RESPON IMUN NON-SPESIFIK DAN PERFORMA PERTUMBUHAN LELE Clarias gariepinus (Burchell, 1822) YANG DIBERI PAKAN DENGAN SUPLEMENTASI TEPUNG DAUN KELOR Moringa oleifera (Lamk, 1785)
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Lele sangkuriang (Clarias gariepinus) yakni spesies budidaya yang digemari masyarakat Indonesia dan memiliki potensi besar untuk dikembangkan. Namun hambatan keberhasilan budidaya lele yakni penyakit. Salah satu alternatif untuk mengatasi permasalahan tersebut dengan cara pemberian imunostimulan dari bahan alami. Tujuan penelitian ini untuk menguji efektivitas pemberian pakan yang ditambahkan tepung daun kelor terhadap imunitas non-spesifik dan performa pertumbuhan lele sangkuriang. Penelitian menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan (pakan komersil 100%), pakan komersil dengan suplementasi daun kelor 1,5%, Pakan komersil dengan suplementasi daun kelor 3%, dan pakan komersil dengan suplementasi daun kelor 4,5% dengan 3 ulangan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pakan komersil dengan suplementasi daun kelor 4,5% memberikan hasil terbaik terhadap total eritrosit sebesar 5,97x104 sel/mm3 dan MCV (Mean Corpuscular Volume) sebesar 92,10 fl, serta meningkatkan pertumbuhan berat mutlak sebesar 46,42 g. Namun, tidak menunjukkan pengaruh nyata terhadap total eritrosit, hemoglobin, hematokrit, MCHC, MCH, MCV, total leukosit, differensial leukosit, aktifitas fagositosis, indeks fagositosis, pertumbuhan berat mutlak, tingkat kelangsungan hidup, dan nilai feed convention ratio (FCR).
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ABSTRACT
Sangkuriang catfish (Clarias gariepinus) is a cultivated species favored by Indonesian and has great potential for development. However, the obstacle to the success of catfish cultivation is a disease. One alternative to overcome this problem is by giving immunostimulants from natural ingredients. The purpose of this study was to test the effectiveness of feeding with moringa leaf powder on non-specific immunity and growth performance of sangkuriang catfish. The study used a completely randomized design (CRD) with 4 treatments (100% commercial feed, commercial feed with 1.5% Moringa leaf supplementation, commercial feed with 3% Moringa leaf supplementation, and commercial feed with Moringa leaf supplementation 4.5%, and 3 replications. The results showed that the commercial feed with 4.5% moringa leaf supplementation gave the best results for total erythrocytes of 5.97x104 cells / mm3 and MCV (Mean Corpuscular Volume) of 92.10 fl, and increased the absolute weight growth of 46.42 g. However, it did not show a significant effect on total erythrocytes, hemoglobin, hematocrit, MCHC, MCH, MCV, total leukocytes, leukocyte differentials, phagocytic activity, phagocytosis index, absolute weight growth survival rate, and the value of the feed convention ratio (FCR).
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Pendahuluan
(Clarias gariepinus) berpotensi untuk dibudidayakan karena memiliki performa pertumbuhan cepat, serta pemeliharaan yang mudah dilakukan (Rosalina, 2014). Peningkatan produksi lele berkorelasi dengan padat tebar dan pemberian pakan, pada budidaya intensif dengan air tergenang mengakibatkan ikan rentan terserang penyakit akan mengakibatkan respon kekebalan tubuh dan pertumbuhan lele mengalami penurunan. Salah satu upaya peningkatan kekebalan tubuh menggunakan imunostimulan berperan untuk meningkatkan fungsi dan aktivitas sistem imun baik non-spesifik ataupun spesifik. Pemberian imunostimulan alami dicampur dalam pakan sebagai suplementasi bertujuan untuk meningkatkan kesehatan yang berkorelasi terhadap tingkat kelulushidupan ikan budidaya.

Tanaman kelor (Moringa oleifera) tergolong suku Moringaceae, kelor diketahui memiliki fungsi sebagai obat herbal karena kandungan fitokimia yang dapat memperkaya nutrisi dalam darah sehingga akan meningkatkan sistem imun tubuh (Kaur et al., 2020).  Senyawa fitokimia dan nutrisi pada daun kelor dapat mendukung pertumbuhan yakni, protein 23,37g, lemak 6,74g, kandungan  air 6,64, dan karbohidrat 51,59% (Kurniawati et al., 2018). Daun kelor mengandung protein nabati yang dimanfaatkan sebagai suplemen untuk mendukung pertumbuhan pada lele (Puycha et al., 2017). Oleh karena itu, penelitian ini menggunakan tepung daun kelor dalam pakan untuk menguji efektivitas sebagai suplementasi terhadap kekebalan tubuh non-spesifik dan pertumbuhan pada lele.

Metode
Rancangan Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Lapangan Terpadu dan Laboratorium Perikanan Fakultas Pertanian Universitas Lampung menggunakan akuarium berukuran 60cmx40cmx35 cm3. Rancangan percobaan penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan dan 3 ulangan sehingga terdapat 12 unit percobaan.  Perlakuan tersebut antara lain.
A : Pakan komersil tanpa suplementasi daun kelor (control)
B : Pakan komersil dengan suplementasi daun kelor 1,5%
C : Pakan komersil dengan suplementasi daun kelor 3%
D : Pakan komersil dengan suplementasi daun kelor 4,5%

Ikan uji digunakan adalah lele sangkuriang ukuran 10-12 cm dengan kepadatan 10 ekor setiap wadah percobaan. Pemeliharaan hewan uji dilakukan selama 42 hari.

Prosedur Penelitian
[bookmark: _Toc35281416]Persiapan Wadah
Penelitian ini dilakukan pada ruangan semi outdoor wadah akuarium berukuran 60cmx40cmx35cm sebanyak 12 unit akuarium, sebelum digunakan dilakukan sterilisasi pada akuarium tersebut. Selanjutnya dimasukkan air ke dalam masing-masing akuarium ¾ dari volume total. 

[bookmark: _Toc35281417]Pemeliharaan Ikan Uji
Ikan yang digunakan dalam penelitian yaitu lele sangkuriang ukuran 10-12 cm sebanyak 10 ekor kemudian lele dilakukan aklimatisasi saat penebaran ke dalam akuarium. Pemeliharan lele dilakukan selama 42 hari, pakan udang yang digunakan yaitu pakan komersil dengan kandungan protein 30% yang diberikan 3 kali sehari. Jumlah pemberian pakan per hari mengikuti hasil bobot rata-rata lele yang dilakukan dengan sampling bobot sebanyak 30% dari populasi menggunakan timbangan digital pada awal pemeliharaan.

[bookmark: _Toc35281418]Parameter Kualitas Air
[bookmark: _Toc35281419]Parameter kualitas air meliputi suhu, pH, serta DO. Pengukuran suhu menggunakan termometer, pengukuran pH menggunakan pHmeter, serta pengujian DO menggunakan DO meter yang dilakukan pada awal, tengah, dan akhir pemeliharaan. 

Pengambilan Data
Pengambilan data berupa bobot lele dilakukan saat awal digunakan sebagai penentu jumlah pakan yang akan diberikan pada lele uji. Data yang diambil yakni total eritrosit, haemoglobin, hematokrit, total leukosit, differensial leukosit, aktifitas fagositosis, indeks fagositosis, pertumbuhan mutlak, tingkat kelangsungan hidup (TKH), serta feed conversion ratio (FCR). 

Parameter Pengamatan
Total Eritrosit
Pengamatan total eritrosit (Blaxhall & Daisley, 1973) dapat dilakukan dengan cara sebagai berikut:
       a x pengenceran x 104 sel/mm3
Keterangan :
a= total eritrosit hasil penghitungan dalam hemocymeter

[bookmark: _Toc35281421]Hemoglobin 
Kadar hemoglobin diukur menggunakan metode Sahli. Tabung sahli haemometer yang telah diisi larutan HCl 0,1 N sampai angka 10 (garis skala paling bawah pada tabung sahli haemometer). Kemudian tabung tersebut ditempatkan di antara 2 tabung dengan warna standar. Sampel darah diambil dari microtube dengan pipet sahli haemometer yang telah dibersihkan sebanyak 0,02 ml dimasukkan ke tabung sahli haemometer, dan didiamkan selama 3 menit. Sampel ditambahkan akuades dengan pipet tetes sedikit demi sedikit sambil diaduk dengan gelas pengaduk sampai memperoleh warna yang sama dengan warna standar. Selanjutnya dilakukan pembacaan kadar Hb yang dinyatakan dalam g/dl. Indeks Hemoglobin:
MCHC= 
MCV= 
MCH= 
Keterangan:
MCHC= Mean corpuscular haemoglobin concentration
MCV= Mean corpuscular haemoglobin volume
MCH= Mean corpuscular haemoglobin

Kadar Hematokrit
Pengukuran kadar hematokrit (Anderson & Siwicki, 1993) sebagai berikut:

[bookmark: _Toc35281423]
Total Leukosit 
Pengamatan total leukosit (Sastradiprajadja & Hartini, 1989) sebagai berikut:
Jumlah Leukosit= 
 b x pengenceran x 50 sel/mm3
b =  jumlah leukosit hasil penghitungan dalam hemocymeter

Differensiasi Leukosit
Differensiasi leukosit (Blaxhall, 1972) untuk menentukan persentase setiap jenis leukosit dalam darah sebagai berikut:
Persentase limfosit: 
Persentase monosit: 
Persentase neutrofil: 

Aktifitas Fagositosis
Perhitungan aktifitas fagositosis menggunakan rumus (Amlacher, 1970) sebagai berikut:
Aktivitas Fagosit (%) =
Indeks Fagosit=   

Pertumbuhan Berat Mutlak
Lele sangkuriang ditimbang bobot tubuh pada awal dan akhir pemeliharaan
Pertumbuhan berat mutlak dapat dihitung dengan menggunakan rumus Effendie (1997).

Keterangan:
Wm: Pertumbuhan berat mutlak (g)
Wt  : Berat rata-rata akhir (g)
W0 : Berat rata-rata awal (g)
Tingkat Kelangsungan Hidup
Tingkat kelangsungan hidup dihitung jumlah individu ikan pada awal dan akhir pemeliharaan (Zonneveld et al., 1991), yakni:
                      TKH=x 100%
Keterangan:
TKH: Tingkat Kelangsungan hidup (%)
Nt : Jumlah ikan akhir
N0: Jumlah ikan awal
[bookmark: _Toc35281425]
Feed Convertion Ratio (FCR)
Feed Convertion Ratio (FCR) merupakan perbandingan antara jumlah pakan yang
diberikan dengan daging ikan yang dihasilkan. FCR dihitung berdasarkan persa-
maan dikemukakan oleh (Zonneveld et al., 1991) sebagai berikut:
FCR 

Keterangan :
FCR: Feed Convertion Ratio
F      : Total konsumsi pakan
Wt   : Biomassa akhir (gram)
W0  : Biomassa awal (gram)

Hasil dan Pembahasan
A. Analisis Proksimat Tepung Daun Kelor
Kandungan nutrisi pada tepung daun kelor penelitian ini diperoleh dari hasil analisis proksimat sebagai berikut:
Tabel 1. Hasil Analisis Proksimat Tepung Daun Kelor 
	Analisis Nutrisi
	Persentase 
Nutrisi (%)

	Kadar Air
	8,43

	Kadar Protein Kasar
	25,78

	Kadar Lemak Kasar
	5,08

	Kadar Abu
	11,47

	Kadar Serat Kasar
	7,06



Ali & Jauncey (2004) mengatakan lele berbobot 10-15 g membutuhkan protein 35-40% dalam pakan. Penelitian ini menggunakan lele dengan bobot awal rata-rata 13 g dan diberi pakan komersil yang mengandung protein 31-33%. Cahyadi et al., (2019) mengatakan kandungan nutrisi dalam pakan komersil yakni, protein 31-33%, air 9-10%, dan serat 3-5%. Kandungan protein rendah dibanding kebutuhan lele tidak dapat meningkatkan laju pertumbuhan yang signifikan. Pemberian tepung daun kelor dengan kadar protein sebesar 25,78% berperan mengoptimalkan kebutuhan protein untuk mendukung pertumbuhan dan kelangsungan hidup lele. 

B. Profil Darah
Total Eritrosit
Berdasarkan hasil pengamatan pada ikan uji mengalami peningkatan total eritrosit. Suplementasi pada dosis 4,5% menunjukkan kenaikkan total eritrosit lebih cepat sejak 14 hari pemeliharaan dibanding perlakuan lainnya (Gambar 1). Suplementasi tepung daun kelor terhadap lele sangkuriang selama 42 hari pemeliharaan menunjukkan total eritrosit  pada perlakuan 0% sebesar 2,60 x104 sel/mm3, perlakuan B sebesar 5,68 x104 sel/mm3, perlakuan C sebesar 6,14 x104 sel/mm3, serta perlakuan D sebesar 5,97 x104 sel/mm3. 



Gambar 1. Jumlah total eritrosit lele sangkuriang

Sebelum dilakukan suplementasi total eritrosit lele telah menunjukkan adanya variasi nilai. Jumlah eritrosit ikan teleostei berkisar 1,05-3,00 x 106 sel/mm3 (Robert, 1978). Total eritrosit lele tergolong baik berkisar 7,20-7,72 x104 sel/mm3 (Yanto et al., 2015), namun secara umum jumlah eritrosit normal pada ikan yakni 2-300 x104sel/mm3 (Lagler et al., 1977). Berdasarkan litelatur tersebut maka total eritrosit pada penelitian ini masih berada pada kisaran normal.  

Sejak 14 hari pemeliharaan dilakukan suplementasi tepung daun kelor, total eritrosit mulai meningkat terutama pada perlakuan 4,5% mencapai 5,5±1,6 x104 sel/mm3, diketahui lebih dari dua kali lipat dibanding perlakuan kontrol yakni 1,9±7,3 x104 sel/mm3. Peningkatan total eritrosit mencapai 2 kali lipat juga ditemukan pada hasil penelitian nila diberi suplementasi tepung daun kelor namun pada dosis 1,5% (Elabd et al., 2019).  Tren kenaikan total eritrosit perlakuan suplementasi tepung daun kelor juga terjadi pada hari ke-28 dan ke-42 lebih tinggi dibanding perlakuan kontrol (Gambar 1). Kenaikkan total eritrosit menunjukkan kemampuan lele menyesuaikan diri pada media pemeliharaan dan pemberian perlakuan. 

Menurut Shabrina et al., (2018) total sel eritrosit berkaitan dengan kemampuan lele merespon adanya benda asing dalam tubuh serta beradaptasi pada lingkungan. Pelepasan sel-sel hasil pembentukan eritrosit menyebabkan peningkatan total eritrosit sehingga akan menambah daya mengangkut oksigen.

Peningkatan total eritrosit disebabkan kandungan nutrisi dalam tepung daun kelor mendukung proses pembentukan sel eritrosit. Menurut Hoffrand & Pettit (1996) dalam proses pembentukan sel eritrosit baru membutuhkan senyawa asam amino, hormon, vitamin, dan zat besi. Suplementasi tepung daun kelor mampu meningkatkan total eritrosit secara signifikan pada perlakuan 4,5% sejak 14 hari pemeliharaan. Namun, suplementasi dengan perbedaan dosis setelah 14 hari tidak lagi berbeda nyata. Kenaikan total eritrosit pada ikan uji perlakuan suplementasi tepung daun kelor dalam pakan disebabkan kandungan flavonoid sebagai antioksidan berperan melindungi sel-sel tubuh dari proses oksidasi sehingga radikal bebas sehingga tidak mengakibatkan kerusakan sel (Sundaryono, 2011). Flavonoid termasuk kelompok polifenol diketahui sebagai antioksidan yang dapat menangkap radikal bebas, anti-inflamasi, mencegah kerusakan oksidatif sel sehingga memberikan pengaruh pada kesehatan tubuh (Valsan & Raphael, 2016).

Hemoglobin
Hemoglobin merupakan salah satu  indikator penting dalam darah sebagai transportasi oksigen, karbondioksida, dan nutrisi dalam tubuh. Hasil penelitian ini nilai hemoglobin pada berbagai perlakuan menunjukkan variasi (Gambar 2). 



Gambar 2. Nilai hemoglobin lele sangkuriang 

[bookmark: _Toc35281431]Sebelum dilakukan suplementasi diperoleh kisaran haemoglobin pada semua perlakuan antara 25,5±1,6-27,7±1,2 g/dl. Setelah 14 hari lele diberi suplementasi kisaran haemoglobin meningkat antara 29,0±5,5-41,3±13,0 g/dl. Peningkatan tertinggi terjadi pada hari ke-28 diberi suplementasi, saat nilai haemoglobin mencapai antara 27,7±5,6-50,5±30,8 g/dl. Menurut Bastiawan et al., (2001) nilai haemoglobin lele normal berkisar 12-14 Hb/100ml. Berdasarkan hasil penelitian bahwa nilai haemoglobin lele berada di atas kisaran normal. 

Nilai haemoglobin tidak tentu berkorelasi dengan total eritrosit sebab haemoglobin merupakan kandungan pigmen sel eritrosit. Hasil penelitian ini nilai haemoglobin mengalami penurunan dan berbanding terbalik dengan total eritrosit disebabkan kemampuan pembentukan hemoglobin tersebut. Hal ini mengacu pada pendapat Fitria et al., (2019) menyatakan hasil nilai haemoglobin lebih rendah dibanding nilai standar haemoglobin ikan sehat dan tidak berbanding lurus dengan total eritrosit, hal tersebut disebabkan oleh kecepatan kerusakan haemoglobin lebih cepat dibanding kecepatan sintesa haemoglobin. 

MCHC (Mean corpuscular haemoglobin concentration)
MCHC digunakan untuk mengukur konsentrasi rata-rata haemoglobin dalam sel eritrosit, sehingga nilai MCHC dapat sebanding dengan nilai haemoglobin. Berdasarkan hasil penelitian nilai MCHC pada berbagai perlakuan menunjukkan variasi nilai sejak sebelum diberi perlakuan suplementasi tepung daun kelor hingga 42 hari pemeliharaan (Gambar 3).  Nilai MCHC lele sangkuriang sebelum diberi perlakuan suplementasi menunjukkan rentang nilai antara 5,70-6,97 g/dl, H14 berkisar 4,08-5,52 g/dl, pada H28 berkisar 3,83-8,58g/dl, serta H42 berkisar 2,60-4,41 g/dl. 


Gambar 3. Nilai MCHC lele sangkuriang

Tren MCHC dan haemoglobin lele cenderung memiliki kesamaan pada sebelum diberi perlakuan suplementasi dengan kisaran nilai 5,7-6,9 g/dl. Nilai MCHC menurun pada hari ke-14 yakni 4,7-5,5 g/dl. Pada hari ke-28 pemberian suplementasi, nilai MCHC perlakuan 0% dan 1,5% mengalami kenaikkan hingga 8,5 g/dl dan 6,5 g/dl lebih tinggi dibanding perlakuan 3% serta 4,5%. Peningkatan nilai MCHC menunjukkan bahwa konsentrasi haemoglobin dalam sel eritrosit tinggi. 

Namun, pada hari ke-42 nilai MCHC kembali menurun berbanding lurus terhadap nilai haemoglobin lele. Menurut hasil penelitian Elabd et al., (2019) nilai MCHC ikan nila tanpa diberi perlakuan suplementasi tepung daun kelor yakni 35,8-37,8 g/dl. Hasil penelitian ini berada di bawah nilai MCHC pada umumnya. Rendahnya nilai MCHC mengindikasikan adanya sintesis abnormal sehingga haemoglobin mengalami kegagalan dalam osmoregulasi darah dan mengakibatkan terjadinya anemia (Laloan et al., 2018 ). Menurut (Wijindyah et al., 2012) kadar oksigen dalam tubuh rendah dapat disebabkan oleh usia eritrosit yang melakukan pembelahan sehingga ukuran sel darah kecil dan pucat.

MCV (Mean corpuscular volume)
MCV  merupakan volume rata-rata eritrosit, MCV sebagai indikator atas pembentukan eritrosit normal ataupun abnormal beserta ukuran sel eritrosit. Nilai MCV lele sangkuriang diberi suplementasi tepung daun kelor dengan metode oral dapat meningkatkan nilai MCV, persentase peningkatan nilai MCV lele sangkuriang setelah pemberian perlakuan (H42) pada perlakuan 0% yakni 1,05%, perlakuan 1,5% sebesar 1,42%, perlakuan 3% yakni 1,37%, serta perlakuan 4,5% yakni 1,49% (Gambar 4).


Gambar 4. Nilai MCV lele sangkuriang 

Sebelum diberi suplementasi tepung daun kelor kisaran nilai MCV yakni 18,27-36,89 fl. Setelah diberi suplementasi nilai MCV menunjukkan kenaikkan antara 24,67-74,49 fl. Sejak hari ke-14 diberi suplementasi, lele menunjukkan peningkatan MCV tertinggi pada perlakuan 4,5% lebih cepat dibanding perlakuan lainnya. Nilai MCV pada hasil penelitian ini diketahui lebih rendah dibanding hasil penelitian Elabd et al., (2019) suplementasi tepung daun kelor pada ikan nila dengan nilai 155,5 fl.

Nilai MCV yang tinggi menandakan bahwa ukuran sel eritrosit lebih besar. Peningkatan nilai MCV lele sangkuriang pada penelitian ini lebih cepat setelah lele diberikan suplementasi 4,5% dalam pakan. Pada hari ke-28 dan 42 kenaikkan nilai MCV antar perlakuan suplementasi hampir sama. Kenaikan nilai MCV diakibatkan oleh ukuran sel eritrosit lebih besar sehingga menyebabkan kadar haemoglobin lebih tinggi, serta nilai MCV meningkat seiring dengan total eritrosit rendah. Hal ini seperti yang dikatakan oleh Ikhimioya & Imasuen (2007) jumlah eritrosit rendah berkaitan dengan anemia berkorelasi dengan nilai MCV tinggi, akibat adanya pelepasan sel eritrosit belum matang dalam sirkulasi darah. Tepung daun kelor diketahui mengandung zat besi (Fe), protein, dan mineral yang berperan sebagai komponen utama dalam proses pembentukan sel eritrosit (Mun’in et al., 2016).

MCH (Mean corpuscular haemoglobin)
MCH digunakan untuk menggambarkan berat haemoglobin dalam sel eritrosit. Sebelum dilakukan perlakuan nilai MCH antara 1,55-4,06 pg. Sejak hari ke-14 diberi suplementasi nilai MCH berkisar 1,57-3,73 pg, H28 nilai MCH berkisar antara 2,27-5,97 pg, serta H42 nilai MCH antara 2,25-5,29 pg (Gambar 5).



Gambar 5. Nilai MCH lele sangkuriang 

Nilai MCH lele cenderung mengalami kenaikkan seiring waktu pemberian suplementasi. Pada hari ke-14 lele perlakuan 4,5% lebih cepat mengalami kenaikkan massa haemoglobin dalam eritrosit dibanding ikan kontrol yakni mencapai 3,7 pg. MCH lele berfluktuasi pada perlakuan 1,5% dan 3% pada hari ke-28 dan 42, namun perlakuan 4,5% tetap meningkat. Hal ini serupa dengan dikatakan oleh Elabd et al., (2019) bahwa pemberian tepung daun kelor sebagai suplementasi dapat meningkatkan nilai MCH dibanding ikan nila tanpa perlakuan, namun hasil yang diperoleh tidak signifikan. 

Kenaikkan nilai MCH dan MCV mengindikasikan respon anemia regeneratif, hal ini disebabkan adanya hemolisis sel eritrosit (Polizopoulou, 2010). Anemia regenaratif yakni kadar haemoglobin kurang dari kisaran normal ketika sumsum tulang menanggapi massa eritrosit rendah dengan cara meningkatkan produksi eritrosit. MCH menunjukkan kemampuan haemoglobin menyuplai oksigen dalam tubuh, kadar haemoglobin dapat menurun menunjukkan anemia atau insang ikan terkena dampak toksiksitas pakan (Adeyemo, 2007). 

Nilai MCH rendah dapat diasumsikan bahwa terdapat kerusakan struktur pada membran eritrosit ataupun pelepasan sel dari limpa dan hipoksia sehingga menggangu proses pembentukan haemoglobin (Shah, 2006). Jika sintesis haemoglobin terganggu menyebabkan menurunnya sirkulasi haemoglobin dan zat besi (Fe) memuat enzim dan mioglobin melambangkan nilai haemoglobin rendah,  dengan pemberian tepung daun kelor dapat memulihkan anemia (Wijindyah et al., 2012). 

Hematokrit
Hematokrit yakni rasio proporsi eritrosit sebagai persentase volume darah. Lele diberi suplementasi tepung daun kelor menunjukkan adanya variasi persentase hematokrit (Gambar 6).


Gambar 6. Nilai hematokrit lele sangkuriang 

Suplementasi tepung daun kelor pada lele penelitian ini tidak meningkatkan persentase hematokrit. Persentase hematokrit lele sebelum diberi suplementasi berkisar 29,6-33,6%. Persentase hematokrit terjadi pada hari ke-14 berkisar 30,0-31,0%. Pada hari ke-28 persentase hematokrit rentang nilai 29,3-34,3%. Hari ke-42 lele diberi suplementasi kisaran persentase hematokrit yakni 34,3-36,3%. Menurut Dopongtonung (2008) persentase hematokrit lele normal berkisar antara 30,8-45,5%. Berdasarkan litelatur tersebut dapat dikatakan persentase hematokrit penelitian ini masih berada pada kisaran normal. Fluktuasi persentase hematokrit dapat disebabkan ikan mengalami kontaminasi atau infeksi bakteri, kekurangan pakan, ketidakcukupan nutrisi dalam pakan, maupun stress dapat sebagai pemicu rendahnya persentase hematokrit (Madyowati & Muhajir, 2018).


Total Leukosit
Total leukosit lele diberi suplementasi tepung daun kelor menunjukkan variasi. Sebelum dilakukan suplementasi total leukosit berkisar 1,7-3,3 x50 sel/mm3. Pada hari ke-14 hari rentang total leukosit 1,87-4,14 x50 sel/mm3. Pada H28 total leukosit bervariasi rentang nilai 3,39-4,12 x50 sel/mm3. Pada H42 menunjukkan variasi leukosit rentang nilai 
2,94-5,74 x50 sel/mm3 (Gambar 7).



Gambar 7. Total leukosit lele sangkuriang 

Sebelum diberi suplementasi tepung daun kelor, total leukosit lele menunjukkan variasi dengan rentang nilai 1,7-3,3x 50sel/mm3. Sejak 14 hari lele diberi suplementasi menunjukkan variasi total leukosit dengan rentang nilai 1,8-4,1x 50sel/mm3. Pada hari ke-28 total leukosit lele diberi suplementasi tepung daun kelor lebih kecil dibanding perlakuan kontrol, rentang nilai 3,3-4,1x 50sel/mm3. Setelah dilakukan suplementasi tepung daun kelor selama 42 hari total leukosit meningkat dengan rentang nilai 2,9-5,7 x 50sel/mm3. Berdasarkan Gambar 7. tampak bahwa total leukosit lele selama 42 hari pemeliharaan yakni 1,7-5,7 x 50sel/mm3. 

Secara umum kisaran jumlah total leukosit ikan yakni 32.000-146.000 sel/ mm3 (Lagler et al., 1977). Berdasarkan litelatur tersebut, total leukosit lele yang diberi suplementasi tepung daun kelor masih dalam kondisi normal. Total leukosit meningkat mengindikasikan keberhasilan respon imun non-spesifik   terhadap adanya benda asing yang masuk dalam tubuh. Menurut Ozovehe (2013) lele sangkuriang yang diberi pakan dengan tepung daun kelor mengalami peningkatan leukosit dan diferensial leukosit, hal ini mengindikasikan bahwa tepung daun kelor dianggap sebagai benda asing dalam pakan.  

Differensial Leukosit
Limfosit
Persentase limfosit lele diberi suplementasi tepung daun kelor menunjukkan hasil yang tidak signifikan dengan rentang nilai 46,0-57,0% (Gambar 8).



Gambar 8. Persentase limfosit lele sangkuriang
 
Persentase limfosit lele sebelum diberi suplementasi menunjukkan variasi nilai rentang 46,0-53,0%. Sejak hari ke-14 diberi suplementasi, persentase limfosit meningkat dengan rentang nilai 49,6-57,0%. Pada hari ke-28 diberi suplementasi, persentase limfosit dengan rentang nilai 54,3-57,0%. Persentase limfosit hari ke-42 yakni 48,6-52,3%. Berdasarkan Gambar 8. tampak persentase limfosit berada di bawah kisaran normal limfosit ikan. 

Menurut Preager et al., (2016) umumnya persentase limfosit ikan berkisar antara 74-86%. Persentase limfosit dalam aliran darah bertambah saat terjadi infeksi oleh benda asing dalam tubuh, kemudian sel limfosit akan masuk dalam jaringan infeksi tersebut. Persentase limfosit meningkat disebabkan kemampuan tepung  daun kelor mengaktifkan imunomodulator yang memodulasi komponen-komponen sistem imun (Rosidah et al., 2018). 

Monosit
Persentase monosit lele diberi suplementasi tepung daun kelor tidak menunjukkan signifikan antar perlakuan (Gambar 9). 



Gambar 9. Persentase 	monosit lele sangkuriang 

Persentase monosit lele sebelum dilakukan suplementasi menunjukkan variasi nilai antara 16,6-19,3%. Sejak 14 hari perlakuan suplementasi menunjukkan persentase monosit lele rentang nilai 17,0-21,0%. Pada hari ke-28 persentase monosit berada dikisaran 11,3-17,0%. Setelah 42 hari pemeliharaan kisaran persentase monosit yakni 12,0-14,0%. Persentase monosit lele yang diberi suplementasi berada di atas nilai normal yaitu 12,6-21,0%. 

Persentase monosit tinggi juga terdapat dalam Pratiwi (2019) lele lokal berkisar 3,6-20,3%. Menurut Andayani et al., (2010) jumlah monosit dalam leukosit sangat rendah berkisar 0,1-3%. Kenaikkan persentase monosit disebabkan adanya infeksi benda asing atau patogen dalam tubuh. Robert (2012) mengatakan proporsi monosit ikan akan meningkat saat adanya substansi asing pada aliran darah. Sel monosit mengalami fluktuasi dalam darah karena sel makrofag ini berumur pendek.

Neutrofil
Sel neutrofil berperan dalam meningkatkan aktivitas fagositosis dengan cara memfagosit pathogen. Persentase neutrofil lele sangkuriang awal pemeliharaan  menunjukkan kisaran 9,6-11,0%. Kisaran persentase sel neutrofil yang diperoleh pada H14 yakni 9,3-10,0%, H28 yakni 8,3-10,6%, dan H42 yakni 8,0-9,6% (Gambar 10).


Gambar 10. Persentase  neutrofil lele sangkuriang

Persentase neutrofil lele sebelum diberi suplementasi berada dikisaran 9,6-11,0%. Pada hari ke-14 dilakukan suplementasi menunjukkan persentase neutrofil tidak signifikan antar perlakuan dengan rentang nilai 9,3-10,0%. Hari ke-28 dan 42 persentase neutrofil berada pada kisaran 8,0-10,6%. Menurut Robert (2012), jumlah neutrofil umumnya adalah 6-8% dari proporsi leukosit. Berdasarkan litelatur tersebut maka persentase monosit penelitian ini berada di atas kisaran normal. Sel neutrofil meningkat pada jaringan terinfeksi patogen sehingga memudahkan untuk menghancurkan benda asing. Sel neutrofil mengalami peningkatan aktivitas saat terjadi infeksi sebagai respon disebabkan zat kimiawi yang distimulasi oleh imunostimulan (Rustikawati, 2012). 

Aktifitas Fagositosis
Fagositosis merupakan proses menghancurkan patogen atau benda asing yang dilakukan oleh sel makrofag. Persentase aktifitas fagositosis sebelum dilakukan suplementasi tepung daun kelor kisaran 1,0-1,4%, sejak hari ke-14 diperoleh 1,1-1,6%, pada H28 yakni 1,3-1,7%, serta H42 adalah 1,2-1,5%. Setelah dilakukan pemberian suplementasi secara oral, aktifitas fagositosis lele menunjukkan hasil tidak signifikan antar perlakuan.



Gambar 11. Persentase  aktifitas fagositosis lele sangkuriang


Sebelum diberi perlakuan, persentase aktifitas fagositosis lele berada pada kisaran 1,0-1,4%. Pada hari ke-14 kisaran persentase aktifitas fagositosis yakni 1,2-1,6%. Hari ke-28 persentase aktifitas fagositosis yakni 1,3-1,7%. Pada hari ke-42 persentase aktifitas fagositosis lele berada dikisaran 1,2-1,5%. Sejak hari ke-14 hingga hari ke-42 peningkatan aktifitas fagositosis paling tinggi terdapat pada perlakuan C dibanding perlakuan lainnya (Gambar 11). Senyawa flavonoid dalam tepung daun kelor berperan sebagai imunostimulan karena mampu meningkatkan aktivitas makrofag pada ikan (Biswas et al., 2012).  Kemampuan respon imun non-spesifik untuk mengaktifkan sel makrofag menyerang bakteri didukung oleh senyawa saponin, flavonoid, dan tanin sebagai agen imunomodulator (Dienye & Olumuji, 2014). 

Indeks Fagositosis
Pengamatan indeks fagositosis dilakukan guna mengetahui respon sel fagosit terhadap adanya patogen dalam tubuh. Persentase indeks fagositosis lele menunjukkan hasil yang tidak signifikan antar perlakuan. (Gambar 12).



Gambar 12. Persentase  indeks fagositosis lele sangkuriang

Persentase indeks fagositosis lele sebelum diberi perlakuan berkisar 1,2-1,4%. Sejak hari ke-14 dilakukan suplementasi tepung daun kelor diperoleh kisaran persentase indeks fagositosis lele yakni 1,1-1,3%. Pada H28 indeks fagositosis lele yakni 1,1-1,2%. Setelah 42 hari lele diberi suplementasi, menunjukkan bahwa indeks fagositosis sebesar 1,1-1,2%. Persentase indeks fagositosis yang rendah mengindikasikan adanya infeksi bakteri pada lele sehingga menyebabkan beban kerja sel-sel fagositik menjadi lebih besar untuk memfagosit bakteri (Lusiastuti et al., 2013).

Pertumbuhan Berat Mutlak
Pertumbuhan berat mutlak yakni pertambahan berat ikan sejak awal hingga akhir pemeliharaan. Lele sangkuriang penelitian ini menunjukkan nilai pertumbuhan berat mutlak perlakuan 0% yakni 37,50 gram, perlakuan 1,5% sebesar 39,38 gram, perlakuan 3% yakni 34,98 gram, serta perlakuan 4,5% yakni 46,42 gram (Gambar 13).


Gambar 13. Nilai pertumbuhan berat mutlak lele sangkuriang

Hasil penelitian menunjukkan bahwa suplementasi pada perlakuan 4,5% memberikan pertumbuhan berat mutlak lebih tinggi dibanding perlakuan lainnya. Pertumbuhan mengindikasikan suplementasi tepung daun kelor dimanfaatkan oleh lele disebabkan adanya nutrisi protein (asam amino), komponen vitamin, serta mineral. Hasil penelitian Elabd et al., (2019) bahwa ikan nila diberi suplementasi tepung daun kelor 1,5% menunjukkan kenaikan bobot 0,95% dibanding perlakuan kontrol. 

Tingkat Kelangsungan Hidup 
Pada penelitian ini tingkat kelangsungan hidup lele sangkuriang, hasil setelah pemberian suplementasi yakni perlakuan 0% yakni 83%, perlakuan 1,5% yakni 80%,  perlakuan 3% yakni 76%, serta perlakuan 4,5% yakni 83% (Gambar 14).



Gambar 14. Persentase tingkat kelangsungan hidup lele sangkuriang

Tingkat kelangsungan hidup lele yang diberi pakan suplementasi tepung daun kelor 4,5% mencapai 83,3% hal ini sama dengan perlakuan kontrol. Tingkat kelangsungan hidup yang tinggi disebabkan adanya senyawa flavonoid dalam daun kelor berfungsi sebagai antioksidan untuk melindungi tubuh dari radikal bebas (Bamishaiye et al., 2011). 

Feed Convertion Ratio (FCR)
Ratio konversi pakan (FCR) merupakan ukuran efiesiensi pakan diserap menjadi massa tubuh organisme selama interval waktu. FCR merupakan suatu ukuran menyatakan ratio jumlah pakan yang dibutuhkan untuk menghasilkan 1 kg daging ikan kultur. Lele sangkuriang pada penelitian ini diberi suplementasi tepung daun kelor berbagai dosis menunjukkan FCR sebagai berikut: perlakuan 0% yakni 0,57, perlakuan 1,5% yakni 0,61, perlakuan 3% sebesar 0,73, serta perlakuan 4,5% yakni 0,45



Gambar 15. Nilai feed convention ratio (FCR) lele sangkuriang

Persentase FCR menunjukkan pakan diberikan mengandung protein sebagai pemicu pertumbuhan ikan (Fitria, 2012). Pertumbuhan ikan berkaitan fluktuasi konversi pakan yang dihasilkan dipengaruhi oleh kualitas dan kuantitas pakan, kesehatan ikan, serta lingkungan perairan. Lele yang diberi pakan subtitusi tepung ikan menggunakan tepung daun kelor menghasilkan nilai FCR berkisar 2,8-6,9% sehingga rasio konversi pakan tidak baik berdampak buruk pada pertumbuhan (Adewuni, 2014).


[bookmark: _Toc35281436]Kualitas Air
Kualitas air sebagai salah satu faktor yang mempengaruhi metabolisme guna pertumbuhan dan tingkat kelangsungan hidup lele sangkuriang, sehingga penting untuk menjaga kualitas air. Beberapa parameter yang diamati antara lain, suhu, pH, dan DO. Kualitas air yang didapatkan selama penelitian sebagai berikut:

Tabel 2. Hasil Pengukuran Kualitas Air Selama Penelitian
	No
	Parameter
	     Hasil Pengamatan 
	    (SNI 
6484.4:2014)

	1
	Suhu (ºC)
	25,7-25,9
	25-30 

	2
	pH
	6,6-6,7
	6,5-8 

	3
	DO (mg/l)
	5,1-5,5
	3 mg/l 



Berdasarkan Tabel 2. Pengukuran parameter kualitas air yang terdiri dari suhu, pH, dan DO menunjukkan nilai berada pada kisaran optimum untuk mendukung kehidupan lele.

Pembahasan
Suplementasi tepung daun kelor belum dapat memberikan pengaruh positif terhadap performa pertumbuhan dan respon non-spesifik lele sangkuriang. Pertumbuhan lele cenderung rendah disebabkan adanya senyawa saponin dan tannin dalam tepung daun kelor. Senyawa saponin dalam pakan dapat memberikan pengaruh negatif dengan menghambat pertumbuhan pada hewan (Yanuartono et al., 2017). Saponin dapat menganggu saluran pencernaan sehingga kemampuan memanfaatkan protein, karbohidrat, serta mineral menurun, hal ini berkaitan dengan performa pertumbuhan dan sistem imun (Nuhu, 2010). 

Namun, suplementasi pada lele meningkatkan total eritrosit, MCV, dan MCH. Peningkatan total eritrosit dan MCV setelah dilakukan pemberian suplementasi 4,5% sudah terlihat sejak hari ke-14 hingga hari ke-42 pemeliharaan. Peningkatan tersebut disebabkan adanya senyawa flavonoid dalam tepung daun kelor dapat melindungi sel eritrosit dari serangan radikal bebas.  

[bookmark: _Toc35281446]Kesimpulan
Suplementasi tepung daun kelor berbagai dosis dalam pakan komersil yang diberikan pada lele sangkuriang 
1. Suplementasi tepung daun kelor pada pakan dosis 4,5% belum dapat meningkatkan respon imun non-spesifik lele sangkuriang, namun meningkatkan total eritrosit dan MCV
2. Suplementasi tepung daun kelor hingga dosis 4,5% dapat meningkatkan performa pertumbuhan 

Saran
Saran yang dapat diberikan berdasarkan penelitian, yaitu penggunaan suplementasi tepung daun kelor terhadap peningkatan respon imun spesifik
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0%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	1.7	1.87	4.1199999999999966	2.94	1,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	2.4099999999999997	2.71	4.0599999999999996	3.69	3%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	3.07	3.55	3.67	5.74	4,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	3.34	4.1399999999999997	3.3899999999999997	4.1899999999999995	Hari Pengamatan
Total Leukosit ( x50 sel/mm3)

0%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	47	49.67	55.33	48.67	1,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	50.33	57	54.33	51.33	3%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	46	50.33	56.33	52.33	4,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	53	56.33	57	51.33	Hari Pengamatan

Limfosit (%)



0%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	16.670000000000005	17	11.33	12.67	1,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	19.329999999999988	21	12.67	13.67	3%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	19.329999999999988	21	17	14	4,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	17.329999999999988	18.670000000000005	17	14	Hari Pengamatan

Monosit (%)



0%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	9.67	9.33	8.33	8	1,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	10.67	9.67	9.33	9.33	3%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	10.67	9.67	10.33	9.67	4,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	11	10	10.67	9.67	Hari Pengamatan

Neutrofil (%)



0%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	1.08	1.23	1.42	1.34	1,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	1.31	1.44	1.41	1.22	3%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	1.1499999999999961	1.61	1.7000000000000002	1.51	4,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	1.46	1.1399999999999959	1.37	1.3800000000000001	Hari Pengamatan

Aktivitas Fagositosis (%)

0%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	1.22	1.26	1.22	1.25	1,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	1.32	1.1800000000000044	1.2	1.1100000000000001	3%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	1.33	1.25	1.1900000000000044	1.149999999999995	4,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	1.42	1.31	1.1900000000000044	1.1900000000000044	Hari Pengamatan

Indek Fagositosis (%)


37.5	39.379999999999995	34.980000000000004	46.42	Perlakuan
Pertumbuhan Berat Mutlak (gram)

Perlakuan	0%	1,50%	3%	4,50%	83.33	80	76.669999999999987	83.33	Perlakuan

Tingkat Kelangsungan Hidup (%) 

FCR	0.56999999999999995	0.61000000000000065	0.73000000000000065	0.45	Perlakuan
Feed Convention Ratio

0%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	0.74000000000000155	1.9900000000000029	2.2999999999999998	2.6	1,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	1.23	1.7400000000000004	4.79	5.68	3%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	1.42	2.75	4.1899999999999995	6.14	4,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	1.6400000000000001	5.54	6	5.9700000000000024	Hari Pengamatan
Total Eritrosit (sel x104/mm3)
0%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	26.9	37.1	50.5	19.600000000000001	1,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	25.6	29	41.9	17.899999999999999	3%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	27.7	41.3	27.7	26	4,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	25.5	35.200000000000003	41.6	28.8	Hari Pengamatan

Hemoglobin (g/dl)



0%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	6.49	4.9000000000000004	8.58	3.1	1,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	6.9700000000000024	4.08	6.4700000000000024	2.6	3%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	6.9700000000000024	5.52	3.8299999999999987	3.75	4,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	5.7	4.7	5.13	4.41	Hari Pengamatan

MCHC (g/dl)



0%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	18.27	26.67	38.78	37.6	1,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	33.630000000000003	24.66	73.25	81.72	3%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	35.980000000000004	37.18	55.34	85.56	4,50%	Sebelum Suplementasi	H14	H28	H42	36.89	74.489999999999995	73.81	92.1	Hari Pengamatan

MCV  (fl)



