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PENDAHULUAN

Campuran monogliserida/monoasil-
gliserol (MG) dan digliserida/diasilgliserol
(DG) merupakan bahan pengemulsi yang
penting dalam industri pangan, kosmetika,
dan farmasi. Biasanya secara industrial ba-
han pengemulsi MG dan DG ini diproduksi
secara kimiawi antara mrnyak dan lemak
alami dengan gliserol (gliserolisis) pada

suhu tittggi (240-260'C) menggunakan
katalis anorganik seperti natrium-, kalium-
atau kalsium hidroksida. Umumnya produk
MG dan DG yang dihasilkan memiliki
komposisi MG 35-60oh, DG 35-60Yo, TG
(trigliserida/ triasilgliserol) l-20o4, ALB
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ABSTRAK

Reaksi gliserolisis enzimatik dilakukan pada minyak sawit merah MSM), olein,
steain dan minyak inti sqvit MIS) dengan menggunakan beberapa jenis enzim lipase seba-

gai biolratalisator. Diantara lipase Lipozyme-IM, Novozym-435, I'seudomonas sp., dan

dedak padi, maka lipase Pseudomonas sp. menghasilkan produk dengan kandungan mono-
gliseida MG) dan digliserida (DG) tertinggi pada MSM, olein dan stearin serta lipase

Lipozynte-IM pada MIS. Kandungan DG dalam produk minyak sawit hasil gliserolisis
berkisar 40-55%, sedangkan kandungan MG masih relatif rendah r\tkni sekitarl0%o. Pe-

ninglratan waktu reaksi hingga 72 jam tidak meningkatkan kandungan MG dan DG dalam
produk MSM hasil gliserolisis serta kandungan MG dan DG telah mencapai maksimum
pada waktu reaksi 24 jam. Peningkatan rasio mol gliserol dan minyak di atas 2: I juga tidak
meningkatkan lnndungan MG dan DG dalam produk minyak sawit husil gliserolisis. Hasil
penelitian menurjukkan bahwa lipase yang digunakan memiliki spesi.fisitas yang lebih ren-
dah terhadap molekul DG dibandingkan trigliserida (lG), sehingga hidrolisis molekul DG
menjadi MG relatif sulur terladi. Dengan gliserolisis enzimatik ini, kandungan karoten
dalam substrat MSM dapat dipertahankan lebih dari 90%.

Kata kunci : minyak sawit, monogliserida" digliserida, lipase, gliserolisis. pr()ses cnzimatikI
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(asam lemak bebas) dan garam alkalinya l-
I0o , sertaglise-rol l-10% (9.13).

Teknik fisikokimiarvi konvensional
memiliki beberapa kelemahan yang berhu-
bungan dengan penggunaan suhu reaksi
yarug tinggi. Teknik ini membutuhkan

e,nergi yang trnggi. adanya pembentukan
produk-produk samprng yarLg tidak dike-
hendaki yang disebabkan oleh reaksi perok-

sidasi dan polimerisasi dan bersifat toksik
bagi kesehatan manusia. Oleh karena itu
proses-proses enzrmatik telah dikembang-
kan untuk menghasilkan MG dan DG dari
minyati alami dengan menggunakan lipase

sebagai biokatalisator. Penggunaan reaksi

enzimatik pada lemak dan minyak memiliki
beberapa keuntungan yaitu (i) sifat spesi-
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frsitas lipase yarLg tinggi, (ii) kondisi proses

yang ringao dengan penggunaan suhu dan

tekanan yang relatif rendah, (iii) biaya pe-

ngelclaan limbah yang relatif lebih murah,

dan (rv) produk yang dihasilkan lebih

"aman" dibandingkan de-ngan proses kimia

konvensional.
Lipase komersial ununmya merupakan

lipase mikrobial yarLg diperoleh dari be-

berapa jenis mikroorganisme seperti Peni-

cillium sp., Rhizomucor sp', Candida sp',

Pseudomonas sp., dan lain-lain. Preparasi

lipase mikrobial ini biasanya membutuhkan

teknik produksi, ekstraksi, dan isolasi yang

relatif rumit sehingga harganya relatif ma-

hal. Dedak padi juga diketahur memiliki
aktifrtas lipase yang tinggi, yang ditunjuk-
kan dengan kecepatan pembentukan ALB
yang tinggi pada mrnyak dedak padt (rice

bran oiD hingga kadar ALB nya daPat

mencapai 40-50%. Di samping memiliki
aktifitas hidrolitik, lipase dedak padi juga

memiliki aktifrtas esterifikasi yung telah

dibuktikan oleh Orgol dan Turkay (l l)
dengan esterifikasi in situ antara minyak

dedak padi dengan metanol dan etanol

menghasilkan metil- dan etil ester.

Minyak sawit memiliki komPosisi

asam lemak yang unik dibandingkan dengan

minyak nabati lainnya. Muryak sawit me-

ngandung asam lemak tak jenuh hlnggal,

yakni C I 8: l, yang tinggi dan diketahtti rne-

miliki efek pencegahatr terhadap penyakit

kardiovaskuler (3). Minl ak sarvit juga me-

miliki kelebihan lain y'akni mengandung

karotenoid, yang merupakan provitamifl A,
serta vitamin E yang tinggi. Dengan

demikian minyak sawit memiliki sifat an-

tioksidan yang dapat meningkatkan stabili-
tas oksidatifnya baik selama penylmpanan

maupun proses pengolahan (2,I4).
Jenis minyak lainnya yakni minyak inti

sauit (N,IIS) mengandung asiun lawat
(Cl2:0) 1'ang tinggi' Asam laurat memiliki

kandungan energi yang lebih rendah, yakni

8,3 kkaVg, dibandrngkan dengan asam-

asan lemak rantai panjang yang memiliki
kandungan energi sebesar 9,0 kkal/g.

Selain itu asam-asam lemak rantai sedang

(CS - Cl2) juga dapat menurunkan koles-

terol darah dan beriifat antitumor (1,5,6).

Dengan perbedaan sifat spesifisitas

pase dan karakteristik dari masing-masing
jenis minyak alamr maka dapat dihasilkan
produk-produk MG dan DG yang berbeda

pula. Lipase yang rnemiliki spesifisitas

snl,3- dan substrat mrnl'ak sawit mentah

(MSM) atau olein miny'ak sawit dapat

menghasilkan prodtrli MG dan DG 1'ang

kaya asam lemali tali jenuh tunggd serta

karotenoid dan vitamrn E. Dengan reaksi

enzimatik )'ang menggunalan suhu proses

yang relatif rendah rnaka karotenoid dan

vitamin E dalam mrnr ak sas'it tidak atan

mengalami kenrsaLan Di sisr lain dengan

subsrat MIS dan permlihan lipasc )'ang te-

pat dapat dihasillian produk \lG dan DG

yfrgkaya asam laurat
Adapun tujuan dan penelitian ini ada-

lah mempelajari teknik sintesis MG dan DG

dengan gliserolisis enzitnatik. Substrat 1 ang

digunakan pada penelitian ini adalah MSM-

olein, stearin- dan MIS, sedangkan bio-

katalisator yang digunakan adalah lipase

mikrobial dan dedak Padi.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan baku yang digunakan Pada

penelitian ini adalah MSM, oleiu, stearin

dan MIS. Enzim yang digunakan adalah li-
pase imobit dari Rhizomucor miehei (Lipo-

zyme-IM) dan Candicla antarfica (Novo-

zym-435)'dari Novo Nordisk Bioindustrial

Ltd. (Denmark). lipase Pseudomonas sp'

dari Sigma Chem. Co. (USA) dan dedak
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padi varietas Ramos )-ang diperoleh dari se-

buah p€nggilngan padr di Pancru Batu Su-

matera utara.
Penelitian dilaLukan di Laboratorium

Oleo Pangan-Puat Penelitian Kelapa Sa*'it
dan Laboratorium Junsan Teknologi Hasil
Pertaman Fahultas Pertaman Unika St.

Thomas N{edan

Realai gliserolisis enzimatik

Mrnl-ali dan gliserol drcampur dengan

rasio mol 1.2. serta drtambahkan lipase

imobil 5% (b/b) atau ().-i mg lipase P.seu-

domonas sp. atatr dedak padi l0oA (bib)

dari campuran substrat. Camptrran tersebut

diinkubasi dengan orbrtql .shaker pada ke-

cepatan pengadukan 300 rprn. suhu 40"C.

dan rvaktu reaksi rninimurn 48 jam. Udara

dalarn bejana reaktor digantikan dengan gas

N2. Penrisahan cnz.inr imobil dan dedak

padi dari canrpLrran reaksi dilakukan dengan

penyaringan dan residu gliserol dihilangkan
dengan penanrbahan air. Fraksi lipida di-
ekstraksi dengan canlpuran klorofonn dan

nretanol ( I : l. v/v). Semua reaksi dilakukan
derrgan 2 kali ulangan dan analisis dilaku-
karr sccara duplo.

Analisis

Kornposisi lipicla dalam produk di-
analisis dengan kromatografi lapis tipis
(TLC) Plat kromatografi dipreparasi
dengan gel silika 60 dan dielusi dengan

pclarut petroleunr eter : dietil eter : asam

asctat , 7tt ltf : l. r r r ). Spot )'ang diperoleh
dideteksr dr bas ah sinar ultraviolet setelah

di- senrpror dengan larutan 2'-7'-dichloro-
tltutre'cetn tJ lo,', dalam etanol Kandungan
karoten dalam sampel \ ang mengeunakan

substrat \ls-\t dranalisrs dengan spekrrotb-
tomeln berdasaAan metode PORDI ( l2).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Setelah gliserolisis enzimatik, kompo-

sisi lipida dalam minyak sawit dan MIS
mengalami perubahan yang nyata. Jumlah
fraksi TG dalam nrinyak memrnm dan jum-
lah fraksi MG, DG dan ALB meningkat

dengan tingkat kenaikan yang berbeda un-
tuk masing-masing jenis lipase dan minyak.
Komposisi lipida pada rnasing-masrng jenis

minyak sebelum dan sesudah gliserolisis
ditampilkan pada (iambar l. Pada Gambar
I dapat dilihat bahwa lipase-lipase mikro-
bial memiliki aktifitas vang lebih baik untuk
menghasilkan M( i dan DG yang lebih
tinggi dibandingkrrn dengan lipase dedak

padi. Kandungan I)G dalarn produk minyak
hasil gliserolisis dengan lipase mikrobial
sudah cukup tinggr 1'akni berkisar 40-5504,
namun kandungan MG rnaksimum hanya

nrencapai l8ol,. Dr sisi lain kandurgan MG
dan DG dalarn produk minyak hasil glise-

rolisis dengan lipasc dedak padi masih jauh

dari kisaran konrp,rsisi vang umumnya ter-

dapat dalam prodrrk MG dan DG yang di-
hasilkan dengan gliserolisis kirniawi. Kan-
dungan MG dan DGn) a masing-masrng le-

bih kecil darr 10"6 dan 30')1,. sedangkan

kandturgan MG darr DG dalani produk hasil
gliserolisis ktntr., ir t ul'nurrut\-a berkisar
antara35-600/o

Skrining lrpr,se rrrikrobial nrenunjuk-

kan bahu a aktrl- tas glrserolrsis rnasing-

maslng lipase bcrl' -'da untuk ttrasittg-maslng
jenis minvak. L ipase l',tuclomrtnqs sp

menghasilkan prr Juk dengan kandungan

TG ) ang terend.rh atalr -\lG dan DG
terurgi untuk \1S\1. olein dan stearin. dii-
kutr oleh lipase l-rpoz1ne-lNl dan Nor o-

am--$35. Hasrl urr sesuai dengan studi Mc
Neill et al. (9) I urg menunjukkan bahwa
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Komposisi lipida pada (A) MSM, (B) Olein, (C) Stearin dan (D) MIS
sebelum dan sesudah gliserolisis dengan beberapa jenis lipase : (L)
Liporyme-IM, (N) Novozyn-43s, (P) Pseudomonas sp., dan (D)
dedak padi.
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lipase Pseudomonos fluorescers mengha-

sillian produk ghserolisis dengan kan-
dungan MG 1'ang lebih nnggi dibandinglian
lipase ll,hrcor mieher dan Candida dan be-
berapa lenis mrnl ak dan lemak.

Pada \,11S. hpase Lipo4 me-lM
menghasilkan produk dengan kandungan
TG terendah atau \IG dan DG tertrnggi.
dirliun oleh hpase Novozlm--[35 dan
Pseudomonas sp. Hal iru menunlukkan
adanr-a perbedaan sifat spesifisitas dari
nrasrnq- rnaslng Jenls lipase. Lipase Pseu-
dontonas sp. memiliki spesifrsitas vang le-
bih tinggi pada asam-asam lemak yang
berantai lebih panjang karena asam lemak
yang dominan dalarn minyak sawit adalah

asam lemak Cl6:0 dan Cl8:1, sedangkan

dalam MIS adalah asam lemak yang ber-
antai sedang (Cl2:0) Di sisi lain lipase
Lipozyme-lM memiliki spesifisitas ter-
hadap jenis asam lemak dengan kisaran
panjang rantai atom C yang lebih luas,
karena aktifrtas gliserolitikrya terhadap
MIS maupun MSM hampir sama.

Pada gliserolisis enzimatik terjadi
reaksi simultan antara reaksi hidrolisis un-
fuk pemotongan rantai asil dari TG dan DG
serta reaksi esterifikasi untuli pernindahan

rantai asil tersebut pada rnolekul gliserol
(7). Kandungan ALB dalam produk minyak
sawit hasil gliserolisis yang tinggi, yakni
sekitar 20oh, menunjuklian bahwa reaksi
pemotongan rantai asil dari TG minyak
sawit berjalan dengan baik. Fenomena ini
juga didukung oleh adanya penunman
kandungan TG yang cukup besar, meskipun
reaksi pemindahan rantai asil ke molekul
gliserol belum mencapai maksimum. Hal
ini dapat disebabl an oleh adanya kan-
durgan air vang cukup tinggi dalam cam-
puran reaksi. di rrrana kadar air dalam
gliserol )'ang drgunakan mencapai 139'0.

Kandungan at yang melebihi kebu-
tuhan untuk aktifitas optimum lipase dapat

mendorong reaksi ke arah hidrolisis dan

menghambat reaksi esterifikasi (a) Studi
Mc Neill et al. (8) menunjukkan adanya
penrngkatan kandungan ALB dalam produk
hasil gliserolisis enz.imatik dengan pening-
katan kadar au dalam gliserol dari 0.60A

hingga 125%.
Di antara ketrga jenis lipase mikrobial

]-ang digunalian pada penelitian ini- lipase
Lipo4me-IM dipilrh sebagai enzim yang
terbaik untuk digunakan dalam percobaan-
percobaan berikutr 

' 
. a. Meskipun lipase

Pseudomonqs sp memberikan keragaan
yang terbaik pada nrinrak sau'it hasil glise-
rolisis, namun hargan a ) ang relatif mahal
serta bentuk enzimnva )'ang rnobil menye-
babkan penggunaann\ a tidak terlalu ekono-
mis dibandingkan lrpasc Lipoz-vrne-lM. Li-
pase Liporyme-lM komersial terdapat da-

lam bentuk inrmobil. sehingga dapat diguna-
kan berulang kali serta lebih mudah di-
pisahkan dari campuran reaksi.

Hasil penelitiarr ini juga memberi gam-

baran bahwa proses pemotongan rantai asil
lebih dominan terladi pada molekul TG
minyak sar,vit dibandingkan DG. Pada Gam-
bar 2 terlihat bah"va peningkatan waktu
reaksi hingga 72 jam tidak menyebabkan
penurunan kandungan DG untuk pemben-

tulian MG, tetapi terjadi peningkatan kan-
dungan TG. Kandungan ALB juga terlihat
sedikit menururl dan kandungan MG relatif
tetap. Dengan denrrkian terdapat kemung-
kinan bahu'a setelah s'alitu reaksi 24 jam
maka reaksi esterillkasi lang terjadi pada

molekul gliserida parsial. terutama DG. le-
bih besar dibandrngkan dengan molekul
gliserol. Fenomena ini juga menggambar-
kan bahs'a enzrm lipase selain memiliki
spesifisitas terhadap jenis dan posisi asam

83
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Waktu reaksi (jam)

Gambar 2. Perubahan komposisi gliserida pada MSM pada gliserolisis dengan

lipase Lipozyme-IM pada suhu inkubasi 4(fC dan kecepatan

pengadukan 300 rPm
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lemak, juga memiliki spesifisitas terhadap
jenis molekul gliserida. Studi Tanaka et al.

(15) juga membuktikan bahwa kemampuan

hidrolitik dari lipase C. cylindracae ter'
gantung pada struktur spesifik molekul TG,
yang kemudian disebuurya dengan spesi-

fisitas trigliserida.
Peningkatan rasio mol gliserol dan

minyak lebih dari 2:1 tidak mempengaruhi

komposisi lipida dalam produk hasil glise-

rolisis. Pengaruh penggunaan beberapa

tingkat rasio minyak sawit dan gliserol ter-
hadap komposisi gliserida MSM dan MIS
disajikan pada Gambar 3.

Dengan meningkatkan jumlah gliserol

dalam campuran reaksi diharapkan peluang

molekul-molekut gliserol untuk berpartisi
ke molekul enzim semakin besar pula, na-

mun hal tersebut tidak ditemui pada perco-

baan ini. Beberapa studi tentang gliseroli-
sis e,nzirnatik pada beberapa minyak alalrri

mampu menghasilkan produk dengan kan-

drmgan MG )'ang relatif tinggi, yakni
>70o (8,9, 10. l3). Namun penelitian ini
belrm me,nrmjuklian hal yang sama, karena

peningkatan kandungan gliserida parsial
yang relatif tinggi hanya terjadi pada fraksi
DG.

Perbedaan di atas dapat disebabkan

oleh beberapa faktor. Selain kandungan air

dalam campuran reaksi, suhu reaksi dan sis-

tim pengadukan yarLg kurang sempurna juga

berpengaruh terhadap aktifitas lipase dalam

reaksi gliserolisis ini. Mc Neill et al. (8)

mengemukakan bahwa reaksi gliserolisis

dengan penggunaan 2 tahap suhu reaksi.

yaitu suhu 50"C selama 20 jan pertama dan

diikuti dengan suhu 40"C untuk reaksi 30
jam berikufrya, menghasilkan produk de-

ngan kandungan MG yang lebih tinggi dan

lemak sapi. Sistim pengadukan akan mem-

pengaruhi tingkat peluang kontak antara

molekul-molekul gliserida dan gliserol de-

ngan er:z;im. Studi-studi terdahulu banl'ali
yang menggunakan sistim pengadukan

menggunakan pengaduk magnetik de'ngan

kecepatan 800 rpm. sedangkan penelitian ini
menggunakan pengaduk orbital dengan ke-

cepatan pengadukan yang lebih rendah (300

rpm). Dengan demrkian ketiga faktor di atas

0
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merupakan faktor penting yffig perlu
diteliti pada tahap penelitiarl selanjutnya.

Gliserolisis enzimatik dengan substrat

MSM dapat mempertahankan kandungan

karoten yang terdapat didalamnya (Gambar

1). Meskipun kandungan karoten menurul
sering dengan perungkatan wakhr reaksi,
nemun h-&ga u'aktu reaksi 72 jam retensi
karoten dalam produli MSM hasil gliseroli-
srs masrh sekitar 90oh dibandingkan den-

gan kandungan as'aln'a. Redulisi oksigen
pad" be1at a reaklor dengan menggantikan

udara dengan g:rs nitrogen serta penggu-
naen suhu realisr ] ang relatif rendah dapat

menghmba kerusaltan oksidatif dan

karotea r mg terdapar dalam MSM Jika

(A)
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i
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Rasio molgliserol dan minyak

Gambar 3. Pengaruh rasio mol gliserol-dan minyak terhadap komposisi lipida
dalam produk minyak sawit hasil gliserolisis dengan lipase

Lipo4,me-IM : (A) MSM dan (B) MIS

kandungan MG dalam produk hasil glise-

rolisis dapat ditingkatkan maka proses ini
cukup menjanjikan untuk digunakan dalam
produksi bahan pengemulsi dari minyali
sawit dan minyak inti sawit.

KESIMPULAN

Lipase Pseudomonas sp. merupalian

biokatalisator dengan aktifitas gliserolisis
tertinggi untuk MSN4. olein, dan stearin

serta lipase Lipozl'me-IM untuk MlS. Pro-

duli minl,ali sarvit hasil gliserolisis yang di-
hasilkan mengandung fraksi MG dan DG
masing-masrng berkisar I0 % dan 40-55%.
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Peningkatan waktu reaksi hingga 72 jam tr'
dak meningkatkan kandungan MG dan DG,
yang telah mencapai maksimum pada waltu
reaksi 24 jam. Peningkatan rasio mol glise-
rol dan minyak di atas 2:l jaga tidak me-

ningkatkan kandungan MG dan DG dalarn
produk minyak sawit hasil gliserolisis. Na-
mun hingga waktu reaksi 72 jry proses ini
dapat mempertahankan kandungan karote'lr

dalam substrat MSM yang digunakan

dengan tingkat retensi >90Yo.

Untuk tahap penelitian berilartnya
perlu dilakukan optimasi terhadap faktor
kandungan air, suhu dan sistim pengadukan

campuran reaksi sehingga kandungan MG
dalam produk hasil gliserolisis dapat diting-
katkan.
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Preparation of mono- and diglyceride from palm oil by enzymatic glycerolysis

Jenny Etisabetht'2), Angga Jafinika, E. Nainggolan2)- and D.M. Malau2)

Abstract

Key words: palm oil, monoglyceride, diglyceride, lipase, glycerolysis. cnzvmatic process

Introduction

Mono- and diglycerides (MG and DG)
are an important goup of emulsifuing agents

wrdety'' used in the food, cosmetic, and

phrnrerical industry. Normally thel'

wEr€ foduced commercially by the reaction

rfuirOil hh Rcsant Inaitute
=Fur5 d-rgrirhrE- Cdolic UnivErsitv of St. Tho

m. Vcdl

of natural fats and oils with glycerol (glf'c-

erolysis) at high temperahrre (240 - 250"C)

using an organic catalysts such as soditrm-.

pottasium- or calcium hydroxide. Usually

the MG aand DG products contain35-6(lolt
MG, 35-50% DG, l-20o triglycerides
(TG), l-l}yo free fat[' acids and their al-

kali metal salts- and I -llltt/o gl)'cerol (9.13).

87
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The conventional physicochemical
glycerolysis method has several disadvan-
tages due to high temperature, It needs high
energy consumption and also fonns dark-
coloured by-products and undesirable flavor
caused by peroxidation and polymerization.
All the by-products could be toxic for hu-

man health. Therefore, synthesis of MG
and DG from natural oil with enzymatic
process which use lipase as biocatalyst has

received a lot of attention during this last
decade. The enrymatic reaction of fats and

oils prese,nts the following advantages : (i)
specificity of the lipase; (ii) mild process

condition with low pressure and tempera-
ture; (iii) low waste treatme,nt cost; and (iv)
give more safety product than conve,lrtional
physicochemical process.

The commercial lipases commonly are

produced from microorganism, such as

Penicillium sp., Rhizomucor sp., Candida
sp., Pseudomonas sp., etc. Preparation of
the microbial lipases need more difficult
technique of production, exfraction and

isolation, so the price is relatively expen-
sive. Rice bran, which is obtained as a by-
product in the milling of brown rice kernel
to yield the faniliar white rice, contains li-
pase too. Rice bran lipase is known as the
principal cause of oil deterioration in the
bran during storage, because of increasing
the free fatf acid in the rice bran oil. Be-
sides the hydrolytic activity, rice bran lipase
also has the esterification activity, as de-

scribed by Ozgul and Turkay (l l). They
used ln si/z esterification of rice bran oil
with methanol and ethanol to produce

methyl- and ethyl ester.

Pahn oil has unique composition of
fatty acid among the natural oil. It contains
high monounsaturated fatty acid (Cl8:l)
that is known has an anticoronary heart

disease effect. On the other hand, palm
contains high carote,noid, a provitamin Ao

and also high vitamin E. With these two
components, palm oil has antioxidant activ-
ity and may increase its oxidative stability
on storage and processing (2,l4).

Paln kernel oil (PKO) contains high
lauric acid. With this mediun chain of
Carbon, lauric acid has lower energy con-
tent, 8.3 kcallgrarr, than long chain fatty
acid that has 9.0 kcaUgram. In addition,
medium chain fat[' acid help to reduce the

plasma cholesterol and lessen the incidence

of tumor (1, 5, 6).

With the different specificity of lipase
and the characteristic of palm and paln
kernel oil, MG and DG could be produced

wiilr different characteristic too. 81' using
sn I,i- lipase and crude paln oil (CPO) or
palm olein as substrate- an oleic acid-rich
MG and DG and also rich in carotenoid and

vitamin E could be synthesizd. This could

be expected because enrymatic process use

relatively low te,mperahre, so the carote-
noid and vitamin E in the palm oil could be

retained. By using the PKO, a lauric acid-
rich MG and DG could be expected.

The aim of this research was to study
about the tecturical synthesis of MG and

DG with enzymatic glycerolysis. Several
types of lipase from microorganism and rice
b;ran were used as biocatalyst, and CPO,
olein, stearin, or PKO as an initial substrate

Materials and Methods

Materials

This research used crude palm oil
(CPO), olein, stearin, and palm kernel oil
(PKO) as substrate Immobilized lipase of
Rhizomucor miehei (Liporyme-IM) and

, il,r(rurluxrnnrru""r"@@
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Candida qntartica (Novozlm-435) were

obtained from Novo Nordisk Bioindustry
Ltd., Denmark; lipase of Pseudomonas sp.

was obtained from Sigma Chem. Co., USA.
and rice bran was obtained from a local rice
mill rn Pancur Batu, North Sumatera.

This research was done in Oleofood
Laboratory-Indonesian Oil Palm Research

lnstitute and Laboratory of Agricultural
Technology, Faculry of Agriculture, Catho-

lic Univ. of St. Thomas Medan.

Enzymatic glycerolysis

A mixture of glycerol 87o/o, oil and li-
pase was prepared in a 25 ml erlenmel'er

flask. The mole ratio of glycerol and oil
was approximatell' 2:1 and the lipase rvas

used at 5% (w/rv) for the immobilized li-
pase (Lipoanne-lM and Novozym-435)-
0.5 mg for Pseudomonas sp. lipase and

l0% (rv/rv) for the rice bran. An orbital
shaker was used at 300 rpm and the mixture
rvas incubated at 40"C for at least 48 hours.

Air in the flask rvas replaced by N2 gas. In-
activation of the enryme and removal of the

excess glycerol was achieved by extraction
of the reaction mixture into khloro-
fonn/methanol (1:1, v/v) and the immobi-
lized lipase or rice bran was filtered. All
reaction were in duplicate.

Analysis

Analysis of the product rnixture was

carried out b1' thin layer chromatography

C[LC) on silica gel 60 using petroleum

ether- diethll ether and acetic acid (70:30:1,
vA'A') as der-eloprng solvent. The bands

\yetre usualized under ultraviolet radiation
attrr sprallng the plate sith 2' .7'-
dicilorofluorescern in ethanol and scrapped

off. The carotene content of samples- rvhich

used CPO as substrate. was analyzed using
spectophotometer following the PORIM
method (12).

Result and Discussion

After glyceroh,sis. the lipid composi-
tion of palm oil and PKO rvas significantly
changed. The TC content decreased and

MG. DG and free lattl' acid (FFA) content
increased u'ith difl-erent extent for each li-
pase and oil. The hpid composrtion for each

palm oil and PKO hefore and after the gl1,c-

eroll'sis reaction u as shou'n in Figure t It
shou'ed that generalll the rnicrobial lipasc

had higher activiS lbr sl nthesizing MG and

DG than rice bran lipase. 81' using the rni-

crobial lipase- the DG f ield of the gl)'c-
erolysis product u as in the range of 4(loh to

55%- whereas thc maximurn MG content

was onh, l8%. On the other hand. Li'IG and

DG f ield with rice bran lipase were less

than 10% and 30"h, respectively. Com-

monly the physicochemical glycerolysis
cotrld produce 35-60oh MG and DG yield.

Screening of microbial lipases had

showed that the gll cerolytic activilv of each

lipase was different for each kind of oil.
The lipase of Pseudomonqs.\p gave a prod-

uct with the lower TG content or the highest

MG and DG content for CPO, olein and

stearin, followed bv Lipozyme-IM and No-
vorym-435. Mc Neill et al. (9) also

slrowed same result. that Pseudomona.:

fluorescens lipase gave a higher MG and

DG yield than lipase of Mucor miehei and

C. antortica from several oils and fats.

From PKO. the Lipozyme-IM gave

higher MG and DG vield. followed b1'No-
von'm-435 and Pseuclomctnas sp. This re-

sult indicated the different specificitl of

I
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each lipase. Lipase of Pseudomonas sp.

had higher specificity to the longer chain of
fatty acids, since the fatty acids of Cl6:0
and Cl8:1 were dominant in palm oil' In

another hand, the Lipozynre-IM had speci-

frcity with broader range of chain length of
fatty acids, since it had s€une activity be-

tween palm oil and PKO.
There is a simultaneously reaction in

the glycerol process, i.e. hydrolysis in TG

and DG molecules to produce acl'l chain

and esterification reaction for transferring

the acyl-chain into glycerol molecules (7).

With high content of FFA, about 20o/o, rt

means that the splitting of acyl chain from

the.TG molecule could occur, but trans-

ferred of the acyl chain into glycerol mole-

cule is not maximum. This result could be

caused by a high water content in the reac-

tion mixhre, whereas the water content in
the glycerol was almost l3%. Water con-

ten{ that higher than the need of optimum li-
pase activity could let the reaction to the

hydrolysis and inhibit the esterication reac-

tion. It is in accordance with Mc Neill et al.

(9) that the FFA content of the glycerolytic
product increased with the increasing of
water content in glycerol from 0.6% to
t2.5%.

Among the miorobial liPases, the

Lipozyme-IM rvas chosen as biocatalyst for
the next experiments. Although the Pseu-

domonas sp. lipase was the best for giving

lugh MG and DG yield, but the relatively
expensive price and the mobile form of the

lipase made it not economically feasible

than Lipo4'me-IM. By using Lipozyme-
IM. the en-4me could be recovered easily
from the reaction mixture and recycled for
repeating use of the enryme.

The result of this research also sug-

gests that h1'droll sis of acyl chain domi-

nantly on TG molecules than DG. Figrre 2

shows that increasing of reaction time tn 72

hours, do not decrease the DG content for
MG formation but increase the TG content.

The FFA content shghtly decreased and the

MG content was stabile. Therefore, it can

be explained that esterification of partially-

glyceride molecules was greater thart glyc-

erol molecules after 24 hours reaction time-

It also indicated that the lipase has speci-

ficity of glyceride rnolecule, not only fatty
acid and positional specificity. It is in ac-

cordance with the report of Tanaka et al.
(15), who suggested that the hydrolytic ac-

tivib, of Candida c'ylinclracea lipase de-

pends on the the whole TG molecule struc-

ture aand called triglyceride specificity.
Increasing the molar ratio of glycerol

and oil more than 2:l did not influence the

lipid composition of the glycerolytic prod-

ucts. The influence of the rnolar ratio of
glycerol and oil in the glyceroly'sis of CPO

and PKO was sho*n in Figure 3. It was

expected that increasing the glycerol

amount in the reaction mixture could in-

crease the opportunrty' of the glycerol mole-

cules to interact with enzl'rne molecules, but

it was not found it in this research. Several

studies about the enz-vmatic glycerolysis of
several natural oils and fats had given a
high yield of MG. r e. greater than 70% (8-

9- 10. l3)- but not for this stu{'that high

increasing of partiallv glvcerides onlv hap
pened on DG fraction.

There are man' factors that influence

the lipase activiS' rn the gllcerolysis. Be-

sides the water content in the reaction mix-
fure, temperature and mixing system can

also influence the lipase activity. Accord-

ing to Mc Neill et al. (8), glycerolysis reac'
tion with two step of temperature, 50oC for
the first 20 hours and followed with 40"C
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fq next 30 hours. could improve the MG

]leld On the other hand. the mixing system

could influence the probability of interaction

betu'een glycerides. glycerol, and enzyme

molecules. In the previous studies, the mixing

s]-stem used magnetic-stirrer and agitated at

800 rpm. w'hile in this study orbital shaker

sith lorver agitation (300 rpm) was used.

Therefore- the above three factors are im-
portant for determined in the next studies.

Enzymatic gl1'cerolysis could maintain

the carotene content of CPO, as shown in

Conclusion and Suggestion

Lrpase of Pseuclomonqs sp.was the best

brcata\ st for preparing MG and DG frorn

CFO- olern and stearin u'ith en44rnatic glyc-
erohsrs- but for PKO was Lipozyme-IM.
Th \lG and DG contents of the glvcerohtic
podrs $ere approxrmatell' l0% and 40-

55tr respecure\ Increasrng of the reaction

ml n houn and the molar ratio of
gbcsol ql abore I I could ft)t lmprove the

IIG d DG cmas Bd tris m€*hod could

Figure 4. Eventhough the carotene eontent

slightly decreased as the reaction time rn-

crease, but it retained about 90% in the

glycerolytic product after 72 hours reaction

time. Reducing ol'O: in the reactor by' re-

placing air with N3 gas and using low tem-

perature could inhibit deterioration of the

carotene. If the t,ield of MG could be im-
proved. thus this method was feasible for
producing emulsifier from palm oil and

PKO

retain the carotene content of CPO with the

extent of retention qreater than90ol,.
For the next ltud1,, it is imf,ortant to

studl, about some f'actors as r,vater content-

temperature and rniring svstem of tlre re-

action mixture lbr inrprovement in the yield

of MG.
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