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ABSTRAK

Fatty acid ethyl ester (FAEE) merupakan salah satu biomarker konsumsi etanol. Penelitian ini bertujuan
untuk menganalisis senyawa FAEE dalam sampel rambut secara kualitatif dengan GC-MS. Pada penelitian ini
dibuat campuran standar FAEE (Etil Pamlitat dan Etil Oleat) 100 ppm dengan perbandingan 1:1 kemudian
dibuat variasi konsentrasi. Metode validasi standar FAEE diukur menggunakan GC-MS. Sampel rambut
dipreparasi dengan cara didekontaminasi kemudian diekstraksi dan diinjeksikan ke sistem GC-MS. Hasil
validasi diperoleh persamaan regresi linier yaitu, y = 240713,507x-147471,2353 untuk etil palmitat dan y =
58361,45x+242,5 untuk etil oleat dengan nilai koefisien korelasi (rz) berturut-turut sebesar 0,9996 dan 0,9999.
Batas deteksi diperoleh sebesar 2,5522 ppm dan 0,0189 ppm, dengan batas kuantitasi sebesar 8,5073 ppm dan
0,0630 ppm. Nilai koefisien variansi diperoleh sebesar 3,59% dan 8,65 x 10%, dengan persen perolehan
kembali sebesar 100,05% dan 100,08%. Hasil analisis menunjukkan, sampel rambut semua sukarelawan

mengandung etil palmitat dan etil oleat pada waktu retensi 22,03 menit dan 23,83 menit.

Kata kunci: Fatty acid ethyl esters, Etil Palmitat, Etil Oleat, Alkohol, Etanol, Biomarker, GC-MS
ABSTRACT

Fatty acid ethyl ester (FAEE) is the one of ethanol consumption biomarker. The purpose of this
research is to analyze qualitatively the presence of FAEE compound in hair samples by GC-MS. On this research
has made mixture of FAEE standard (Ethyl Palmitate and Ethyl Oleate) 100 ppm with 1:1 ratio then variation of
concentration were made. Validation method of FAEE standard were measured by GC-MS. Hair sample
preparation consist of decontamination, continued by extraction and injected to GC-MS system. The validation
results obtained that the linear regression equation was y = 240713.507x-147471,.2353 for ethyl palmitate and y
= 58361.45x+242,5 for ethyl oleate the correlation coefficient (r*) value respectively for 0.9996 and 0.9999.
Limit of detection obtained for 2,5522 ppm and 0.0189 ppm. The limit of quantitation for 8.5073 ppm and
0.0630 ppm. The coefisien variation value obtained for 3.59% and 8.65 x 10”%, with % recovery value for
100.05% and 100.08%. The analysis result showed that hair samples of all volunteers contain ethyl palmitate dan
ethyl oleate, with the retention time at 22.00 minute and 23.83 minute.

Keywords: Fatty acid ethyl esters, Ethyl Palmitate, Ethyl Oleate, Alcohol, Ethanol, Biomarker, GC-MS

PENDAHULUAN

Fatty acid ethyl ester (FAEE)
merupakan salah satu produk hasil esterifikasi
dari asam lemak dan etanol yang dapat
digunakan sebagai biomarker konsumsi
alkohol kronik dan sering kali digunakan
sebagai alat diagnosa dalam ilmu forensik dan
klinik (Crunelle et al., 2014; Dumitrascu et al.,
2018). FAEE merupakan hasil metabolit non-
oksidatif dari alkohol yang terbentuk dalam
serum dan terdistribusi pada semua jaringan

setelah mengkonsumsi minuman beralkohol.
Beberapa penelitian sebelumnya
menyebutkkan bahwa FAEE positif terdeteksi
dalam sampel sukarelawan yang
mengkonsumsi alkohol seperti serum darah,
bahkan air ketuban, (Liu et al., 2018;
Cabarcos et al., 2018). Beberapa senyawa
berbeda yang merupakan produk esterifikasi
dari alkohol dengan asam lemak atau fatty
acyl-CoA telah teridentifikasi dan
dikelompokkan sebagai golongan FAEE,
namun hanya empat senyawa yang terkolerasi
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dengan penyalahgunaan alkohol seperti etil
palmitat (E16), etil oleat (E18:1), etil stearat
(E18), dan etil miristat (E14).

Berdasarkan penelitian sebelumnya
yang menganalisis FAEE dalam sampel darah
setelah mengkonsumsi alkohol menunjukkan
bahwa konsentrasi FAEE dalam darah tikus
yang telah mengkonsumsi alkohol 20%, lebih
banyak terdeteksi saat 24 jam dibandingkan
saat 6 jam setelah alkohol dikonsumsi.
Sayangnya senyawa FAEE memiliki waktu
paruh yang pendek dalam darah (<36 jam)
setelah mengkonsumsi alkohol (Suaniti et al.,
2012), oleh karena itu dalam darah FAEE
hanya bisa dideteksi langsung setelah alkohol
dikonsumsi (Dasgupta et al., 2015).

Beberapa dekade belakangan ini analisis
pada rambut umumnya lebih digunakan untuk
mendeteksi sejarah penggunaan obat (Thieme
et al., 2014; Maublanc et al., 2014; Catterton
et al., 2014). Pada sampel rambut umumnya
senyawa obat yang terdeteksi dalam bentuk
derivatnya setelah dimetabolisme oleh tubuh.
Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa,
senyawa obat parasetamol yang terdeteksi
dalam sampel rambut adalah senyawa
acetominophen-TMS yang merupakan derivate
dari parasetamol (Ari et al., 2016).
Keunggulan analisis menggunakan sampel
rambut dibandingakan dengan sampel darah
terletak pada keberadaan obat dalam waktu
yang lebih lama (>3bulan) dibandingkan
dalam darah yang hanya (<36jam), seperti
halnya dengan obat-obatan, senyawa FAEE
yang merupakan hasil metabolisme alkohol
juga dapat terakumulasi pada rambut hingga
lebih dari tiga bulan setelah mengkonsumsi
alkohol (Dasgupta et al., 2015). Berdasarkan
uraian diatas peneliti tertarik untuk meneliti
secara kualitatif senyawa FAEE dalam sampel
rambut empat orang sukarelawan yang telah
mengkonsumsi alkohol dalam kurun waktu
satu tahun terakhir, untuk menjamin bahwa
prosedur analisis yang digunakan akan
memberikan hasil yang valid dan dapat
dipercaya maka harus dilakukan validasi
metode, seperti: linieritas, batas deteksi/LOD,
batas kuantitasi/LOQ, akurasi dan presisi.

MATERI DAN METODE

Bahan

Bahan kimia yang digunakan dalam
penelitian ini adalah etanol pro analisis
(C,HsOH), standar etil oleat (CyHs330,),
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standar etil palmitat (C,sH3cO,), dietil eter
((C,H5),0), aseton (C;HgO), diklorometan
(CH,Cl,), dan akuades (H,O).

Peralatan

Alat yang digunakan yaitu labu ukur 50
mlL, labu ukur 10 mL, bola hisap, batang
pengaduk, botol semprot, pipet tetes, pipet
volume 1 mL, pipet mikro, timbangan analitik,
alat sentrifugasi dan peralatan instrumen yang
digunakan dalam penelitian ini adalah
instrument Gas Chromatography-Mass
Spectrometry  (GC-MS) Agilent 6980N
Network Gas Chromatography dilengkapi
dengan Agilent 5973 detektor massa dengan
kolom HP-5MS 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm.
Helium (99%) digunakan sebagai gas
pembawa pada laju alir 1,3 mL/min. Sampel
GC-MS diprogram sebagai berikut: mula-mula
temperatur dalam oven dipertahankan pada
suhu 80°C selama dua menit, kemudian
ditingkatkan =~ secara  bertahap  sebesar
10°C/menit hingga mencapai 290°C, dan
dipertahankan selama tujuh menit sehingga
diperoleh total waktu 30 menit. Suhu injektor
dan mass spectrometer dipertahankan pada
suhu 290°C dan 230°C (Catherine dan
Laposata, 2003).

Cara Kerja
Pembuatan Larutan Induk Standar Etil
Palmitat dan Etil Oleat

Standar FAEE (larutan standar etil oleat
dan etil palmitat) masing-masing ditimbang
dengan teliti 50 mg dan ditempatkan dalam
labu ukur 50 mL, kemudian dilarutkan dengan
etanol p.a hingga tanda batas. Larutan dikocok
selama 3 menit sehingga didapatkan
konsentrasi FAEE sebesar 1000 ppm.

Preparasi Larutan Standar Etil Palmitat
dan Etil Oleat

Sebanyak 5,0 mL masing-masing
larutan standar etil oleat dan etil palmitat
dengan konsentrasi 1000 ppm dipipet,
kemudian diencerkan dengan etanol p.a dalam
labu ukur 50 mL hingga tanda batas sehingga
diperoleh larutan standar FAEE dengan
konsentrasi 100 ppm kemudian diinjeksikan ke
sistem GC-MS, setelah dipilih dan diperoleh
kondisi kromatografi gas. Masing-masing
larutan standar selanjutnya dicampur dengan
perbandingan 1:1 v/v dan dibuat variasi
konsentrasi dengan cara dipipet berturut-turut
0,0 mL; 1,0 mL; 2,0 mL; 4,0 mL; 8,0 mL
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dimasukkan masing-masing ke dalam labu
10,0 mL dan diencerkan menggunakan etanol
p.a sehingga masing-masing larutan standar
diperoleh konsentrasi larutan standar yakni O
ppm, 10 ppm, 20 ppm, 40 ppm, dan 80 ppm
kemudian diinjeksikan ke sistem GC-MS.

Validasi Metode
Linieritas

Uji linieritas dilakukan dengan cara
mengukur variasi konsentrasi larutan standar
FAEE yakni O ppm, 10 ppm, 20 ppm, 40
ppm, dan 80 ppm dengan replikasi sebanyak
3x, sehingga diperoleh kurva kalibrasi
berdasarkan konsentrasi dan area (Miller dan
Miller, 2010), dengan rumus:

y =a+ bx (1)
Keterangan:
y = Luas Puncak (Peak Area)
x = Konsentrasi Zat

Batas Deteksi (LOD) dan Batas Kuantitasi
(LOQ)

Nilai batas deteksi (LOD) dan batas
kuantitasi (LOQ) ditentukan Berdasarkan data
linieritas kemudian akan diperoleh nilai
standar deviasi (s). Nilai s kemudian
digunakan untuk menentukan LOD dan LOQ
(Miller dan Miller, 2010) menggunakan
rumus:

3xS

_ | Zixi-%)?
S =T 3)
LOQ = 10bxs @)

Keterangan :

s = Standar Deviasi

x; = Konsentrasi Zat

X = Konsentrasi Rata-rata
n = Jumlah Data

b = Gradien (Slope)

Akurasi dan Presisi

Nilai  akurasi  ditentukan  dengan
mengukur campuran larutan standar 2,0 mL
100 ppm kemudian dilarutkan menggunakan
etanol PA dalam labu ukur 10 mL sampai
tanda batas sehingga didapatkan konsentrasi
larutan standar 20 ppm dengan replikasi
sebanyak 3x. Penentuan akurasi dilakukan

untuk Mendiagnosis Penyalahgunaan Etanol
(N. M. Suaniti, I W. Wiratama dan I. E. Suprihatin)

dengan menghitung persen recovery (Miller
dan Miller, 2010), dengan rumus:

Kons Terukur

%Recovery = x100% (9)

Kons Teoritis

Presisi ditentukan dengan cara menghitung
koefisien variasi (CV)nya dengan rumus:

CV = xéx 100% (6)

Keterangan :
s = Standar Deviasi
X = Nilai rata-rata

Ekstraksi Spesimen Rambut

Spesimen rambut diperoleh dari empat
orang sukarelawan, satu orang sukarelawan
yang tidak mengkonsumsi alkohol sebagai
kontrol, dan tiga orang sukarelawan lainnya
diketahui mengkonsumsi alkohol dengan
frekuensi konsumsi alkohol yang beragam
mulai dari sukarelawan yang mengkonsumsi
beberapa kali dalam setahun, beberapa kali
dalam sebulan dan beberapa kali dalam
seminggu. Sebanyak 150 mg specimen rambut
didekontaminasi terlebih dahulu dengan dietil
eter + aseton dengan perbandingan 1:1 v/v
(Bossers et al., 2014), kemudian diekstraksi
dengan campuran diklorometan + etanol
dengan perbandingan 300uL :1 mL v/v
kemudian dilanjutkan dengan sentrifugasi
dengan kecepatan 5000 rpm selama 5 menit,
kemudian lapisan etanol diambil sebanyak
1pL dan diinjeksikan ke sistem GC-MS.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis Standar Etil Palmitat dan Etil
Oleat

Etil palmitat dan etil oleat merupakan
salah satu kelompok FAEE yang telah
divalidasi menggunakan kromatografi gas.
Hasil analisis menunjukkan bahwa pada
kromatogram blanko, puncak yang merupakan
senyawa standar etil palmitat dan etil oleat
tidak ditemukan, sedangkan pada larutan
standar dengan pelarut etanol menunjukkan
puncak tunggal senyawa etil palmitat dan etil
oleat dengan waktu retensi berturut-turut 22,03
menit dan 23,86 menit, yang ditunjukkan pada
Gambar 1. Berdasarkan hasil kromatogram
dibawah, diperoleh pemisahan yang baik
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antara standar etil palmitat dan etil oleat
dengan nilai resolusi diatas 2,00.
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Gambar 1. Area Puncak Standar Etil Palmitat dan Etil Oleat 10 ppm menggunakan GC

Kurva Kalibrasi standar etil palmitat dan
etil oleat yang ditunjukkan pada Gambar 2
diperoleh dari hasil perhitungan pengukuran
larutan standar campuran dengan lima variasi
konsentrasi yaitu O ppm, 10 ppm, 20 ppm, 40
ppm dan 80 ppm, sehingga diperoleh
persamaan regresi 'y = 240713,507x-
147471,2353 untuk etil palmitat dan y =
58361,45x+242,5 untuk etil oleat.

Nilai koefisien korelasi (1*) dari
standar etil palmitat dan etil oleat berturut-
turut  sebesar 00,9996 dan  0,9999.
Linieritas  diperbolehkan  jika  nilai

koefisien korelasi (r?) yang dimiliki
sebesar >0,997 (Gandjar dan Rohman,
2012). Nilai batas deteksi standar etil
palmitat dan etil oleat dengan metode GC-
MS berturut-turut diperoleh sebesar 2,5522
ppm dan 0,0189 ppm, serta untuk batas
kuantitasi berturut-turut diperoleh sebesar
8,5073 ppm dan 0,0630 ppm yang berarti
kromatografi gas sangat sensitif untuk
mendeteksi etil palmitat dan etil oleat
dalam sampel.

—f—Etil Oleat == CEtil Palmitat

25000000 -
EZOOOOOOO - y= 24C713,507x-147471,235
()
515000000 -
~
210000000 -
< yv=583061,45x+ 242.5
g 5000000 rf=0Q,9909

0 T T 1
-5000000 o 60 80 100
Konsentrasi (uL/mL)

Gambar 2. Kurva Kalibrasi Standar Etil Palmitat dan Etil Oleat dalam Etanol p.a

Ketelitian  dan  ketepatan  yang
didapatkan menggunakan metode kurva
kalibrasi ini dilakukan dengan mengukur area
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terkoreksi standar etil palmitat dan etil oleat
pada konsentrasi 20 ppm dengan tiga kali
pengulangan. Berdasakan hasil perhitungan
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nilai koefisien variasi standar etil palmitat dan
etil oleat berturut-turut diperoleh sebesar 3,59
% dan 8,65x10* %, uji validitas ketelitian
memenuhi syarat apabila nilai CV <2%
(Gandjar dan Rohman, 2012). Hasil
perhitungan menunjukkan koefisien variasi
standar etil palmitat melebihi syarat yang
ditentukan yaitu sebesar 3,59% sedangkan
koefisien variasi standar etil oleat memenuhi
syarat yang ditentukan yaitu sebesar 8,65x10°
*%. Sedangkan nilai persen perolehan kembali
standar etil palmitat dan etil oleat berturut-
turut didapatkan sebesar 100,05% dan
100,08%. Nilai %recovery yang dapat diterima
untuk pengukuran analit berada pada rentang
80% hingga 110% menunjukkan tingkat
akurasi yang baik (AOAC, 1998).

Analisis Senyawa FAEE Sampel Rambut

Analisis pada rambut dilakukan pada 4
orang sukarelawan yang diketahui telah
mengkonsumsi alkohol selama satu tahun
terakhir, kemudian specimen rambutnya
diambil sepanjang 3 hingga 5 cm sebanyak
150 mg untuk dianalisis. Dalam penelitian ini
semua sampel rambut menunjukkan hasil
positif (+) terhadap etil palmitat dan etil oleat,
dengan waktu retensi berturut-turut sebesar
22,00 dan 23,83 menit. Berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Dumitrascu et al (2018)
dan Kintz (2014) menyebutkan bahwa
kontaminasi eksternal yang berasal dari
produk perawatan rambut yang mengandung

untuk Mendiagnosis Penyalahgunaan Etanol
(N. M. Suaniti, I W. Wiratama dan I. E. Suprihatin)

10% etanol, atau pelembab rambut yang
mengandung 62,5% etanol dapat
menyebabkan terjadinya sintesis FAEEs pada
rambut, demikian pula dengan penggunaan
hair spray atau lotion rambut, yang terjadi
pada sampel IV (kontrol) dicurigai terjadi
karena faktor eksternal ini. Adanya faktor
eksternal ini  memberikan  konsentrasi
tambahan pada senyawa etil palmitat dan etil
stearat pada rambut, sehingga menyebabkan
konsentrasi yang terukur sedikit lebih banyak
dibanding yang sebenarnya

Ditinjau dari ion fragmentasi dan
Library C / Database 02 \ NIST14.L
menunjukkan  keberadaan senyawa etil
palmitat dan etil oleat (kromatogram salah satu
sampel rambut sukarelawan disajikan pada
Gambar 3). Sedangkan etil miristat dan etil
stearat tidak terdeteksi pada instrumen GC-
MS. Tidak terdeteksinya etil miristat dan etil
stearat kemungkinan disebabkan karena
kadarnya lebih rendah dibandingkan etil
palmitat dan etil oleat dalam spesimen rambut,
hal ini sejalan dengan penelitian sebelumnya
yang menyebutkan bahwa etil miristat dan etil
stearat memiliki kadar rata-rata pada sampel
rambut +0,045 ng/mg sedangkan untuk etil
palmitat dan etil oleat memiliki kadar rata-rata
sebesar +0,05 ng/mg (Pragst et al., 2001),
sehingga mudah tereduksi atau teroksidasi
selama proses analisis dalam GC-MS (Bossers
etal.,2014).

Tabel 1. Hasil Analisis Sampel Rambut

Hasil Analisis (+)/(-)

Sukarelawan oo b Imitat Etil Oleat Keterangan
I (+) (+) Etil Palmitat & Etil Oleat
I (+) (+) Etil Palmitat & Etil Oleat
11T (+) (+) Etil Palmitat & Etil Oleat
IV (Kontrol) (+) (+) Etil Palmitat & Etil Oleat
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Gambar 3. Kromatogram Salah Satu Sampel Rambut Sukarelawan

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Senyawa golongan FAEEs yang dapat
terdeteksi pada sampel rambut dengan
menggunakan GC-MS adalah etil palmitat dan
etil oleat yang memiliki waktu retensi berturut-
turut sebesar 22,00 dan 23,83 menit,
sedangkan etil miristat dan etil stearat tidak
terdeteksi pada instrumen GC-MS

Saran

Perlu dilakukan uji kuantitatif terhadap
kadar senyawa golongan FAEE pada sampel
rambut untuk mengetahui hubungan antara
frekuensi konsumsi terhadap kadar FAEE
dalam sampel rambut dan perlakuan dalam
penggunaan produk perawatan rambut.
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