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ABSTRAK

Kasein dan fosfolipid merupakan pengemulsi alami yang biasa digunakan secara bersa-
ma-sama dalam sistem pangan.  Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji perubahan komposisi 
fosfolipid dan kasein yang teradsorpsi pada permukaan globula minyak dalam sistem emul-
si minyak ikan yang distabilisasi fosfolipid kuning telur dan natrium kaseinat. Emulsi dibuat 
dengan menghomogenisasi larutan natrium kaseinat (10% b/v) dengan berbagai konsentrasi 
fosfolipid kuning telur yaitu 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, and 2.5% (b/v) dan minyak ikan 20% (b/v).  
Hasil penelitian menunjukkan bahwa fosfolipid pada permukaan globula minyak mengalami 
peningkatan dengan meningkatnya konsentrasi fosfolipid kuning telur yang ditambahkan pada 
emulsifikasi.  Terjadi adsorpsi kompetitif antar jenis fosfolipid untuk teradsorpsi pada permu-
kaan globula minyak.  Fosfatidilkolin mempunyai preferensi untuk teradsorpsi pada permu-
kaan globula minyak yang disebabkan oleh aktivitas permukaan dan kuantitasnya yang lebih 
tinggi.  Fosfatidiletanolamin kurang mempunyai preferensi untuk teradsorpsi akibat aktivitas 
permukaannya yang lebih rendah.  Adapun fosfatidilinositol tidak mempunyai preferensi untuk 
teradsorpsi akibat kadarnya yang rendah.   Perubahan komposisi pada permukaan globula minyak 
disebabkan oleh pembentukan kompleks antara kasein-fosfolipid dan pergantian kasein oleh 
fosfolipid dari permukaan globula minyak. 

Kata kunci: preferensi adsorpsi, kaseinat, fosfolipid, emulsi, globula minyak, antarmuka, aktivi-
tas permukaan, adsorpsi kompetitif, pergantian, lapisan teradsorpsi, pembentukan kompleks

ABSTRACT

Casein and phospholipids are natural compounds usually used concomitantly as emulsifier. This 
research was conducted to elucidate the adsorbed phospholipids composition that stabilized oil globule in-
terface during fish oil emulsification by sodium caseinate and phospholipids. Emulsion was formed by ho-
mogenizing sodium caseinate solution (10% w/v) with various phospholipids concentration of 0, 0.5, 1.0, 
1.5, 2.0, and 2.5% (w/v) at fish oil concentration of 20%.  The results showed that the quantity of adsorbed 
phospholipids increased in line with increasing phospholipids concentration. Competitive adsorption oc-
cured among various phospholipids that indicated by compositional changes of adsorbed phospholipids at 
oil globule interface.  Their preference to adsorb was influnced by their surface activities.  Among various 
phospholipids, phosphatidylcholine had preference to adsorb due to its higher surface activity and quantity.  
Phosphatidylethanolamine had less preference to adsorb because of its lower surface activity.  Meanwhile, 
phosphatidylinositol had less ability to compete due to its low quantity.  The change of adsorbed layer in oil 
globule interface was caused by phospholipids-casein complexation and displacement of casein by phospho-
lipids to occupy oil globule interface.

Keywords: preference to adsorb, caseinate, phospholipids, emulsion, oil globule, interface, surface activity, 
competitive adsorption, displacement, adsorbed layer, complexation
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PENDAHULUAN

Natrium kaseinat dan fosfolipid meru-
pakan bahan alami yang dapat berperan se-
bagai pengemulsi.  Pengemulsi dibutuhkan 
untuk menstabilkan produk pangan seperti 
emulsi dan buih karena mempunyai kemam-
puan menempatkan diri pada antarmuka 
dengan cara membentuk lapisan di sekeliling 
globula lemak atau udara. Pengemulsi, ka-
rena sifatnya bersifat ampifilik (mempunyai 
afinitas terhadap air dan fase non polar), 
teradsorpsi dan membentuk lapisan pada 
permukaan globula minyak (Lucero et al., 
2008).  

Lesitin adalah nama komersial fosfoli-
pid dan merupakan pengemulsi alami yang 
paling banyak digunakan (Tong et al., 2008).  
Fosfolipid merupakan lipid polar yang kom-
ponen utamanya terdiri dari fosfatidilko-
lin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilinositol, 
dan asam fosfatidat (Tong et al., 2008; Joshi 
et al., 2008).  Natrium kaseinat merupakan 
campuran dari protein fleksibel dengan be-
rat molekul rendah (Villiere et al., 2005).  Se-
lama pengolahan pangan keduanya dapat 
berperan menstabilkan emulsi baik diguna-
kan secara terpisah maupun bersama-sama.  
Keberadaan keduanya dalam sistem emulsi 
pangan dapat menstabilkan maupun me-
nyebabkan ketidakstabilan sehingga hubungan 
antara keduanya penting untuk diteliti.  Di-
harapkan hasil penelitian ini dapat menjadi 
pertimbangan untuk penggunaan keduanya 
secara bersama-sama dalam sistem emulsi 
pangan.

Pada sistem emulsi yang distabilisasi 
protein dan surfaktan (pengemulsi berberat 
molekul kecil), protein dan surfaktan saling 
mempengaruhi yang pengaruhnya bergan-
tung pada aktivitas permukaan keduanya.  
Hubungan antar keduanya dapat berupa 
adsorpsi kompetitif, proses pergantian, 
dan interaksi antara protein dan surfaktan 
(Bergenstahl dan Claesson, 2004). Biasanya 
protein dan lipid berkompetisi untuk terad-
sorpsi membentuk lapisan pada permukaan 
globula minyak  (Wangine et al., 2005).  Pada 
adsorpsi kompetitif, protein dan surfaktan 
bersaing untuk menempati antarmuka, yaitu 
molekul yang mempunyai aktivitas permu-
kaan paling tinggi atau molekulnya paling 
banyak akan mendominasi.  Persaingan terse-
but dipengaruhi oleh rasio antara surfaktan 
dan protein dalam larutan.  Pada proses 
pergantian, surfaktan karena aktivitas per-

mukaannya lebih tinggi, akan mengganti 
protein yang teradsorpsi pada permukaan 
globula minyak (Nylander, 2004).  Protein 
dan surfaktan dapat berinteraksi mem-
bentuk kompleks.  Kompleks tersebut da-
pat mempunyai aktivitas permukaan yang 
lebih tinggi atau lebih rendah.  Interaksi 
antara protein dan surfaktan juga dapat 
menyebabkan pembentukan lapisan pada 
permukaan globula minyak dengan susunan 
yang lebih efisien untuk teradsorpsi pada 
permukaan globula minyak (Bos et al., 
2008).

Penelitian ini bertujuan mengkaji pe-
rubahan komposisi fosfolipid dan kasein 
yang teradsorpsi pada permukaan globula 
minyak emulsi sehingga hubungan keduanya 
dalam sistem emulsi dapat diketahui. Pe-
nyebab perubahan komposisi tersebut juga 
dikaji pada penelitian ini.  Perubahan kom-
posisi lapisan yang teradsorpsi tersebut da-
pat menjelaskan perubahan sifat-sifat sistem 
emulsi yang distabilisasi natrium kaseinat 
karena adanya fosfolipid, sehingga diketahui 
keefektifan penggunaan keduanya secara 
bersama-sama. 

BAHAN DAN METODE

Bahan dan Alat
Bahan yang digunakan untuk 

membuat emulsi adalah minyak ikan dengan 
kadar asam lemak ω-3 tinggi (minyak kaya 
asam lemak ω-3) yang dibuat dengan metode 
pemadatan cepat yang dimodifikasi (Estiasih 
dan Ahmadi, 2004), natrium kaseinat teknis 
(Sigma Co.), fosfolipid yang diekstrak dari 
kuning telur dengan metode Schneider (1989), 
dan akuades.  Bahan kimia yang digunakan 
untuk analisis adalah standar fosfolipid 
(fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfati-
dilinositol), standar α, β dan κ kasein (Sigma 
Co.), kloroform, metanol,  asam sulfat, HCl, 
aseton, dan silika gel G60 (semua untuk 
analisis) dari Merck; akrilamida, bis akrilamida, 
TEMED, SDS, commasie blue, asam asetat, 
merkaptoetanol, dan bufer Tris-HCl (Sigma 
Co.).

Peralatan yang digunakan adalah ne-
raca analitik (HR-300, AND), homogenizer 
(Altech),  pemayar kromatografi lapir tipis 
(TLC scanner) (Camag), pH meter (Jen-
way), perangkat elektroforesis (Bio-Rad), 
sentrifusa (T51-1, MLW), densitoscan pro-
cess visu-24 (Helena), dan ultrasentrifusa 
(Beckman).
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Pembuatan emulsi
Emulsi dibuat dengan cara mengho-

mogenisasi minyak kaya asam lemak ω-3 
(5% b/v) dalam larutan natrium kaseinat 
(10% b/v) pada tekanan 2500 psi selama 15 
menit.  Fosfolipid ditambahkan sebelum ho-
mogenisasi pada konsentrasi 0, 0.5, 1.0, 1.5, 
2.0, dan 2.5% (b/v). 

Pemisahan globula minyak dari emulsi 
Globula minyak atau fase krim dipi-

sahkan dari fase kontinyu dengan cara sen-
trifugasi pada kecepatan 60000 X g selama 30 
menit (Euston et al., 1995).  Fase krim yang 
terpisah merupakan kumpulan globula-
globula minyak yang terpisah dari fase kon-
tinyu setelah sentrifugasi.

Analisis jenis fosfolipid pada permukaan 
globula minyak 

Lapisan krim dipisahkan dari emul-
si dengan metode Euston et al. (1995) yai-
tu emulsi disentrifugasi pada 60000 X g 
selama 15 menit..  Ekstraksi fosfolipid di-
lakukan mengikuti prosedur Courthaudon 
et al. (1991) sebagai berikut: Sebanyak 0.5 
g fase krim dikocok dengan 12 mL larutan 
kloroform:metanol 2:1 (v/v) dan 3 mL laru-
tan KCl 1% dalam air.  Setelah sentrifugasi, 
supernatan (campuran air/metanol) yang 
mengandung kontaminan larut air (teru-
tama natrium kaseinat) dibuang.  Subnatan 
kemudian dikocok dengan 6 mL larutan 
metanol:air 1:1 (v/v), dan setelah sentrifu-
gasi supernatan dibuang.  Subnatan yang 
dihasilkan mengandung lipid (trigliserida 
dan fosfolipid) dalam larutan kloroform 
metanol:air 9:1. Larutan disaring dan diuap-
kan dengan gas nitrogen.  Fosfolipid dan 
trigliserida dipisahkan dengan metode Nzai 
dan Proctor (1998).

Pemisahan fosfolipid dan trigliserida 
(Nzai dan Proctor, 1998) dilakukan sebagai 
berikut: Minyak dari hasil ekstraksi lapisan 
krim tersebut ditambah aseton 1 mL, dikocok 
selama 5 detik, disentrifugasi pada 3000 rpm 
selama 10 menit.  Campuran kemudian dide-
kantasi dan lapisan kaya fosfolipid dicuci 
dengan 1 mL aseton.  Ekstrak fosfolipid kasar 
(residu) dikeringkan degan gas nitrogen un-
tuk menghilangkan residu aseton setelah 
pencucian. 

Analisis dengan kromatografi lapis 
tipis (Nzai dan Proctor, 1998) dilakukan se-
bagai berikut: Sebanyak 20 μL sampel dengan 
konsentrai 20 mg/mL dilarutkan dalam 

campuran kloroform:metanol 95:5 (v/v)  
dan diteteskan pada plat silika gel G60.  
Pelarut yang digunakan untuk elusi adalah 
kloroform:metanol:air (75:25:3 v/v).  Elusi 
dilakukan selama 40 menit.  Visualisasi di-
lakukan dengan menyemprotkan larutan asam 
sulfat dalam air (1:1) dilanjutkan dengan pe-
manasan 140 oC selama 20 menit.  Kuantifi-
kasi jenis-jenis fosfolipid pada spot TLC yang 
terpisah dilakukan dengan menggunakan 
TLC scanner dengan dibandingkan dengan 
standar masing-masing jenis fosfolipid.

Analisis jenis-jenis kasein yang teradsorp-
si pada permukaan globula minyak

Jenis kasein pada fase krim dianalisis 
dengan menggunakan elektroforesis gel po-
liakrilamidaa dengan penambahan natrium 
dodesil sulfat (SDS PAGE=Sodium Dodecyl 
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
untuk mengetahui proporsi α, β dan κ kasein 
sebagai pengaruh peningkatan konsentrasi 
fosfolipid.  Analisis SDS PAGE dilakukan 
menggunakan metode Sing dan Creamer 
(1991).   Lapisan krim (0.1 g) didispersikan 
dalam 4.9 g buffer SDS (0.5 M Tris, 2% SDS, 
0.05% merkaptoetanol, dan pH diatur men-
jadi 6.8 dengan HCl 1 M) dan dipanaskan 
pada suhu 90 oC selama 5 menit. Sampel 
dalam buffer (5 μL) diaplikasikan pada gel 
SDS.  Gel pemisahan (resolving gel) terdiri 
dari akrilamida 20% (b/v dalam buffer Tris-
HCl 1.5 M, pH 8.8.).  Gel pemishan (stacking 
gel) terdiri dari akrilamida 4% (b/v dalam 
buffer Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8).  Gel dijalan-
kan pada tegangan listrik 200 V selama sekitar 
45 menit dan diwarnai dengan 0.1% comassie 
blue R (b/v) dalam air/metanol/asam asetat 
5:5:2.  Setelah pencucian, pita protein dikuan-
tifikasi dengan densitoscan. Luas area dari 
masing-masing individu protein dihitung se-
bagai persentase dari luas total area sampel.  
Identifikasi jenis protein dilakukan dengan 
mengaplikasikan standar α, β dan κ kasein 
pada gel yang sama.

Analisis kemungkinan pembentukan 
kompleks 

Fase kontinyu atau fase pendispersi 
(fase akueous) dipisahkan dari emulsi dengan 
sentrifugasi pada 60000 X g selama 15 menit 
(Euston et al., 1995).  Fase kontinyu merupa-
kan subnatan dan dianalisis dengan PAGE 
untuk mengetahui kemungkinan pembentu-
kan kompleks kasein-fosfolipid dengan ak-
tivitas permukaan menurun yang terdesorpsi 
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atau lepas dari permukaan globula minyak.  
Kompleks kasein-fosfolipid  dapat diketahui 
dari pembentukan pita baru pada gel elek-
troforesis, dengan jarak migrasi yang lebih 
pendek dibandingkan jarak migrasi α, β dan 
κ kasein.  Kompleks kasein-fosfolipid yang 
terbentuk pada fase kontinyu menunjukkan 
bahwa kompleks tersebut mempunyai aktivi-
tas permukaan yang menurun dibandingkan 
kasein dan fosfolipid, sehingga terdesorpsi 
dari permukaan globula minyak.

Kemungkinan pembentukan kompleks 
kasein-fosfolipid dianalisis dengan elektrofore-
sis gel poliakrilamida (PAGE=Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis) tanpa penambahan ba-
han-bahan pendenaturasi protein (non de-
naturation system). Karakterisasi protein 
dengan SDS PAGE mengikuti metode Sing 
dan Creamer (1991).

Analisis kemungkinan pergantian kasein 
oleh fosfolipid pada permukaan globula 
minyak

Fosfolipid diekstraksi dari lapisan 
krim sesuai dengan prosedur Courthaudon 
et al. (1991), dan dipisahkan dengan kroma-
tografi lapis tipis dengan metode Nzai dan 
Proctor (1998) untuk mengetahui kadar fos-
folipid pada fase krim.  Kuantifikasi fosfoli-
pid dilakukan dengan menggunakan TLC 
scanner yang dibandingkan dengan standar. 
Kadar protein yang teradsorpsi pada permu-
kaan globula lemak yaitu protein yang ada 
pada fase krim setelah emulsi disentrifu-
gasi ditentukan dengan metode Euston et al. 
(1995).

Analisis statistik
Variabel yang dikaji adalah konsen-

trasi penambahan fosfolipid 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 mengeta-
hui perbedaan dari masing-masing taraf per-
lakuan.   

HASIL  DAN  PEMBAHASAN

Konsentrasi Jenis Fosfolipid pada Fase 
Krim

Pada penelitian ini fosfolipid kuning 
telur ditambahkan pada minyak kaya asam 
lemak ω-3 yang akan dibuat emulsi.  Ke-
beradaan fosfolipid pada fase minyak sebe-
lum homogenisasi atau sebelum antarmuka 
minyak/air terbentuk, penting bagi fosfo-
lipid untuk mengatur diri pada antarmuka 
minyak/air (Miura et al., 2004). Pemisahan 
globula-globula lemak dari sistem emulsi 
dilakukan dengan sentrifugasi pada kece-
patan tinggi sehingga diperoleh fase krim.  
Konsentrasi jenis fosfolipid pada fase krim 
menunjukkan kuantitas jenis fosfolipid terse-
but pada permukaan globula minyak.  Kon-
sentrasi fosfatidilkolin dalam fase krim pada 
sistem emulsi tanpa penambahan fosfolipid 
adalah 24.72 μg/g.  Peningkatan konsentrasi 
fosfolipid menyebabkan perubahan kompo-
sisi fosfolipid yang teradsorpsi pada permu-
kaan globula minyak seperti terlihat pada  
Gambar 1

Peningkatan konsentrasi fosfolipid 
selama emulsifikasi menyebabkan konsen-
trasi fosfatidilkolin pada permukaan globula 
minyak meningkat (Gambar 1).  Peningka-
tan fosfatidilkolin tersebut disebabkan oleh 
peningkatan konsentrasinya dalam sistem 
emulsi, sehingga fosfatidilkolin mengalami 
peningkatan adsorpsi pada permukaan 
globula minyak.  Menurut Fang dan Dal-
gleish (1996a), dalam sistem emulsi yang 
distabilisasi natrium kaseinat dan dioleilfos-
fatidilkolin, pada rasio molar dioleilfosfa-
tidilkolin terhadap natrium kaseinat yang 
tinggi terjadi adsorpsi kompetitif antara 
dioleilfosfatidilkolin dengan natrium ka-
seinat.  

Konsentrasi fosfatidiletanolamin pada 
fase krim dalam sistem emulsi yang tidak 
ditambah fosfolipid adalah 19.20 μg/g.  

Gambar 1.  Konsentrasi jenis fosfolipid pada  
fase krim sebagai pengaruh penambahan 
fosfolipid pada saat emulsifikasi. PC = fosfa-
tidilkolin, PE = fosfatidiletanolamin, PI = fos-
fatidilinositol.  Keterangan: huruf yang sama 
menunjukkan perlakuan tidak berbeda nyata 
pada taraf α=0.05
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Penambahan fosfolipid pada sistem emulsi 
menyebabkan peningkatan konsentrasi fos-
fatidiletanolamin fase krim sampai dengan 
konsentrasi fosfolipid 1.5%, dan kemudian 
menurun pada penambahan fosfolipid lebih 
lanjut.

Berbeda dengan fosfatidilkolin, fosfa-
tidiletanolamin fase krim mengalami penu-
runan pada penambahan fosfolipid 2.0 dan 
2.5% yang nyata.  Penurunan tersebut ke-
mungkinan disebabkan fosfatidiletanolamin 
terdesorpsi menuju fase kontinyu.  Ada ke-
mungkinan proses desorpsi tersebut disebab-
kan oleh pembentukan kompleks antara 
kasein dan fosfolipid, dan kemungkinan seba-
gian besar fosfolipid yang membentuk kom-
pleks tersebut adalah fosfatidiletanolamin.  

Menurut Bos et al. (2008), interaksi 
antara fosfolipid dan protein terjadi mela-
lui interaksi hidrofobik dan elektrostatik.  
Diantara jenis fosfolipid pada fase krim, fos-
fatidiletanolamin merupakan fosfolipid yang 
paling non polar, sehingga karena sifatnya 
tersebut lebih mudah berinteraksi dengan 
kasein melalui interaksi hidrofobik, karena 
kasein merupakan protein hidrofobik.  Ada 
kemungkinan interaksi fosfolipid-kasein 
juga terjadi melalui interaksi elektrostatik, 
karena fosfolipid merupakan lipid polar 
yang bermuatan positif dan negatif (zwitter 
ion) dan protein kasein bermuatan negatif 
pada pH netral.

Konsentrasi fosfatidilinositol pada 
fase krim dalam sistem emulsi yang tidak 
ditambah fosfolipid adalah 1.69 μg/g.   Kon-
sentrasi fosfatidilinositol ini paling rendah 
dibandingkan konsentrasi fosfatidilkolin dan 
fosfatidiletanolamin.  Peningkatan konsen-
trasi fosfolipid menyebabkan peningkatan 
konsentrasi fosfatidilinositol pada fase krim. 

Pada tingkat penambahan fosfolipid 
yang tinggi, ada preferensi fosfatidilkolin dan 
fosfatidilinositol untuk teradsorpsi pada per-
mukaan globula minyak, sedangkan fosfati-
diletanolamin mempunyai preferensi untuk 
dihilangkan atau terdesorpsi dari permukaan 
globula minyak.  Kemungkinan polaritas fos-
folipid mempengaruhi preferensi fosfolipid 
untuk teradsorpsi pada permukaan globula 
minyak.   Fosfolipid yang bersifat lebih polar 
mempunyai preferensi teradsorpsi yang lebih 
tinggi dibandingkan yang bersifat kurang 
polar. Fosfatidilkolin dan fosfatidilinositol 
mempunyai polaritas yang lebih tinggi se-
hingga mempunyai preferensi teradsorpsi 
yang lebih tinggi dari fosfatidiletanolamin.  

Dari hasil penelitian ini dapat diketahui 
bahwa terjadi adsorpsi kompetitif di antara 
jenis fosfolipid untuk teradsorpsi pada per-
mukaan globula minyak.  Preferensi adsorpsi 
jenis fosfolipid dipengaruhi oleh kuantitas 
dan polaritas atau aktivitas permukaan.

Proporsi Jenis Fosfolipid pada Permukaan 
Globula Minyak 

Pada sistem emulsi tanpa penam-
bahan fosfolipid, proporsi jenis fosfolipid 
pada permukaan globula minyak ini adalah 
fosfatidilkolin 40.01%, fosfatidiletanolamin 
23.98%, dan fosfatidilinositol 1.31%.  Propor-
si ini menunjukkan proporsi jenis fosfolipid 
yang berasal dari natrium kaseinat dan/atau 
minyak ikan.  Peningkatan konsentrasi fos-
folipid dalam sistem emulsi menyebabkan 
peningkatan proporsi fosfatidilkolin pada 
permukaan globula minyak (Gambar 2) yang 
menunjukkan bahwa fosfatidilkolin mempu-
nyai preferensi untuk teradsorpsi pada per-
mukaan globula minyak.  

Penambahan fosfolipid 0.5% tidak 
menyebabkan perubahan proporsi fosfa-
tidiletanolamin pada permukaan globula 
minyak.  Pada konsentrasi fosfolipid ini sebe-
narnya terjadi peningkatan konsentrasi fosfa-
tidiletanolamin pada fase krim, tetapi karena 
fosfatidiletanolamin tidak mempunyai pre-
ferensi untuk teradsorpsi pada permukaan 
globula minyak dibandingkan fosfatidilkolin 
dan fosfatidilinositol, proporsinya pada per-
mukaan globula minyak tetap.  

Proporsi fosfatidiletanolamin pada 
permukaan globula minyak meningkat pada 

Gambar 2. Proporsi jenis fosfolipid pada 
permukaan globula minyak sebagai pengaruh 
penambahan fosfolipid pada saat emulsi-
fikasi.  PC = fosfatidilkolin, PE = fosfati-
diletanolamin, PI = fosfatidilinositol. Ke-
terangan: huruf yang sama menunjukkan 
perlakuan tidak berbeda nyata pada taraf 
α=0.05
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penambahan fosfolipid 1.5%, sedangkan 
pada konsentrasi penambahan fosfolipid 
lebih lanjut, proporsi fosfatidiletanolamin 
tidak berubah.  Peningkatan yang hanya ter-
jadi pada penambahan fosfolipid 1.5% ini 
menunjukkan bahwa fosfatidiletanolamin 
mempunyai preferensi yang rendah un-
tuk teradsorpsi. Tampaknya faktor yang 
mempengaruhi preferensi adsorpsi fos-
fatidiletanolamin adalah aktivitas permu-
kaannya. Fosfatidiletanolamin merupakan 
jenis fosfolipid yang paling non polar, sehingga 
kemungkinan aktivitas permukaannya paling 
rendah.  

Penambahan fosfolipid 0.5% me-
nyebabkan penurunan proporsi fosfatidil-
inositol pada permukaan globula minyak 
dibandingkan tanpa penambahan fosfoli-
pid. Penurunan tersebut disebabkan  pada 
tingkat penambahan fosfolipid 0.5% ini, 
peningkatan konsentrasi fosfolipid pada 
fase krim sebagian besar disebabkan oleh peningka-
tan konsentrasi fosfatidiletanolamin dan fos-
fatidilkolin.  Fosfatidilinositol tidak mampu 
berkompetisi sehingga hanya mengalami 
sedikit peningkatan konsentrasi yang me-
nyebabkan proporsinya mengalami pe-
nurunan.  Penambahan fosfolipid 0.5-2.5% 
menyebabkan peningkatan proporsi fosfa-
tidilinositol. Proporsi fosfatidilinositol yang 
teradsorpsi lebih rendah dari proporsinya 
pada kuning telur (data tidak ditunjukkan), 
yang menunjukkan bahwa fosfatidilinositol 
kurang mampu berkompetisi.

Tampaknya fosfatidilinositol karena 
jumlahnya sangat sedikit kurang mampu 
melakukan adsorpsi kompetitif dengan 
jenis fosfolipid yang lain untuk teradsorpsi. 
Proporsi fosfatidilinositol pada permukaan 
globula minyak dan konsentrasinya pada 
fase krim adalah yang terendah.  Bila dilihat 
dari aktivitas permukaan, tampaknya fosfati-
dilinositol mempunyai aktivitas permukaan 
yang tinggi yang terlihat dari proporsinya 
pada permukaan globula minyak terus 
mengalami peningkatan.

  
Pembentukan Kompleks Kasein-Fosfolipid

Kemungkinan terjadi pembentukan 
kompleks antara kasein dan fosfolipid di-
analisis dari fase kontinyu dengan meng-
gunakan elektroforesis gel poliakrilamidaa 
sistem non denaturasi.   Penggunaan sistem 
non denaturasi bertujuan untuk mencegah 
konformasi protein pada kompleks kasein-
fosfolipid terbuka sehingga merusak struk-

tur kompleks tersebut dan kasein terurai 
dalam bentuk bebas.  Apabila ada dalam 
bentuk bebas, kompleks kasein-fosfolipid 
tidak dapat diidentifikasi dan dikuantifikasi.  
Identifikasi pita kompleks kasein-fosfolipid 
diketahui dengan membandingkan dengan 
pita standar α, β dan κ kasein, dan dengan 
memperhatikan jarak migrasinya.  Pita kom-
pleks kasein-fosfolipid merupakan pita baru 
yang terbentuk dan bukan merupakan pita 
α, β dan κ kasein dengan jarak migrasi yang 
lebih pendek.

Analisis pembentukan kompleks ka-
sein-fosfolipid dilakukan dari fase kontinyu 
karena diduga penurunan protein kasein 
yang teradsorpsi pada permukaan globula 
minyak disebabkan oleh kasein diganti oleh 
fosfolipid dan pembentukan kompleks ka-
sein-fosfolipid.  Kompleks antara kasein dan 
fosfolipid diduga lebih bersifat hidrofilik 
dan lebih larut pada fase kontinyu sehingga 
menghilang dari permukaan globula minyak.  
Pada penelitiannya, Fang dan Dalgleish 
(1996a) menduga terjadi interaksi spesifik 
antara dioleilfosfatidilkolin dan β kasein 
yang lebih hidrofilik dan mempunyai ak-
tivitas permukaan yang lebih rendah diban-
dingkan β kasein dan dioleilfosfatidil-kolin.  
Diduga kompleks dioleilfosfatidilkolin-β ka-
sein ini terdesorpsi dari permukaan globula 
lemak.  Berdasarkan hal tersebut, analisis ke-
mungkinan pembentukan kompleks kasein-
fosfolipid dilakukan dari fase kontinyu.  

Diduga pengikatan tersebut terjadi 
pada beberapa lokasi pengikatan, yang 
kemungkinan terjadi melalui interaksi hi-
drofobik antara residu asam-asam amino 
non polar pada kasein dengan asam lemak 
pada fosfolipid.  Fang dan Dalgleish (1996a) 
menyatakan bahwa jika sisi pengikatan β 
kasein terhadap dioleilfosfatidilkolin be-
rada pada bagian hidrofobik, kompleks β 
kasein-dioleilfosfatidilkolin akan bersifat 
hidrofilik dan akan terdesorpsi dari permu-
kaan globula lemak.  Selain terjadi melalui 
interaksi hidrofobik, kemungkinan pengi-
katan juga dapat terjadi melalui netralisasi 
muatan.  Menurut Bos et al. (2008), interaksi 
elektrostatik bersifat penting pada interaksi 
antara protein-fosfolipid pada permukaan 
globula lemak.  

Proporsi kompleks  kasein-fosfolipid 
pada fase kontinyu semakin meningkat dengan 
bertambahnya konsentrasi fosfolipid dalam 
sistem emulsi (Gambar 3). Semakin tinggi 
fosfolipid yang ditambahkan, fosfolipid se-
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makin tersedia untuk membentuk kompleks 
dengan  kasein.  

Jenis protein kasein yang membentuk 
kompleks dengan fosfolipid diketahui dari 
proporsi masing-masing jenis protein kasein 
pada permukaan globula minyak dan fase 
kontinyu.  Jenis kasein yang membentuk 
kompleks dengan fosfolipid harus mempu-
nyai proporsi pada permukaan globula minyak 
dan fase kontinyu yang menurun dengan 
meningkatnya konsentrasi fosfolipid.  

Dari hasil analisis jenis kasein pada 
permukaan globula minyak dan fase kon-
tinyu, dapat diketahui kemungkinan  jenis 
kasein yang membentuk kompleks dengan 
fosfolipid adalah α kasein.  Menurut Aynie 
et al. (1992), interaksi antara α kasein de-
ngan lipid polar yang bermuatan lebih tinggi 
dibandingkan β kasein.  Interaksi tersebut 
terjadi melalui ikatan hidrogen dan/atau 
interaksi elektrostatik.  Kemungkinan jenis 
fosfolipid yang membentuk kompleks atau 
berinteraksi dengan α kasein adalah jenis 
fosfolipid yang mengalami penurunan 
proporsi pada permukaan globula minyak 
dengan meningkatnya konsentrasi fosfolipid 
(Gambar 4).   Kemungkinan sebagian besar 
fosfatidiletanolamin membentuk kompleks.  

Peningkatan konsentrasi fosfolipid 
dalam sistem emulsi menyebabkan peningkatan 
proporsi  kasein yang membentuk kompleks 
dengan fosfolipid.  Semakin tinggi fosfolipid 
yang ditambahkan, fosfolipid semakin ter-
sedia untuk membentuk kompleks dengan  
kasein.  Data dari hasil penelitian ini tidak 
dapat digunakan untuk memperkirakan apa-
kah pembentukan kompleks tersebut telah 
jenuh atau optimum.  Pembentukan kom-

pleks yang meningkat tajam pada penam-
bahan fosfolipid 1.0% dibandingkan 0.5% 
menunjukkan bahwa pada konsentrasi 1.0% 
fosfolipid cukup tersedia untuk membentuk 
kompleks.

Tidak semua kasein pada permu-
kaan globula minyak membentuk kompleks 
dengan fosfolipid pada semua konsentrasi 
fosfolipid yang digunakan pada penelitian 
ini.   Kemungkinan besar  kasein yang mem-
bentuk kompleks dengan fosfolipid adalah 
kasein yang tidak teradsorpsi kuat pada per-
mukaan globula minyak atau kasein pada 
lapisan ganda.    Menurut Euston dan Hirst 
(1999), pada konsentrasi protein yang tinggi, 
kasein membentuk lapisan ganda yang ter-
diri dari protein yang terikat lemah pada 
lapisan protein yang teradsorpsi.  Kasein ini 
mudah digantikan dari permukaan globula 
minyak dan mudah berinteraksi dengan fos-
folipid membentuk kompleks.

Pergantian Kasein oleh Fosfolipid pada 
Permukaan Globula Minyak

Analisis kemungkinan proses pergan-
tian kasein oleh fosfolipid dari permukaan 
globula minyak dapat diketahui dari perubahan 
konsentrasi fosfolipid dan kasein yang ter-
adsorpsi pada pada permukaan globula mi-
nyak.  Perubahan konsentrasi fosfolipid yang 
teradsorpsi pada permukaan globula minyak 
dapat diketahui dari perubahan konsentrasi 
fosfolipid pada fase krim, karena fase krim 
merupakan kumpulan globula minyak yang 
dipisahkan dari fase kontinyu dengan ultra-
sentrifugasi.  Konsentrasi kasein yang terad-
sorpsi pada permukaan globula minyak 

Gambar 3.  Proporsi  kasein yang memben-
tuk kompleks dengan fosfolipid sebagai 
pengaruh penambahan fosfolipid pada saat 
emulsifikasi.  Keterangan: huruf yang sama 
menunjukkan perlakuan tidak berbeda nyata 
pada taraf α=0.05

Gambar 4. Proporsi jenis kasein pada per-
mukaan globula minyak sebagai pengaruh 
penambahan fosfolipid pada saat emulsifi-
kasi. Keterangan: huruf yang sama menun-
jukkan perlakuan tidak berbeda nyata pada 
taraf α=0.05
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ditunjukkan oleh protein teradsorpsi, yaitu 
massa protein yang teradsorpsi pada per-
mukaan globula minyak per volume emulsi 
(mg/mL).

Peningkatan konsentrasi fosfoli-
pid dalam sistem emulsi menyebabkan pe-
ningkatan konsentrasi fosfolipid pada fase 
krim sampai penambahan fosfolipid 1.5% 
(Gambar 6).  Penambahan fosfolipid dalam 
emulsi lebih dari 1.5% menyebabkan konsen-
trasi fosfolipid fase krim yang secara statistik 
tidak berubah.

Emulsi yang distabilisasi oleh natri-
um kaseinat saja menunjukkan nilai protein 
teradsorpsi yang tertinggi yaitu 8.38 mg/mL, 
yang berbeda nyata (taraf α=0.05) dengan 
protein teradsorpsi pada sistem emulsi yang 
ditambah fosfolipid.  Penambahan fosfoli-
pid menyebabkan penurunan jumlah protein 
yang teradsorpsi (Gambar 5) dan peningka-
tan fosfolipid (Gambar 6) pada permukaan 
globula minyak.  

Fosfolipid mendesorpsi protein yang 
teradsorpsi pada permukaan globula minyak 
melalui pembentukan kompleks kasein-
fosfolipid yang larut pada fase kontinyu 
dan proses pergantian kasein oleh fosfolipid 
untuk teradsorpsi pada permukaan globula 
minyak yang diindikasikan oleh peningkat-
an konsentrasi fosfolipid pada fase krim 
dan penurunan protein teradsorpsi.  Proses 
pergantian tersebut terjadi kemungkinan 
disebabkan aktivitas permukaan fosfolipid 
lebih tinggi dibandingkan natrium kaseinat, 
sehingga fosfolipid mempunyai preferensi 
untuk teradsorpsi. Menurut McClements 
(2004) molekul kecil surfaktan mempunyai 

Gambar 5.  Protein teradsorpsi emulsi minyak 
kaya asam lemak ω-3 yang distabilisasi natri-
um kaseinat sebagai pengaruh penambahan 
fosfolipid. Keterangan: huruf yang sama 
menunjukkan perlakuan tidak berbeda nyata 
pada taraf α=0.05

Gambar 6. Konsentrasi fosfolipid pada fase 
krim sebagai pengaruh penambahan fosfoli-
pid pada saat emulsifikasi.  Keterangan: hu-
ruf yang sama menunjukkan perlakuan tidak 
berbeda nyata pada taraf α=0.05

afinitas terhadap antarmuka yang lebih ting-
gi dibandingkan protein pada konsentrasi 
surfaktan yang tinggi, dan cenderung untuk 
menggantikan protein dari antarmuka.

Apabila protein teradsorpsi dalam 
bentuk lapisan tunggal, kemungkinan de-
sorpsi sangat rendah karena terdapat se-
jumlah besar segmen yang teradsorpsi per 
molekul protein (Robson dan Dalgleish, 
1987). Natrium kaseinat menghasilkan emul-
si yang stabil karena teradsorpsi kuat pada 
antarmuka minyak-air (Mulvihill dan Fox, 
2003).

Penambahan fosfolipid 0.5 dan 1.0% 
menyebabkan penurunan protein teradsorp-
si yang nyata pada taraf α=0.05. Penamba-
han fosfolipid lebih dari 1.0% menyebabkan 
penurunan protein teradsorpsi lebih lanjut 
yang sangat nyata pada taraf α=0.01.   Pada 
penambahan fosfolipid 2.5% protein terad-
sorpsi sedikit mengalami peningkatan tetapi 
tidak nyata.  Belum diketahui pasti penyebab 
peningkatan tersebut.  Apabila dihubung-
kan dengan konsentrasi fosfolipid pada fase 
krim, pada tingkat penambahan fosfolipid 
ini, konsentrasi fosfolipid pada fase krim 
sedikit mengalami penurunan (Gambar 6). 
Tingkat penambahan fosfolipid sangat mem-
pengaruhi kemampuan natrium kaseinat un-
tuk teradsorpsi pada antarmuka. 

Pada penelitian ini, protein yang 
teradsorpsi per mililiter emulsi sangat tinggi.  
Menurut Anton dan  Gandemer (1997), ketika 
antar permukaan telah tertutup oleh protein 
secara sempurna, lapisan protein tambahan 
akan melapisi antar permukaan dan mem-
bentuk lapisan ganda.  Lapisan protein tam-
bahan ini menstabilkan emulsi.   Fang dan 
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Dalgleish (1996b) melaporkan bahwa fosfati-
dilkolin kuning telur menggantikan β kasein 
dari antar permukaan n-tetradekana-air lebih 
efisien dibandingkan dari antar permukaan 
minyak kedelai-air pada rasio molar fosfati-
dilkolin/protein yang tinggi. Pada penelitian 
ini, semakin tinggi tingkat penambahan fos-
folipid kuning telur (rasio molar fosfolipid/
protein semakin tinggi), protein teradsorpsi 
semakin menurun.   Konsentrasi α kasein 
pada permukaan globula minyak semakin 
menurun dengan meningkatnya konsen-
trasi fosfolipid (Gambar 3), yang menunjuk-
kan bahwa protein kasein yang didesorpsi 
oleh fosfolipid kemungkinan sebagian be-
sar adalah α kasein.  Hasil penelitian Fang 
dan Dalgleish (1996b) menunjukkan bahwa 
pada konsentrasi kasein rendah (< 0.8%), 
perbedaan protein teradsorpsi antara emulsi 
yang ditambah fosfatidilkolin kuning telur 
dan yang tidak ditambah fosfatidilkolin 
tidak nyata.  Pada konsentrasi kasein rendah, 
seluruh kasein teradsorpsi pada antar per-
mukaan walaupun fosfatidilkolin kuning telur 
juga teradsorpsi.  Pada penelitian ini diguna-
kan konsentrasi natrium kaseinat yang tinggi 
sehingga penambahan fosfolipid menyebab-
kan desorpsi lapisan  protein, sehingga pro-
tein teradsorpsi menjadi menurun.

Fang dan Dalgleish (1996b) melapor-
kan bahwa pada konsentrasi kasein tinggi 
(>1%), adanya fosfatidilkolin kuning telur 
menyebabkan lapisan protein yang melapisi 
antarmuka lebih tipis, karena kasein diganti 
oleh fosfolipid.  Ada kemungkinan fosfolipid 
menginduksi perubahan konformasi pro-
tein yang teradsorpsi, sehingga protein yang 
asalnya teradsorpsi menjadi terdesorpsi, 
menyebabkan protein teradsorpsi menjadi 
menurun.

Menurut Robson dan Dalgleish (1988), 
protein umumnya teradsorpsi secara ir-
reversibel pada antar permukaan apabila 
teradsorpsi dalam bentuk lapisan tunggal. 
Desorpsi secara spontan untuk seluruh mole-
kul menjadi rendah karena terdapat sejumlah 
besar segmen per molekul yang teradsorpsi 
pada antar permukaan.  Pada penelitian 
ini, tingginya nilai protein teradsorpsi pada 
sistem emulsi yang distabilisasi natrium 
kaseinat tanpa penambahan fosfolipid me-
nunjukkan kemungkinan protein teradsorpsi 
dalam bentuk lapisan ganda.  Menurut Eus-

ton dan Hirst (1999), pada konsentrasi pro-
tein yang tinggi, kasein membentuk lapisan 
ganda yang terikat lemah pada lapisan pro-
tein yang teradsorpsi.  Berhubung dalam 
bentuk lapisan ganda, hanya sejumlah kecil 
segmen per molekul yang teradsorpsi. Keadaan 
ini menyebabkan kemungkinan desorpsi 
sangat tinggi.  

Bila dibandingkan dengan konsentrasi 
protein yang teradsorpsi (mg protein/g fase 
krim), konsentrasi protein pada fase krim 
tetap lebih tinggi dibandingkan konsentrasi 
fosfolipid pada fase krim, walaupun pada 
konsentrasi fosfolipid fase krim yang tertinggi.   
Sebagai contoh, pada sistem emulsi dengan 
nilai protein teradsorpsi terendah, yaitu 3.48 
mg/mL emulsi pada sistem emulsi dengan 
penambahan fosfolipid 2.0%, konsentrasi 
protein pada fase krim adalah 126.48 mg/g 
fase krim.  Nilai ini jauh lebih tinggi dibanding-
kan konsentrasi fosfolipid pada fase krim 
untuk sistem emulsi yang sama, yaitu 932.81 
μg/g.  Keadaan ini menunjukkan bahwa 
natrium kaseinat tetap mendominasi permu-
kaan globula minyak.  

Natrium kaseinat dan fosfolipid meru-
pakan jenis molekul yang berbeda.  Natrium 
kaseinat merupakan makromolekul dan fos-
folipid merupakan molekul tunggal.  Per-
bedaan tersebut kemungkinan menyebabkan 
natrium kaseinat tetap mendominasi per-
mukaan globula minyak.  Dominasi tersebut 
kemungkinan menyebabkan rasio molar fos-
folipid terhadap natrium kaseinat yang ren-
dah.  Menurut Imm dan Regenstein (1997), 
pelapisan natrium kaseinat pada permukaan 
globula lemak bersifat padat.  Sifat tersebut 
menyebabkan kaseinat tetap mendominasi 
permukaan globula minyak.

Jumlah protein teradsorpsi juga ter-
gantung dari rasio molar surfaktan ter-
hadap protein (R), dan tidak tergantung 
konsentrasi protein saja.   Apabila rasio kritis 
surfaktan:protein tercapai, surfaktan secara 
sempurna menggantikan seluruh protein dari 
antar permukaan (Cornec et al., 1998).  Pada 
penelitian ini, rasio kritis surfaktan:protein 
pada konsentrasi surfaktan yang ditambah-
kan belum tercapai, sehingga fosfolipid yang 
ditambahkan tidak menggantikan seluruh 
protein dari permukaan globula minyak, 
tetapi hanya menggantikan sebagian kasein 
teradsorpsi.
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SIMPULAN

Penambahan fosfolipid pada sistem 
emulsi yang distabilisasi natrium kaseinat 
menyebabkan perubahan jenis fosfolipid 
yang teradsorpsi pada permukaan globula 
minyak.  Peningkatan konsentrasi fosfolipid 
dalam sistem emulsi menyebabkan pening-
katan konsentrasi fosfolipid pada fase krim, 
yang diduga disebabkan proses pergantian 
kasein oleh fosfolipid untuk teradsorpsi pada 
permukaan globula minyak.  Terjadi adsorpsi 
kompetitif di antara jenis fosfolipid untuk 
teradsorpsi pada permukaan globula minyak.   
Fosfatidilkolin mempunyai preferensi untuk 
teradsorpsi karena aktivitas permukaan dan 
kuantitasnya paling tinggi.  Fosfatidiletanolamin 
kurang mampu berkompetisi karena akti-
vitas permukaannya yang rendah dan fos-
fatidilinositol kurang mampu berkompetisi 
karena kuantitasnya yang rendah.  Perubahan 
tersebut disebabkan oleh pembentukan 
kompleks kasein-fosfolipid.  Diduga jenis 
fosfolipid yang membentuk kompleks 
adalah fosfatidiletanolamin. Dugaan ini 
perlu dibuktikan dan dikaji lebih lanjut. 
Penambahan fosfolipid pada saat emulsi-
fikasi menyebabkan penurunan protein 
teradsorpsi yang disebabkan oleh pergantian 
natrium kaseinat oleh fosfolipid untuk 
teradsorpsi pada permukaan globula minyak.  
Proses pergantian tersebut menyebabkan 
perubahan proporsi jenis kasein dan 
fosfolipid yang teradsorpsi pada permukaan 
globula minyak.
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