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ANALISIS FATTY ACID ETHYL ESTER DENGAN INFRA RED DALAM
DARAH TIKUS WISTAR SETELAH MINUM ALKOHOL SECARA AKUT

Ni Made Suaniti
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ABSTRAK

Fatty acid ethyl ester (FAEE) merupakan hasil reaksi biokimia dalam tubuh setelah minum alkohol secara
akut. Pada umumnya minuman beralkohol mengandung etanol, yang secara kimia dapat dianalisis sebagai etanol dan
dalam bentuk metabolitnya. Metabolit etanol adalah hasil reaksi oksidasi etanol dan juga reaksi antara etanol dengan
senyawa endogen dalam tubuh. Salah satu metabolit etanol adalah suatu senyawa ester yang merupakan hasil reaksi
etanol dengan asam lemak. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan adanya gugus fungsi FAEE yang merupakan
salah satu marka biokimia setelah minum alkohol secara akut dalam darah tikus Wistar. Tikus Wistar yang
digunakan akuades sebagai kontrol dan alkohol 20% sebagai perlakuan setiap hari selama 1 minggu (akut). Marka
biokimia yang dianalisis adalah FAEE karena merupakan marka biokimia dari etanol yang sensitif dan spesifik
setelah pemberian alkohol. Penelitian ini dilakukan dalam dua tahap; yang pertama; merupakan perlakuan tikus
dengan minum alkohol secara akut. Tahap kedua; analisis senyawa kimia: FAEE dengan Spektra Infra Red (IR).
Sampel darah tikus Wistar yang diambil 6 dan 24 jam setelah minum alkohol secara akut dianalisis secara kualitatif
untuk menentukan adanya senyawa atau gugus fungsi senyawa tersebut. Adanya gugus fungsi FAEE sebagai marka
biokimia baru yang baik dalam darah tikus Wistar untuk menilai adanya etanol setelah minum alkohol secara akut.
Gugus Fungsi FAEE adalah C-H muncul di daerah 3600-2500 Cm™, gugus keton (C=0) muncul di daerah 1870-
1540 Cm’™, getaran ulur C-O atau C-C(=0)-O di daerah 1190-1140 Cm™.

Kata kunci : Fatty Acid Ethyl Ester, alkohol, tikus Wistar, Infra Red

ABSTRACT

Fatty acid ethyl esters (FAEE) are the result of biochemical reactions in the body after drinking alcohol
acutely. In general, alcoholic drinks contain ethanol, which can be analyzed chemically as ethanol and its
metabolites. Metabolite of ethanol are the result of ethanol oxidation reaction and the reaction of ethanol with
endogenous compaounds in the body. One of the metabolites of ethanol is an ester compound resulted from the
reation of ethanol with fatty acids. This study aims to prove the existence of FAEE functional group as one of
biochemical markers in acute alcohol consumers. Two groups of wistar rats were given distilled water (control
group) and 20% alcohol (treaed group) every day for 1 week. Biochemical markers analyzed are FAEE. This
research was conducted in two phases: the first phase, is the treatment of rats with acute alcohol. The second phase,
analysis of chemical compounds: FAEE with Infra Red Spectrophotometer. Wistar rat blood samples taken 6 and 24
hours after drinking alcohol acutely were analyzed qualitatively. Functional Groups indicating the presence of FAEE
are C-H (3600-2500 cm™), the ketone group (C = O) appears at 1870-1540 cm, stretching vibration of CO or C-C (=
0)-O at 1190-1140 cm™*.
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PENDAHULUAN

Minum alkohol secara terus menerus
dapat menyebabkan enzim pencernaan yang
mengoksidasi alkohol akan menjadi jenuh,
sehingga akan dapat menyebabkan penyakit
alkoholik pada manusia. Analisis alkohol setelah
minum-minuman beralkohol dapat dianalisis
sebagai etanol dan dalam bentuk metabolit.
Salah satu metabolit yang dapat dianalisis adalah
fatty acid ethyl ester (FAEE) yang terjadi dari
reaksi etanol dengan asam lemak di dalam tubuh.
Hal ini diperlukan untuk membuktikan ada
metabolit alkohol (analisis kualitatif) saat etanol
tidak dapat dideteksi di dalam tubuh.

Di Swis dan Inggris seseorang dilarang
mengendarai  mobil di jalan raya bila
mempunyai KAD 80 mg/100ml atau lebih dan
Kadar Alkohol Urin (KAU) 107 mg/100ml
(Sutter, 2002; Shepherd, 2003). Di Indonesia,
tingkat konsumsi alkohol terus meningkat dari
tahun ke tahun, namun belum ditetapkan batas
KAD dan KAU vyang diperbolehkan bagi
seseorang untuk mengendarai mobil di jalan
raya. Namun sebelum menentukan kadar etanol
perlu dianalisis lebih awal ada penanda etanol,
berupa gugus fungsi etanol ataupun metabolit
etanol dalam tubuh.

Etanol yang dikonsumsi sebagian besar
dimetabolisme dalam hati untuk menghasilkan
fatty acid ethyl ester (Wurst et al., 2003 (c);
Skipper et al., 2004; Weinmann et al., 2004;
Costantino et al., 2006; Dahl, 2006). FAEE juga
disimpan dalam rambut sehingga dapat dideteksi
dalam rambut (Andreas, et al., 2000; Kintz et al.,
2008; Pragst dan Yegles, 2008), karena itu
FAEE merupakan salah satu metabolit etanol
yang spesifik dan dapat dilacak dalam kurun
waktu yang lebih panjang dari kadar etanol.

Enzim esterase yang ada dalam otak,
hati, pankreas, dan jaringan adipose dapat
menyebabkan etanol bereaksi dengan asam-asam
lemak untuk membentuk FAEE (Aydin et al.,
2005; Stephanson, 2007). FAEE merupakan
metabolit etanol non-oksidatif yang toksik
terhadap sel, baik secara in vitro maupun in vivo.
Akumulasi FAEE dalam jaringan otot juga
berperan pada terjadinya miopati karena alkohol.
Kelainan otot ini terjadi karena otot mengandung
FAEE dalam jumlah yang banyak yang disintesis
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dalam tubuh setelah terekspos alkohol (Salem et
al., 2006; Kulaga et al., 2006). FAEE juga
merupakan marka yang spesifik dan sensitif dari
alkohol dalam tubuh dan dapat dilacak dalam
rambut (Pragst dan Yegles, 2008). FAEE dapat
dideteksi dalam serum lebih dari 24 jam setelah
minum alkohol (SOASAS, 2006).

Di  Indonesia  penentuan  tingkat
konsumsi alkohol pada seseorang umumnya
dilakukan dengan pemeriksaan etanol dalam
darah. Selain itu, jika konsumsi alkohol
menimbulkan kerusakan hati maka penentuan
tingkat konsumsi alkohol dilihat dari hasil rasio
SGPT dan SGOT di dalam darah (Wallach, 2004
dan POA, 2006). Namun, pemeriksaan FAEE
dengan IR tampaknya dapat membuktikan gugus
fungsi sebagai pananda etanol, sehingga perlu
dilakukan penelitian tentang analisis FAEE
dengan IR dalam darah tikus Wistar setelah
minum alkohol secara akut.

MATERI DAN METODE

Bahan

Hewan coba yang digunakan adalah
tikus sehat, putih, galur Wistar jantan sebanyak
30 ekor, berat badan + 200 g, dan usia 8-9
minggu. Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah FAEE standar, aseton, diklorometana.

Peralatan
Alat yang digunakan vyaitu: kandang
tikus, sonde, pipet kapiler, sentrifuge, Infra Red.

Cara Kerja

Persiapan Sampel

Tiga puluh ekor tikus Wistar dipelihara
dan diadaptasikan dengan standar perawatan
hewan percobaan, di kandang bagian
Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas
Udayana. Penyiapan peralatan untuk pemberian
alkohol dan pengambilan sampel darah dengan
sterilisasi. Penyiapan sentrifuge dan wadah untuk
transportasi lengkap dengan es. Tikus Wistar
diambil secara random dibagi menjadi dua
kelompok yaitu kontrol dan perlakuan alkohol
20%. Kemudian tikus kontrol diberikan 1,0 mL
akuades, tikus perlakuan diberikan 1,0 mL
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alkohol 20% setiap hari selama satu (1) minggu.
Pengambilan sampel darah dilakukan di kandang
Bagian Farmakologi Fakultas Kedokteran
Universitas Udayana Denpasar. Sampel darah
segera disentrifuge 1000 x g selama 15 menit
kemudian serum diencerkan 10 kali dengan
akuades. Selanjutnya segera disimpan pada suhu
-20°C sebelum dilakukan analisis.

Uji Laboratorium

Analisis FAEE melalui tahap isolasi dan
ekstraksi fase padat dengan kolom solid fase
extraction (SPE) kemudian dianalisis dengan IR.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

FAEE dalam darah tikus Wistar
dianalisis dengan IR untuk menentukan adanya
gugus fungsi spesifik FAEE yang merupakan
hanya sebagai analisis kualitatif dalam ilmu
kimia. FAEE adalah termasuk ke dalam
kelompok senyawa organik vyaitu senyawa
golongan ester (R-COOR).  Gugus fungsi
spesifik FAEE dalam darah tikus Wistar yang
dianalisis dengan IR adalah Gugus C-H, C=0,
dan C=C dan C-H seperti yang diperlihatkan
dalam Gambar 1.

T 1
1500 1000 650.0

Gambar 1. Gugus Fungsi FAEE dalam darah tikus Wistar setelah pemberian alkohol 20% secara akut

Secara statistik, data gugus fungsi
spesifik tersebut dikatagorisasi berdasarkan
adanya gugus FAEE dalam darah tikus Wistar
antara kontrol dan pemberian alkohol 20%
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secara akut diperolen hasil berbeda secara
bermakna (p < 0,05). Demikian juga pada
pemeriksaan darah yang dilakukan 6 dan 24 jam
setelah pemberian alkohol, gugus fungsi FAEE



24 jam lebih terdeteksi daripada gugus fungsi
FAEE 6 jam (p < 0,05). Keberadaan FAEE
dalam waktu 24 jam secara nyata lebih terlacak
daripada pemeriksaan 6 jam, hal ini terlihat
dengan rata-rata rank FAEE berturut-turut
sebesar 3,50 dan 7,30 masing-masing untuk
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darah 6 dan 24 jam seperti dipperlihatkan dalam
Gambar 2. Dengan demikian pemberian alkohol
20% (p = 0,041) akut dinyatakan bahwa FAEE
24 jam berbeda secara bermakna (terdeteksi)
dengan FAEE 6 jam (p < 0,05).

Grafik antara pemberian alkohol (20%) dan
angka keterlacakan gugus fungsi FAEE

24 Jam,7.30

6Jam, 3.50

Kontrol; 0

O N B OO O

Angka Keterlacakan FAEE

Alkohol 20%

Gambar 2. Angka keterlacakan FAEE dalam darah tikus Wistar setelah 6 dan 24 jam pemberian alkohol

20%

Pembahasan

Analisis FAEE dalam sampel biologis
seperti darah diisolasi dan dimurnikan dengan
metode SPE dan kemudian dianalisis dengan
spektroskopi  infra  merah  (infra  red
spectroscopy/IR). Instrumen IR adalah suatu
analisis senyawa kimia untuk melihat gugus-
gugus fungsi spesifik suatu senyawa. Gugus
FAEE yang terdeteksi dalam darah tikus Wistar
sesuai dengan Silverstein, 1991. Gugus C-H
muncul pada daerah serapan 3600-2500 cm™
C=0O kuat pada 1870-1540 cm™ vyang
menunjukkan adanya gugus keton dari senyawa
karboksilat, aldehid, keton, dan ester karboksilat;
C=C dan C-H dari aldehid 1455 dan 1390 cm™;
dan C-O pada 1190-1140 cm™. Metode SPE
telah dipakai oleh beberapa peneliti sebelumnya
(Chaterine et al., 2003; Caprara et al., 2006)
untuk sampel biologis seperti darah, jaringan,

meconium dan rambut manusia dengan tingkat
efisiensi ekstraksi yang mencapai 40 sampai 73
% dan batas deteksi (limit of detection/LOD)
mencapai 0,008 sampai 0,084 pmol/mg.

Kadar FAEE juga dapat ditentukan
dengan mengikat albumin yang membawa asam
lemak (Best et al., 2006). Dengan metode ini
diperoleh kadar FAEE 0,1 dan 2,0 mol per mol
protein menggunakan  sampel  rambut.
Penggunaan sampel rambut semacam ini untuk
mendeteksi FAEE telah pula dilakukan oleh
Pragst dan Yegles, 2008 dan merupakan salah
satu teknik untuk mendeteksi penyalahgunaan
alkohol secara retrospektif pada saat kehamilan.
FAEE merupakan marka metabolit etanol yang
spesifik dan sensitif yang dapat diperoleh dengan
mikroekstraksi  fase padat campuran n-
heptana/dimetil sulfoksida. Namun, Wurst et al.,
2006 menyebutkan bahwa FAEE merupakan
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marka baru yang sensitif dan spesifik untuk
mengetahui  penyalahgunaan  alkohol jika
dibandingkan dengan metabolit alkohol lainnya.
Keberadaan FAEE dalam rambut telah dipakai
sebagai marka biologis pada masa prenatal untuk
mendiagnosis tingkat kelainan fetus akibat
alkohol (Fetal Alcohol Spectrum
Disorder/FASD) pada wanita hamil yang
menderita alkoholik (Kulaga et al., 2009). Moore
et al., 2003 menyatakan bahwa total konsentrasi
FAEE >10.000 ng/g di dalam spesimen
meconium cukup kuat menunjukkan bahwa
kelahiran baru telah terekspos sejumlah alkohol
selama kehamilan.

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Analisis Fatty Acid Ethyl Ester dalam
darah tikus Wistar dengan IR dapat dibuktikan
ada gugus fungsi FAEE spesifik baik pada darah
6 jam maupun 24 jam setelah minum alkohol
20% selama 1 minggu. Gugus fungsi FAEE yang
muncul adalah Gugus C-H, C=0, C=C dan C-H.

Saran

Disarankan perlu dilakukan penelitian
pada sampel aplikasi ke kasus pada orang pada
penyalahgunaan alkohol.
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