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Abstrak
15-F2t-isoprostan merupakan penanda stres oksidatif yang kadarnya dalam cairan biologis relatif ren-
dah serta memiliki banyak isomer sehingga diperlukan ekstraksi sampel sebelum dilakukan pengukuran 
kadar. Metode ekstraksi yang digunakan diantaranya ekstraksi fase solid/Solid Phase Extraction (SPE) 
serta ekstraksi imunoafinitas. Perbaikan teknik ekstraksi SPE dan teknik ekstraksi imunoafinitas di-
lakukan untuk membandingkan hasil perolehan kembalinya. Pengukuran dilakukan dengan metode En-
zyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Penilaian efektivitas proses ekstraksi diamati melalui hasil 
perolehan kembali dari kedua teknik ekstraksi. Teknik ekstraksi dengan perolehan kembali tertinggi di-
gunakan untuk mengukur kadar 15-F2t-isoprostan dari penderita Obstructive Sleep Apnea (OSA). Teknik 
ekstraksi imunoafinitas menghasilkan perolehan kembali 15-F2t-isoprostan yang cukup baik. Pada pend-
erita OSA kadar 15-F2t-isoprostan dalam plasma cenderung tinggi sehingga memiliki risiko untuk men-
derita penyakit yang berhubungan dengan aktivitas biologis 15-F2t-isoprostan seperti arteriosklerosis.

Kata kunci: 15-F2t-isoprostan, Solid Phase Extraction (SPE), ekstraksi imunoafinitas, Obstructive 
                     Sleep Apnea (OSA)

Quantitative Analysis of Free 15-F2t-Isoprostane from Plasma of Obstructive 
Sleep Apnea Patients Using Enzyme Linked Immunosorbent Assay Method 

with Immunoaffinity Extraction Technique

Abstract
15-F2t-isoprostane is a biomarker in assessment of oxidative stress status that due to its relatively low con-
centration in biological fluid and also has many isomers, the 15-F2t-isoprostane sample need to be extracted 
prior to the quantifying processes. Extraction techniques commonly used to extract 15-F2t-isoprostane are 
solid phase extraction (SPE) and immunoaffinity extraction. Improvements to the SPE and immunoaffin-
ity extraction techniques had been conducted, and the recovery results was then compared. The quantifi-
cation of 15-F2t-isoprostane then was conducted using Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
method. Then followed by the examination of the plasma recovery results. Extraction technique which 
had the highest recovery then was used to quantify 15-F2t-isoprostane from plasma of Obstructive Sleep 
Apnea (OSA) patients. Immunoaffinity extraction technique has a good recovery result. OSA patients 
have the tendency to have high 15-F2t-isoprostane concentrations in the plasma, therefore have a poten-
tial risk to get diseases related to the biological activities of 15-F2t-isoprostane, such as arteriosclerosis.
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Pendahuluan

Isoprostan merupakan suatu kelompok senya-
wa mirip prostaglandin dan merupakan produk 
autooksidasi,  terkandung dalam cairan biolo-
gis yang berasal dari hasil oksidasi nonenzi-
matik asam arakhidonat yang dikatalis oleh 

radikal bebas dan merupakan petanda untuk 
peroksidasi lipid dan stress oksidatif in vivo. 
Stres oksidatif didefinisikan sebagai gangguan 
dalam keseimbangan prooksidan atau antiok-
sidan yaitu jumlah prooksidan lebih banyak 
jika dibandingkan dengan jumlah antioksidan, 
yang dapat menimbulkan kerusakan jaringan.1

Gambar 1 Struktur 15 F2t-Isoprostan

Isoprostan mirip dengan prostanoid nor-
mal, dan yang paling banyak ditemukan meru-
pakan analog dari prostaglandin F2α, namun 
analog lain yaitu PGD2 dan PGE2 juga dite-
mukan. Isoprostan dan prostanoid berbeda 
dalam aspek stereokimianya. Sebagian besar 
rantai samping isoprostan berada dalam posisi 
cis terhadap cincin siklopentana, meskipun 
ada juga yang berada dalam posisi trans. Ada 
empat regioisomer yang mungkin dari isopros-
tan seri F, D dan E, setiap regio isomer akan 
menghasilkan delapan bentuk diastereoiso-
mer, dalam hal ini terdapat 64 isomer berbeda 
yang dapat dibentuk dari satu seri isoprostan. 
Untuk membedakan dengan prostaglandin 
normal, maka dibuat singkatan “isoP”, dengan 
awalan yang ditentukan oleh tempat ikatan gu-
gus hidroksil pada rantai samping (5,8,12 atau 
15) yang akan menunjukkan bentuk struk-
turnya. 5- dan 15-F2-isoprostan paling banyak 
ditemukan, ini karena 8- dan 12-F2-isopros-
tan dapat mengalami oksidasi lebih lanjut. 
Dalam plasma, F2-isoprostan ditransportasi-
kan dalam bentuk esternya. 15-F2-isoprostan 

(8-isoprostan, 8-epi PGF2α) menarik banyak 
perhatian karena memiliki aktivitas biologis. 
8-isoprostan bersirkulasi dalam bentuk terikat 
dengan fosfolipid in situ dan diubah menjadi 
bentuk bebas oleh enzim fosfolipase A2.1

Obstructive Sleep Apnea (OSA) dikarak-
terisasi oleh adanya periode collapse saluran 
napas atas yang berulang dan menimbulkan 
terjadinya siklus hipoksia/reoksigenerasi yang 
menyebabkan peningkatan pembentukan spe-
sies oksigen oleh stres oksidatif.2 Radikal be-
bas oksigen yang terbentuk akan mengkatalis 
peroksidasi lipid yang akan menghasilkan iso-
prostan. Carpagnano dkk, telah mendemon-
strasikan bahwa 8-isoprostan dalam darah 
periferal dan kondensat hembusan napas dari 
pasien dengan OSA mengalami peningkatan.3

Pengukuran 15-F2t-isoprostan dalam sam-
pel biologi mendapatkan banyak tantangan. 
Dikarenakan kadar isoprostan, metabolit iso-
prostan, dan konjugat in vivo dalam jumlah 
besar, serta potensi terbentuknya senyawa
ini secara ex vivo dari asam arakhidonat dan  
perbedaan protokol untuk proses GC/MS dan
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imunoassay dari biomarker ini, sehingga tidak 
mengejutkan jika muncul perbedaan pendapat  
terhadap nilai kadar yang dihasilkan masing-
masing metode. Masalah lainnya yaitu, 15-F2t-
isoprostan merupakan salah satu isomer dari 
64 isomer isoprostan. Untuk memastikan bah-
wa hanya 15-F2t-isoprostan saja yang terukur, 
maka sampel perlu dimurnikan terlebih dahu-
lu, teknik solid phase extraction dan ekstraksi 
dengan kolom imunoafinitas merupakan teknik 
yang banyak digunakan untuk memurnikan 
sampel dari senyawa pengotor seperti isomer 
isoprostan yang akan menggangu analisis.4,5

Metoda analisis juga harus sensitif sebab 
kadar 15-F2t-isoprostan dalam sampel bi-
ologis sangat rendah. Gas Chromatography-
Mass Spectrometry (GC-MS) merupakan 
gold standart untuk pengukuran 15-F2t-
isoprostan.1 Metode GC-MS sangat sensitif 
namun mahal, memerlukan alat khusus dan 
memerlukan tenaga ahli untuk mengerjakan-
nya sehingga metode lain yang dapat dijadi-
kan sebagai metode pengukuran alternatif  
yaitu Enzyme Linked Immunosorbent Assays 
(ELISA). Metode ini memiliki kekurangan 
yaitu  terjadinya reaksi silang 15-F2t-isopros-
tan dan metabolitnya dalam sampel dengan 
antibodi 15-F2t-isoprostan. Proses ekstraksi 
sampel merupakan upaya untuk menangani 
kelemahan ELISA sehingga metoda ini dapat 
digunakan untuk pengukuran 15-F2t-isopros-
tan yang dapat diandalkan dan dapat diulang 
untuk eksperimen stres oksidatif pada subjek 
manusia atau hewan.

Berdasarkan pengalaman di lapangan, di-
ketahui bahwa hasil ekstraksi 15-F2t-isopros-
tan dengan teknik SPE menghasilkan pero-
lehan kembali yang tidak memuaskan. Maka 
pada penelitian ini akan dilakukan perbaikan 
nilai perolehan kembali 15-F2t-isoprostan 
bebas dari teknik ekstraksi Solid Phase Ex-
traction (SPE) dengan memodifikasi teknik 
SPE untuk ekstraksi 15 F2t isoprostan bebas 
yang dikembangkan oleh Morrow  dkk6, se-
dangkan untuk perbaikan perolehan kembali 

15-F2t-isoprostan bebas dengan ekstraksi 
imunoafinitas dilakukan modifikasi prosedur 
ekstraksi yang dianjurkan oleh produsen sor-
ben imunoafinitas 15-F2t-isoprostan.7-8 Selan-
jutnya dibandingkan dari kedua teknik terse-
but, teknik yang memberikan nilai perolehan 
kembali yang tertinggi dan selanjutnya teknik 
tersebut digunakan untuk mengekstraksi 
15-F2t-isoprostan bebas dari plasma pasien 
OSA. Untuk kuantifikasi isoprostan digunak-
an metode ELISA.

Metode

a.  Bahan Percobaan
Solid phase extraction C18 Sep Pak Car-
tridges dan silika Sep-pak Cartridge (Wa-
ters Associates, Milford, MA), zat-zat kim-
ia seperti :Etil asetat p.a, n-Heptana p.a, 
Aseton p.a, kalium hidroksida p.a, asam hi-
droklorida p.a, aseton p.a, metanol p.a , eta-
nol p.a (Merck),  aquadest, Sorben afinitas 
8-isoprostan (Cayman Chemical, Ann Ar-
bor, MI), Buffer fosfat (Roche), Pelat KLT 
C-18 RP(Merck), 8-Isoprostan EIA kit (Ox-
ford Chemical, Ann Arbor, MI), pelat C-18 
RP (Merck), gas nitrogen grade analitis.

b.  Alat Percobaan
Sentrifugator (Eppendorf sentrifugator 5415 
C), Neraca analitis (Explorer OHAUS), 
Pompa Vakum, Rak kolom ekstraksi 12 
lubang (Supelco VisiprepTM), Vortex mix-
er (VM-2000 digiSystem), evaporator (Tur-
boVap® concentration workstation), Bio-
Rad Model 680 microplate ELISA reader.

c.  Penetapan Rasio Eluen untuk SPE 
Kolom C18 sep pak dipasang pada vakum 
manifold dan diaktivasi dengan 5 mL  eta-
nol dilanjutkan 5 mL air deionisasi de-
ngan pH 3, standar 15-F2t-isoprostan (5 ng 
dalam 1 mL buffer EIA) dengan pH 3, agar 
dapat diretensi dalam kolom, dimasukkan 
ke dalam kolom dengan laju alir 1 mL/me-
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nit. Cuci kolom dengan 10 mL air deion-
isasi dengan pH 3 dan dilanjutkan 10 mL 
heksana untuk menghilangkan sisa air pH 3 
dan menghilangkan matriks yang direten-
si dalam kolom. Elusi sampel dari kolom  
dengan eluen etil asetat: heksana 10 ml de-
ngan 3 variasi rasio yaitu 55:45, 58:42 dan 
60:40. Siapkan kolom silika sep pak pada 
vakum manifold, dan diaktivasi dengan 5 
mL metanol dilanjutkan dengan 5 mL etil 
asetat. Masukan tampungan hasil elusi  dari 
kolom C18 sep pak ke dalam kolom silika 
sep pak dengan laju alir 1 mL/menit. Cuci 
kolom dengan 5 mL metanol dan 5 mL etil 
asetat untuk menghilangkan matriks yang 
diretensi dalam kolom. Elusi sampel dari 
kolom dengan 5 mL etil asetat:isopropanol 
(1:1) hingga kolom kering, tampung eluen 
keringkan dibawah aliran N2 hingga ter-
sisa residu berminyak. Sebelum dilakukan 
analisis dengan ELISA, sampel disimpan 
pada suhu -20°C. Larutkan sampel dengan 
bufer pengencer kemudian dianalisis den-
gan ELISA.

d. Penetapan Volume dan Jenis Eluen pada   
     Teknik Ekstraksi Imunoafinitas

Masukan  200 μL sorben ke dalam sampel 
cup 1,5 mL, kemudian dicuci sebanyak 2 
kali dengan 2–4 kali volume dapar fosfat. 
Masukan standar 15-F2t-isoprostan (300 
pg dalam 1 mL etanol), kemudian kocok 
perlahan selama 30–60 menit agar stan-
dar 15 F2t-isoprostan berikatan dengan 
antibodi pada sorben. Selanjutnya dicuci 
dengan 1 mL dapar fosfat dan dilanjutkan 
dengan 1 mL aquadest. Elusi dengan laru-
tan elusi yang divariasikan menjadi dua 
yaitu 95% etanol dan 95% aseton, dengan 
variasi volume elusi yaitu: 1 x 1 mL, 2 x 
0,5 mL, 3 x 0,5 mL. Eluat dikumpulkan ke-
mudian dikeringkan dengan aliran gas N2. 
Sebelum dilakukan analisis dengan ELISA, 
sampel disimpan pada suhu -20°C. Sampel 
siap dianalisis dengan ELISA,  larutkan 

sampel dengan bufer pengencer kemudian 
dianalisis dengan ELISA.

e.  Pengukuran Konsentrasi 15-F2t-isoprostan   
   Bebas dengan Enzyme Linked Immunosor 
     bent Assay (ELISA)

Pengukuran ini menggunakan reagen kit 
komersil, yaitu 8-Isoprostan EIA kit (Ox-
ford Chemical, Ann Arbor, MI), serapan 
dibaca pada panjang gelombang 450 nm.  

f.  Penetapan Perolehan Kembali dari Plasma
Sebanyak 1 mL sampel plasma ditambahkan 
dengan standar 15-F2t-isoprostan sebanyak 
100, 300, 600, 1200 dan 2400 pg. Kemudian 
diekstraksi dengan  SPE dan imunoafinitas 
dilanjutkan dengan pengukuran konsentra-
si 15-F2t-isoprostan dilakukan menggu-
nakan metode ELISA dengan prosedur sep-
erti yang telah disebutkan diatas. Larutan 
hasil pencucian (etil asetat, heptana dan 
metanol) sampel pada SPE juga diukur 
konsentrasinya untuk mengetahui kemung-
kinan analit terbuang pada saat pencucian.

g.  Pengukuran 15-F2t-isoprostan Bebas pada 
   Sampel Plasma Pasien Obstructive Sleep  
     Apnea (OSA)

Pengukuran kadar 15-F2t-isoprostan bebas 
dilakukan terhadap plasma 42 pasien yang 
tidur mendengkur dilakukan penghitungan 
Apnea Hypopnea Index (AHI) untuk me-
nentukan apakah pasien tersebut termasuk 
kategori OSA atau nonOSA. Jika nilai AHI 
≥15 maka pasien dikelompokan ke dalam 
kategori OSA.9 Dari hasil pengelompokan 
terdapat 20 pasien termasuk kategori OSA 
dan 22 pasien termasuk kategori nonOSA. 
Sebanyak 1 mL sampel plasma diekstraksi 
dengan sorben imunoafinitas dengan prose-
dur  sama seperti yang telah disebutkan di 
atas. Eluen yang digunakan yaitu aseton 
95%  dengan volume eluen 3 x 0,5  mL. 
Selanjutnya pengukuran 15-F2t-isoprostan 
dilakukan dengan menggunakan metode 
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ELISA sesuai prosedur yang telah disebut-
kan di atas. 

Hasil

SPE
Persentase perolehan kembali standar 15-F2t-

isoprostan bebas yang dielusi dengan etil 
asetat:heptana dan etil asetat:metanol dapat 
dilihat pada Gambar 2 dan 3. Hasil pengujian 
perbandingan rata-rata menggunakan ANO-
VA dan uji rentang Duncan (p<0,05) diketa-
hui bahwa interaksi antara faktor variasi eluen 
pada kolom C18 dengan variasi pada kolom

Gambar 2  Persentase perolehan kembali 15-F2t-isoprostan bebas terhadap variasi rasio
                  eluen pada kolom C18 pada ekstraksi dengan teknik SPE (n = 5, rata-rata±SD)

Gambar 3  Persentase perolehan kembali 15-F2t-isoprostan bebas terhadap variasi rasio eluen
                    pada kolom silika pada ekstraksi dengan teknik SPE (n = 5, rata-rata±SD)
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silika tidak signifikan. Namun faktor variasi 
eluen pada kolom C18 berbeda signifikan, 
rasio etil asetat:heptana 60:40, v/v memiliki 
rata-rata tertinggi yang berbeda signifikan 
dengan rasio etil asetat:heptana 55:45, v/v dan 
58:42, v/v.

Faktor variasi eluen pada kolom silika, 
rasio etil asetat:metanol 42:58, v/v memiliki 
rata-rata tertinggi yang berbeda signifikan 
dengan rasio etil asetat:metanol 40:60, v/v na-
mun tidak berbeda signifikan dengan rasio etil 
asetat:metanol 45:55, v/v. 

Jika dibandingkan dengan rasio eluen yang 
digunakan pada teknik yang digunakan Mor-
row dkk 6, yaitu etil asetat:heptana, 50:50 v/v, 
maka etil asetat:heptana 60:40 v/v memberi-
kan perolehan kembali yang lebih besar dan 
etil asetat:metanol 42:58 v/v juga memberikan 
perolehan kembali yang lebih besar diband-
ingkan dengan etil asetat:metanol 50:50 v/v. 

Secara keseluruhan, teknik ekstraksi ini  
memberikan nilai perolehan kembali sangat 
kecil, yaitu hanya 2–3%. Ketika pada hasil 
tampungan proses pencucian dilakukan ke-
giatan pengukuran kadar 15-F2t-isoprostan, 

maka diketahui bahwa proses pencucian de-
ngan metanol pada ekstraksi dengan menggu-
nakan kolom silika analit banyak tercuci yaitu 
sekitar 90%. 

Ektraksi Imunoafinitas 
Prosedur ekstraksi yang digunakan berdasar-
kan prosedur yang dianjurkan oleh produsen 
sorben (Cayman). Produsen menganjurkan 
menggunakan eluen etanol 95% dan volume 
eluen 2 x 0,5 mL. Pada penelitian ini dicoba dua 
jenis eluen yaitu etanol 95% dan eluen yang 
lebih polar yaitu aseton 95%, jenis eluen ini di-
gunakan pada pengembangan teknik ekstraksi 
imunoafinitas yang telah dilakukan oleh Bachi 
dkk 8, sedangkan volume eluen yang digunak-
an ada tiga variasi, yaitu 1 x 1 mL, 2 x 0,5 mL 
dan 3 x 0,5 mL, volume eluen yang terakhir 
juga digunakan pada teknik ekstraksi imuno-
afinitas yang dikembangkan oleh Bachi dkk.10   
Persentase perolehan kembali hasil ekstraksi 
imunoafinitas dapat dilihat pada Gambar 4. 
Berdasarkan hasil pengujian perbandingan ni-
lai rata-rata dengan ANOVA dan uji rentang 
Duncan (Tabel 1), diketahui interaksi antara 

Gambar 4 Persentase perolehan kembali 15 F2t-isoprostan terhadap variasi  jenis eluen dan
        volume eluen pada ekstraksi dengan imunoafinitas (n=5, rata-rata ± SD)
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faktor jenis eluen dengan volume eluen sig-
nifikan. Eluen aseton 95% dengan volume 
eluen 3x0,5 mL memberikan nilai rata-rata 

tertinggi dan berbeda secara signifikan dengan 
interaksi faktor jenis eluen dan volume eluen 
yang lainnya. 

Tabel 1 Rata-rata persentase perolehan kembali hasil ekstraksi 15-F2t-isoprostan Bebas± 
    simpangan baku yang diuji dengan uji rentang Duncan, *) harga rata-rata yang diikuti
                  dengan huruf beda menunjukan ada perbedaan yang bermakna berdasarkan uji rentang
    Duncan

Eluen Volume Eluen
1 x 1 mL 2 x 0,5 mL 3 x 0,5 mL

Etanol 95% 50,84 (4,89) 55,44 (2,48) 64,98 (15,36)
(c)* (bc)* (b)*

Aseton 95% 52,65 (6,05) 61,89 (9,18) 87,55 (6,18)
(c)* (bc)* (b)*

Gambar 5  Hubungan kadar 15-F2t-isoprostan bebas dengan nilai Apnea Hipopnea Index
          (AHI) pada sampel plasma orang yang mendengkur
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Linieritas
Hubungan antara standar 15-F2t-isoprostan 
yang dimasukan dan perolehan kembalinya 
diuji dengan cara menambahkan (spiking) 100 
pg, 300 pg, 600 pg, 1,2 ng dan 2,4 ng standar 
15-F2t-isoprostan dan kemudian diekstraksi 
dengan prosedur yang sama dengan prosedur 
yang digunakan untuk menentukan perolehan 
kembali dari plasma di atas5. Terdapat korelasi 
yang baik antara standar 15-F2t-isoprostan 
yang ditambahkan dengan 15-F2t-isoprostan 
yang terukur, untuk teknik SPE memenuhi 
persamaan y=0,056x+25,71 dengan R2=0,968 
dan untuk teknik imunoafinitas memenuhi 
persamaan y=0,905x+51,51 dengan R2=0,999.

Pengukuran kadar 15-F2t-Isoprostan pada 
pasien OSA
Hubungan AHI dengan kadar 15-F2t-
isoprostan dapat dilihat pada Gambar 5.
Hasil uji statistik t-student tidak menunjuk-

kan adanya perbedaan yang signifikan, hal ini 
kemungkinan disebabkan kurangnya jumlah 
sampel. Penelitian yang dilakukan oleh Fattah 
dkk9, terhadap 63 pasien yang mendengkur 
menunjukan perbedaan kadar 15-F2t-isopros-
tan pada penderita OSA dan non OSA. Namun 
dari nilai rata-rata tampak ada kecenderungan 
tingginya kadar 15-F2t-isoprostan bebas pada 
pasien OSA. Grafik hasil pengukuran kadar 
15-F2t-isoprostan dapat dilihat pada Gambar 6 .

Pembahasan

Ekstraksi dengan SPE menggunakan dua je-
nis kolom, yaitu kolom C18 dan kolom silika. 
Kolom C18 digunakan untuk menarik lipid 
dari sampel biologis (plasma), sedangkan 
kolom silika digunakan untuk memisahkan 
analit (15-F2t-isoprostan bebas) dari golongan 
senyawa lipid lainnya.4

Eluen yang diigunakan mengacu pada 

Gambar 6 Hasil pengukuran 15-F2t-isoprostan bebas pada pasien OSA dan non OSA (n=42)
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metode yang dikembangkan Morrw dkk6, 
yaitu campuran etil asetat:heptana untuk ko-
lom C18 dan campuran etil asetat:metanol 
untuk kolom silika. Pada penelitian ini ra-
sio eluen divariasikan dengan tujuan untuk 
meningkatkan keuatan eluen dalam menarik 
analit. Sebelum sampel dielusi, dilakukan 
proses pencucian dengan heptana dengan tu-
juan untuk menarik matriks dan sisa air yang 
terikat pada fase diam. pada kolom C18, jum-
lah heptana dikurangi sedangkan jumlah etil 
asetat ditambah agar lipid yang bersifat semi 
polar dapat tertarik sempurna. Pada proses 
ekstraksi dengan kolom silika, jumlah meta-
nol ditambah dengan tujuan untuk meningkat-
kan kepolaran sehingga dapat mengekstraksi 
senyawa 15-F2t-isoprostan bebas yang relatif 
polar.5 Hasil menunjukkan bahwa eluen etil 
asetat:metanol (42 : 58) dapat mengelusi lebih 
banyak 15-F2t-isoprostan hal ini kemungki-
nan disebabkan kepolaran eluen yang sesuai 
dengan kepolaran analit. 

Ketika dilakukan pengukuran konsentrasi 
15-F2t-isoprostan bebas pada tampungan 
pelarut hasil pencucian, dalam tampungan 
pelarut metanol banyak terkandung 15-F2t-
isoprostan, hal ini kemungkinan disebabkan 
polaritas metanol yang dapat mendesorpsi 
analit yang terikat pada fasa diam silika. De-
ngan demikian, pada penelitian selanjutnya 
perlu dicari jenis pelarut yang selektif menarik 
matriks  yang tersorpsi oleh sorben tanpa ikut 
menarik analit.

Pada ekstraksi imunoafinitas, aseton 95% 
dapat mengelusi 15-F2t-isoprostan lebih baik 
dapat disebabkan karena 15-F2t-isoprostan 
bebas lebih larut dalam aseton 95% diban-
dingkan dalam etanol 95%.10 Pengelusian 
yang dilakukan beberapa kali dapat menarik 
analit lebih banyak dibandingkan pengelusian 
hanya satu kali saja. 

Hasil ekstraksi dengan sorben imunoafini-
tas menghasilkan perolehan kembali yang 
jauh lebih tinggi dibandingkan dengan SPE. 
Pada teknik SPE, perolehan kembali tergan-

tung pada efisiensi proses sorbsi dan desorbsi 
analit yang terjadi berdasarkan sifat fisiko-
kimia, sehingga kurang selektif dibandingkan 
dengan teknik ekstraksi imunoafinitas. Pe-
milihan eluen yang kuat adalah salah satu cara 
untuk meningkatkan efisiensi desorbsi, namun 
desorbsi juga ditentukan oleh volume eluen 
yang digunakan4, pada proses pencucian juga 
memungkinkan terjadinya desorbsi analit dari 
sorben yang seharusnya tidak terjadi. Massa 
dari sorben juga menentukan efisiensi dari 
proses sorbsi analit. Pada penelitian in hanya 
diamati pengaruh eluen terhadap perolehan 
kembali analit yang diekstraksi dan tidak di-
lakukan perbaikan untuk faktor lain yang juga 
mempengaruhi nilai perolehan kembali sep-
erti yang telah disebutkan diatas, hal tersebut 
mungkin menyebabkan rendahnya perolehan 
kembali dari ekstraksi 15-F2t-isoprostan den-
gan SPE. 

Meskipun teknik ekstraksi SPE memberi-
kan perolehan kembali yang sangat kecil, na-
mun dengan adanya korelasi yang baik antara 
jumlah standar 15-F2t-isoprostan yang dit-
ambahkan dan kadar  15-F2t-isoprostan yang 
terukur, maka teknik ekstraksi SPE masih 
dapat digunakan untuk pengukuran 15-F2t-
isoprostan sebagai petanda status oksidatif 
stress mengamati perkembangan penyakit 
yang berkaitan dengan oksidatif stres setelah 
dilakukan terapi. Akan tetapi teknik ekstraksi 
ini tidak dapat digunakan untuk mengukur ka-
dar 15-F2t-isoprostan yang menggunakan ni-
lai cut off.

Hasil pengukuran 15-F2t-isoprostan pada 
pasien mendengkur yang diklasifikasi men-
jadi pasien OSA dan non OSA berdasarkan 
nilai indeks AHI perbedaannya tidak signifi-
kan. Hal ini kemungkinan disebabkan jumlah 
sampel yang terlalu kecil. 

Selain sebagai petanda dari status oksida-
tif, 15-F2t-isoprostan juga mempunyai efek 
biologis diantaranya meningkatkan aktivasi 
platelet dan vasokonstriksi.11-13 Kecenderun-
gan tingginya kadar 15-F2t-isoprostan yang 
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tinggi pada penderita OSA menjelaskan risiko 
atas penderita OSA terhadap beberapa penya-
kit seperti penyakit kardiovaskular.9

Simpulan

Pada penelitian ini dilakukan modifikasi 
eluen pada teknik ekstraksi 15-F2t-isopros-
tan bebas dari sampel plasma, yaitu teknik 
SPE dan imunoafinitas untuk meningkatkan 
efektifitas ekstrasi yang dinilai dengan meli-
hat persentase perolehan kembali. Dari hasil 
pengamatan diketahui bahwa rasio eluen etil 
asetat:heptana (60:40) pada kolom C18 dan 
etil asetat:metanol (42:58) pada kolom silika 
memberikan perolehan kembali yang sedikit 
lebih tinggi dibandingkan dengan rasio eluen 
yang digunakan pada teknik SPE yang dikem-
bangkan oleh Morrow, dkk. Sedangkan pada 
ekstraksi 15-F2t-isoprostan dengan teknik 
imunoafinitas yang memberikan perolehan 
kembali tertinggi yaitu aseton 95% dengan 
volume eluen yang digunakan 3 x 0,5 mL.

Selanjutnya dari pengamatan mengenai 
perolehan kembali analit dari sampel plasma 
diketahui bahwa ada pengaruh matriks terha-
dap perolehan kembali 15-F2t-isoprostan di-
mana rata-rata perolehan kembali 15-F2t-iso-
prostan setelah diekstrasi dengan teknik SPE 
sangat rendah yaitu 3,92%, yang kemudian 
diketahui bahwa hal tersebut disebabkan analit 
banyak terbuang pada proses pencucian den-
gan metanol.Teknik ekstraksi imunoafinitas 
rata-rata perolehan kembalinya yaitu 73,18%. 
Korelasi antara input standar 15 F2t isoprostan 
dengan perolehan kembali 15-F2t-isoprostan 
dari plasma cukup baik (kemiringan berturut-
turut 0,056 dan 0,905 untuk teknik SPE dan 
imunoafinitas, R2 berturut-turut 0,968 dan 
0,999 untuk teknik SPE dan imunoafinitas). 

Hasil Pengukuran 15-F2t-isoprostan bebas 
pada orang-orang yang mengalami tidur men-
dengkur kemudian dikelompokkan menjadi 
OSA dan non OSA berdasarkan nilai AHI (Ap-
nea Hypopnea Index). Pada penderita OSA 

kadar 15-F2t-isoprostan bebas cenderung 
lebih tinggi dibandingkan penderita nonOSA 
meskipun setelah dilakukan uji statistik per-
bedaannya tidak signifikan. Hal ini kemung-
kinan  disebabkan kurangnya jumlah sampel. 
Penelitian yang dilakukan oleh Fattah dkk7 
terhadap 63 pasien yang mendengkur menun-
jukkan perbedaan kadar 15-F2t-isoprostan 
pada penderita OSA dan nonOSA. Terdapat 
kecenderungan tingginya konsentrasi 15-F2t-
isoprostan menjelaskan hubungan risiko pen-
derita OSA terhadap penyakit tertentu seperti 
arteriosklerosis.
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