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Abstract 

Neem (A. indica) leaf extract has antioxidant activity that provides a broad therapeutic effect. In 
vivo research based on bio-nanomaterials is widely used as drug delivery to increase the bioavailability 
of drugs while in the systemic circulation. The combination of nanoparticles and neem leaf extract 
needs to be known for its safety levels for the body. The purpose of this study was to determine the 
effect of nanochitosan from neem leaf ethanolic extract on the leukocyte profiles of male Sprague 
Dawley rats as indicated by the total and differential leukocyte counts. This study used a Complete 
Randomized Design with 4 male rats from 4 treatment groups consisting of P0 (aquadest), P1 
(chitosan nanoparticle solution), P2 (NEEDM: Nanochitosan Ekstrak Etanol Daun Mimba 50%), P3 
(NEEDM 100%). The treatment was given orally for 28 days. Nanochitosan were synthesized using 
the ionic gelation method and succeeded in obtaining nano sizes, based on Sitasiwi et al. (2021) 
method. The variables observed were the total and differential leukocyte counts. Data were analyzed 
by Statistical Product and Service Solution (SPSS). The results showed that there was no significant 
difference between the treatment groups (P>0.05). The total leukocyte count, and the mean number 
of lymphocytes, monocytes, and segment neutrophils were within the normal range. Based on the 
results of the study, it was concluded that the administration of nanochitosan of neem leaf extract had 
no effects against leucocyte profiles. 
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Abstrak 

Ekstrak daun mimba (Azadirachta indica) memiliki aktivitas antioksidan yang memberikan efek terapeutik 
luas. Penelitian in vivo berbasis bio-nanomaterial banyak digunakan sebagai drug delivery untuk meningkatkan 
ketersediaan hayati pada obat selama berada di sirkulasi sistemik. Kombinasi antara nanopartikel dan ekstrak 
daun mimba perlu diketahui kadar keamanannya bagi tubuh. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui 
pengaruh nanokitosan ekstrak etanol daun mimba terhadap profil leukosit tikus jantan galur Sprague Dawley 
jantan yang ditunjukkan dengan jumlah total dan diferensial leukosit. Penelitian ini menggunakan desain 
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 4 ekor tikus jantan dari 4 kelompok perlakuan terdiri dari P0 
(akuades), P1 (larutan nanopartikel kitosan), P2 (NEEDM: Nanokitosan Ekstrak Etanol Daun Mimba, 50%), 
P3 (NEEDM 100%). Pemberian perlakuan diberikan secara oral selama 28 hari. Sintesis nanopartikel kitosan 
menggunakan metode gelasi ionik sesuai metode Sitasiwi dkk. (2021). Variabel yang diamati yaitu jumlah 
total dan diferensial leukosit. Data dianalisis dengan Statistical Product and Service Solution (SPSS). Hasil 
penelitian menunjukkan tidak ada perbedaan secara nyata antar kelompok perlakuan (P>0,05). Jumlah total 
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Pendahuluan 
Senyawa bioaktif yang diisolasi dari ber

bagai bagian pohon mimba menunjukkan 
potensi terapeutik yang luas, antara lain sebagai 
antioksidan, antiinflamasi, antikanker, anti-
angiogenesis, dan agen imunomodulator (Sarkar 
et al., 2021). Daun mimba yang diekstraksi 
dengan methanol mengandung beberapa se
nyawa bioaktif yaitu flavonoid, tannin, saponin, 
dan terpenoid. Senyawa bioaktif tersebut 
bertindak sebagai antioksidan yang menangkal 
radikal bebas (Supriyatno et al., 2017).

Penelitian secara in vivo yang dilakukan 
oleh Braga et al. (2021) selama 2 hari dengan 
cara penyuntikan intramuskular hewan dengan 
konsentrasi ekstrak quercetin 2% menunjukkan 
nilai LD50 masing-masing 6,2 dan 9,4 mL/kg dan 
menimbulkan toksisitas akut saat disuntikkan 
pada tikus. Ekstrak mimba atau subproduk dari 
senyawa bioaktif mimba tidak bersifat toksik 
jika diberikan secara oral. Sifat akut toksik 
ekstrak mimba hanya ditunjukkan oleh hewan 
coba yang diinjeksi secara intramuskular atau 
melalui jalur intraperitoneal. Efektivitas dari 
senyawa bioaktif daun mimba saat ini telah 
diselidiki namun hanya pada tingkat praklinis, 
sedangkan efek fitokimia ini pada manusia 
sebagian besar belum diselidiki (Paul et al., 
2011). Hasil penelitian in vivo, Khandia et al. 
(2015) menyatakan bahwa aplikasi nanopartikel 
silver daun mimba dapat mereduksi viabilitas 
pembuluh darah dari membran chorioallantoic 
dalam perkembangan embrio telur ayam, yang 
menyebabkan kematian pada embrio. Keamanan 
ekstrak A. indica maupun senyawa yang diisolasi 
harus dievaluasi, terutama menggunakan hewan 
model dari kelas mamalia (Braga et al., 2021).

Pemberian obat secara oral memiliki ke
kurangan, diantaranya disebabkan oleh bioavai
labilitas obat yang rendah dan distribusi se
nyawa mimba yang rendah ke tubuh. Menurut 
penelitian Ajazuddin & Saraf (2010), solusi untuk 
mengatasi masalah pemberian obat secara oral 
adalah dengan menyiapkan obat dalam bentuk 

nanokitosan untuk mempermudah penyerapan 
dan pendistribusian obat ke dalam tubuh serta 
meningkatkan bioavailabilitas tanaman mimba. 
Prasetiowati et al. (2018) menyatakan bahwa 
kelebihan penggunaan nanokitosan pada eks
trak tumbuhan obat dapat memperlancar pe
nyerapan dan distribusi obat ke dalam tubuh 
serta mengurangi efek toksik obat. Polimer 
yang digunakan dalam pembuatan nanopartikel 
adalah kitosan dengan senyawa yang larut dalam 
natrium tripolifosfat (NaTPP) (Kafshgari et al. 
2011). Martien et al. (2012) menyatakan bahwa 
kitosan dapat mengurangi efek toksik dari 
paparan mimba, sehingga sangat efisien untuk 
dikembangkan sebagai bahan utama pembuatan 
nanopartikel. Oleh karena itu, nanopartikel 
dapat memberikan solusi yang efektif untuk 
mengatasi sulitnya penghantaran obat ke dalam 
tubuh, memperlancar distribusi senyawa bioaktif 
dari tanaman mimba ke sirkulasi sistemik dan 
mengurangi efek toksik tanaman mimba. Na
nopartikel kitosan telah banyak digunakan 
dalam bidang medis baik dalam bentuk na
noemulsi, nanocarrier, maupun nanoliposom. 
Penggunaan senyawa bioaktif daun mimba juga 
berpotensi dalam mempertahankan sistem imun 
selama berada dalam kisaran dosis yang aman. 
Sistem penghantaran obat route oral dapat 
dikatakan berhasil apabila obat dapat masuk ke 
dalam sirkulasi sistemik dan mencapai reseptor 
target yang sesuai. Route oral akan melalui jalur 
dan saluran pencernaan sehingga akan menjadi 
kurang tepat bila dikirim langsung dalam bentuk 
bebas (Aguirre, 2016). Aplikasi nanopartikel 
dalam menghantarkan obat (drug delivery), 
yang dalam hal ini digunakan untuk membawa 
senyawa aktif dalam ekstrak etanol daun 
mimba, perlu diketahui tingkat keamanannya 
dalam tubuh dengan mengamati jumlah total 
dan diferensial leukosit.

Materi dan Metode
Bahan-bahan yang digunakan adalah sedia

an nanokitosan ekstrak etanol daun mimba yang 

leukosit, dan jumlah rataan limfosit, monosit, dan neutrofil segmen masih dalam kisaran normal. Berdasarkan 
hasil penelitian disimpulkan bahwa pemberian sediaan nanopartikel kitosan ekstrak etanol daun mimba tidak 
mempengaruhi profil leukosit tikus.

Kata kunci: leukosit; gelasi ionik, nanopartikel, daun mimba, tikus putih
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disintesis dengan metode gelasi ionic, sesuai 
metode Sitasiwi dkk. (2021), pakan ayam tipe 
Hi-Pro-Vite A594, sekam padi, kertas label, tisu, 
lateks, masker, kapas, koagulan EDTA, larutan 
Turk, larutan Giemsa, dan kloroform. 

Alat-alat yang digunakan adalah alat gelas, 
magnetic stirer, freezer dan air cooler, kulkas, 
spuit dan jarum (alat sonde), satu set kandang 
tikus (32 kandang), tissue, kapas, box/stoples, 
dissecting set, tabung vacutainer, hemositometer, 
gelas benda, cover slip, mikroskop, alat tulis, 
kamera, dan alat protokol kesehatan lengkap.

Hewan uji yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah 32 ekor tikus putih jantan (Rattus 
norvegicus) strain Sprague Dawley jantan 
dewasa dengan umur 2,5 bulan dan rerata bobot 
badan 200 gram, tanpa cacat anatomi, diperoleh 
dari Unit Penyediaan Hewan Percobaan, Uni
versitas Gadjah Mada, Yogyakarta.

Daun mimba diperoleh dari lingkungan 
Fakultas Sains dan Matematika, Universitas 
Diponegoro, Semarang, Jawa Tengah, Indonesia. 
Satu kilogram daun mimba dikeringkan dalam 
oven pada suhu ±45-50℃ selama 3 hari. Ekstraksi 
etanol daun mimba dilakukan sesuai metode 
Fajriaty et al. (2018) dengan merendam bubuk 
daun mimba dalam etanol 70% selama 3x24 jam 
lalu diuapkan dengan rotary evaporator pada 
suhu 50℃. Screening fitokimia daun mimba 
secara kualitatif dilakukan di Laboratorium 
Universitas Semarang, Semarang, Jawa Tengah.

Pembuatan nanopartikel kitosan dilakukan 
sesuai metode Kamaraj et al. (2017) dengan 
cara mengencerkan 2 mg kitosan dengan asam 
asetat 1% lalu dihomogenisasi dengan stirer 
pada kecepatan 1200 rpm, suhu 60ºC selama 5 
menit kemudian dilakukan ultrasonifikasi pada 
suhu 30ºC selama 30 menit. Analisis ukuran 
nanopartikel dan indeks polidispersitas diukur 
menggunakan Malvern Particle Size Analyzer 
(UK) di Laboratorium Terpadu Universitas 
Diponegoro, Semarang, Jawa Tengah. Pembuat
an bahan uji nanopartikel dilakukan sesuai 
metode Sitasiwi dkk. (2021).

Prosedur penelitian dilakukan atas perse
tujuan dan pengawasan KEPK FK UNDIP 
No. 29/EC/H/FK-UNDIP/III/2021 (Sitasiwi 
dkk., 2021). Tikus dipelihara dalam kandang 
tikus ukuran 18 x 24 x 15 cm, pemberian pa
kan dan minum secara ad libitum. Kondisi 

lingkungan kandang diperiksa menggunakan 
thermohygrometer dengan pemantauan setiap 
pukul 09.00 (pagi) dan 16.00 (sore). Penggantian 
sekam (bed cage) dilakukan setiap 3 hari sekali. 
Tahap akhir aklimatisasi diawali penimbangan 
bobot badan dan pemeliharaan tikus Sprague 
Dawley dalam kondisi laboratorium selama satu 
minggu, sebelum dilakukan pemberian bahan 
uji. 

Tikus dengan bobot badan seragam kemu
dian dikelompokkan menjadi 4 kelompok 
perlakuan. Kelompok P0 diberikan akuades 
dengan dosis 2 ml/ekor/hari. Kelompok P1 
diberikan nanokitosan dengan dosis 2 ml/ekor/
hari. Kelompok P2 diberikan NEEDM 50% 
dosis 2 ml/ekor/hari. Kelompok P3 diberikan 
NEEDM 100% dosis 2 ml/ekor/hari. Pemberian 
perlakuan secara oral selama 28 hari setiap sore, 
pada jam 15.00-16.00 WIB.

Pengambilan sampel darah dilakukan pada 
hari ke-29, sehari setelah perlakuan berakhir. 
Hewan uji dibius menggunakan chloroform 
dalam wadah/kotak plastik, sampai tikus 
dalam keadaan tidak sadar. Hewan uji yang 
sudah tidak sadar diletakkan pada baki bedah 
dengan posisi terlentang, selanjutnya dilakukan 
pembedahan dari abdomen bagian bawah sam
pai ke rongga thoraks. Pengambilan darah 
langsung dilakukan dari bagian jantung. Jarum 
syringe digunakan untuk mengambil sampel 
darah secara intrakardial. Sampel darah tersebut 
ditampung dalam tabung vacutainer yang diberi 
bahan antikoagulan EDTA dengan perbandingan 
setiap 1 ml darah membutuhkan 1 mg EDTA. 
Darah yang tertampung dalam tabung EDTA 
segera dikocok pelan dengan gerakan angka 
delapan agar darah dan bahan antikoagulan 
tercampur. Sampel darah disimpan di dalam 
lemari pendingin bersuhu 4oC.

Jarum syringe digunakan untuk mengambil 
sampel darah secara intrakardial. Sampel darah 
tersebut ditampung dalam tabung vacutainer 
yang diberi bahan antikoagulan EDTA dengan 
perbandingan setiap 1 ml darah membutuhkan 
1 mg EDTA lalu segera darah dikocok pelan de
ngan gerakan angka delapan supaya darah dan 
bahan antikoagulan tercampur. Sampel darah di-
simpan di dalam lemari pendingin bersuhu 4oC.

Penghitungan jumlah leukosit dilakukan 
melalui dua tahapan, yakni pengenceran dan 
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pengamatan secara mikroskopis di bawah 
mikroskop. Sediaan darah dihisap menggunakan 
pipet leukosit dan aspirator sampai batas 
garis 1 kemudian ditambahkan dengan larut
an pengencer Turk hingga batas angka 11 se
lanjutnya dihomogenkan dengan gerakan angka 
delapan. Tahap perhitungan dilakukan dengan 
cara mengisi kamar hitung Neubauer dengan 
larutan darah pada pipet leukosit dan kemudian 
diamati dibawah mikroskop pada perbesaran 10 
x 40 kali. Leukosit dihitung berdasarkan jumlah 
sel yang berada pada 4 kotak besar pada bagian 
pojok. Diferensial leukosit dilakukan dengan 
pembuatan preparat apus darah. Preparat yang 
telah kering difiksasi dengan metanol dan 
selanjutnya direndam dalam larutan Giemsa 
selama 30 menit sebagai proses pewarnaan. 
Preparat ulas yang selesai diwarnai, diamati 
dibawah mikroskop pada perbesaran 10 x 100 
kali, dengan bantuan minyak emersi. Leukosit 
dihitung berdasarkan jenis yaitu limfosit, 
monosit, dan neutrofil segmen.

Hasil dan Pembahasan
Skrining fitokimia terhadap sediaan 

nanokitosan esktrak etanol daun mimba telah 
dilakukan oleh Sitasiwi dkk. (2021). Skrining 
fitokimia digunakan untuk melihat gambaran 
senyawa metabolit sekunder yang terkandung 
dalam suatu bahan alam atau tumbuhan tertentu. 
Hal ini sesuai dengan Agustina (2016) bahwa uji 
fitokimia digunakan untuk melihat komponen 
senyawa aktif pada sampel tanaman. Hasil 
pemeriksaan kandungan fitokimia ekstrak etanol 
daun mimba menunjukkan adanya senyawa 
fenolik, alkaloid, flavonoid, terpenoid, tanin, 
dan saponin serta tidak mengandung senyawa 
steroid (Sitasiwi dkk., 2021)

Tabel 1. Hasil Screening Fitokimia EEDM

Jenis senyawa Hasil Screening

Fenolik +
Alkaloid +

Flavonoid +
Terpenoid +

Tanin +
Saponin +
Steroid -

Keterangan : + (mengandung senyawa bioaktif), tanda - (tidak 
mengandung senyawa bioaktif (data primer 
Sitasiwi dkk., 2021)

Senyawa metabolit sekunder yang diha
silkan oleh ekstrak etanol daun mimba berpo
tensi sebagai antioksidan yang dapat mencegah 
dan menangkal radikal bebas. Winarsi (2004) 
menyatakan bahwa flavonoid sebagai antiok
sidan dapat berperan sebagai free radical 
scavenger, dan menghambat pertumbuhan sel 
kanker. Hanani (2016) menyatakan bahwa ta
nin sebagai antioksidan dapat menstabilkan 
radikal bebas dengan menangkap elektron bebas 
dan berperan dalam inhibitor reaksi berantai 
pembentukan radikal bebas. Sharma et al. 
(2020) menyatakan perananan saponin sebagai 
antioksidan dan immunoenhancers terletak pada 
gugus aldehida yang dimilikinya. Nurviana et 
al. (2020) menambahkan bahwa triterpenoid 
sebagai turunan dari senyawa terpen berfungsi 
sebagai donor hidrogen sehingga memiliki 
sifat antioksidan. Aktivitas antioksidan dapat 
berupa penghambatan pada tahap inisiasi reaksi 
berantai, pemblokiran pada tahap propagasi 
dengan merusak atau mengikat radikal bebas, 
dan penstabilan hidrogen peroksida (Supriyanto 
et al., 2017). 

Berdasarkan hasil uji Particle Syze 
Alanayzer (PSA) menujukkan bahwa nilai rata-
rata ukuran partikel yaitu 202,3 nm untuk larutan 
nanokitosan (kelompok perlakuan P1), 324,9 
nm untuk sediaan NEEDM 50% (kelompok 
perlakuan P2) dan NEEDM 100% (kelompok 
perlakuan P3) sebesar 297,3 nm (seusai hasil 
penelitian Sitasiwi dkk., 2021). Kurniasari 
(2017) menyatakan bahwa komposisi partikel 
yang optimal dalam penggunaan PSA adalah 
partikel tersebut berukuran nano dalam rentang 
389-877 nm. Hasil dari penelitian ini berhasil 
mendapatkan ukuran partikel nano karena masih 
di bawah rentang ukuran nanopartikel.

Informasi tambahan dari karakterisasi 
menggunakan PSA adalah nilai sebaran ukuran 
partikel atau polydispersity index (PDI). Nilai 
PDI menggambarkan tingkat keseragaman 
ukuran partikel pada suatu komponen. Luo et al. 
(2013) menyatakan bahwa semakin kecil nilai 
PDI maka distribusi partikel dalam suatu larutan 
akan semakin homogen. Ukuran dan nilai PDI 
pada nanopartikel dalah variabel fisikokimia 
utama, yang mengatur serapan seluler yang 
bergantung pada endositosis. Menurut Mozafari 
et al. (2018), nilai PDI lebih besar dari 0,7 
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menunjukkan bahwa sampel memiliki distribusi 
ukuran yang sangat luas. Nilai PDI tersebut 
menunjukkan bahwa rata-rata hasil nanopartikel 
yang disintesis bersifat homogen dan baik 
diaplikasikan sebagai drug delivery.

Tabel 2. Nilai PDI pada kelompok perlakuan dengan nanopartikel

Sampel Nanopartikel Nilai PDI
P1 0.355
P2 0.427
P3 0.540

Keterangan: nilai sebaran ukuran partikel pada kelompok 
perlakuan P1 (larutan nanopartikel kitosan), 

	 P2 (sediaan NEEDM 50%), dan P3 (sediaan 
NEEDM 100%)

Hasil pengamatan jumlah leukosit, lim
fosit, monosit, dan neutrofil segmen pada 
tikus putih yang telah diberi perlakuan dapat 
dilihat pada Tabel 3. Hasil analisis statistik 
menunjukkan nanokitosan ekstrak etanol da
un mimba (NEEDM) tidak memberikan pe
ngaruh nyata terhadap jumlah leukosit total 
(P<0,05). Delwatta et al. (2018) menyatakan 
bahwa jumlah normal leukosit pada tikus putih 
Sprague Dawley jantan berkisar 4,4-15,8 ribu/
mm3 sehingga hasil penghitungan leukosit total 
pada penelitian ini masih dalam kisaran normal 
leukosit tikus.

Hasil dari analisis statistik Tabel 3 mem
perlihatkan bahwa nilai rata-rata limfosit pada 
kelompok perlakuan P0 (tikus normal diberi 
larutan akuades) berbeda nyata dengan kelompok 
perlakuan P1 (tikus normal diberi larutan 
nanopartikel kitosan), P2 (tikus normal diberi 
sediaan NEEDM 50%), dan P3 (tikus normal 
diberi sediaan NEEDM 100%). Berdasarkan 
pengamatan tersebut, nilai rerata penghitungan 
limfosit antar kelompok perlakuan P1, P2 dan 

P3 menunjukkan hasil berbeda tidak nyata yaitu 
sebesar 79,75/mm3; 77,00/mm3 dan 73,73/mm3. 
Berdasarkan hasil tersebut, nanokitosan dan 
ekstrak daun mimba dapat mempertahankan 
kadar limfosit dalam darah dan formulasi ter
sebut masih dapat ditoleransi oleh tubuh. 

Nilai rerata limfosit antara kelompok P0 
dan kelompok P1, P2, P3 menunjukkan hasil 
yang berbeda secara signifikan dimana nilai 
rerata kelompok P0 sebesar 61,00/mm3. Nilai 
rerata tersebut cenderung rendah dibandingkan 
kelompok perlakuan lainnya. Kenaikan jumlah 
limfosit tersebut masih dalam kisaran normal 
limfosit dalam darah. Delwatta et al. (2018) 
menyatakan bahwa kadar limfosit normal pa
da tikus Sprague Dawley jantan berada da
lam kisaran 61-86 x 103/mm3. Kenaikan 
jumlah limfosit dalam darah menandakan per
lakuan dengan ekstrak daun mimba dapat 
meningkatkan jumlah limfosit. Hal tersebut 
sesuai dengan Lisdawati (2002) senyawa fla
vonoid dapat meningkatkan proliferasi lim
fosit. Hal tersebut mengindikasikan sediaan 
senyawa yang mengandung flavonoid dalam 
bentuk nanokitosan memiliki sifat sebagai 
immunomodulator, yaitu memodulasi sistem 
kekebalan tubuh sehingga setiap komponen 
dalam sistem akan lebih peka terhadap serangan 
mikroba patogen, dan immunoenhancers, 
yakni mempertahankan kinerja sistem imun 
sehingga mekanisme fisiologi dalam tubuh akan 
tetap stabil. Menurut Alam et al. (2011) sifat 
immunoenhancers digunakan untuk menstimu
lasi dan mempertahankan sistem imun. 

Kombinasi nanopartikel dengan biopolimer 
kitosan memberikan potensi yang menjanjikan 
karena kitosan merupakan biopolimer alam 
yang dapat menjadi agen imunomodulator 

Tabel 3. 	 Rataan jumlah leukosit dan diferensial leukosit setelah perlakuan

Perlakuan
Variabel

Leukosit Total
103cell/μL

Limfosit
103cell/μL

Monosit
103cell/μL

Neutrofil segmen
103cell/μL

P0 7.53a±4.28 61.00a±13.23 8.66a±0.58 30.33b±3.80
P1 4.60a±2.78 79.75b±3.77 6.35a±0.50 13.50a±3.51
P2 5.92a±3.17 77.00b±5.42 8.50a±6.35 14.50a±5.80
P3 5.72a±2.89 73.73b±9.51 7.46a±3.20 19.75ab±4.99

Keterangan: nilai dengan superskrip berberbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda secara nyata (P<0,05), P0 (tikus 
normal diberi akuades), P1 (tikus normal diberi nanokitosan), P2 (tikus normal diberi NEEDM 50%), dan P3 (tikus 
normal diberi NEEDM 100%)
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disamping juga merupakan biopolimer yang 
stabil. He & Hwang (2016) menyatakan bahwa 
kitosan merupakan polimer alam yang memiliki 
biodegradabilitas dan biokompabilitas yang 
baik. Sifat biokompabilitas didapatkan karena 
biopolimer kitosan dapat mengadakan interaksi 
ionik dengan asam sialat pada membran usus 
sehingga cocok dijadikan penghantar obat 
dengan aplikasi per oral. Sifat biodegradabilitas 
kitosan menguntungkan bagi tubuh karena 
meminimalisir tingkat ketoksikan pada dosis 
terapi. Martien et al. (2018) menjelaskan 
bahwa nanopartikel kitosan dapat membuka 
tight junction pada membran intestinal secara 
sementara dengan mekanisme translokasi 
protein dari membran ke sitoplasma.

Berdasarkan Tabel 3 nilai rataan monosit 
pada semua kelompok tidak berbeda secara 
signifikan. Nilai rataan monosit berturut-turut 
pada kelompok perlakuan P0, P1, P2, dan P3 
yaitu 8,66/mm3; 6,35/mm3, 8,50/mm3; dan 7,46/
mm3. Hal tersebut menandakan perlakuan dengan 
NEEDM menunjukkan nilai rataan monosit 
yang relatif sama sehingga perlakuan dengan 
NEEDM tidak bersifat toksik serta dapat bekerja 
dengan baik dalam mempertahankan kinerja 
sistem imun. Marlinda dkk. (2016) menyatakan 
bahwa monosit di dalam sistem imun berfungsi 
sebagai makrofag yang memfagositosis bakteri 
dan mikroorganisme lainnya, dengan cara 
membentuk komplemen dan mengeluarkan 
substansi yang mempengaruhi terjadinya 
proses peradangan kronik. Fungsi monosit 
akan terganggu jika membran monosit tidak 
berfungsi dengan baik karena substansi tertentu, 
misalnya radikal bebas. Senyawa bioaktif 
seperti flavaonoid, alkaloid, terpenoid, tanin, 
saponin, fenolik berperan sebagai antioksidan 
alami. Antioksidan tersebut berfungsi sebagai 
pencegah terjadinya stres oksidatif. Stres 
oksidatif merupakan suatu kondisi tubuh yang 
ditandai dengan ketidakseimbangan antara 
jumlah radikal bebas dengan jumlah antioksidan. 
Tingginya jumlah radikal bebas akan merugikan 
tubuh karena mampu mengoksidasi molekul 
di sekitarnya (protein, kerbohidrat, lipid, dan 
DNA) (Werdhasari, 2014). 

Berdasarkan tabel 3 nilai rataan neutrofil 
segmen antar kelompok perlakuan terdapat 
perbedaaan nyata (P<0,05). Nilai rataan neutrofil 

segmen masing-masing kelompok perlakuan 
P0, P1, P2, dan P3 secara berturut-turut sebesar 
30,00/mm3, 13,50/mm3; 14,50/mm3 dan 19,75/
mm3. Rentang normal neutrofil pada tikus galur 
Sprague Dwaley jantan menurut Delwatta et al. 
(2018) berkisar antara 13-36/mm3 sehingga hasil 
rataan neutrofil segmen dari semua kelompok 
perlakuan berada dalam kisaran normal. Hal 
tersebut mengindikasikan bahwa nanopartikel 
kitosan dan pemberian sediaan NEEDM mampu 
mempertahankan status neutrofil darah tikus 
serta dapat ditoleransi oleh tubuh (tidak bersifat 
toksik). Nilai rataan neutrofil pada kelompok P0 
sebesar 30,00/mm3 terdapat perbedaan nyata, 
namun masih dalam batas normal. Atmadja et al. 
(2016) menyatakan bahwa peningkatan jumlah 
neutrofil dapat disebabkan adanya stres fisik atau 
emosional, trauma, dan kelainan metabolik. Hal 
tersebut mungkin karena kurangnya konsumsi 
antioksidan selama perlaku. Werdhasari (2014) 
mengungkapkan antioksidan diperlukan un
tuk mencegah timbulnya stres oksidatif. Kon
disi ketidakseimbangan antara jumlah radikal 
bebas yang ada didalam tubuh dengan jumlah 
antioksidan akan menyebabkan stres oksidatif. 
Kelompok P0 merupakan kelompok tikus yang 
diberi perlakuan akuades (kontrol), akibat 
kurangnya asupan antioksidan sehingga rentan 
terjadi stres oksidatif. Maheswari (2017) 
menambahkan bahwa radikal bebas dalam 
tubuh akan meningkat karena aktivitas monosit 
selama stressor masih ada, untuk mengatasinya 
maka tubuh akan memicu peningkatan neutrofil.

Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian dapat disim

pulkan bahwa perlakuan dengan sediaan nano
partikel kitosan ekstrak etanol daun mimba 
memberikan efek terhadap kadar leukosit dalam 
darah. 
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