelembung udara pada tabung durham.
Sementara /oloh daun pohpohan dengan perlakuan
kontrol (tanpa pasteurisasi) positif tercemar

mikroba coliform yang ditandai dengan munculnya
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gelembung pada tabung durham serta perubahan
warna dari media yang digunakan. Sampel yang
menunjukkan hasil positif disebabkan karena
bakteri tersebut memfermentasikan laktosa yang
menghasilkan asam dan gas pada tabung BGLB
(Widiyanti, 2002 dalam Sunarti, 2015).
Perhitungan MPN  (Most  Probable
Number) pada perlakuan kontrol yaitu sebesar
1,1x10* MPN/mL. Berdasarkan surat keputusan
dirjan POM (SNI) 7388:2009 yaitu cemaran
coliform maksimum sebesar 20 MPN/ mL yang
berarti produk /Joloh daun pohpohan tanpa
perlakuan pasteurisasi ini tidak layak di konsumsi

karna melewati batas maksimum yang telah
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ditetapkan. Loloh daun pohpohan tanpa perlakuan
pasteurisasi positif tercemar coliform dapat
disebabkan oleh penggunaan air untuk pembuatan
produk maupun untuk mencuci daun telah tercemar
coliform. Keberadaan bakteri coliform dapat
menyebabkan beberapa penyakit khususnya yaitu
diare. Adanya coliform dalam air menunjukkan
bahwa air tersebut telah tercemar oleh bakteri

Eschericia coli.

Aktivitas Antioksidan
Hasil analisis aktivitas antioksidan loloh

daun pohpohan dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Nilai rata-rata aktivitas antioksidan loloh daun pohpohan

Waktu Pasteurisasi

Aktivitas Antioksidan (%)

0 menit
10 menit
15 menit
20 menit
25 menit
30 menit
35 menit

12,84+0,93 f
27,554+0,30 d
40,35+0,42 b
58,39+0,50 a
36,49+0,64 ¢
27,23+0,82 d
18,53+0,85 ¢

Keterangan: Nilai rata-rata + standar deviasi (n=3). Huruf yang berbeda dibelakang nilai rata-rata pada kolom yang sama

menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05).

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa
perlakuan waktu pasteurisasi berpengaruh sangat
nyata (P<0,01) terhadap aktivitas antioksidan loloh
daun pohpohan. Berdasarkan Tabel 2 nilai
antioksidan /oloh daun pohpohan berkisar antara
12,84%-58,39%. Aktivitas antioksidan tertinggi
terdapat pada perlakuan pasteurisasi 20 menit yaitu
sebesar 58,39% dan terendah pada perlakuan
kontrol (pasteurisasi 0 menit) 12,84%. Pada
perlakuan waktu pasteurisasi 0 menit hingga 20

menit terjadi kenaikan aktivitas antioksidan, hal ini

dikarenakan proses pemanasan dapat membantu
memecah atau membuka jaringan yang terdapat
pada daun pohpohan sehingga komponen aktif
daun tersebut dapat terekstrak keluar. Proses
pemanasan sayuran dapat menyebabkan kerusakan
pada dinding sel tanaman sehingga senyawa dalam
sel termasuk senyawa antioksidan keluar dari sel
dan masuk kedalam pelarut air (Momuat et al,
2010). Reische et al., (2002) dalam Momuat (2010)
juga menyatakan bahwa beberapa senyawa

antioksidan akan lebih aktif jika dipanaskan karena
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peranannya dalam reaksi pencoklatan
nonenzimatik, sedangkan korotenoid mencapai
kestabilan jika dipanaskan sehingga kegunaannya
sebagai antioksidan semakin membaik.

Sedangkan pada waktu pasteurisasi 25
menit-35 menit terjadi penurunan kembali aktivitas
antioksidan, hal ini dikarenakan senyawa
antioksidan mulai mengalami kerusakan akibat
waktu pemanasan. Hal ini sesuai dengan
pernyataan Patran et al, (2009) yaitu senyawa
antioksidan akan mudah terdegradasi bila terkena
suhu tinggi dalam waktu yang lama. Hal ini
disebabkan senyawa antioksidan kehilangan
kemampuannya mendonorkan elektron untuk
menetralkan senyawa radikal. Pokorny et al,
(2001) juga melaporkan pemanasan dapat
menyebabkan terjadinya percepatan reaksi inisiasi
dan penurunan aktivitas antioksidan dikarenakan
senyawa metabolit sekunder yang berperan sebagai
antioksidan mengalami kerusakan sehingga kurang
mampu mereduksi radikal bebas dengan baik.
aktivitas

Selanjutnya perlakuan

antioksidan tertinggi yang diperoleh dari waktu
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pasteurisasi 20 menit dilakukan pengujian ICs.
ICso merupakan konsentrasi suatu zat antioksidan
yang dapat menghambat radikal bebas sebanyak
50% (Molyneux, 2004). Nilai ICso loloh daun
pohpohan dengan perlakuan pasteurisasi 20 menit
yaitu sebesar 1584,097 ppm. Semakin rendah nilai
ICso maka semakin tinggi kandungan aktivitas
antioksidan dalam bahan tersebut. Menurut
Molyneux (2004) klasifikasi ICso dibagi menjadi 5
yaitu <50 ppm (sangat kuat), 50-100 ppm (kuat),
100-150 ppm (sedang), 150-200 ppm (lemah) dan
>200 ppm (sangat lemah). Maka dari itu nilai ICs
dari loloh daun pohpohan ini tergolong sangat

lemah karena >200 ppm.

Evaluasi Sensori

Pengujian sifat sensoris pada penilitian ini
dilakukan dengan uji hedonik terhadap warna,
aroma, rasa dan penerimaan keseluruhan.
Pengujian skoring dilakukan terhadap rasa pahit.
Nilai rata-rata kesukaan terhadap warna, rasa,
aroma, penerimaan keseluruhan dan skor rasa pahit

dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Nilai rata-rata kesukaan dan skor rasa pahit loloh daun pohpohan.

Waktu Warna Aroma Rasa Penerimaan Skoring Rasa
Pasteurisasi Keseluruhan

10 menit 3,28+1,02 a 3,2840,93 a 3,08+0,99 a 3,24£1,01 a 2,84+1,02 be
15 menit 3,60+1,15a 3,40+1,04 a 3,00+1,08 a 3,28+1,17 a 2,80+0,91 be
20 menit 3,32+0,80 a 3,32+0,90 a 3,12+0,83 a 3,44+0,76 a 2,68+1,10 ¢
25 menit 3,68+1,10 a 3,60+1.08 a 3,44+0,82 a 3,80+0,86 a 2,96+0,79 abc
30 menit 3,48+0,77 a 3,60+0.86 a 3,44+0,96 a 3,64+0,49 a 3,32+0,85 ab
35 menit 3,60+0,70 a 3,324098 a 3,20£1,22 a 3,24£1,01 a 3,40+0,70 a

Keterangan: Nilai rata-rata & standar deviasi (n=3). Huruf yang berbeda dibelakang nilai rata-rata pada kolom yang sama

menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05).
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a. Warna

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa
perlakuan waktu pasteurisasi tidak berpengaruh
(P>0,05) terhadap kesukaan panelis pada warna
loloh daun pohphan. Tabel 3 menunjukkan nilai rata-
rata kesukaan panelis terhadap warna loloh daun
pohpohan berkisar antara 3,28 hingga 3,68 yaitu
biasa. Loloh daun pohpohan yang di pasteurisasi ini

memiliki kenampakan warna hijau tua.

b. Aroma

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa
perlakuan pasteurisasi tidak berpengaruh (P>0,05)
terhadap aroma loloh daun pohpohan. Nilai rata-rata
tingkat kesukaan panelis terhadap aroma dapat
dilihat pada Tabel 3. Kesukaan panelis terhadap
aroma loloh daun pohpohan berkisar antara 3,38
hingga 3,60 dengan kriteria biasa. Meilgaard et al.,
(2000) menyatakan aroma dari makanan timbul
karena terbentuknya senyawa volatile. Senyawa
volatile dapat hilang selama proses pengolahan

terutama karena panas (Fellow, 1988).

c. Rasa

Pengujian terhadap rasa dilakukan dengan
uji hedonik dan skoring, nilai hedonik dan skoring
rasa dari loloh daun pohpohan dapat dilihat pada
Tabel 3. Hasil sidik ragam uji skoring terhadap rasa
pahit dari Joloh daun pohpohan menunjukkan
perlakuan berpengaruh nyata (P<0,05). Rata-rata
nilai skoring terhadap rasa berkisar antara 2,80
(pahit) hingga 3,40 (agak pahit). Semakin lama
waktu pasteurisasi, tingkat kepahitan dari /o/loh daun

pohpohan berkurang. Hal ini dapat disebabkan oleh
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kandungan tanin yang terdapat dalam daun
pohpohan. Proses pemanasan menyebabkan tanin
terekstrak dan bercampur dengan pelarut air, namun
setelah mencapai titik optimal beberapa senyawa
termasuk tanin akan mengalami penurunan
dikarenakan tanin mengalami kerusakan akibat
pemanasan yang berlangsung terus menerus (Sukardi
et al., 2007). Hal tersebut menyebabkan rasa pahit
dari loloh pohpohan berkurang seiring dengan
lamanya waktu pasteurisasi karena rusaknya
kandungan tanin.

Pengujian rasa selanjutnya yaitu uji hedonik,
hasil sidik ragam menunjukkan bahwa perlakuan
waktu pasteurisasi tidak berpengaruh (P>0,05)
terhadap tingkat kesukaan panelis terhadap rasa loloh
daun pohpohan. Nilai rata-rata kesukaan panelis
terhadap rasa /oloh daun pohpohan berkisar antara
3,00 hingga 3,40 yaitu biasa. Hal ini dapat
disebabkan rasa pahit yang dimiliki loloh daun
pohpohan sehingga panelis tidak terlalu menyukai

rasa dari loloh daun pohpohan.

d. Penerimaan Keseluruhan

Penerimaan keseluruhan dipengaruhi oleh
beberapa faktor diantaranya yaitu warna, aroma dan
rasa dari produk tersebut. Hasil sidik ragam
menunjukkan bahwa perlakuan waktu pasteurisasi
tidak berpengaruh (P>0,05) terhadap penerimaan
keseluruhan /oloh daun pohpohan. Nilai rata-rata
penerimaan keseluruhan /Joloh daun pohpohan
seperti pada Tabel 3, yaitu 3,24 hingga 3,80 yaitu

biasa.
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian di atas, dapat
disimpulkan bahwa waktu pasteurisasi berpengaruh
sangat nyata terhadap total mikroba, bakteri
coliform, aktivitas antioksidan, rasa (uji skoring) dan
tidak berpengaruh pada kesukaan terhadap warna,
aroma, rasa dan penerimaan keseluruhan /oloh daun
pohpohan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
waktu pasteurisasi 20 menit merupakan perlakuan
terbaik dengan karakteristik sebagai berikut: total
mikroba 0 CFU/mL, negatif bakteri coliform,
aktivitas antioksidan 58,39% dengan nilai ICsg
1584,097 ppm serta kesukaan terhadap warna,
aroma, rasa, dan penerimaan keseluruhan biasa, serta

rasa pabhit.
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