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OPTIMASI PROSES GLISEROLISIS ENZIMATIK PADA MINYAK SAWIT

UNTUK MENINGKATKAN HASIL MONOGLISERIDA

Jenny Elisabeth. Angga Jatmika. dan O.P. Sitanggang

ABSTRAK

Pengaruh faktor suhu dan kadar air dalam proses gliservolisis antara minyvak sawil
‘mentah (MSM), stearin minyak sawit, dan minvalk inti sawit (MIS) dengan gliserol dipelajari
dengan menggunakan lipase Lipozyme-INM. sebagai biokatalisator. Kandungan MG dan DG
tertinggi pada hasil gliserolisis MSM dan NIS diperoleh pada perlakuan suhu reaksi
terprogram, vakni dengan penurunan suhu .s*eficivéhj'/ 0°C dari suhu reaksi awal setelah 24 jam
reaksi.  Untuk MSM digunakan suhu reaksi awal 50 °C dan MIS 40 °C.  Hasil im
berhubungan dengan perbedaan titik carr yvang dimiliki oleh masing-masing jenis fraksi
gliserida. Dengan penurunan suhu sebesar 10°C, maka kesetimbangan realksi akan bergeser
dan mendorong proses hidrolisis trigliserida (TG) menjadi digliservida (DG) dan DG menjadi
monogliserida (MG). Kandungan asam lemak bebas (ALB) pada produk gliserolisis juga
meningkat dengan peningkatan waktu reaksi. Hal ini mengindikasikan bahwa aktifitas lipase
Lipozyme-IM relatif rendah dalam proses esterifikasi antara ALB dan gliserol. Kadar air
dalam substrat juga berpengaruh terhadap kandungan MG dan DG dalam produk gliserolisis.
Semakin tinggi kadar air dalam substrat maka kandungan MG dan DG cenderung semakin

meningkat dan kandungan MG tertinggi tevdapat pada perlakuan kadar air 12%.

Kata kunci : Minyak sawit. monoghsenda. dighiserida, lipase, gliserolisis enzimatik

PENDAHULUAN

Mono- dan digliserida (MG dan DG)
merupakan surfaktan non-tonmik yang di-
cunakan sebagair bahan pengemulst dan
penstabil pada produk-produk pangan, kos-
metika. dan farmakoseutika. MG dan DG
dikategorikan secbagai bahan pengemuls:
vang aman untuk bahan pangan. sehingga
penggunaannya mencapal /5% dar total
bahan pengemuls: vang dibutuhkan pada
industri  pangan dunia. World Health
Organization (WHQO) membatast bahwa
campuran MG dan DG sebagar bahan
pengemulsi (EEC Code 471) harus me-
ngandung minmmum 70% MG dan DG.
dengan kandungan MG mimimum 30% dan
kandungan gliserol dan trighserida (TG)
maksimum 10% (3).

Saat m1 MG dan DG untuk mndustr
pangan diproduksi seccara gliserolisis Ki-
miaw1l dengan pencampuran gliserol. mi-
nvak/lemak alamn dan Kkatalis alkali
Ca(OH),, serta membutuhkan perlakuan
pemanasan suhu 240-230°C (10). Proses
gliserolisis kimiaw1 mi membutuhkan kon-
sumst energl tiggl. scrta menghasilkan
produk MG dan DG vang berwarna gelap.

,rasa vang tidak enak serta terbentuk

scnyawa-senyawa toksik hasil peroksidas:
dan polimerisasi. Karena 1tu penggunaan
reaks1 sintesis enzimatik dengan katahs
lipase banyak memperoleh perhatian. vang
menghasilkan MG dan DG vang Icbih
aman serta membutuhkan biaya produks:
dan pengelolaan lmbah vang lebih rendah
Beberapa penchitian tentang produksi
MG dan DG dengan proses gliserolisis
enzimatik telah dilakukan. bailk dalam
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sisum nukroemuls: (4) ataupun ghiserolisis
fase padat (06). dengan enzim bebas dan
imobil (7). serta dengan atau tanpa peng-
cunaan pelarut orgamik (1) Jenis minyak
dan lemak vang digunakan adalah triolein.
Icmak sapi. dan beberapa jenis minvak
nabati  seperti minyak sawit. minvak
kclapa. mmyak zaitun. munvak jagung.
minvak rapeseed. dan minyvak kedela1
Ehisabeth er al. (2) telah mempelajari
proses gliserolisis mimvak sawit mentah
(MSM) dan turunannya. serta minyak inti
sawit (MIS) untuk menghasilkan MG dan
DG dengan hpase Rhizomucor miehei
(Lipozyme-IM) sebagai katalisator. Produk
hasil  ghserolisis mengandung DG vang

0/

cukup tinggr (40-50%). namun kandungan
MG masih relauf rendah (10%). Makalah
m1 melaporkan hasil penelitian lanjutan
tentang pengaruh faktor suhu dan kadar air
dalam menmgkatkan kandungan MG dan
DG pada proses gliserolisis MSM. stearin
sawit dan MIS.

BAHAN DAN METODE

Bahan baku vang digunakan pada
penchiian 1 adalah MSM. stearin dan
MIS vyang diperoleh dar1t PT Pamina (PT
Perkebunan Nusantara 1V).  Enzim vang
digunakan adalah lLpase 1mmobil dann R
mieher  (Lipozyme-IM) produksi Novo
Nordisk  Bioindustry  Inc.. Denmark.
Pelarut dan bahan kimia vang digunakan
mcrupakan produk Merck. Jerman dengan
kualitas anahtikal. Penchititan dilaksanakan
di Laboratorium Oleo Pangan - Pusat Pene-
liiian Kelapa Sawit. Medan.

Realksi eliserolisis enzimatik

Minvak dan ghserol dicampur dengan
rasto molar 1:3 sebanvak 5 ¢ dalam erlen-
mever tertutup. serta ditambahkan lipase

Lipozvime-IM sebanvak 3% (b/b). Untuk
perlakuan kadar air. dilakukan penghilang-
an air vang terdapat pada MSM dan gli-
serol dengan menggunakan molecular
sieves 3A dan selanjutnva kadar air pada
reaktan ditepatkan dengan penambahan air
pada ghserol. Campuran tersebut dinku-
bas1 pada kecepatan pengadukan orbital
300 rpm dan waktu reaksi minimum 24
jam. Adapun suhu reaksi vang digunakan
berbeda  untuk  masing-masing  jenis
minvak. vaitu :
- Untuk MSM dan stearin digunakan 4
tingkat suhu ;

a. Suhu tetap 40°C (Ty))

b. Suhu tetap 30°C (Ts,)

c. Suhu awal 40°C dan diturunkan
menjadr 30 C setelah 24 jam reaksi
(140-30)

d. Suhu awal " 50C dan diturunkan
menjadi 40°C setelah 24 jam reaks

(T_"n 1-41_1)

- Untuk MIS digunakan 3 tingkat suhu
a. Suhu tetap 30°C (Ty,)
b. Suhu tetap 40°C (T,,)
c. Suhu awal 40 C dan diturunkan
menjadi 30°C setelah 24 jam reaks

(T4H-3H)

Pemisahan lipase 1mobil dilakukan
dengan penyaringan dan residu gliserol
dihilangkan dengan penambahan air. Frak-
s1 hipida  dickstraksi  dengan  campuran
petrolcum eter dan metanol (1:1. v/v) dan
kemudian pelarut diwapkan dengan evapo-
rator vakum. Semua rcaksi dilakukan de-

ngan dua kali ulangan dan analisis
dilakukan secara duplo.
Analisis

Komposist  hipida  dalam  produk

dianahisis dengan kromatografi lapis tipis
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(thin layer chromatography/TLC) pada
plat vang dilapis1 dengan sihika gel 60 dan
diclus1 dengan pelarut petroleum eter:dietil
eter:asam asetat (70:30:1 v/v/v). Spot yang
diperoleh didetekst di bawah smar UV
setelah penyemprotan dengan larutan 2 .7 -
diklorofluoresens 0.2% dalam ctanol.
kemudian dikerok. diekstrak, dan ditim-
bang. Komposist ghiserida dihitung ber-
dasarkan berat relatif dari masing-masing
ckstrak fraksi. Rendemen dihitung dari
perbandingan berat produk hasil ghsero-
lisis dengan berat awal minyak yang
digunakan. Titik cair minyak, yang digu-
nakan sebagai bahan baku., dianalisis
dengan metode AOCS Cc3-25.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Faktor suhu reaksi mempengaruhi
komposist lipida pada produk gliserolisis
MSM. stearin. maupun MIS (Gambar 1)
Penggunaan suhu reakst yang berbeda
berkaitan dengan sifat fistk minyak, yakm
titk cairnya. Berdasarkan hasil analisis,
kisaran titik cair MSM., stearin, dan MIS,
masing-masing adalah 35-39°C, 49-51°C,
dan 26-28°C. Dengan penggunaan suhu
reakst awal 30 dan 40°C. maka MIS tetap
icrdapat dalam bentuk cair. D1 sis1 lain,
pengeunaan suhu reaksi 40 dan 50°C
menvebabkan MSM terdapat dalam bentuk
cair dan tidak demikian halnya pada suhu
reaksi 30°C. sedangkan stearin masth ter-
dapat dalam bentuk yang relatif padat
meskipun pada suhu reaksi 50 "C. Dalam
kecadaan cair maka interaksi antar substrat
dan antara substrat dengan lipase akan
berlangsung lebih baik. sehingga konversi
TG menjadi DG dan DG menjadi MG juga

akan lebih tingg1.
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Gambar 1. Komposis1i lipida pada MSM.
stearin. dan MIS awal dan hasil
gliserolisis enzimatik dengan
beberapa program suhu reaksi

Kandungan MG. DG dan ALB pada
produk gliserolisis ketiga mimyak mening-
kat dibandingkan kandungan awalnva.
dikuti dengan penurunan kandungan TG
Kandungan ALB pada produk ghserolisis
im1 mencapal lebih dari 30%. Data i
mengindikasikan bahwa lipase vang digu-
nakan memiliki keterbatasan dalam proses
esterifikasi antara ALB dan ghiserol. Hal
tersebut didukung oleh data rendemen vang

diperoleh. yang berkisar antara 85-102%
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untuk MSM. 77-101% untuk stearin. dan
108-120% untuk MIS. Bila esterifikasi
antara ALB dan ghiserol bebas berjalan
baik berarti rendemen vang diperoleh harus
lcbth besar dari 100%. karena gliserol
bebas vang telah teresterkan akan tereks-
trak bersama fraksi lipida lainnya. Nilai
rendemen vang lebith besar dari 100%
diperoleh  pada MIS. vang berarti ke-
mampuan lipase untuk mengesterkan asam
lemak dar1 MIS pada gliserol lebih tinggi
dibandingkan MSM dan stearin. Hal ini
diduga berhubungan dengan sifat spesifi-
sitas lipase Lipozyme-IM vang lebih tinggi
terhadap asam laurat (C12:0) yang banyak
terdapat pada MIS. dibandingkan dengan
asam palmitat (C16:0) dan asam stearat
(C18:0) vang banyak terdapat pada stearin.
scrta asam palmitat dan asam oleat (C18:1)
vang banyak terdapat pada MSM.
Kandungan MG dan DG tertingg;
pada hasil ghserolisis MSM terdapat pada
perlakuan suhu Ts,4 dan Ts,, Namun
produk dengan perlakuan suhu T, me-

milikr kandungan MG dan DG vang relatif

sama. scdangkan produk dengan perlakuan
15040 memiliki kKandungan MG vang lebih
tinggr daripada DG.  Dengan demikian
penurunan suhu sebesar 10°C setelah 24
jam reakst (Ts,49) dapat menghasilkan
produk dengan kandungan MG vyang lebih
timggl. vakni sebesar 30.3%. dibandingkan
dengan penggunaan suhu tetap 30°C (Tsp)
sebesar 21.0%. Hasil i berhubungan de-
ngan perbedaan tink cair vang terdapat
pada masing-masing fraksi gliserida. d
mana titik cair MG lebih tinggr daripada
DG dan DG lebih tinggi daripada TG.
Penurunan  suhu menyebabkan MG dan
Jjuga sebagian DG terdapat dalam bentuk
padat. sehingga kecepatan konversi DG
menjadi MG akan menjadi lebih kecil

Pada hasil ghiserolisis stearin. kan-
dungan MG dan DG pada perlakuan suhu

176

tetap lebith tingg1 dibandingkan suhu
terprogram. Kandungan MG dan DG juga
cenderung meningkat dengan peningkatan
suhu reaksi. sechingga kandungan MG dan
DG tertingg1 terdapat pada perlakuan suhu
I'so. masing-masing sebesar 24.5% dan
21.9%. Hasil MG dan DG vyang diperoleh
dar1  stearm 11 juga lebith  kecil
dibandingkan dengan MSM. Hal i dise-
babkan dengan penggunaan suhu reaksi
maksimum 50°C., maka hampir semua
fraks1 gliserida vang ada dalam stearin
terdapat dalam keadaan padat dan meng-
hambat proses interaksi antara substrat
dengan lipase. Penggunaan suhu reaksi
vang lebih tinggi pada substrat stearin ini
mungkin dapat meningkatkan jumlah MG
dan DG, karena suhu reaksi maksimum
untuk Lipozyme-IM adalah 70°C. namun
sudah  tentu umur penggunaan lipase
tersebut akan berkurang.

Total kandungan MG dan DG ter-
tingg1l pada produk gliscrolisis MIS adalah
pada perlakuan suhu terprogram dengan
suhu awal 40°C dan setelah 24 jam
dilakukan penurunan suhu sebesar 10°C
(14030). Kandungan MG dan DG tersebut
masing-masing scbesar 24.6% dan 36.0%
D1 sisi lain, kandungan MG pada produk
ghiserolisis dengan suhu reaksi 40°C lebih
rendah  dibandingkan subu reaksi 30°C.
sedangkan kandungan DG-nyva lebih tinggi
Kandungan MG vang lebih rendah ini
dapat disebabkan oleh terhidrolisisnya MG
menjadit ALB dan gliserol. karena MG
terdapat dalam keadaan cair pada suhuy
vang lebih tinggi. Di sisi lain, peningkatan
kandungan DG dapat disebabkan oleh me-
ningkatnya kecepatan reaksi hidrolisis TG
menjadi DG oleh peningkatan suhu reaksi.
Dalam hal 1m terdapat perbedaan aktifitas
hidrolitk dari masing-masing fraksi gli-
serida. yang ditandai kecepatan hidrolitik
pada fraks1 TG lebih besar dibandingkan
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fraks1 DG. Hal mi1 dapat disebabkan oleh
perbedaan spesifisitas lipase terhadap jenis
molekul gliserida maupun karena jumlah
frakst TG yang lebih banyak dibandingkan
DG dalam reaktan.

Pengamatan Kkomposist lipida pada
produk gliserolisis setelah reaks1 24 dan 48
jam ditampilkan pada Gambar 2. Peng-
amatan dilakukan hanya pada perlakuan
suhu optimum hasil percobaan sebelum-
nya, vakni pada MSM digunakan suhu
reaks1 terprogram Tso4, pada stearin
digunakan suhu reaksi tetap Ts,, dan pada
MIS digunakan suhu reaksi terprogram 14
30-

Gambar 2 menunjukkan bahwa pada
proses gliserolisis stearmn terjadi pening-
katan kandungan MG dan DG yang relatif
kecil setelah waktu reaks: 24 jam. Hal mi
mengindikasikan bahwa kesetimbangan re-
aksi telah dapat tercapai pada waktu reaksi
sekitar 24 jam dengan menggunakan suhu
tetap. Sebaliknya pada penggunaan suhu
terprogram, penurunan suhu sebesar 10°C
akan mengubah kesctimbangan reaks1 dan
mendorong proses hidrolisis TG menjadi
DG dan DG menjadi MG. Seperti telah di-
jelaskan sebelumnya. penurunan suhu akan
mengubah molekul MG menjadi bentuk
padat, sehingga memperkecil kemungkinan
interaksi molekul MG dengan lipase dan
proses hidrolisis MG menjadi ALB dan
gliserol dapat dihambat.

Kandungan ALB juga meningkat
setelah 24 jam reaksi dan penurunan suhu
reaksi sebesar 10°C. Hal 1 memperkuat
dugaan bahwa aktifitas lipase Lipozyme-
IM memang rendah dalam proses ester-
ifikasi antara ALB dengan gliserol. Selamn
itu, perbedaan polaritas antara gliserol
dengan substrat lipida juga merupakan
faktor penghambat pada proses esterifikasi
tersebut.
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Gambar 2. Perubahan kandungan lipida

pada proses gliserolisis MSM.

stearin dan MIS setelah 24 dan
48 jam reaksi.

Aktifitas hidrolittk maupun aktifitas
lipase dalam mengesterkan ALB pada
gliserol sangat dipengaruhi oleh kadar air
dalam campuran reaksi. Hal in1 terlihat dari
hasil penelittan yang menunjukkan bahwa
kadar air dalam campuran reaksi ber-
pengaruh sangat nyata (p<0.01) terhadap
kandungan MG dan DG dalam produk
gliserolists MSM. Penchtian Haryadi (3)
juga telah menunjukkan bahwa sejumlah
kecil air. vang disebutnva dengan air
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csensial.  tetap diperlukan lipase untuk
melakukan peranannva sebagai katalis.

Faktor kadar air dalam penelitian ini
dicobakan dengan menggunakan suhu
rcakst optimum dar1  hasil percobaan
sebelumnya. vakmi suhu reaksi awal 50°C
dan setelah 24 jam reaksi  dilakukan
pcnurunan suhu sebesar 10°C (Tsouy ).
Adapun komposisi lhipida pada produk
ghserolisss  MSM  tersebut  ditampilkan
pada Gambar 3. Semakin tinggi kadar air
dalam substrat, maka kandungan MG dan
DG dalam produk gliserolisis cenderung
semakin - meningkat. Kandungan MG
tertingg1 terdapat pada kadar air 12%.
vakni sebesar 29.6% dan kandungan MG
terendah pada kadar air 3% sebesar 22.6%.
Kandungan DG tertinggi terdapat pada
kKadar air 15% sebesar 33.0% dan terendah
pada kadar air 3% sebesar 19.1%.

Kadar ALB dalam produk gliserolisis
MSM cenderung menurun dengan pening-
katan kadar air dalam campuran reaksi
hingga 12%. Fenomena i1 berbeda de-
ngan studi Mc Neilll er al. (8), yang
menunjukkan peningkatan kandungan ALB
pada produk gliserolisis lemak sapi dengan
peningkatan kadar air dani 0.6 menjadi
12.5% menggunakan lipase Pseudomonas
fluorescens. Hal i1 dapat disebabkan oleh
perbedaan kebutuhan air untuk aktifitas
maksimum masing-masing jenis lipase
Gambar 3 juga memperlhihatkan bahwa
pada proses gliserolisis MSM tetap terjads
pembentukan ALB., meskipun kadar air
dalam campuran reaksi telah dihilangkan
dengan menggunakan molecular sieves 3A.
Hal 1 mengindikasikan bahwa kebutuhan
air bagi aktifitas katalitik lipase Lipozyme-
M telah dapat dipenuhi oleh kandungan
air vang terdapat dalam bahan penyangga
lipase  tersebut, karena Lipozyme-IM
merupakan lipase imobil.
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Gambar 3. Komposisi lipida pada produk
hasil  ghliserolisis  enzimatik
MSM dengan kadar air yang
berbeda.

KESIMPULAN

Kandungan MG dan DG tertinggi
pada produk gliserolisis MSM dan MIS
diperoleh pada perlakuan suhu reaksi ter-
program, vyakni dengan penurunan suhu
sebesar 10°C  dibandingkan suhu reaks:
awal setelah 24 jam reaksi. Untuk MSM
digunakan suhu reaksi awal 50 °C dan MIS
40 "C. Adapun kandungan MG dan DG
pada produk gliserolisis MSM dan MIS
tersebut masimg-masing adalah 30.3% dan
21.0% serta 24.6% dan 36.0%. Kandungan
ALB pada produk ghiserolisis juga mening-
kat dengan peningkatan waktu reaksi. Hal
i1 mengindikasikan bahwa aktifitas lipase
Lipozyme-IM relatif rendah dalam proses
csterifikast antara ALB dan gliserol.

Kadar air dalam substrat juga ber-
pengaruh terhadap kandungan MG dan DG
dalam produk gliserolisis MSM. Semakin
tinggr kadar air dalam substrat maka
kandungan MG dan DG cenderung sema-
kin meningkat.  Kandungan MG dan DG
lertingg! terdapat pada perlakuan kadar air
1 2%. masmg-masing scbesar 29.6% dan
32.8%.
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Abstract

Effects of reaction temperature and initial water content in enzymatic glycerolysis process
of crude palm oil (CPO), palm stearin, and palm kernel oil (PKO) were studied as an effort 1o
increase the yield of monoglycerides (MG). Lipozyme-IM lipase was used as biocatalyst. The
highest yield of MG and DG from CPO and PKO were obtained at programmed reaction
temperature, which the reaction temperature was reduced as 10°C after 24 hours reaction
time. The initial reaction temperature for CPO was 50°C and PKO was 40°C". This treatment
related to the melting point characteristic of each kind of oils and glyceride fractions. By
reducing the reaction temperature as 10°C, the reaction equilibrium was altered and led the
conversion of triglyceride (1G) to diglyceride (DG) and DG to MG molecules. Free fatty acid
(FFA) content of the glycerolysis product was increased as increasing of reaction time. [t
indicates that the activity of Lipozyme-IM lipase was relatively low for esterifying the free
fatty acid with glycerol. The initial water content in reaction mixture influenced the yield of
MG and DG from CPO. Increasing the initial water content could increase the the yield of
MG and DG, which the highest yield of MG and DG were obtained at 12% initial water

content, i.e. 29.6% and 32.8%, respectively.

Kev words: palm oil, monoglyceride, diglyceride, lipase, enzymatic glycerolysis
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Introduction

Mono- and diglycerides (MG and
D() are non-1onic surfactants used as food.
cosmetic. and pharmaceuticals emulsifiers
and stabilizers. Thev are categorized as
GRAS (Generallv Recognized As Safe)
emulsifiers for the food industry. The di-
rectives of the World Health Organization
(WHO) requires that these mixtures (EEC
code 471) have at least 70% MG and DG
with a mmimum of 30% MG. and that the
contents of both glyvcerol and triglyceride
(TG) must be below 10%.

Nowadays. MG and DG are produced

by chemical synthesis m which glyvcerol.
oil/tat. and an alkaline catalyst are mixed
and heated to almost 250°C. Ca(OH), 1s
used as catalyst in the production of MG
and DG for the food industry. This process
1S very energy consuming. results in the
formation of dark-colored by-products with
an undesirable flavor and toxic by peroxi-
dation and polymerization. Therefore. us-
g ol hpase-catalyzed enzymatic synthesis
1s mteresting. which 1s possible to produce
more safety product and also low produc-
tion and waste treatment cost.

A few articles on the production of

MG and DG by enzvmatic glycerolysis n
different reaction systems with and without
organic solvents (1). solid phase glvceroly-
s1s (6). with immobilized enzyme and with
free enzyme (7) or in microemulsions (4).
Fats and oils have been used as substrate
was triolem. tallow. and vegetable oils like
palm. coconut. olive. corn, rapeseed. and
sovbean oil. Furthermore. Elisabeth er al.

(1998) also studied the glycerolysis of

crude palm o1l (CPO). palm stearin and
olem. and palm kernel o1l (PKO) to pro-
duce MG and DG by using Lipozyme-IM
(Rhizomucor miehei) as catalyst. The
glycerolysis product contained a rather
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high vield of DG (40-50%). but the yield of
MG was low (10%).

The present paper describes the further
study about the effect of reaction tempera-
ture and moisture content to mmprove the

vield of MG and DG from CPO, palm
stearin, and PKO

Materials and Methods

The oils used in this research were
CPO, palm stearin, and PKO that supplied
by PT Pamina Adolina. North Sumatera.
Indonesia.  Immobilized hLpase of Rhi-
zomucor miehei (Lipozyme-IM) was ob-
tammed from Novo Nordisk Biomdustry
Ltd.. Denmark. All solvents and chemicals
were purchased from Merck, Germany. and
had analytical grade. The research was
carried out in Food Laboratory of IOPRI

Enzymatic glycerolysis

A mixture of anhydrous glycerol and
o1l with molar ratio 1:3 was prepared n a
25 ml capped-erlenmeyer flask. The Li-
pozyme-IM was used at 5% (w/w) of sub-
stratec muxture.  The water content ar-
rangement were conducted by adding cer-
tam amount of water mto the glycerol after
removing itial water content in the glye-
erol and o1l with molecular sieves 3A. The
mixture was mcubated i an orbital shaker
at 300 rpm at least 24 hours. Air in the
flask was replaced by N, gas. The reaction
temperature was different for each kind of
oils. There were 4 levels of reaction tem-
perature for enzymatic glycerolysis of CPO
and palm stearin : (a) 40°C (Ty4): (b) 50°C
(Tsp): (c) Imitrial temperature 40°C and re-
duced to 30°C after 24 hours reaction time
(Ta030): (d) Imitial temperature 50°C and
reduced to 40°C after 24 hours reaction
time (T50.40).
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There were 3 levels of reaction temperature
for enzymatic glycerolysis of PKO : (a)
3(){]C (T_:;“)L (b) 4(){](: (Tzu_}); (C) Initial tem-
perature 40"C and reduced to 30°C after 24
hours reaction time (140.30)

Inactivation of the lipase and removal
of the excess glycerol was achieved by
extraction of the reaction mixture with
petroleum ether/methanol (1:1, v/v), and
the immobilized hipase was filtered. All
reactions were 1n duplicate.

Analysis

Analysis of the product mixture was
carried out by thin layer chromatography
(TLC) on silica gel 60 using petroleum
ether, diethyl ether, and acetic acid
AU v a8 developig  solvent.
The bands were visualized under ultravio-
let radiation after spraying the plate with
2’7" -dichlorofluorescein  0.2% (b/v) 1n
ethanol and scrapped off. The TG and free
fatty acid (FFA) fraction was extracted by
petroleum ether. DG fraction by petroleum
ether/diethyl ether 1:1 (v/v), and MG frac-
tion by diethyl ether. The composition of
reaction mixture was analyzed by the rela-
tive weight% of each fraction. The yield
was calculated as the weight of glyceroly-
si1s product divided by the mitial weight of
substrate o1l. expressed as a percentage.
The melting point of o1l that used as sub-
strate were determined with AOCS Cc3-25
(1993) method.

Results and Discussion

The reaction temperature nfluenced
the lipid composition of CPO, palm stearin,
and PKO after the enzymatic glycerolysis,
as shown in Figure 1. Use of the different
reaction temperature was related to the
melting point of each kind of the oils. The

CPO, palm stearin., and PKO had the range
of melting point 35-39°C. 49-51"C. and 26-
28°C, respectively. At the reaction tem-
perature 30°C and 40°C. PKO was still 1n
liquid form during the reaction. In the casc
of CPO. 1t was liquid at the reaction tem-

perature 40°C and 50°C. but 1t was 1n solid
form in 30°C.
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Figure 1. Lipid composition of 1itial

CPO, palm stearin, PKO, and
theirs glycerolysis product with
several reaction temperature
programs.
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In contrast. palm stearin remained in solid
form cven at 30 C. In hqud form. interac-
tion among the substrate molecules. 1.¢.
between glvcerol and oi1l. and between the
substrate and the enzyme molecules oc-
curred better n the solid form. Therefore.
the conversion of TG mto DG and DG into
MG could be more effective.

The MG. DG. and FFA contents were
increased after glycerolysis process. while
the TG content was decreased. The FFA
content 1 the glvcerolysis product was
nore than 30%. It was indicated that the
ipase had low activity on the esterification
of FFA and glycerol. This was supported
by the vield data: there were 85-102% for
CPO. 77-101% for palm stearmn. and 108-
120% for PKO. If the esterification activ-
v of FFA and glvcerol was high. the yield
had to be more than 100%. since the esteri-
fied of frec glvcerol would be extracted
with the others hpid fractions. The vield
from PKO. which more than 100%. means
that the esterification activity of the R
michei lipase was higher for the PKO than
(PO and palm stearin. This fact related
with the specificity of the hipase toward the
kind ol fatty acids in each kind of oils. It
was shown that the R. mieher hpase had
hicher specificity  toward lauric acid
(C'12:0). which was much i the PKO. than
palmitic acid (C16:0) and stearic acid
(C18:0) m the palm stearm. and also oleic
acid (C18:1) in the CPO.

The highest total of MG and DG con-
tents n the glvcerolysis product of CPO
were obtaimmed by reaction temperature Ts,
wand Ts,. But the MG and DG content of
the glycerolysis product at reaction tem-
perature Ts, were 1 approximately equal
amounts. whereas the product at Ts,.4, had
higher MG than DG content. This de-
scribes that reduction 1n reaction tempera-
turc as 10°C after 24 hours reaction time

could mcrease the MG content. The MG
)

content at ['s5q4 was approximately 30 3%,
whereas 21.0% of MG was obtaimned at Tx.
This results related with the melting point
of each glvceride fraction. which the MG
has a higher melting pomnt than the corre-
sponding DG and TG. By reducing the
reaction temperature. the MG and also the
DG molecules exceeded 1ts solubility Timit
and begins to precipitate from solution and
mmhibited the further hvdrolvsis reaction of
DG mmto MG

The MG and DG contents of the glyve-
crolysis product of palm stearin by using
fixed temperature were higher than pro-
grammed temperature. The MG and DG
contents were mcreased with the increasing
of reaction temperaturc. The highest MG
and DG contents m glhyveerolyvsis product of
palm stearmm werce obtained at the fixed
reaction temperature S0 C (Ts,). that werc
24.5% and 21.9%. respectively. These
result were lower than MG and DG con-
tents mm glycerolysis product of CPO. i
could be explamed that at reaction tem-
peraturc 50°C. almost all fractions n the
palm stearm were 1 solid form and mhib-
ited the interaction of substrate and hpasc
moleccules. Using a higher reaction tem-
perature for the palm stcarm might increase
the MG and DG contents. since the maxi-
mum temperaturc for Lipozyme-IM activ-
ity 1s 70°C. But using the high reaction
temperature could decrease the hife time of
lipase.

The highest total of MG and DG con-
tent 1 the glycerolysis product of PKO
was obtamed at the programmed recaction

temperature. 1.c. with mtal temperaturc
40°C and reduced 1t as 10°C after 24 hours

rcaction time (T4,30). The MG and DG
contents were 24.6% and 36.0%. respec-
tively. In another hand. the MG content in
glveerolvsis  product of PKO bv usimg
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rcaction temperature 40 C was lower than
30°C.. but the DG content was higher. The
lower MG content reflected that the MG
(raction was degraded mnto FFA and glve-
erol. Bv using the higher temperature MG
molccules might not m the sohid form and
the hipase could mteract with and hydro-
lvzed them. However. increasing of DG
content could be occurred by the higher
reaction rate in hvdrolysis of TG mto DG
with the higher reaction temperature. The
result indicated that the lipase had different
hvdrolvtic activity toward cach kind of
olyceride molecule. whercas the lipase had
high activity toward the TG molecules than
DG molecules. This could be caused by
the different of lipase specificity toward
the kind of glvceride molecule and also
that the amount of TG was higher than DG
molecule and increcase the interaction be-
tween lipase and TG molecule.

The lipid composition 1n the glycero-
lysis product of CPO. palm stcarm, and
PKO with 24 and 48 hours reaction tune
were shown in Figure 2. The optimum
reaction temperature from the previous
rescarch was used. 1.e. programmed tem-
perature Tsoq for CPO, fixed tempcrature
T, for palm stearmn. and programmed tem-
perature Ty.;0 for PKO.

Figure 2 shows that the MG and DG
contents of glycerolysis product of palm
stearin were only slightly increase after 24
hours reaction time. This indicates that
cquilibrium was probably reached alter 24
hours reaction time with the fixed recaction
temperature. This agrees with the results of
Mc Neill et al. (6) that equilibrium of glyc-
erolysis reaction with different type o1l and
fat was reached n about 25 hours. In con-
trary, the equilibrium was altered by reduc-
ing temperature as 10°C at programmed

reaction temperature and increase the hy-
drolysis of TG mto DG and DG mto MG.

As described before. reduction of reaction
temperature  might precipitate  the MG
molecules mto solid form. decreased the
possibility of interaction between MG and
lipase molecules. and mhibited the hy-
drolysis of MG into FFA and glycerol
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Figure 2. The composition of the reaction
mixture during the enzymatic
glycerolysis of crude palm oil.
palm stearin. and palm Kkernel
o1l.

The FFA content was also increased
after 24 hours reaction ume and reduction
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of reaction temperature. This result sup-
ports our previous assumption (2) that the
Lipozvme-IM lipase has a low esterifica-
tion activity toward FFA and glvcerol m
¢lvcerolvsis process.

I'he hydrolytic and esterification ac-
tvity of the Lipozyme-IM lipase in glye-
crolysis reaction was influenced by initial
water content in the reaction mixture. The
etfect of mitial water content was observed
im glvcerolysis reaction of crude palm oil at
optimum reaction temperature (Tsq.40).
The MG and DG content had significantly
differences (p<0.01) with the differently
mitial water content. Haryadi (3) also had
described that lipase need a little amount of
water for 1ts activity as catalyst. that called
an essential water.

As shown i Figure 3. the MG and
DG content were increased as increasing of
the mtial water content in the reaction
mixture. The highest vield of MG was
obtammed at 12% mtial water content
(29.6%). and the lowest vield of MG was
at 3% mtial water content 1n the reaction
mixture (22.6%). The highest DG content
was obtamned at 15% water content
(33.3%). and the lowest DG content at 3%
mitial water content (19.1%).

100% .
BO0% . l

20%

Lipid com position

b
& 9 12 15
Water content (%)

0%

Figure 3. The effect of mtial water
content on the hipid composition
of glycerolysis product of crude
palm o1l
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The FFA content was decreased as
increasing of mitial water content in the
reaction mixture up to 12%. This
phenomenon was opposed to Mc Neill er
al. (8). who stated that the FFA content
was 1ncreased in glvcerolvsis product of
tallow as increasing the water content from
0.6% to 12.5% using Pseudomonas

fluorescens lipase. This indicates that each

kind of lipase need different optimum
water content for theirr maximum
enzymatic activity.  Figure 3 was also
shown that FFA was still performed during
the glycerolysis process although the initial
water content was low and had removed by
adding the molecular sieves 3A. This result
also ndicates that the water necessity of
Lipozyme-IM  for 1ts catalytic activity
could be fulfilled by the water content In
support material of the hpase. since the
lipase 1s an immobilized one.

Conclusions

The highest vield of MG and DG
from CPO and PKO by enzymatic
glycerolysis  process were obtained at
programmed reaction temperature.  The
programmed reaction temperature for CPO
was mitial temperature 50'C and reduced 1t
to 40°C., and for PKO was initial
temperature 40°C and reduced it to 30°C

after 24 hours reaction time. The yields of
MG and DG from CPO were 30.3% and

21.0%. and from PKO were 24.6% and
36.0%., respectively. FFA content of the
glycerolysis product was increased as
increasing of reaction time. This indicates
that the activity of Lipozvme-IM lipase
was relatively low for esterifying the frec
fatty acid with glycerol.

The mitial water content in reaction
mixture influenced the vield of MG and
DG from CPO. Increasing the initial water
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content up to 12% was increased the yield
of MG and DG. The highest yield of MG
and DG were obtained at 12% mitial water
content, 1.€. 29.6% and 32.8%.
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