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ABSTRACT

' Casein and phospholipids are natural compounds
usually used concomitantly as emulsifier. This research is
conducted to elucidate the adsorbed casein composition
that stabilized oil globule interface during fish oil
emulsification as affected by phospholipids concentration.
Each casein has different behaviour at oil globule interface.

The results showed the changes of adsorbed a, B, and
K casein at oil globule interface because of phospholipids
addition. Among caseins, a casein has prefrence to desorb,
P casein has preference to adsorb, and x casein has no
preference to adsorb or desorb. Their preferences to adsorb
or desorb are influenced by their surface actzvztzes and
layer properties.

Casein compositional changes are caused by caseins-
phospholipids complex formation. This complex has less
preference to adsorb at oil globule interface.

Keywords: oil globule interface, preference to adsorb,
surface activity, complex formadtion.

PENDAHULUAN

‘Natrium kaseinat dan fosfolipida merupakan bahan
alami yang dapat berperan sebagai pengemulsi. Selama
pengolahan pangan keduanya dapat berperan menstabilkan
emulsi baik digunakan secara terpisah maupun bersama-
sama. - Beberapa hasil penelitian menunjukkan adanya
hubungan sinergis antara protein globular dan fosfolipida
kuning telur dalam pembentukan emulsi (Nakamura et al.,
1988). Efek sinergis tersebut terbentuk karena fosfolipida
teradsorpsi di celah-celah pada antar permukaan yang tidak
distabilisasi protein (Corredig dan Dalgleish, 1998).

Pada sistem emulsi yang mengandung protein dan
surfaktan (pengemulsi berberat molekul kecil), terbentuk
hubungan antara protein dan surfaktan yang tergantung dari
aktivitas permukaan keduanya. Hubungan tersebut dapat
berupa adsorpsi kompetitif, proses pergantian; dan interaksi
antara protein dan surfaktan.

Protein dan surfaktan dapat berinteraksi membentuk
kompleks dengan aktivitas permukaan - meningkat atau
menurun, atau menyebabkan penataan yang lebih efisien
pada antar permukaan (Bos ef al., 1997).

Menurut Bos ef al. (1997), kasein dapat membentuk
kompleks dengan fosfolipida pada permukaan globula
lemak. Kompleks tersebut terbentuk melalui 1nterak51
elektrostatik.

Hasil penelitian Fang dan Dalgleish (1996)
menunjukkan bahwa terjadi interaksi spesifik antara
dioleilfosfatidilkolin dengan B kasein membentuk kompleks
yang bersifat lebih hidrofilik dan mempunyai aktivitas

permukaan yang lebih rendah. Diduga kompleks tersebut
terdesorpsi dari permukaan globula lemak.

Kasein merupakan protein susu yang terdiri dari o,
O, B, dan k dengan proporsi mendekati 38, 10, 36, dan
13% atau 4:1:4:1 (Tornberg et al., 1997). Masing-masing
kasein mempunyai sifat pada antar permukaan yang
berbeda (Robson dan Dalgleish, 1987), sehingga diduga
terjadi perubahan komposisi jenis kasein yang teradsorpsi
pada permukaan globula minyak jika selama emulsifikasi
dilakukan penambahan fosfolipida.

Penelitian ini bertujuan mengkaji perubahan
komposisi jenis kasein yang teradsorpsi pada permukaan
globula minyak emulsi sebagai pengaruh penambahan
fosfolipida sehingga hubungan keduanya dalam sistem
emulsi dapat dlketahm Penyebab perubahan tersebut juga
dikaji.

Perubahan komposm lapisan yang teradsorpsi
tersebut  dapat menjelaskan perubahan sifat-sifat sistem
emulsi yang distabilisasi natrium kaseinat karena adanya
fosfolipida, sehingga diketahui keefektifan' penggunaan
keduanya secara bersama-sama sebagai pengemulsi.

METODOLOGI
Bahan dan Alat -

Bahan yang digunakan untuk membuat emulsi adalah
minyak ikan dengan kadar asam lemak -3 tinggi yang
dibuat dengan metode pemadatan cepat (Moffat et al., 1993)
yang dimodifikasi, natrium kaseinat teknis (Sigma Co.),
fosfolipida yang diekstrak dari kuning telur dengan metode
Schneider (1989), dan akuades.

Bahan kimia yang digunakan untuk analisis adalah
standar a, B, x kasein, glisin, akrilamida, bis akrilamida,
tris, TEMED, amonium persulfat (Sigma Co.); etanol, asam

© asetat, merkaptoetanol, KCl, biru komasi, asam sulfat, HCI,

dan aseton (semua untuk analisis) dari Merck;

Peralatan yang digunakan adalah neraca analitik (HR-
300, AND), alat-alat gelas, pengaduk magnet (Nouvo II),
homogenizer (Altech), densitoscan process visu-24
(Helena), pH-meter (Jenway), perangkat elektroforesis
(Bio-Rad), sentrifusa (T51-1, MLW), dan ultrasentrifusa
(Beckman).

Metode Penelitian

a. Pembuatan emulsi

Emulsi dibuat' dengan cara menghomogenisasi
minyak ikan (5% b/v) dalam larutan natrium kaseinat (10%
b/v) pada tekanan 2500 psi selama 15 menit. Fosfolipida
ditambahkan sebelum homogenisasi pada konsentrasi 0;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0; dan 2,5% (b/v).
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b. Pemisahan globula minyak dari emulsi

Globula minyak dipisahkan dari fase kontinyu dengan
cara sentrifugasi pada kecepatan 60.000 X g selama 30 menit
(Euston et al., 1995). Fase krim merupakan kumpulan
globula-globula minyak yang terpisah dari fase kontinyu
setelah sen-trifugasi. .

c. Analisis jenis kasein pada permukaan globula minyak

Jenis kasein pada fase krim menunjukkan jenis kasein
yang teradsorpsi pada permukaan ‘globula minyak. Jenis
kasein ini dianalisis dengan menggunakan elektroforesis gel
poliakrilamida dengan penambahan sodium dodesil sulfat

- (SDS PAGE=Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) untuk mengetahui proporsi a, B, dan
kasein sebagai pengaruh peningkatan konsentrasi fosfolipida.
Analisis SDS PAGE dilakukan dengan menggunakan metode
Singh dan Creamer (1991).

Penyebab  perubahan komposisi kasein diduga
disebabkan oleh pembentukan kompleks antara kasein dan
fosfolipida sehingga pada penelitian ini dilakukan analisis
kemungkinan = pembentukan = kompleks. = Kemungkinan
pemben-tukan  kompleks tersebut  dianalisis
elektroforesis gel poliakrilamida (PAGE=Poly-acrylamide
Gel Electrophoresis) tanpa penam-bahan bahan-bahan
pendenaturasi protein (non denaturation system). .

Analisis statistik .

Variabel yang dikaji adalah konsentrasi pe-nambahan
fosfolipida dengan taraf perlakuan 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; dan
2,5% (b/v). Rancangan percobaan yang digunakan adalah
rancangan acak lengkap dua kali ulangan. Jika diperlukan,
analisis statistik dilanjutkan dengan uji lanjut dengan DMRT
(Duncan Multiple Range Test) untuk mengetahui perbedaan
dari masing-masing taraf perlakuan.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Proporsi jenis kasein pada permukaan globula minyak

Kasein yang digunakan untuk menstabilisasi emulsi
terdiri dari 50,06% o kasein, 37,67% P kasein, dan 12,27% «
kasein. Tornberg et al. (1997) melaporkan bahwa proporsi
jenis kasein pada susu adalah 48% o kasein, 36% P kasein,
dan 13% « kasein.

Pada sistem emulsi tanpa penambahan fosfolipida,
proporsi o kasein yang teradsorpsi pada permukaan globula
minyak lebih tinggi dibandingkan B kasein, _ Alfa kasein
mempunyai preferensi teradsorpsi yang lebih -tinggi
dibandingkan P kasein, walaupun B kasein mempunyai
aktivitas permukaan yang lebih tinggi dari o kasein.

Menurut Euston dan Hirst (1999), preferensi o kasein
yang lebih tinggi dibandingkan B kasein diduga disebabkan
oleh pembentukan agregat B kasein. Beta kasein mempunyai
kemampuan untuk' membentuk agregat seperti misel pada
konsentrasi kasein tinggi (Rollema, 1997). Pada penelitian ini
konsentrasi natrium kaseinat yang digunakan adalah sekitar
74-85 mg/ml. Menurut Euston dan Hirst (1999), aktivitas
permukaan misel B kasein ini lebih rendah dibandingkan P
kasein bebas, sehingga misel B kasein tidak mampu
berkompetisi dengan o kasein.
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dengan -

Pada sistem emulsi tanpa penambahan fosfolipida,
proporsi o kasein adalah yang paling tinggi dan x kasein
paling rendah. Bila dihubungkan dengan proporsinya
pada natrium kaseinat, o kasein adalah yang tertinggi dan
k kasein yang terendah. Selain karena aktivitas.
permukaannya diduga lebih tinggi dari B kasein, kuan-
titas o kasein paling tinggi sehingga mendominasi -
permukaan globula minyak.
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Figure 1. Casein proportion at oil globule interface as
affected by phospholipids addition during
emulsification

Proporsi o kasein - yang teradsorpsi semakin
menurun dengan bertambahnya konsentrasi fosfolipida
(Figure 1).  Proporsi o kasein yang teradsorpsi tidak
berbeda nyata (0=0,05) sampai konsentrasi fosfolipida
1,0%. Penambahan fosfolipida lebih lanjut menyebabkan
penurunan proporsi o kasein yang teradsorpsi secara nyata
(0=0,05).  Penurunan tersebut disebabkan o ka-sein
terdesorpsi  dari permukaan globula minyak oleh
fosfolipida. karena sifatnya yang kurang hidrofobik
dibandingkan B kasein, dan tidak mem-bentuk lapisan
yang kohesif seperti k kasein.

Penambahan fosfolipida menyebabkan peningkatan
proporsi B kasein yang teradsorpsi secara nyata (c=0,05).
Beta kasein mempunyai preferensi untuk tetap teradsorpsi
walaupun dalam sistem emulsi . terdapat fosfolipida.
Menurut Bergenstahl dan Claesson (1997), preferensi 3
kasein untuk teradsorpsi disebabkan oleh sifatnya yang

paling hidrofobik dibandingkan jenis kasein yang lain.

Kappa kasein tidak mempunyai preferensi untuk
dihilangkan dari permukaan globula minyak atau
teradsorpsi dengan adanya peningkatan konsentrasi
fosfolipida yang ditunjukkan oleh proporsi k kasein yang
tidak berubah. Tidak adanya preferensi tersebut
kemungkinan di-sebabkan oleh sifat k kasein yang tidak
mudah menyebar pada antar permukaan dan membentuk
lapisan pada permukaan globula lemak yang kohesif
(Mulvihill dan Fox, 1989; Robson dan Dalgleish, 1987).
Hasil penelitian ini diperkuat oleh hasil penelitian Fang
dan Dalgleish (1996) yang menunjukkan bahwa x kasein
tidak dipengaruhi oleh adanya dioleilfosfatidilkolin dalam
sistem emulsi.
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Proporsi jenis kasein pada fase Kontinyu
Kasein pada fase kontinyu merupakan kasein yang

tidak berperan menstabilisasi globula minyak. Proporsi jenis

kasein yang ada pada fase kontinyu dianalisis dengan
elektroforesis gel poli-akrilamida dengan sistem non
denaturasi. Sistem non denaturasi digunakan untuk mencegah
ke-mungkinan kompleks kasein-fosfolipida yang ter-bentuk
menjadi terurai karena perubahan kon-formasi protein oleh
bahan-bahan pendenaturasi.

Pada sistem emulsi tanpa penambahan fosfolipida,
proporsi o kasein pada fase kontinyu paling tinggi dan «
kasein paling rendah. Proporsi a kasein paling tinggi karena
proporsinya pada natrium kaseinat paling tinggi. Walaupun

pada sistem emulsi ini o kasein mempunyai preferensi untuk .

teradsorpsi, tetapi karena jumlah kasein yang teradsorpsi jauh
lebih rendah dari kasein pada fase kontinyu, proporsi o kasein
tetap paling tinggi.

Proporsi B kasein pada fase kontinyu lebih tinggi dari
proporsi pada natrium kaseinat yang menunjukkan bahwa B
kasein mempunyai preferensi teradsorpsi yang rendah.
Proporsi k kasein pada fase kontinyu yang rendah disebabkan
proporsinya pada natrium kaseinat paling rendah dan
kemungkinan pada sistem emulsi tanpa penambahan
fosfolipida, x kasein mempunyai preferensi teradsorpsi.
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Figure 2. Proportion of casein at oil globule interface as
affected by phospholipids addition during
emulsification

Proporsi a kasein pada fase kontinyu semakin menurun
dengan bertambahnya konsentrasi fosfolipida dalam sistem
emulsi. Penambahan fosfolipida menye-babkan penurunan
proporsi & kasein pada fase kontinyu (Figure 2) yang nyata
(a=0,05). :

Pada kenyataannya, peningkatan konsentrasi ka-sein
pada fase kontinyu diikuti oleh penurunan proporsi o kasein.
Hal ini berarti bahwa o« kasein tidak terde-sorpsi dari
permukaan globula minyak atau terdesorpsi dalam bentuk
kompleks kasein-fosfolipida.  Bila dihubungkan dengan
proporsi o kasein yang teradsorpsi, penambahan fosfolipida
menyebabkan penurunan o kasein, yang berarti o kasein
terdesorpsi dari permukaan globula minyak.

Apabila o kasein terdesorpsi dalam bentuk bebas,
proporsinya pada fase kontinyu akan meningkat. Pada
kenyataannya, proporsi o kasein pada fase kontinyu
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mengalami penurunan, sehingga kemungkinan besar o
kasein terdesorpsi dari permukaan globula minyak dalam
bentuk kompleks kasein-fosfolipida. .

Proporsi . B kasein pada fase kontinyu tidak
mengalami  perubahan  (¢=0,05). Kenyataan ini
menunjukkan bahwa B kasein kemungkinan tidak
terdesorpsi atau digantikan oleh fosfolipida  dari

" permukaan globula minyak. Peningkatan proporsi B

kasein pada permukaan globula minyak di-sebabkan oleh
a kasein terdesorpsi dan B kasein mempunyai preferensi
untuk teradsorpsi.

Proporsi k kasein pada fase kontinyu mengalami
peningkatan dengan bertambahnya konsentrasi fosfolipida
dalam sistem emulsi (Figure 2) secara nyata (a=0,05).
Peningkatan ter-sebut disebabkan oleh penurunan proporsi
a dan B kasein pada fase kontinyu. Kappa kasein tidak
mempunyai preferensi untuk teradsorpsi yang ditunjukkan
oleh proporsinya pada permukaan globula minyak yang
tetap.

" Menurut Mulvihill dan Fox (1989) serta Robson
dan Dalgleish (1987), « kasein mem-bentuk lapisan pada
permukaan globula lemak yang kohesif karena adanya
ikatan disulfida dalam dan antar molekul. Lapisan yang
kohesif tersebut menyebabkan k kasein sulit mengalami
desorpsi dari permukaan globula minyak, walaupun pada

- konsentrasi fosfolipida yang tinggi.

Analisis kemungkinan pembentukan kompleks kasein-
fosfolipida

‘Kemungkinan  pembentukan kompleks antara
kasein dan fosfolipida dianalisis dari fase kontinyu dengan
menggunakan elektroforesis gel poliakri-lamida sistem
non denaturasi. Penggunaan sistem non denaturasi
bertujuan untuk mencegah kon-formasi protein pada
kompleks kasein-fosfolipida terbuka sehingga merusak
struktur kompleks tersebut dan kasein terurai dalam
bentuk bebas. Apabila ada dalam bentuk bebas, kompleks
kasein-fosfolipida  tidak dapat diidentifikasi dan
dikuantifikasi. ‘

Identifikasi pita kompleks kasein-fosfolipida dike-
tahui dengan membandingkan dengan pita standar a, B,
dan' k kasein, dan dengan memperhatikan  jarak
migrasinya. Pita kompleks kasein-fosfolipida meru-pakan
pita baru yang terbentuk dan bukan merupakan pita a, B,
dan x kasein dengan jarak migrasi yang lebih pendek.

Analisis pembentukan kompleks kasein-fosfolipida
dilakukan dari fase kontinyu karena diduga penurunan
protein kasein yang teradsorpsi pada permukaan globula
minyak disebabkan oleh kasein diganti- oleh fosfolipida
dan pembentukan kompleks kasein-fosfolipida. Kom-
pleks antara kasein dan fosfolipida diduga lebih bersifat
hidrofilik dan lebih larut pada fase kontinyu sehingga
menghilang dari permukaan globula ‘minyak. Pada
penelitiannya, Fang dan Dalgleish (1996) menduga terjadi
interaksi spesifik antara dioleilfosfatidilkolin dan B kasein
yang lebih hidrofilik dan mempunyai aktivitas permukaan
yang lebih rendah dibandingkan B kasein dan
dioleilfosfatidilkolin. Diduga kompleks tersebut
terdesorpsi dari permukaan globula lemak. Berdasarkan
hal tersebut, analisis kemungkinan pembentukan kom-
pleks kasein-fosfolipida dilakukan dari fase kontinyu.
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Diduga pengikatan tersebut terjadi pada beberapa lokasi
- pengikatan, yang  kemungkinan terjadi melalui interaksi
hidrofobik antara residu asam-asam amino non polar pada
kasein dengan asam lemak pada fosfolipida. Fang dan
Dalgleish (1996) menyatakan bahwa jika sisi pengikatan B
kasein terhadap dioleilfosfatidilkolin berada pada bagian
hidrofobik, kompleks B kasein-dioleilfosfatidilkolin akan
bersifat hidrofilik dan akan terdesorpsi dari permukaan
globula lemak. ,

Selain  terjadi melalui interaksi  hidrofobik,
kemungkinan pengikatan juga dapat terjadi melalui netralisasi

muatan. Menurut Bos et al. (1997), interaksi elektrostatik -

bersifat penting pada interaksi antara protein-fosfolipida pada
permukaan globula lemak.

Jenis kasein yang membentuk kompleks dengan
fosfolipida diketahui dari proporsi masing-masing jenis
kasein pada permukaan globula minyak dan fase kontinyu.
Jenis kasein yang membentuk kompleks dengan fosfolipida
harus mempunyai proporsi pada permukaan globula minyak
dan fase kontinyu yang menurun.

Dari hasil analisis jenis kasein pada permukaan globula -

minyak dan fase kontinyu, dapat diketahui bahwa
kemungkinan jenis kasein yang membentuk kompleks dengan
fosfolipida adalah o kasein. Menurut Aynie et al. (1992),
interaksi antara o kasein dengan lipida polar yang bermuatan
lebih tinggi dibandingkan B kasein. Interaksi tersebut terjadi
melalui ikatan hidrogen dan/atau interaksi elektrostatik.
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Figure 3. Proportion of complex forming caseins as affected
by phospholipids addition during emulsification

Proporsi kompleks  kasein-fosfolipida pada fase
kontinyu semakin meningkat (a=0,05) de-ngan bertambahnya
konsentrasi fosfolipida dalam sistem emulsi (Figure 3).
Semakin tinggi fos-folipida yang ditambahkan, fosfolipida
semakin tersedia untuk membentuk kompleks dengan kasein.

KESIMPULAN .

Penambahan fosfolipida pada sistem emulsi yang
distabilisasi natrium =~ kaseinat menyebabkan perubahan
proporsi jenis kasein yang teradsorpsi pada permukaan
globula minyak. Preferensi jenis kasein untuk teradsorpsi
- dipengaruhi oleh aktivitas permukaan dan sifat pelapisannya
pada antar permukaan. Perubahan tersebut disebabkan oleh
pembentukan kompleks antara kasein dan fosfolipida yang
mempunyai sifat lebih hidrofilik dan terdesorpsi dari antar
permukaan.
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