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ABSTRAK

Keunggulan fosfolipid dapat ditingkatkan dengan menggabungkan asam lemak ®-3, terutama EPA (eicosapentaenoic
acid, C20:5m0-3) dan DHA (docosahexaenoic acid, C22:6®-3), pada struktur fosfolipid sehingga diperoleh fosfolipid
terstruktur. Strukturisasi fosfolipid kedelai komersial dilakukan dengan cara mengganti asam lemak dari fosfolipid
kedelai dengan asam lemak ®-3 dari minyak kaya asam lemak -3 dari hasil samping pengalengan tuna. Sintesis
fosfolipid terstruktur dilakukan secara asidolisis enzimatis dengan menggunakan lipase dari R. miehei. Faktor yang
dikaji pada proses sintesis ini adalah konsentrasi enzim dan lama sintesis. Tingkat inkorporasi EPA dan DHA pada
struktur fosfolipid dipengaruhi oleh konsentrasi enzim. Pada konsentrasi enzim yang rendah, peningkatan lama reaksi
setelah tingkat inkoporasi optimum tercapai cenderung menyebabkan penurunan tingkat inkorporasi EPA+DHA. Pada
konsentrasi enzim yang tinggi, lama reaksi tampaknya tidak mempengaruhi tingkat inkorporasi. Tingkat inkorporasi
DHA lebih tinggi dari EPA sehingga fosfolipid terstruktur yang dihasilkan sangat sesuai digunakan untuk produk pangan
yang memerlukan kadar DHA tinggi. Ada preferensi inkorporasi EPA+DHA pada fosfatidiletanolamin dibandingkan
jenis fosfolipid yang lain.

Kata kunci: Fosfolipid terstruktur, asam lemak -3, EPA, DHA, asidolisis enzimatis

ABSTRACT

The superiority of soy phospholipids could be obtained by incorporation of ®-3 fatty acids into phospholipids structure,
especially EPA (eicosapentaenoic acid, C20:5®-3) and DHA docosahexaenoic acid, C22:6w-3). Structurization of
commercial soy phospholipids was conducted by replacement of natural fatty acids in soy phospholipids by ®-3 fatty
acids from -3 fatty acids enriched fish oil from tuna canning processing using enzymatic acidolysis. Two factors were
studied in enzymatic acidolysis, concentration of R. miehei lipase and time of reaction. The result showed that increasing
reaction time tended to decrease degree of EPA and DHA incorporation at low enzyme concentration. Meanwhile, the
reaction time did not affect degree of incorporation at high enzyme concentration. DHA incorporation was higher
than EPA that obtained structured phospholipids is supposed to be suitable for high DHA food products. There was a
preference of EPA and DHA to incorporate into phosphatidylethanolamine structure than other phospholipids.

Keywords: Structured phospholipids, m-3 fatty acids, EPA, DHA, enzymatic acidolysis
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PENDAHULUAN

Fosfolipid merupakan komponen struktural penting
membran sel yang mempunyai peran penting di industri
farmasi, pangan, kosmetik, dan industri lain karena aktivitas
fisiologisnya selain perannya sebagai pengemulsi alami.
Untuk tujuan praktis, seperti fosfolipid dengan stabilitas
tinggi atau mempunyai sifat fungsional terhadap kesehatan,
seringkali diinginkan fosfolipid dengan asam lemak tertentu.
Perubahan komposisi asam lemak tersebut dapat dilakukan
melalui reaksi hidrolisis, esterifikasi, atau transesterifikasi
(Hara dkk., 1997).

Asam lemak ®-3 dalam struktur fosfolipid lebih stabil
terhadap oksidasi dibandingkan dalam bentuk asam lemak
bebas atau trigliserida (Lyberg dkk., 2005). Fosfolipid
mengandung asam lemak ®-3 merupakan pembawa (carrier)
asam lemak ®-3 yang potensial yang juga berperan sebagai
pengemulsi dan antioksidan. Fosfolipid kaya asam lemak ®-3
dapat diperoleh dari ikan, akan tetapi proses ekstraksi rumit
dan memerlukan teknik separasi yang kompleks. Sintesis
fosfolipid terstruktur yang mengandung asam lemak ®-3
dengan menggunakan fosfolipid dari tanaman merupakan
alternatif teknik yang memungkinkan (Haraldsson dan
Thorarensen, 1999).

Perubahan struktur molekul fosfolipid ditujukan untuk
mendapatkan sifat fosfolipid sesuai dengan sifat fungsional
atau fisiologis yang diinginkan yang berbeda dari fosfolipid
asal. Fosfolipid baru dengan sifat fisik dan kimia yang
dihasilkan juga dapat diperoleh dengan cara mengubah
jenis asam lemak dalam fosfolipid (Vikbjerg dkk., 2006).
Perubahan struktur tersebut dilakukan melalui modifikasi
secara enzimatis, fisik, atau kimiawi.

Dibandingkan dengan modifikasi kimiawi, modifikasi
fosfolipid secara enzimatis menguntungkan karena enzim
bersifat spesifik dan selektif (Vikbjerg dkk., 2005). Enzim
mengkatalisis reaksi kimiawi di bawah kondisi sedang
sehingga merupakan alternatif menjanjikan untuk sintesis
fosfolipid terstruktur secara kimiawi. Sintesis enzimatis
fosfolipid terstruktur dari bahan alami mempunyai beberapa
keuntungan yaitu kondisi reaksi yang tidak ekstrim dan
spesifitas yang tinggi. Enzim yang banyak digunakan
adalah lipase atau fosfolipase (Reddy dkk., 2005). Lipase
spesifik 1,3 dan fosfolipase A2 (PLA2) (EC 3.1.1.4) telah
digunakan untuk memodifikasi asam lemak fosfatidilkolin
(PC, phosphatidylcholine) pada posisi sn-1 dan sn-2. Lipase
spesifik 1,3 digunakan terutama untuk mengubah asam lemak
pada posisi sn-1 dari PC melalui reaksi asidolisis (Adlercreutz
dan Wehtje, 2004). Lipase amobil dari Rhizomucor meihei
(Lipozyme TM) yang bersifat regiospesifik 1,3 telah
digunakan oleh Haraldsson dan Thorarensen (1999) dalam
sintesis PC mengandung EPA dan DHA dengan sumber PC
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adalah kuning telur dengan menggunakan konsentrat asam
lemak -3 sebagai sumber asil.

Hampir sebagian besar penelitian tentang reaksi
asidolisis dalam sintesis fosfolipid menggunakan fosfolipid
atau fosfatidilkolin murni sebagai substrat (Mustranta dkk.,
1994; Hosokawa dkk., 1995; Aura dkk., 1995; Haraldsson
dan Thorarensen, 1999; Adlercreutz dan Wehtje, 2004;
Reddy dkk., 2005; Lin dkk., 2005). Pada penelitian ini
dilakukan reaksi asidolisis antara minyak kaya asam
lemak ®-3 dengan fosfolipid kedelai komersial. Fosfolipid
alami biasanya merupakan campuran dari fosfatidilkolin,
fosfatidiletanolamin, dan fosfatidilinositol (Vikbjerg dkk.,
2005).

Inkorporasi asam lemak pada fosfolipid dapat diken-
dalikan selama reaksi (Vikbjerg dkk., 2005). Hasil penelitian
Haraldsson dan Thorarensen (1999) menunjukkan bahwa
kecepatan reaksi interesterifikasi hampir setara dengan reaksi
asidolisis. Reaksi asidolisis sangat tergantung konsentrasi
lipase. Inkorporasi EPA dan DHA tinggi diperoleh pada
konsentrasi lipase 70% dengan hasil maksimal pada
konsentrasi 100%. Hasil reaksi asidolisis ini sangat dipenga-
ruhi oleh lama reaksi.

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk menentu-
kan kondisi sintesis fosfolipid terstruktur dari minyak kaya
asam lemak ®-3 dari minyak hasil samping pengalengan tuna
sebagai sumber asil dan fosfolipid/lesitin kedelai komersial.
Kondisi sintesis yang dikaji adalah konsentrasi enzim lipase
R. miehei dan lama reaksi asidolisis.

METODE PENELITIAN

Bahan dan Peralatan

Bahan baku yang digunakan adalah lesitin kedelai
komersial, minyak hasil samping pengalengan tuna dari PT.
Aneka Tuna Indonesia, Pasuruan, Jawa Timur, dan lipase
Rhizomucor meihei (Sigma Co.). Bahan-bahan kimia yang
digunakan adalah standar campuran asam lemak, standar
fosfolipid (fosfatidilkolin (PC), fosfatidiletanolamin (PE),
fosfatidilinositol (PI), asam fosfatidat (PA), lisofosfatidilkolin
(LPC), lisofasfatidiletanolamin (LPE), fosfatidilgliserol (PG),
difosfatidilgliserol (DPG), dan BF,-metanol 14% dari Sigma
Co.; metilenklorida, NaOH, benzena, KOH, HCI, aseton,
heksana, asam sulfat, plat TLC (silika gel G60 F254 sebagai
adsorben), kloroform, dan metanol bersifat pro analysis dari
Merck; etanol, heksana, aseton (teknis); akuades; es kering;
dan gas nitrogen.

Peralatan yang digunakan adalah shaker water bath,
kromatografi gas (Shimadzu), TLC Scanner (Shimadzu), TLC
development tank, oven, lampu UV, alat-alat gelas, pengaduk
magnet, buret, dan rotavapor (Buchi).
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Preparasi Minyak Kaya Asam Lemak ®-3 dengan Teknik
Kristalisasi Pelarut Suhu Rendah

Pada tahap ini dilakukan pembuatan minyak kaya asam
lemak ®-3 dalam kadar tinggi dengan bentuk kimia minyak
adalah asam lemak bebas yang diperoleh dari hasil hidrolisis
menggunakan NaOH. Proses pembuatan minyak kaya asam
lemak ®-3 dilakukan dengan metode kristalisasi pelarut suhu
rendah (Ahmadi, 2006) yang dimodifikasi.

Sintesis Fosfolipid Terstruktur Mengandung Asam
Lemak -3 Dari Fosfolipid Kedelai dan Minyak Kaya
Asam Lemak -3

Penghilangan minyak dari fosfolipid kedelai komer-
sial (Nasir dkk., 2007). Proses penghilangan minyak
ditujukan untuk mendapatkan fosfolipid kedelai yang lebih
murni. Lesitin/fosfolipid kedelai sebanyak 25 g dilarutkan
dalam aseton 150 mL dan diaduk dengan pengaduk magnet
salaam 1 jam. Pelarut yang mengandung lipid netral yang
berwarna kuning dipisahkan dengan dekantasi, kemudian
proses diulang sampai pelarut tidak berwarna. Minyak
yang masih mengkontaminasi fosfolipid dicek dengan
menggunakan TLC. Jika masih terdapat banyak minyak,
maka dilakukan kembali pencucian seperti sebelumnya. Lipid
polar/fosfolipid yang diperoleh digunakan untuk sintesis
fosfolipid terstruktur.

Reaksi asidolisis minyak asam lemak ®-3 dengan
fosfolipid kedelai secara asidolisis enzimatis (modifikasi
Haraldsson dan Thorarensen, 1999). Pada tahap reaksi
asidolisis enzimatis ini faktor yang dikaji adalah lama reaksi
dan konsentrasi enzim lipase Rhizomucor miehei yang
digunakan. Minyak kaya asam lemak -3 dan fosfolipid
kedelai yang sudah dihilangkan minyaknya (rasio minyak
atau asam lemak: fosfolipid 3,5:1 atau 280 mg:80 mg)
dimasukkan tabung reaksi bertutup. Enzim Lipozyme
(Rhizomucor meihei) ditambahkan dengan konsentrasi 20,
30, 40% (terhadap substrat, sesuai perlakuan), air 10%, dan
heksana 3 mL. Campuran digoyang perlahan dalam water-
bath kecepatan 300 rpm pada suhu 40 °C selama waktu
tertentu sesuai perlakuan yaitu 18, 24, dan 36 jam. Setelah
inkubasi, campuran reaksi disentrifugasi pada kecepatan
3000 rpm selama 15 menit untuk mengendapkan fosfolipid
terstruktur. Kemudian dilakukan pencucian menggunakan 1
mL heksana. Fosfolipid yang dihasilkan kemudian dimetilasi
dengan metode Park dan Goin (1994). Selanjutnya dilakukan
analisis profil asam lemak dengan menggunakan kromatografi
gas.

Rancangan Percobaan dan Analisis

Rancangan percobaan yang digunakan pada penelitian
ini adalah Rancangan Acak Lengkap 2 faktor dua kali
ulangan dengan faktor yang dikaji adalah lama reaksi (18, 24,
dan 36 jam) serta konsentrasi enzim terhadap substrat (20,
30, dan 40% b/b). Data yang diperoleh dianalisis sidik ragam
dilanjutkan dengan uji DMRT jika perlakuan menunjukkan
pengaruh yang signifikan.

Analisis yang dilakukan pada tahap penelitian ini
adalah profil fosfolipid dengan kromatografi lapis tipis (Nzai
dan Proctor, 1998); profil asam lemak dan kadar asam lemak
-3 dengan kromatografi gas (transmetilasi in sifu metode
Park dan Goin, 1994); serta profil asam lemak pada masing-
masing jenis fosfolipid dalam fosfolipid terstruktur terbaik
dengan separasi fosfolipid menggunakan kromatografi lapis
tipis (Nzai dan Proctor, 1998), masing-masing spot dikerok
dan diekstrak dengan metode Christie (1982), dilanjutkan
dengan metilasi metode Park dan Goin (1994) untuk dianalisis
dengan kromatografi gas.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Profil Asam Lemak Minyak Kaya Asam Lemak ®-3 dan
Fosfolipid Kedelai

Fosfolipid yang digunakan dalam penelitian ini adalah
fosfolipid atau lesitin kedelai yang sudah dihilangkan
minyaknya (deoiling). Tujuan penghilangan minyak adalah
untuk menghilangkan trigliserida yang dapat mengganggu
proses esterifikasi asam lemak ®-3. Pada proses sintesis
fosfolipid terstruktur mengandung asam lemak ®-3 digunakan
enzim lipase dari Rhizomucor miehei. Hasil penelitian
sebelumnya (Harraldsson dan Thorarensen, 1999) menunjuk-
kan bahwa enzim lipase mempunyai preferensi yang lebih
tinggi pada trigliserida dibandingkan fosfolipid. Oleh karena
itu proses penghilangan minyak dilakukan karena pada
lesitin kedelai biasa ditambahkan minyak untuk menurunkan
viskositas lesitin yang terlalu kental.

Fosfolipid kedelai komersial mengandung asam lemak
yang didominasi oleh asam linoleat, diikuti oleh asam stearat
dan oleat. Kedelai merupakan sumber asam linoleat. Hasil
penelitian sebelumnya (Estiasih dkk., 2011) menunjukkan
bahwa kedelai dari varietas unggul Anjasmoro mempunyai
komposisi asam lemak yang didominasi asam linoleat dengan
kadar 48-52%. Sanibal dan Mancini-Pilho (2004) menjelaskan
bahwa kadar asam linoleat dalam minyak kedelai mencapai
55,83%. Penelitian Wang dan Wang (2008) menunjukkan
asam lemak paling dominan penyusun fosfolipid kedelai
adalah asam linoleat. Fosfolipid kedelai komersial tidak
mengandung asam lemak ®-3 (Tabel 1). Menurut Das dan
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Bhattacharyya (2006), fosfolipid kedelai mengandung asam
palmitat 27,3%, asam stearat 1,6%, asam oleat 14,7%, asam
linoleat 52,5%, asam asam linolenat 3,8%, dan asam lemak
lain 0,1%.

Asam lemak ®-3 yang dibutuhkan untuk sintesis
fosfolipid terstruktur dalam bentuk asam lemak bebas sehing-
ga pada penelitian ini minyak hasil samping pengalengan
tuna dihidrolisis kemudian dikristalisasi dengan meng-
gunakan pelarut pada suhu rendah. Tabel 1 menunjukkan
bahwa minyak kaya asam lemak ®-3 didominasi oleh DHA.
Keunggulan minyak ikan tuna adalah mempunyai kadar DHA
yang lebih tinggi dari EPA (Howe dkk., 2002). Minyak hasil
samping pengalengan tuna mempunyai kadar DHA 35,52%
dan EPA 6,68%. Teknik kristalisasi pelarut suhu rendah yang
digunakan pada penelitian ini dapat meningkatkan kadar
EPA-+DHA sebesar 1,37 kali yaitu kadar EPA+DHA 57,99%
(Tabel 1).

Tabel 1. Profil asam lemak minyak kaya asam lemak ®-3
dan fosfolipid (lesitin) kedelai komersial

Jenis asam Kadar (%)
lemak Minyak kaya asam Fosfolipid kedelai
lemak ®-3 komersial
C12:0 0,11 0,13
C14:0 3,82 0,21
C16:0 4,01 2,99
C18:0 2,12 26,08
Cl18:1 27,98 17,19
Cl18:2 2,20 46,00
Cl18:3 1,01 4,98
C20:4 0,75 1,37
EPA 9,61 0
DHA 48,38 0
EPA+DHA 57,99 0

Jenis-jenis Fosfolipid Kedelai

Fosfolipid kedelai komersial hasil penghilangan minyak
dianalisis profil atau jenis-jenis fosfolipid penyusunnya.
Penghilangan minyak dilakukan dengan menggunakan
aseton sampai diperoleh fosfolipid tanpa minyak yang
diuji menggunakan TLC. Tabel 2 menunjukkan jenis-jenis
fosfolipid yang terdapat dalam fosfolipid kedelai komersial.

Fosfolipid kedelai komersial yang digunakan pada
penelitian ini didominasi oleh fosfatidilinositol. Menurut
Wu dan Wang (2007), lesitin kedelai mengandung PC
(fosfatidilkolin) 18%, PE (fosfatidiletanolamin) 14%,
PI (fosfatidilinosoitol) 9%, PA (asam fosfatidat) 2%, PL
(fosfolipid) minor 2%, glikolipid 11%, gula kompleks 5%,
dan lipid netral 37%. Judde dkk. (2003) menunjukkan bahwa
komposisi fosfolipid beberapa lesitin kedelai komersial
beragam dengan kadar PC berkisar 12,5-74,6%, PE berkisar
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17,4-44,6%, PI berkisar 3,1-26,6%, PA berkisar 3,2-21,9%,
dan fosfolipid lain berkisar 1,3-7,7%. Hasil penelitian ini
menunjukkan fosfolipid kedelai didominasi oleh PI, diikuti
PC, PE, dan PA. Distribusi jenis-jenis fosfolipid dalam
fosfolipid kedelai komersial yang digunakan pada penelitian
ini berbeda dengan literatur (Judde dkk., 2003; Wu and Wang,
2007) yang menunjujkkan fosfolipid kedelai didominasi oleh
PC. Lesitin atau fosfolipid kedelai komersial biasa mengalami
fraksinasi dan modifikasi untuk mendapatkan kesesuaian
sifat fungsionalnya dengan produk pangan tertentu sehingga
seringkali disebut tailored-made lecithins (Colbert, 1998).

Jenis-jenis fosfolipid pada fosfolipid kedelai komersial
mempunyai asam lemak seperti dapat dilihat pada Tabel 3.
Dari Tabel 3 terlihat bahwa jenis fosfolipid yang berbeda
mempunyai komposisi asam lemak yang terikat pada struktur-
nya yang berbeda pula. Asam lemak dominan pada masing-
masing jenis fosfolipid berbeda-beda yaitu asam palmitat
pada PI, asam oleat pada PC dan PA, serta asam linoleat pada
PE. Wang dan Wang (2008) menyatakan bahwa jenis asam
lemak dominan pada PE dan PC kedelai adalah asam linoleat.
Pada penelitian ini, PC didominasi oleh asam oleat sedangkan
PE didominasi oleh asam linoleat.

Tabel 2. Jenis-jenis fosfolipid dalam fosfolipid kedelai

gg{; . g;la‘ Jenis fosfolipid Kadar fosfolipid (%)
1 0,22 Fosfatidilinositol (PI) 51,1
2 0,42  Fosfatidilkolin (PC) 21,9
3 0,47 Fosfatidiletanolamin (PE) 14,3
4 0,54 Asam Fosfotidat (PA) 12,5

Tabel 3. Komposisi asam lemak (%) pada jenis-jenis
fosfolipid pada fosfolipid kedelai

Jenis Asam lemak  PI PC PE PA PE* PC*

C12:0 933 454 3,64 387 - -
C14:0 1129 431 467 688 - -
C16:0 2395 1127 22,73 17,40 20,5 16,6
C16:1 2043 7,18 8,77 824 - -
C18:0 10,16 3,57 - 722 64 3,0
Ci8:1 13,19 31,71 7,01 27,35 10,0 109
C18:2 235 24,62 3936 10,05 562 59,9
C18:3 443 - 345 128 69 66
C20:0 - 2,63 - 2,76 - -
€22:0/C22:1 - 10,18 8,57 12,34 - -
C24:0 488 - 1,80 2,61 - -

Keterangan: PI = fosfatidilinositol
PC = fosfatidilkolin
PE = fosfatidiletanolamin
PA = asam fosfatidat

*Sumber: Wang and Wang (2008)
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Kadar EPA dan DHA pada Fosfolipid Terstruktur

Fosfolipid terstruktur disintesis dari minyak kaya
asam lemak ®-3 dan fosfolipid kedelai komersial yang
tidak mengandung asam lemak -3 (Tabel 1). Fosfolipid
terstruktur yang dihasilkan diharapkan mengandung asam
lemak -3 sehingga diperoleh fosfolipid sebagai pengemulsi
yang sekaligus sebagai sumber asam lemak ®-3. Sintesis
fosfolipid terstruktur dilakukan dengan memodifikasi metode
Haraldsson dan Thorarensen (1999). Profil asam lemak
fosfolipid terstruktur dianalisis untuk mengetahui kadar
EPA+DHA. Tingkat inkorporasi yang diukur adalah kadar
EPA+DHA dalam fosfolipid terstruktur dalam satuan mg/g
(Gambear 1).
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Gambar 1. Pengaruh konsentrasi enzim dan lama asidolisis enzimatis
terhadap tingkat inkorporasi EPA+DHA pada fosfolipid

Hasil analisisragamterhadap kadar EPAdan DHA (mg/g)
yang terinkorporasi dalam fosfolipid terstruktur menunjukkan
bahwa perlakuan konsentrasi enzim berpengaruh nyata
(0=5%), sedangkan lama reaksi dan interaksi antar perlakuan
berpengaruh tidak nyata (a=5%). Hasil penelitian Haraldsson
dan Thorarensen (1999) menunjukkan reaksi asidolisis
sangat tergantung konsentrasi lipase. Tabel 4 menunjukkan
pengaruh konsentrasi enzim terhadap tingkat inkorporasi EPA
dan DHA (mg/g).

Tabel 4. Kadar EPA+DHA fosfolipid terstruktur akibat
perlakuan konsentrasi enzim

Konsentrasi Enzim (%)  Kadar EPA+DHA (mg/g) BNT 5%
20% 72,266 a

30% 79,758 ab 49.03
40% 123,435 b

Nilai rerata yang didampingi notasi huruf yang sama menunjukkan tidak
berbeda nyata (a=5%)

Dari Gambar 1 terlihat bahwa pada konsentrasi
enzim 20%, peningkatan lama reaksi asidolisis enzimatis
menyebabkan kadar EPA dan DHA (mg/g) menurun sampai
lama reaksi 24 jam. Peningkatan lama reaksi menyebabkan
jumlah EPA+DHA yang diinkorporasikan meningkat. Ada
dugaan bahwa pada konsentrasi enzim yang rendah, proses
hidrolisis asam lemak dari struktur fosfolipid asal terjadi pada
awal reaksi dilanjutkan esterifikasi asam lemak ®-3. Reaksi
sampai 24 jam menyebabkan tingkat inkorporasi menurun.
Kemungkinan sampai lama reaksi 24 jam terjadi proses
hidrolisis sehingga asam lemak ®-3 yang sudah terinkorporasi
menjadi terhidrolisis dari struktur fosfolipid terstruktur.
Penambahan lama reaksi menyebabkan peningkatan kembali
jumlah asam lemak -3 yang digabungkan pada struktur
fosfolipid.

Diduga enzim mempunyai preferensi untuk meng-
hidrolisis dan menginkorporasikan asil dari dan ke dalam
struktur fosfolipid. Pada kadar asil yang berlebihan, reaksi
terdorong ke arah sintesis. Akan tetapi peningkatan asil lebih
lanjut menyebabkan kemungkinan hidrolisis yang terbatas
akibat kondisi asil berlebih. Ada kemungkinan asil berfungsi
sebagai inhibitor proses hidrolisis, sehingga keterbatasan
jumlah asil yang dihidrolisis menyebabkan keterbatasan
posisi dalam struktur fosfolipid yang dapat diinkorporasi
oleh asam lemak ®-3. Vikbjerd dkk. (2006) menunjukkan
bahwa jumlah asil yang berlebihan telah digunakan untuk
mendorong pembentukan produk.

Harraldsson dan Thorarensen (1999) menyebutkan
bahwa reaksi asidolisis sangat bergantung pada dosis enzim.
Inkorporasi EPA dan DHA tinggi tercapai pada lama reaksi 72
jam dengan dosis lipase 70%, akan tetapi inkorporasi tertinggi
tercapai pada dosis enzim 100%. Dosis enzim yang tinggi
dibutuhkan pada proses asidolisis fosfolipid karena adanya
zwitter ion pada gugus kepala fosfolipid dapat menghambat
aktivitas enzim.

Hasil penelitian sebelumnya (Estiasih dkk., 2009)
menunjukkan bahwa tingkat inkorporasi asam lemak ®-3 pada
struktur fosfolipid mencapai maksimum pada lama reaksi 23-
28 jam bergantung pada jenis konsentrat asam lemak ®-3 yang
digunakan. Peningkatan lama reaksi lebih lanjut menyebabkan
penurunan tingkat inkorporasi. Ada dugaan setelah melewati
lama reaksi maksimum, peningkatan lama reaksi lebih lanjut
menyebabkan reaksi berubah ke arah hidrolisis sehingga asam
lemak ®-3 dapat mengalami hidrolisis dari struktur fosfolipid
yang sudah diinkorporasinya. Reaksi enzimatis merupakan
reaksi hidrodinamis. Ketersediaan air yang cukup dalam
sistem reaksi akan mendorong reaksi ke arah hidrolisis. Hasil
penelitian Reddy dkk. (2005) menunjukkan bahwa tingkat
inkorporasi asam palmitat dan stearat pada PC maksimum
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pada lama reaksi 24 jam. Peningkatan lama reaksi lebih lanjut
tidak menyebabkan peningkatan tingkat inkorporasi.

Pada konsentrasi enzim 30% terjadi penurunan
tingkat inkorporasi asam lemak ®-3 dengan bertambahnya
waktu reaksi asidolisis enzimatis. Diduga kondisi optimum
inkorporasi asam lemak ®-3 pada konsentrasi enzim 30%
tercapai sebelum 18 jam. Hasil penelitian sebelumnya
(Estiasih dkk., 2009) menunjukkan bahwa kondisi optimum
tercapai pada lama reaksi 24 jam 28 menit pada konsentrasi
enzim 20% dengan fosfolipid yang digunakan adalah
fosfolipid serat sawit dan konsentrat asam lemak ®-3 yang
digunakan berasal dari minyak hasil samping pengalengan
tuna. Jenis fosfolipid yang berbeda tampaknya mempengaruhi
tingkat inkorporasi EPA+DHA pada struktur fosfolipid.

Derajat inkorporasi EPA dan DHA dari penelitian
sebelumnya (Estiasih dkk., 2009) dengan fosfolipid serat
sawit dan konsentrat asam lemak ®-3 dari minyak hasil
samping pengalengan tuna adalah 11,11% dan 19,34% dengan
derajat inkorporasi EPA+DHA 30,45%. Prediksi respon pada
kondisi optimum dari penelitian tersebut adalah 412,41
mg/100 g. Pada penelitian ini, tingkat inkorporasi EPA+DHA
pada struktur fosfolipid lebih rendah yaitu 127,47 mg/g pada
konsentrasi enzim 30% dan lama reaksi 18 jam. Perbedaan
jenis fosfolipid dan jenis konsentrat asam lemak ®-3 yang
digunakan tampaknya mempengaruhi tingkat inkorporasi.

Lipase dari Rizomucor meihei yang digunakan pada
sintesis asidolisis enzimatis ini mempunyai preferensi untuk
menggabungkan asam lemak sangat tidak jenuh pada struktur
fosfolipid dan mempunyai preferensi untuk menghidrolisis
asam lemak jenuh dan monoenoat. Tingkat inkorporasi EPA
dan DHA yang tinggi disebabkan kedua jenis asam lemak ini
mempunyai kadar yang paling tinggi pada minyak kaya asam
lemak ®-3 sebagai sumber asil. Derajat inkorporasi DHA
lebih tinggi dari EPA karena kadar DHA dalam minyak kaya
asam lemak ®-3 lebih tinggi.

Fenomena yang berbeda terjadi pada konsentrasi enzim
40% yaitu peningkatan lama reaksi asidolisis enzimatis
menyebabkan kadar EPA+DHA (mg/g) meningkat kemudian
menurun. Konsentrasi enzim 40% dan lama reaksi 24 jam
menghasilkan tingkat inkorporasi EPA+DHA yang paling
tinggi berdasarkan berat (Gambar 1) tetapi bukan yang paling
tinggi berdasarkan persentase relatif asam lemak (Tabel
5). Kadar enzim 40% cukup menfasilitasi reaksi asidolisis
enzimatis sehingga asam lemak bebas pada awal reaksi cepat
terhidrolisis dari struktur fosfolipid yang kemudian diikuti
dengan esterifikasi atau sintesis asam lemak ®-3 pada struktur
fosfolipid atau lisofosfolipid yang sudah terhidrolisis. Hal ini
yang diduga menyebabkan tingkat inkorporasi asam lemak
-3 menjadi tinggi.
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Tabel 5. Komposisi asam lemak (%) fosfolipid terstruktur
pada berbagai konsentrasi enzim dan lama reaksi

Tenis 18 jam 24 jam 36 jam
¢ 20% 30% 40% 20% 30% 40% 20% 30% 40%
C12:0 0,09 0,10 0,07 0,15 0,34 0,05 0,54 - 0,06

Cl14:0 3,83 3,36 397 3,75 429 579 392 3,89 3,64
C16:0 7,25 7,36 8,09 7,56 7,65 8,68 8,14 7,53 7,17
CI8:0 2,00 1,73 1,86 1,87 2,02 193 2,09 1,66 1,86
C18:1 24,80 23,77 25,37 24,30 21,48 25,30 25,12 24,00 24,63
CI8:2 9,20 9,63 10,17 10,22 10,13 10,11 10,49 10,80 10,31
C18:3 1,75 1,78 149 1,58 1,87 1,97 145 1,67 1,62
C20:4 0,51 123 0,70 0,77 0,63 0,13 1,86 0,63 0,76
EPA 8,86 840 831 893 9,62 834 815 903 842
DHA 41,72 42,64 39,96 40,86 41,96 37,70 38,24 40,79 41,52

EPA+ 50,57 51,04 48,27 49,79 51,58 46,04 46,39 49,82 49,94
DHA

Tabel 5 menunjukkan komposisi asam lemak fosfolipid
terstruktur pada berbagai lama reaksi dan konsentrasi enzim.
Tingkat inkorporasi EPA+DHA berkisar antara 48-52%. Jika
dibandingkan hasil penelitian sebelumnya (Estiasih dkk.,
2009), tingkat inkorporasi EPA+DHA yang menggunakan
konsentrat asam lemak -3 dari minyak hasil samping
pengalengan tuna pada fosfolipid serat sawit adalah 30,45%,
lebih rendah dari hasil penelitian ini. Kemungkinan komposisi
atau jenis-jenis fosfolipid yang menyusun fosfolipid kedelai
dan serat sawit berbeda sehingga derajat inkorporasi juga
berbeda.

Dari Tabel 5 terlihat bahwa tingkat inkorporasi tertinggi
berdasarkan persentase asam lemak adalah pada konsentrasi
enzim 30% dan lama reaksi 24 jam. Hal ini berbeda dengan
tingkat inkorporasi tertinggi berdasarkan kadar EPA+DHA
(mg/g) yang telah dijelaskan sebelumnya. Perbedaan tersebut
disebabkan persentase relatif dipengaruhi oleh jenis-jenis
asam lemak yang teridentifikasi dalam kromatogram.

Gambar 2 dan 3 menunjukkan bahwa tingkat inkorporasi
DHA (berdasarkan berat atau mg/g) lebih tinggi dibandingkan
EPA. Pada konsentrat asam lemak ®-3 yang digunakan, kadar
DHA lebih tinggi dibandingkan EPA. Demikian pula pada
minyak ikan asal. Menurut Howe dkk. (2002), minyak ikan
tuna mengandung DHA yang lebih tinggi dari EPA.

Kadar DHA yang lebih tinggi dari EPA menyebabkan
kemungkinan penggunaan fosfolipid terstruktur yang
dihasilkan menjadi spesifik untuk mendapatkan asupan
DHA. EPA dan DHA mempunyai fungsi dalam tubuh yang
sedikit berbeda. DHA merupakan asam lemak -3 yang
paling banyak terdapat dalam jaringan otak dan retina yang
tidak dapat diganti oleh asam lemak yang lain. Perkembangan
otak manusia membutuhkan jumlah DHA yang berlimpah
(Spector, 1999; Crawford dkk., 1999; Rotstein dkk., 1999)
untuk perkembangan yang optimum (Nettleton, 1995). Pada
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masa balita DHA bersifat esensial untuk perkembangan otak
dan retina (Uauy dan Hoffman, 2000).

EPA berperan pada pembentukan eikosanoid yaitu
perannya dengan cara mengganti asam arakhidonat sebagai
substrat eikosanoid sehingga mengubah ekspresi gen
peradangan. Mekanisme ini digunakan untuk percepatan
pemulihan pasien pasca operasi yang kritis melalui
nutrisi enteral dan parenteral (Calder, 2004), kesehatan
kardiovaskular, fungsi kekebalan, pencegahan peradangan,
penglihatan, kesehatan mental, dan beberapa kondisi kronis
lainnya (Huang dkk., 2004; Nettleton, 2005). EPA juga dapat
menurunkan gejala depresi (Tiemeier dkk., 2003). Dengan
demikian rekomendasi penggunaan fosfolipid terstruktur dari
hasil penelitian ini jika digunakan sebagai suplemen pangan
atau pengembangan pangan fungsional adalah sesuai dengan
fungsi DHA.
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Gambar 2. Pengaruh konsentrasi enzim dan lama asidolisis enzimatis
terhadap tingkat inkorporasi EPA pada fosfolipid
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Gambar 3. Pengaruh konsentrasi enzim dan lama asidolisis enzimatis
terhadap tingkat inkorporasi DHA pada fosfolipid

Profil Asam Lemak Jenis-jenis Fosfolipid dalam Fosfolipid
Terstruktur

Hasil pemisahan fosfolipid terstruktur dari kondisi
reaksi terbaik, yaitu lama reaksi 18 jam dan konsentrasi enzim
30%, menunjukkan terdapat empat jenis fosfolipid. Masing-
masing jenis fosfolipid tersebut adalah fosfatidilinositol
(PI), fosfatidilkolin (PC), fosfatidiletanolamin (PE), dan
asam fosfatidat (PA). Dari Tabel 6 terlihat perbedaan derajat
inkorporasi asam lemak -3 (EPA+DHA) pada masing-
masing jenis fosfolipid. Jika dibandingkan tingkat inkorporasi
EPA+DHA dari fosfolipid terstruktur hasil sintesis 18 jam
dengan konsentrasi enzim 30% yaitu 51,04%, terlihat bahwa
tingkat inkorporasi EPA+DHA pada masing-masing jenis
fosfolipid lebih rendah. Rendahnya tingkat inkorporasi pada
masing-masing jenis fosfolipd, diduga disebakan sebagian
asam lemak ®-3 diinkorporasikan pada struktur trigliserida
atau tetap ada dalam asam lemak bebas yang tidak terbuang
pada proses pencucian. Hal ini yang menyebabkan kadar
EPA+DHA lebih tinggi dalam fosfolipid terstruktur karena
ketika jenis asam lemak dianalisis trigliserida dan asam lemak
bebas yang tersisa ikut teranalisis walaupun sebelumnya telah
dilakukan penghilangan keduanya.

Tabel 6. Profil asam lemak jenis-jenis fosfolipid terstruktur
dari lama reaksi asidolisis enzimatis 18 jam dan
konsentrasi enzim 30%

Jenis Asam Lemak Pl PC PE PA
C12:0 13,20 3,29 4,03 421
C14:0 10,19 3,60 5.46 5,52
C16:0 10,95 23,52 12,10 12,93
cl6:1 652 408 725 6,65
C18:0 2,18 5,74 4,63 4,12
Cl18:1 17,32 23,43 17,85 19,66
C18:2 7,34 7,32 6,52 7,07
C18:3 ; 1,28 1,55 1,22
C22:0 1,99 1,85 3,13 2,65
C22:1 - - 0,45 0,49
EPA 5,10 4,53 7,46 7,05
C24:0 1,77 176 234 220
DHA 23,43 19,61 27,24 26,25
EPA+DHA 28,52 24,14 34,70 33,30

Keterangan: PI = fosfatidilinositol
PC = fosfatidilkolin
PE = fosfatidiletanolamin
PA = asam fosfatidat

Dari hasil penelitian sebelumnya (Estiasih dkk., 2009)
EPA dan DHA juga diinkorporasikan pada struktur lipid
netral atau trigliserida dengan derajat inkorporasi yang lebih
tinggi dibandingkan inkorporasi pada jenis-jenis fosfolipid,
kecuali jika sumber asil adalah konsentrat asam lemak -3
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dari hasil samping penepungan lemuru. Menurut Harraldsson
dan Thorarensen (1999), kecepatan reaksi asidolisis fosfolipid
lebih rendah dibandingkan fosfolipid. Hal ini disebabkan
fosfolipid mempunyai zwitter ion pada gugus kepalanya.

Dari Tabel 6 terlihat bahwa tingkat inkorporasi tertinggi
terdapat pada fosfatidiletanolamin (PE). Hasil penelitian
ini sejalan dengan hasil penelitian sebelumnya (Estiasih
dkk., 2009) dengan jenis fosfolipid yang digunakan adalah
fosfolipid serat sawit. Vikbjerg dkk. (2005) menyatakan
bahwa jenis fosfolipid mempengaruhi kemampuannya untuk
diinkorporasi asam kaprilat utuk reaksi asidolisis yang
dikatalis Lipozyme TL IM. Reaktivitas tersebut mengikuti
urutan PC>PE>PI>PS. Dari hasil penelitian ini dengan
menggunakan fosfolipis kedelai komersial ada perbedaan
preferensi jenis fosfolipid untuk diinkorporasi oleh EPA atau
DHA. Secara umum, inkorporasi pada PE menempati urutan
tertinggi diikuti PA, PI, dan PC. Inkorporasi yang terendah
terdapat pada PC. Hasil penelitian sebelumnya (Estiasih
dkk., 2009), fosfolipid terstruktur dari fosfolipid serat sawit
dan konsentrat asam lemak ®-3 dari minyak hasil samping
penepungan lemuru tidak terdeteksi inkorporasi pada PC.
Kemungkinan sifat PC yang bermuatan positif pada gugus
kolin menyebabkan ada hambatan untuk inkorporasi pada
strukturnya. Ada perbedaan preferensi jenis fosfolipid untuk
diinkorporasi oleh EPA atau DHA. Secara umum, inkorporasi
pada PE menempati urutan tertinggi diikuti PG dan PA.

Tampaknya penggabungan EPA dan DHA pada
struktur fosfolipid kedelai bersifat acak dengan preferensi
penggabungan pada PE. Gugus kepala pada PE adalah
etanolamin. Gugus kepala ini dapat mengion menjadi
bermuatan positif. Dibandingkan dengan PC, gugus kepala
PE lebih sederhana. Diduga, susunan geometri molekul
mempengaruhi kemudahan EPA dan DHA untuk diinkor-
porasikan pada struktur fosfolipid. Adanya gugus kepala
ini yang menjadi alasan mengapa derajat inkorporasi pada
fosfolipis lebih rendah dibandingkan lipid netral.

KESIMPULAN

Kondisi terbaik untuk sintesis fosfolipid terstruktur dari
fosfolipid kedelai komersial dan minyak kaya asam lemak
-3 dari minyak hasil samping pengalengan tuna adalah lama
reaksi 18 jam dan konsentrasi enzim 30%. Konsentrasi enzim
berpengaruh terhadap tingkat inkorporasi EPA dan DHA,
sedangkan lama reaksi tidak berpengaruh. Pada konsentrasi
enzim yang rendah, tingkat inkorporasi menurun kemudian
meningkat dengan bertambahnya waktu reaksi asidolisis.
Sebaliknya pada konsentrasi enzim tinggi, tingkat inkorporasi
meningkat kemudian menurun dengan bertambahnya lama
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reaksi asidolisis. Tingkat inkorporasi DHA lebih tinggi dari
EPA karena kadar DHA yang lebih tinggi dibandingkan EPA
dalam minyak kaya asam lemak ®-3. Tingkat inkorporasi
DHA yang lebih tinggi dari EPA menyebabkan fosfolipid
terstruktur yang dihasilkan sangat sesuai digunakan untuk
produk pangan yang memerlukan kadar DHA tinggi. EPA dan
DHA mempunyai preferensi untuk digabungkan pada struktur
fosfatidiletanolamin dibandingkan jenis-jenis fosfolipid yang
lain.
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