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ABSTRACT

Stunting is a linear growth disorder associated with chronic malnutrition. The development of snacks made
from local food ingredients rich in protein and bioactive compounds can support food diversification. This
study aims to analyze the protein and flavonoid content, as well as the acceptance level, of catfish (Clarias
gariepinus) cakes supplemented with fern leaf flour (Diplazium esculentum). The laboratory phase used a
completely randomized design with four formulations. The laboratory phase employed a completely
randomized design with four formulations containing 0, 5, 10, and 15 g of fern leaf flour, each with three
replicates. Protein content was analyzed using the Kjeldahl method, and flavonoid content was determined
using UV-Vis spectrophotometry. Acceptability was assessed using a hedonic test involving 30 untrained child
panelists aged 9—11 years. Laboratory data were analyzed according to their distribution; nonparametric
comparisons were performed using the Kruskal Wallis test, followed by paired comparisons with multiple
comparisons correction if differences were found. Acceptability data were analyzed using the Friedman test,
followed by the Wilcoxon signed-rank test. Protein content increased from 11.67 to 15.31 g/100 g of cookies
as the fern leaf flour content increased from 0 to 15 g. Flavonoid content also increased from 1.2 to 52.7
mg/100 g cookies. Formula P1, with the addition of 5 g of fern leaf flour, received the highest average
acceptability ratings for taste, aroma, texture, color, and overall acceptability. The results of the study indicate
that the addition of fern leaf flour can increase the measured protein and flavonoid content in catfish cookies,
whereas adding too much can reduce sensory acceptability. The product still requires evaluation of its
nutritional adequacy, safety, serving size, and suitability for the target group before it can be recommended
as a dietary supplement.
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ABSTRAK
Stunting adalah gangguan pertumbuhan linier yang terkait dengan malnutrisi kronis. Pengembangan makanan
ringan berbahan dasar bahan pangan lokal yang kaya protein dan senyawa bioaktif dapat mendukung
diversifikasi pangan. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis kandungan protein dan flavonoid, serta
tingkat penerimaan, dari kue ikan lele (Clarias gariepinus) dengan tambahan tepung daun pakis (Diplazium
esculentum). Tahap laboratorium menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan empat formulasi yang
mengandung tepung daun pakis 0, 5, 10, dan 15 g, masing-masing dengan tiga ulangan. Kadar protein
dianalisis menggunakan metode Kjeldahl dan kadar flavonoid menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Daya
terima diuji menggunakan uji hedonik melibatkan 30 panelis anak usia 9—11 tahun yang tidak terlatih. Analisis
data laboratorium disesuaikan dengan distribusi data; perbandingan nonparametrik menggunakan uji Kruskal
Wallis dan dilanjutkan dengan uji perbandingan berpasangan dengan koreksi multipel apabila terdapat
perbedaan. Data daya terima dianalisis menggunakan vji Friedman dan dilanjutkan dengan Wilcoxon signed-
rank. Kadar protein meningkat dari 11,67 menjadi 15,31 g/100 g cookies seiring peningkatan tepung daun
pakis dari 0 menjadi 15 g. Kadar flavonoid juga meningkat dari 1,2 menjadi 52,7 mg/100 g cookies. Formula
P1 dengan penambahan 5 g tepung daun pakis memperoleh rata-rata daya terima tertinggi pada aspek rasa,
aroma, tekstur, warna, dan penerimaan keseluruhan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan tepung
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daun pakis dapat meningkatkan kadar protein dan flavonoid yang terukur pada cookies ikan lele, sedangkan
penambahan yang terlalu tinggi dapat menurunkan penerimaan sensoris. Produk masih memerlukan evaluasi
kecukupan gizi, keamanan, ukuran sajian, dan kesesuaian dengan kelompok sasaran sebelum
direkomendasikan sebagai makanan tambahan.

Kata kunci: cookies ikan lele; daun pakis; daya terima; flavonoid; protein

PENDAHULUAN

Stunting adalah keadaan anak gagal tumbuh akibat kekurangan gizi kronis dalam waktu yang lama yang
mengakibatkan tinggi badan anak terlalu pendek untuk usianya yakni <-2 SD sampai dengan <-3 SD
(Kementerian Kesehatan RI 2017). Menurut Data Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) tahun 2020 terdapat
22,2% atau 149,2 juta balita stunting. Sebesar 21,5% balita mengalami stunting di Indonesia (Kemkes RI
2023). Jawa Timur memiliki prevalensi stunting sebesar 19,2% dengan kabupaten tertinggi ketiga adalah
Kabupaten Bondowoso pada tahun 2022 mencapai 32% (Kemenkes RI 2022). Dinas Kesehatan Kabupaten
Bondowoso menyatakan bahwa pada tahun 2022 menunjukkan Kecamatan Bondowoso memiliki jumlah
stunting sebesar 25,67%, angka ini masih jauh dari target penurunan angka stunting nasional yakni 14%.

Stunting disebabkan oleh faktor langsung yaitu jumlah dan jenis makanan yang dikonsumsi tidak
seimbang serta faktor tidak langsung yaitu riwayat kesehatan (Kemenkes RI 2022). Asupan makanan yang
tidak seimbang dapat menyebabkan tubuh kekurangan nutrisi seperti protein. Protein dapat meningkatkan
pertumbuhan, memperkuat tulang dan otot serta mengoptimalkan perkembangan otak (Anzi et al. 2024). Selain
protein, tubuh juga membutuhkan senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid. Stunting dapat meningkatkan
kerentanan tubuh terhadap infeksi akibat pelepasan sitokin proinflamasi berupa IL-1, IL-6, dan IL-8 yang
menyebabkan anak berpotensi untuk mengalami kegagalan dalam pertumbuhan dan perkembangan (Putra et
al. 2021). Oleh karena itu, perlu adanya inovasi makanan pendamping yang dapat mencegah stunting, salah
satu nya adalah dengan memberikan pemberian makanan tambahan (PMT) tinggi protein dan antioksidan
berbahan dasar pangan lokal seperti ikan lele dan daun pakis.

Pencegahan stunting memerlukan inovasi PMT berbahan dasar pangan lokal yang kaya akan zat gizi
untuk pertumbuhan dan perkembangan anak. Indonesia memiliki keanekaragaman pangan yang dapat
dijadikan pengembangan PMT salah satunya adalah ikan lele. Ikan lele memiliki protein yang lebih tinggi
sebesar 18,4 g dibandingkan dengan ikan tongkol sebesar 13,7 g (TKPI 2017). Selain kaya gizi ikan lele di
wilayah Bondowoso mudah ditemukan, menurut data dari Dinas Perikanan Kabupaten Bondowoso tahun 2019
menunjukkan jumlah produksi ikan lele mencapai 684,6 ton. Berdasarkan penelitian Laila et al. (2023) cookies
ikan lele (Clarias gariepinus) dengan penambahan labu kuning (Cucurbita moschata) menyatakan bahwa nilai
gizi pada semua taraf perlakuan secara stimulan mempunyai efek pencegahan stunting dalam meningkatkan
berat badan balita.

Selain ikan lele, pakis memiliki kandungan flavonoid relatif tinggi yang dibutuhkan tubuh sehingga
dapat digunakan menjadi inovasi PMT berbahan pangan lokal salah satunya adalah cookies ikan lele dengan
penambahan tepung pakis. Tanaman pakis di daerah Pasuruan (bagian timur), Probolinggo, Lumajang, Jember,
Situbondo, Bondowoso, dan Banyuwangi menunjukkan bahwa hasil panen tanaman pakis sebesar 2.553 ton
pada tahun 2022 (BPS Jawa Timur 2022). Daun pakis memiliki kandungan fenolat 26,8—57,2 mg GAE/g serta
flavonoid 90,6-144,5 mg QE/g yang relatif tinggi (Amna dan Mardina 2019). Penelitian terdahulu
menunjukkan bahwa Diplazium esculentum berpotensi dikembangkan sebagai bahan pangan karena memiliki
kandungan protein yang cukup tinggi. Aguilar et al. (2024) melaporkan bahwa tepung Diplazium esculentum
hasil pengeringan dan penggilingan mengandung protein kasar sebesar 16,11 g/100 g dan memiliki
karakteristik yang mendukung penggunaannya dalam berbagai produk pangan, termasuk produk panggang.
Hal tersebut sejalan dengan penelitian ini, dimana cookies ikan lele dengan penambahan tepung daun pakis
memiliki kadar protein sebesar 11,67-15,31 g/100 g. Kadar protein tertinggi pada formulasi dengan
penambahan tepung daun pakis menunjukkan bahwa bahan tersebut berpotensi berkontribusi terhadap
peningkatan kandungan protein produk. Namun, kadar protein cookies tidak dapat dibandingkan secara
langsung dengan kadar protein tepung daun pakis karena cookies merupakan produk pangan komposit yang
kandungan proteinnya berasal dari beberapa bahan penyusun. Oleh karena itu, penggunaan tepung Diplazium
esculentum dalam formulasi cookies ikan lele dapat dipertimbangkan sebagai salah satu strategi pemanfaatan
pangan lokal untuk meningkatkan nilai gizi produk.

Berkaitan dengan penjabaran tersebut, salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk mendukung
pemenuhan kebutuhan gizi balita adalah melalui pemberian makanan tambahan (PMT) yang memiliki
kandungan zat gizi tinggi, terutama protein, serta dapat diterima oleh konsumen sasaran. Oleh karena itu,
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penelitian ini mengembangkan cookies ikan lele dengan penambahan tepung daun pakis sebagai alternatif PMT
bagi balita usia 12—59 bulan yang berisiko mengalami stunting. Cookies memiliki cita rasa yang manis dan
cenderung gurih, sehingga banyak digemari oleh berbagai kalangan salah satunya balita. Selain itu, cookies
memiliki tekstur yang renyah sehingga dapat dikonsumsi balita. Terjadi peningkatan konsumsi cookies dari
19.449 ons pada tahun 2016 menjadi 22.834 ons pada tahun 2020, dengan rata-rata peningkatan dari tahun
2016 hingga 2020 sebesar 4,25% (Kementan RI 2020). Peningkatan penjualan camilan bayi menurut top brand
di Indonesia sebesar 5,7% pada tahun 2023-2024 (Top Brand Award 2024). Oleh karena itu, cookies dapat
dikembangkan menjadi PMT berbahan dasar pangan lokal menjadi cookies ikan lele dengan penambahan
tepung pakis sebesar (0g, 5g, 10g dan 15g) yang mengacu pada penelitian yang dilakukan Widowati et al.
(2023) menyatakan bahwa kandungan aktivitas antioksidan meningkat seiring bertambahnya penambahan
tepung daun kelor sebesar 5%, 10% dan 15% pada olahan makanan terfortifikasi tepung daun kelor. Diplazium
esculentum merupakan salah satu tanaman pangan lokal yang telah dimanfaatkan sebagai sayuran dan memiliki
potensi untuk dikembangkan menjadi bahan pangan alternatif karena mengandung zat gizi dan senyawa
bioaktif. Penelitian terdahulu mengenai Diplazium esculentum telah banyak berfokus pada karakterisasi
kandungan gizi, fitokimia, aktivitas biologis, serta pengolahan dalam bentuk pangan sederhana. Namun,
berdasarkan penelusuran literatur yang dilakukan, belum ditemukan penelitian yang secara spesifik
mengembangkan tepung daun Diplazium esculentum sebagai bahan fortifikasi dalam produk pangan berbentuk
cookies, khususnya cookies berbasis ikan lele. Kondisi tersebut menunjukkan adanya kesenjangan penelitian
dalam pemanfaatan daun pakis sebagai bahan baku yang diolah terlebih dahulu menjadi tepung dan selanjutnya
diaplikasikan pada produk pangan.

Penelitian mengenai fortifikasi cookies menggunakan bahan pangan nabati seperti tepung daun kelor
dan tepung labu kuning telah menunjukkan bahwa penambahan bahan tersebut dapat memengaruhi kandungan
gizi dan karakteristik produk. Namun, hasil penelitian tersebut belum dapat secara langsung menggambarkan
potensi tepung daun pakis karena setiap bahan memiliki komposisi gizi, karakteristik fisikokimia, serta
kandungan senyawa bioaktif yang berbeda. Oleh karena itu, penelitian mengenai pemanfaatan tepung daun
Diplazium esculentum perlu dilakukan untuk mengetahui karakteristik produk yang dihasilkan. Kesenjangan
tersebut menjadi dasar penelitian ini, yaitu mengembangkan cookies ikan lele dengan penambahan tepung
daun pakis (Diplazium esculentum) pada beberapa tingkat formulasi dan mengevaluasi kadar protein, kadar
flavonoid, serta daya terima produk. Penggunaan ikan lele sebagai bahan dasar memberikan sumber protein
hewani, sedangkan tepung daun pakis digunakan sebagai bahan pangan lokal yang berpotensi memberikan
kontribusi zat gizi dan senyawa bioaktif. Dengan demikian, penelitian ini tidak hanya menguji penambahan
bahan nabati pada cookies, tetapi secara khusus mengeksplorasi pemanfaatan tepung daun Diplazium
esculentum sebagai bahan fortifikasi pada cookies ikan lele, yang masih terbatas diteliti.

METODE
Desain, tempat, dan waktu

Penelitian terdiri atas dua tahap. Tahap pertama merupakan penelitian eksperimental laboratorium
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan empat formulasi dan tiga ulangan untuk formula PO
=penambahan 0 g tepung daun pakis, P1=penambahan 5 g tepung daun pakis, P2=penambahan 10 g tepung
daun pakis dan P3=penambahan 15 g tepung daun pakis. Tahap kedua merupakan uji daya terima
menggunakan uji hedonik pada panelis anak usia 9—11 tahun. Panelis dipilih berdasarkan kriteria inklusi dan
eksklusi yang telah ditetapkan. Setiap panelis mendapatkan empat sampel cookies dari formulasi PO, P1, P2,
dan P3 dan melakukan penilaian secara individual terhadap rasa, aroma, tekstur, warna, dan penerimaan
keseluruhan menggunakan formulir uji hedonik. Tahap laboratorium dilakukan di Laboratorium Terpadu
Fakultas Kesehatan Masyarakat Universitas Jember untuk pembuatan tepung ikan lele dan tepung daun pakis,
sedangkan analisis protein dan flavonoid dilakukan di Laboratorium Analisis Pangan Politeknik Negeri
Jember. Uji daya terima dilakukan di SDN 2 Kotakulon. Penelitian dilaksanakan pada Oktober—Desember
2024.

Jenis dan cara pengambilan subjek

Subjek penelitian pada tahap uji daya terima merupakan panelis konsumen tidak terlatih. Berdasarkan
Badan Standardisasi Nasional (2011) SNI 2346:2011 panelis berjumlah minimal 30 anak usia 9—11 tahun yang
memenuhi kriteria inklusi dan mengikuti uji hedonik terhadap cookies ikan lele dengan penambahan tepung
daun pakis. Panelis direkrut dari siswa SDN 2 Kotakulon yang memenuhi kriteria inklusi. Kriteria inklusi
meliputi anak usia 9—11 tahun yang bersedia mengikuti uji daya terima, sedangkan kriteria eksklusi meliputi
anak yang memiliki alergi terhadap bahan cookies, seperti ikan lele, susu, atau telur, serta anak yang sedang
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mengalami kondisi yang dapat mengganggu fungsi indera pengecap. Setiap panelis menilai keempat formulasi
cookies (PO, P1, P2, dan P3) menggunakan uji hedonik. Penelitian telah memperoleh persetujuan etik dari
Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dengan nomor
2832/UN25.8/KEPK/DL/2024 pada Oktober 2024. Persetujuan orang tua/wali diperoleh sebelum anak
mengikuti penelitian.

Bahan dan alat yang digunakan

Pembuatan cookies diawali dengan menyiapkan dan menimbang seluruh bahan sesuai formulasi
perlakuan. Penelitian menggunakan empat formulasi, yaitu PO tanpa penambahan tepung daun pakis, Pl
dengan penambahan 5 g, P2 dengan penambahan 10 g, dan P3 dengan penambahan 15 g tepung daun pakis.
Bahan yang digunakan meliputi tepung terigu protein rendah, maizena, tepung ikan lele, tepung daun pakis,
kuning telur, margarin, garam, rum butter, vanili, susu bubuk, gula halus, soda kue, dan baking powder.
Formula selain tepung daun pakis dibuat sama pada seluruh perlakuan. Berbagai bahan yang digunakan dalam
penelitian ini disajikan dalam tabel 1:

Tabel 1. Formula cookies ikan lele dengan penambahan tepung daun pakis

F | ki Formula

ormula cookies PO P1 P2 P3
Tepung terigu 100 100 100 100
Maizena 25 25 25 25
Tepung ikan lele 20 20 20 20
Tepung daun pakis 0 5 10 15
Kuning telur 50 50 50 50
Margarin 90 90 90 90
Garam 2 2 2 2
Vanili 3 3 3 3
Gula halus 35 35 35 35

Tahap selanjutnya adalah pencampuran bahan pembentuk adonan dengan tepung ikan lele dan tepung
daun pakis sesuai perlakuan. Adonan yang telah homogen kemudian dibentuk dan dicetak menjadi cookies
dengan prosedur yang sama pada setiap perlakuan. Cookies selanjutnya dipanggang hingga matang, kemudian
didinginkan. Cookies yang telah dingin ditempatkan dalam wadah sampel dan digunakan untuk analisis kadar
protein, kadar flavonoid, serta uji daya terima. Gambar cookies disajikan dalam Gambar 1.

Gambar 1. Cookies ikan lele dengan penambahan tepung daun pakis

Jenis dan cara pengumpulan data

Data kadar protein diperoleh melalui analisis metode Kjeldahl dan dinyatakan dalam satuan g/100 g.
Data kadar flavonoid diperoleh melalui metode spektrofotometri UV-Vis dan dinyatakan sebagai mg/100 g.
Daya terima dinilai menggunakan uji hedonik terhadap lima aspek, yaitu rasa, aroma, tekstur, warna, dan
penerimaan keseluruhan. Skala penilaian yang digunakan adalah skala 1-4, dengan 1=tidak suka, 2=netral,
3=suka, dan 4=sangat suka, apabila sesuai dengan formulir uji yang digunakan.
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Pengolahan dan analisis data

Data kadar protein dan flavonoid dianalisis secara statistik menggunakan perangkat lunak SPSS. Uji
normalitas dilakukan menggunakan Shapiro—Wilk karena jumlah ulangan pada masing-masing perlakuan
kurang dari 50. Uji homogenitas varians dilakukan menggunakan Levene’s test. Data kadar protein tidak
memenuhi asumsi normalitas sehingga dianalisis menggunakan uji Kruskal-Wallis dengan tingkat kemaknaan
5% (0=0,05). Apabila terdapat perbedaan yang signifikan, analisis dilanjutkan menggunakan uji Mann—
Whitney U secara berpasangan dengan koreksi Bonferroni.

Data kadar flavonoid berdistribusi normal tetapi memiliki varians yang tidak homogen, sehingga
digunakan Welch ANOVA pada tingkat kemaknaan 5% (0=0,05). Apabila terdapat perbedaan yang signifikan,
analisis dilanjutkan dengan uji Games—Howell untuk mengetahui pasangan perlakuan yang berbeda signifikan.

Data daya terima diperoleh dari 30 panelis tidak terlatih yang menilai empat formulasi cookies (PO, P1,
P2, dan P3) terhadap atribut rasa, aroma, tekstur, warna, dan penerimaan keseluruhan menggunakan uji
hedonik. Karena panelis yang sama menilai seluruh formulasi, data daya terima dianalisis menggunakan uji
Friedman dengan tingkat kemaknaan 5% (0=0,05). Apabila terdapat perbedaan yang signifikan, dilakukan uji
lanjut Wilcoxon Signed-Rank secara berpasangan dengan koreksi Bonferroni.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji kandungan protein. Berdasarkan gambar 1, dapat dilihat hasil uji kandungan protein cookies ikan
lele dengan penambahan tepung daun pakis dari 3 kali ulangan pada 4 taraf perlakuan menunjukkan bahwa
semakin banyak penambahan tepung daun pakis maka kadar protein yang terkandung semakin tinggi.
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Gambar 2. Kadar protein cookies ikan lele dengan penambahan tepung daun pakis
(P0=0 g; P1=5 g; P2=10 g; P3=15 g tepung daun pakis). Satuan: g/100 g cookies

Hasil pengukuran kadar protein pada kelompok PO, P1, P2, dan P3 menunjukkan adanya peningkatan
nilai rata-rata kadar protein seiring dengan peningkatan perlakuan. Rata-rata kadar protein pada kelompok PO
sebesar 11,6767+0,01155, P1 sebesar 12,8167+0,03215, P2 sebesar 14,0700+0,06245, dan P3 sebesar
15,3133+0,06506. Uji normalitas dilakukan menggunakan Shapiro—Wilk karena jumlah sampel pada masing-
masing kelompok kurang dari 50. Hasil uji menunjukkan bahwa kadar protein pada kelompok PO memiliki
nilai signifikansi 0,000 (p<0,05) sehingga data pada kelompok PO tidak berdistribusi normal. Sementara itu,
kelompok P1, P2, dan P3 memiliki nilai signifikansi masing-masing sebesar 0,298; 0,463; dan 0,915 (p>0,05)
sehingga data pada ketiga kelompok tersebut berdistribusi normal. Dengan demikian, karena terdapat salah
satu kelompok yang tidak berdistribusi normal, analisis perbedaan antar kelompok dilanjutkan menggunakan
uji nonparametrik Kruskal-Wallis. Uji homogenitas varians menggunakan Levene's test menunjukkan nilai
signifikansi sebesar 0,214 (p>0,05). Hasil tersebut menunjukkan bahwa varians kadar protein pada kelompok
PO, P1, P2, dan P3 bersifat homogen. Meskipun demikian, karena asumsi normalitas tidak terpenuhi pada
seluruh kelompok, pengujian perbedaan antar kelompok tetap dilakukan menggunakan uji Kruskal-Wallis.
Hasil vji Kruskal-Wallis menunjukkan nilai statistik H sebesar 10,421 dengan derajat kebebasan (df) sebesar
3 dan nilai signifikansi 0,015 (p<0,05). Hasil tersebut menunjukkan bahwa terdapat perbedaan kadar protein
yang signifikan secara statistik pada kelompok perlakuan PO, P1, P2, dan P3. Berdasarkan nilai mean rank,
kelompok PO memiliki peringkat rata-rata sebesar 2,00, P1 sebesar 5,00, P2 sebesar 8,00, dan P3 sebesar 11,00,
yang menunjukkan kecenderungan peningkatan kadar protein dari PO hingga P3. Selanjutnya dilakukan
analisis post hoc menggunakan Mann—Whitney untuk mengetahui perbedaan antar pasangan kelompok. Karena
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terdapat enam perbandingan, dilakukan koreksi Bonferroni sehingga tingkat signifikansi ditetapkan sebesar
0,0083. Hasil uji menunjukkan bahwa seluruh pasangan kelompok memiliki nilai p sebesar 0,100, yaitu PO—
P1, PO-P2, PO-P3, P1-P2, P1-P3, dan P2-P3. Seluruh nilai tersebut lebih besar dibandingkan nilai a
Bonferroni 0,0083, sehingga tidak terdapat perbedaan yang signifikan pada masing-masing pasangan
kelompok berdasarkan uji Mann—Whitney setelah koreksi Bonferroni. Dengan demikian, peningkatan kadar
protein dari PO hingga P3 dapat dijelaskan sebagai kecenderungan secara deskriptif, tetapi belum dapat
dinyatakan bahwa setiap peningkatan proporsi tepung daun pakis menyebabkan peningkatan kadar protein
yang signifikan secara statistik. Secara komposisi, peningkatan kadar protein tersebut dapat berkaitan dengan
kontribusi protein dari tepung daun pakis, yang berdasarkan data komposisi pangan mengandung sekitar 21,52
g protein per 100 g bahan. Meskipun demikian, kadar protein cookies tidak dapat dikaitkan hanya dengan
penggunaan tepung daun pakis karena protein produk juga berasal dari bahan lain, terutama tepung ikan lele,
serta dipengaruhi oleh proporsi masing-masing bahan dalam formulasi. Selain itu, proses pengolahan juga
dapat memengaruhi karakteristik dan kadar zat gizi produk akhir.

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Rohmawati et al. (2019) yang menunjukkan bahwa
penambahan tepung daun kelor pada produk cookies dapat meningkatkan kadar protein dibandingkan dengan
produk tanpa penambahan tepung daun kelor. Hasil serupa dilaporkan oleh Laila et al. (2023) pada cookies
ikan lele dengan penambahan tepung labu kuning, yang menunjukkan bahwa variasi formulasi dapat
memengaruhi kandungan protein produk. Temuan tersebut menunjukkan bahwa penggunaan bahan pangan
nabati sebagai bahan substitusi atau fortifikasi dapat berkontribusi terhadap karakteristik gizi cookies,
meskipun besarnya perubahan kandungan protein bergantung pada jenis, jumlah, dan proporsi bahan yang
digunakan. Penelitian Azzahra dan Suryaalamsah (2024) melaporkan cookies dengan penambahan tepung
daun kelor dan tepung sorgum memiliki kadar protein sebesar 8,11 g/100 g. Sementara itu, Rumida et al.
(2023) melaporkan bahwa cookies ikan lele dengan penambahan tepung kacang merah, tepung talas, tepung
formula tempe, dan bahan lainnya memiliki kontribusi terhadap kandungan protein produk. Dalam penelitian
ini, kadar protein cookies berkisar antara 11,67-15,31 g/100 g. Secara deskriptif, rentang tersebut lebih tinggi
dibandingkan kadar protein pada beberapa produk cookies yang dilaporkan dalam penelitian terdahulu.
Namun, perbandingan tersebut perlu diinterpretasikan secara hati-hati karena perbedaan formulasi, jenis
bahan, proporsi bahan, metode pengolahan, dan metode analisis dapat memengaruhi kadar protein produk.

Uji kandungan flavonoid. Berdasarkan gambar 2, dapat dilihat hasil uji kandungan protein cookies ikan
lele dengan penambahan tepung daun pakis dari 3 kali ulangan pada 4 taraf perlakuan menunjukkan bahwa
semakin banyak penambahan tepung daun pakis maka kadar flavonoid yang terkandung semakin tinggi.

Hasil uji Shapiro—Wilk menunjukkan bahwa kadar flavonoid pada PO, P1, P2, dan P3 berdistribusi
normal dengan nilai signifikansi berturut-turut 0,780; 0,843; 0,107; dan 0,637 (p>0,05). Namun, uji Levene
menunjukkan varians tidak homogen (p=0,001), sehingga digunakan Welch ANOVA. Hasil Welch ANOVA
menunjukkan terdapat perbedaan kadar flavonoid yang signifikan antarperlakuan (Welch=305654,878; df1=3;
df2=3,996; p<0,001). Uji lanjut Games—Howell menunjukkan seluruh pasangan perlakuan berbeda signifikan,
yaitu PO-P1 (p<0,001), PO-P2 (p=0,001), PO—P3 (p<0,001), P1-P2 (p=0,003), P1-P3 (p<0,001), dan P2—P3
(p=0,004). Kadar flavonoid meningkat secara berturut-turut dari PO, P1, P2 hingga P3.
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Peningkatan kadar flavonoid pada penelitian ini sejalan dengan karakteristik fitokimia Diplazium
esculentum. Penelitian Devi et al. (2024) menunjukkan bahwa ekstrak Diplazium esculentum mengandung
flavonoid, dengan kadar flavonoid sebesar 146,90+27,20 pg QE/g berat segar pada ekstrak etil asetat dan
101,954+40,62 pg QE/g berat segar pada ekstrak air. Perbedaan kadar antarjenis ekstrak menunjukkan bahwa
jenis pelarut dapat memengaruhi jumlah flavonoid yang berhasil diekstraksi.

Temuan tersebut diperkuat oleh penelitian internasional pada Diplazium esculentum yang menunjukkan
bahwa tanaman ini merupakan sumber senyawa bioaktif, termasuk flavonoid. Kunkeaw et al. (2021)
melaporkan bahwa ekstrak etanol Diplazium esculentum memiliki kandungan senyawa fenolik dan flavonoid
yang tinggi serta aktivitas antioksidan yang lebih baik dibandingkan ekstrak dengan pelarut yang kurang polar.
Analisis HPLC pada ekstrak etanol mengidentifikasi quercetin sebesar 1.463,69+29,07 ng/g ekstrak dan rutin
sebesar 760,77+26,93 ug/g ekstrak. Hasil tersebut menunjukkan bahwa Diplazium esculentum tidak hanya
mengandung flavonoid secara umum, tetapi juga memiliki beberapa senyawa flavonoid spesifik yang
berpotensi berkontribusi terhadap aktivitas biologisnya.

Keberadaan flavonoid pada daun pakis juga dilaporkan oleh Pratama et al. (2024), yang melakukan
karakterisasi simplisia dan skrining fitokimia ekstrak pakis sayur (Diplazium esculentum). Penelitian tersebut
mengidentifikasi adanya flavonoid, alkaloid, polifenol, dan saponin pada ekstrak, sedangkan analisis KLT
menunjukkan keberadaan senyawa flavonoid dengan nilai Rf 0,21. Temuan ini memperkuat bahwa daun pakis
yang digunakan sebagai bahan penelitian memiliki potensi sebagai sumber senyawa bioaktif, sehingga
penambahannya ke dalam cookies dapat berkontribusi terhadap peningkatan kadar flavonoid produk.

Hasil penelitian ini juga sejalan dengan penelitian pengembangan produk pangan menggunakan bahan
nabati kaya senyawa bioaktif. Pada cookies dengan substitusi tepung daun kelor, penambahan tepung daun
kelor sebesar 2,5%, 5%, dan 10% digunakan untuk meningkatkan karakteristik gizi dan bioaktif produk, dan
cookies yang diperkaya tepung daun kelor menunjukkan peningkatan komponen bioaktif dan aktivitas
antioksidan dibandingkan kontrol. Penelitian lain pada cookies dengan penambahan tepung bunga telang juga
menunjukkan bahwa variasi penambahan bahan nabati berpengaruh terhadap kandungan flavonoid produk,
dengan kadar flavonoid total tertinggi dilaporkan sebesar 1,456 mg QE/g ekstrak.

Peningkatan kadar flavonoid pada cookies penelitian ini dapat dijelaskan berdasarkan adanya
penambahan tepung daun pakis sebagai sumber flavonoid. Pada PO yang tidak mendapatkan penambahan
tepung daun pakis, kadar flavonoid terutama berasal dari bahan penyusun cookies lainnya. Ketika jumlah
tepung daun pakis ditingkatkan pada P1, P2, dan P3, jumlah senyawa flavonoid yang masuk ke dalam matriks
cookies juga meningkat. Dengan demikian, perbedaan kadar flavonoid antarperlakuan menunjukkan adanya
hubungan antara jumlah tepung daun pakis yang digunakan dengan kadar flavonoid produk.

Namun, peningkatan kadar flavonoid pada produk pangan tidak hanya ditentukan oleh jumlah bahan
sumber flavonoid, tetapi juga dapat dipengaruhi oleh proses pengolahan, jenis pelarut dan metode analisis,
serta interaksi senyawa bioaktif dengan matriks pangan. Penelitian mengenai produk bakery menunjukkan
bahwa proses pemanggangan dapat memengaruhi stabilitas senyawa bioaktif. Oleh karena itu, kadar flavonoid
yang terukur pada cookies merupakan hasil dari keseimbangan antara flavonoid yang berasal dari tepung daun
pakis dan perubahan senyawa tersebut selama proses pengolahan. Penelitian mengenai penggabungan ekstrak
daun zaitun ke dalam biskuit, misalnya, menunjukkan bahwa enkapsulasi dapat membantu melindungi
senyawa fenolik selama kondisi pemanggangan.

Selain itu, penelitian Aguilar et al. (2024) pada tepung Diplazium esculentum menunjukkan bahwa daun
pakis dapat dikeringkan dan diolah menjadi tepung yang berpotensi diaplikasikan pada produk pangan,
termasuk produk bakery. Penelitian tersebut menemukan bahwa kondisi ekstraksi memengaruhi kandungan
fitokimia; perlakuan ekstraksi pada 60°C selama 6 jam menghasilkan kadar flavonoid tertinggi sebesar 17,92
mg QE/g ekstrak. Temuan tersebut menunjukkan bahwa kondisi pengolahan dan ekstraksi berperan dalam
menentukan jumlah flavonoid yang dapat terukur dari Diplazium esculentum.

Dengan demikian, peningkatan kadar flavonoid pada cookies ikan lele dari PO hingga P3 menunjukkan
bahwa tepung daun pakis berpotensi menjadi bahan pangan lokal yang dapat meningkatkan kandungan
senyawa bioaktif pada produk. Hasil ini memperkuat potensi pemanfaatan Diplazium esculentum tidak hanya
sebagai sayuran, tetapi juga sebagai bahan yang dapat diolah menjadi tepung dan diaplikasikan dalam
pengembangan produk pangan. Meskipun demikian, kadar flavonoid hasil penelitian ini tidak dapat
dibandingkan secara langsung dengan kadar flavonoid pada ekstrak atau tepung Diplazium esculentum dari
penelitian lain karena terdapat perbedaan bentuk sampel, metode ekstraksi, pelarut, satuan hasil, serta metode
analisis. Oleh karena itu, perbandingan dengan penelitian terdahulu lebih tepat digunakan untuk menunjukkan
konsistensi bahwa Diplazium esculentum merupakan sumber flavonoid dan bahwa peningkatan proporsi bahan
sumber flavonoid dalam produk pangan dapat meningkatkan kadar flavonoid produk.
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Hasil uji daya terima. Penilaian dilakukan menggunakan uji hedonik terhadap lima aspek, yaitu rasa,
aroma, tekstur, warna, dan penerimaan keseluruhan, pada 30 panelis anak usia 9-11 tahun. Nilai pada Tabel 1
menunjukkan rata-rata dan simpangan baku skor hedonik.

Tabel 1. Hasil uji Friedman

Kriteria p-value
Warna 0,012
Rasa 0,339
Aroma 0,465
Tekstur 0,530
Keseluruhan 0,497

Berdasarkan Tabel 1, Hasil uji Friedman menunjukkan bahwa terdapat perbedaan tingkat kesukaan
panelis terhadap atribut warna cookies pada perlakuan PO, P1, P2, dan P3 (p=0,012; p<0,05). Oleh karena itu,
dilakukan uji lanjut Wilcoxon Signed-Rank Test dengan koreksi Bonferroni. Hasil uji Wilcoxon Signed-Rank
Test disajikan dalam Tabel 2.

Tabel 2. Hasil uji Wilcoxon Signed-Rank Test

Warna Warna Warna Warna Warna Warna
P1-P0O P2-P0 P3-P0 P2-P1 P3-P1 P3-P2
p-value 0,559 0,042 0,025 0,018 0,26 0,933

Dari enam pasangan perlakuan, diperoleh nilai p sebesar 0,559 (P1-P0), 0,042 (P2—P0), 0,025 (P3-P0),
0,018 (P2-P1), 0,026 (P3—P1), dan 0,933 (P3-P2). Dengan batas signifikansi Bonferroni sebesar 0,0083,
seluruh pasangan memiliki p>0,0083, sehingga tidak terdapat perbedaan signifikan pada pasangan perlakuan
setelah koreksi Bonferroni. Sementara itu, atribut rasa, aroma, tekstur, dan keseluruhan tidak menunjukkan
perbedaan yang signifikan berdasarkan hasil uji Friedman (p>0,05), sehingga tidak dilakukan uji lanjut.

Adanya perbedaan penilaian pada atribut warna berdasarkan uji Friedman menunjukkan bahwa variasi
formulasi cookies memberikan pengaruh terhadap persepsi visual panelis. Warna merupakan salah satu
karakteristik sensori yang pertama kali diamati oleh konsumen sebelum atribut rasa, aroma, dan tekstur.
Perubahan proporsi tepung daun pakis dalam formulasi dapat menyebabkan perubahan warna cookies karena
bahan nabati yang digunakan memiliki pigmen alami dan dapat mengalami perubahan warna selama proses
pemanggangan.

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Adi et al. (2024) mengenai penambahan tepung daun kelor
pada kukis bebas gluten yang menunjukkan bahwa penambahan tepung daun dapat memengaruhi karakteristik
sensori, termasuk warna. Pada penambahan 3% tepung daun kelor, produk masih memperoleh penilaian warna
sedikit disukai dan secara keseluruhan masih dapat diterima panelis. Penelitian lain oleh Amalia et al. (2024)
juga menunjukkan bahwa variasi penambahan tepung daun kelor pada produk pangan memengaruhi
karakteristik organoleptik, dan formulasi dengan penambahan 2,5 g tepung daun kelor menjadi formulasi yang
paling disukai berdasarkan warna, aroma, rasa, dan tekstur.

Perubahan warna pada cookies juga dapat dipengaruhi oleh reaksi pencoklatan selama pemanggangan,
terutama reaksi Maillard antara gula pereduksi dan asam amino serta karamelisasi. Semakin besar proporsi
bahan yang memiliki warna khas, semakin besar kemungkinan warna akhir produk berubah. Selain itu,
penggunaan tepung ikan lele dan bahan penyusun lainnya juga dapat berkontribusi terhadap warna akhir
cookies. Oleh karena itu, perbedaan warna pada penelitian ini tidak dapat dikaitkan hanya dengan tepung daun
pakis, tetapi merupakan hasil interaksi antara komposisi bahan dan proses pemanggangan.

Meskipun uji Friedman menunjukkan perbedaan secara keseluruhan, uji Wilcoxon dengan koreksi
Bonferroni tidak menunjukkan perbedaan signifikan pada keenam pasangan perlakuan. Hal tersebut
menunjukkan bahwa perbedaan ranking warna yang terdeteksi secara keseluruhan belum cukup kuat untuk
menunjukkan pasangan perlakuan tertentu yang berbeda setelah dilakukan penyesuaian terhadap multiple
comparisons. Dengan demikian, secara statistik dapat dikatakan bahwa variasi perlakuan memberikan
kecenderungan perubahan penerimaan warna, tetapi tidak terdapat pasangan formulasi tertentu yang berbeda
nyata setelah koreksi Bonferroni.

Hasil tersebut berbeda dengan penelitian Septiyanti et al. (2025) yang mengembangkan cookies berbasis
tepung ikan penja. Penelitian tersebut menemukan adanya perbedaan signifikan pada warna, aroma, tekstur,
dan rasa antarformulasi (p<0,001), dengan formulasi yang mengandung 25% tepung ikan penja menjadi
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formulasi yang paling disukai. Perbedaan hasil tersebut kemungkinan berkaitan dengan jenis bahan yang
digunakan, konsentrasi substitusi, karakteristik warna bahan, komposisi formula, serta karakteristik panelis.

KESIMPULAN

Penambahan tepung daun pakis (Diplazium esculentum) pada cookies ikan lele meningkatkan kadar
protein dan flavonoid produk. Kadar protein meningkat dari 11,67 g/100 g pada PO menjadi 15,31 g/100 g
pada P3, sedangkan kadar flavonoid meningkat dari 1,2 mg/100 g pada PO menjadi 52,7 mg/100 g pada P3.
Peningkatan kadar tersebut menunjukkan bahwa semakin tinggi penambahan tepung daun pakis, semakin
tinggi kadar protein dan flavonoid yang terukur pada cookies. Dari aspek daya terima, formulasi P1 dengan
penambahan 5 g tepung daun pakis memperoleh tingkat penerimaan tertinggi pada atribut rasa, aroma, tekstur,
warna, dan penerimaan keseluruhan. Berdasarkan pertimbangan kandungan gizi dan penerimaan sensoris, P1
ditetapkan sebagai formulasi yang paling sesuai dalam penelitian ini.

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan. Pengujian kadar protein dan flavonoid dilakukan dengan
tiga ulangan pada masing-masing formulasi sehingga jumlah data laboratorium relatif terbatas. Selain itu, uji
daya terima menggunakan panelis anak usia 9—11 tahun, sehingga hasil penerimaan sensoris belum dapat
secara langsung menggambarkan penerimaan kelompok sasaran PMT balita. Penelitian ini juga belum
mencakup analisis kecukupan zat gizi berdasarkan kebutuhan balita, keamanan pangan, ukuran porsi, umur
simpan, serta penerapan produk pada kelompok sasaran secara langsung.

Penelitian selanjutnya disarankan menggunakan jumlah ulangan analisis laboratorium yang lebih besar
untuk meningkatkan kekuatan analisis statistik. Pengembangan produk juga perlu dilanjutkan dengan analisis
zat gizi lain, keamanan mikrobiologis, umur simpan, ukuran dan komposisi porsi, serta perhitungan kontribusi
zat gizi terhadap kebutuhan balita. Uji penerimaan selanjutnya dapat melibatkan orang tua atau pengasuh
sebagai pihak yang menentukan penerimaan makanan untuk balita, serta dapat dilanjutkan dengan pengujian
pada kelompok sasaran secara langsung setelah memenuhi aspek etik dan keamanan. Penelitian lebih lanjut
juga diperlukan untuk mengevaluasi efektivitas cookies sebagai bagian dari makanan tambahan dalam
mendukung pemenuhan kebutuhan gizi dan pencegahan stunting.
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