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1. ��
��������
�����	
��� ���!"��!��#��$�%&������ 

1.1 '�
��($�($�(�&����������'��"�%�'�!��� 

�����	
���������������	�	��������� ��� ��� !���������"#
��$%&'�����( ��	
�� �#�����$%&'�����(����	�	���)(�)��
��*��*� ��+��,**�&)#�����)	����	�	��������� �'-������
!����$%&'��� � ��� ��%�.���/�$���)	��&� ���
��� ���'-����������	�� �#�����	���/0��!����	 
(permeability) "#
 ��#��=-
����.�� (hydrophilicity) "�0��0#
#�&���.�� ���$������$�0���	���� 
"	��# "#
�$��	(�� ���$��"!B�"	� ��!�� "#
	C�	0�����)��
�� ����	D�E�������	��#�&*��
*'#��	�&�� ( "#
����	D����#������(�)�0� ( (Kennedy and Cabral, 1987) 

��	���� 12 "� ��0��	
��O�P�%��	&� ���
  �0���*�		�!����������#����	��	C�"#

�0���*�		�)#����	&� ���
 ���$���!(�!(��0��Q !����#*����"#
"�#���&��#��	 � R &��(�$��
�!(�!(���������#��� 10 &C����0���##�#��	 %�$0����$���!(�!(�!����#*���� 2 ���	���B��� "#

�$���!(�!(�!��"�#���&��#��	 ��� 100 ��##�R�#�	� �)(�0���*�		�!����������	��	C�"#
�0�
��*�		�)#����	&� ���
�C��' ��� 2.78 &C����0���##�#��	 "#
 24.9 ���	���B��� ���#�� ��  

P�%�� 10 "� �#��=-
!����������#����	��	C����$���!(�!(�!����#*���� 1.5 2.0 "#
 
2.5 ���	���B��� (�.��)����0��	����	) "#
�$���!(�!(�!��"�#���&��#��	 ��� 50 100 "#
 200 
��##�R�#�	� R &P�%�� 10 a, b "#
 c ��(�$���!(�!(�!��"�#���&��#��	 ��� 50 ��##�R�#�	� "#
��(
�$���!(�!(�!����#*���� 1.5 2.0 "#
 2.5 ���	���B��� ���#�� �� P�%�� 10 d, e "#
 f  ��(�$��
�!(�!(�!��"�#���&��#��	 ��� 100 ��##�R�#�	� "#
��(�$���!(�!(�!����#*���� 1.5 2.0 "#
 2.5 
���	���B��� ���#�� �� "#
P�%�� 10 g, h "#
 i ��(�$���!(�!(�!��"�#���&��#��	 ��� 200 ��##�R�#�	� 
"#
��(�$���!(�!(�!����#*���� 1.5 2.0 "#
 2.5 ���	���B��� ���#�� ��  %�$0�������%����$���!(�!(�
!����#*���� ���)(#��=-
!����������	��	C����$����	C����!�.� R &��������	��	C�*
��#��=-

��+�	��#�"�0%�$0��0���*�		���������	��	C�"#
��*�		�)#����	&� ���
# #� (��	���� 12) 
������*���$���!(�!(�!����#*�������%���!�.�*
���)( bead ���$��)��"�0����!�.� �0�/#�)(��	"%	0
!��������	�!(���P�&����������	��	C�# #� ���)(��	���/�����	
)$0��������	���
����������	��$-�	0���� !�.�� (&�� /#!���$���!(�!(�!��"�#���&��#��	 � %�$0��$���!(�!(�
"�#���&��#��	 ��� 50 ��##�R�#�	� ��������	��	C���	C�	0������0��D�&	 #��=-
����&P�%���� 
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��0��	C� ������*����	���������	
)$0���	
*'�$�!��"�#���&��#��	 �"#
�	
*'#�!����#*����
��� !�.�� (�(�&  ��"� ���P�%�� 10 a, b "#
 c ���)(�	
��O�P�%����	&� ���
���0�# #������ ($& 
(��	���� 12) ������%����$���!(�!(�!��"�#���&��#��	 ���+� 100 ��##�R�#�	� ���)(#��=-
"#

�D��
!����������	��	C����$������$���!�.� ���0��	
��O�P�%��	&� ���
�%���!�.� "�0���$��
�!(�!(�"�#���&��#��	 ����� 100 ��##�R�#�	� *
�)(�0���*�		�)#����	&� ���
# #� �����)(/#
�� �#(�������	 #��!�� Seema "#
 Steven (2002) "#
 Zorica "#
�-
 (2002) ���	��
��������#���*�� Candida rugosa "#
%�$0�������%����$���!(�!(�!����#*����*
���)(��*�		�
��	&0�&�#�&# #�  ����.�����	 #���	�.���.*����(�$���!(�!(�!����#*����"#
"�#���&��#�-
�	 ��� 2 ���	���B��� "#
 100 ��##�R�#�	� ���#�� �� ���	
�$���	�	��	C�������� ($&��#*���� 
 
��	���� 12    /#!���$���!(�!(�!����#*����"#
"�#���&��#��	 ��0��0��	
��O�P�%��	&� ���
  

�0���*�		�!����������#����	��	C� "#
�0���*�		�)#����	&� ���
  
Table 12.    Effects of alginate and CaCl2 concentrations on immobilized yield, immobilized lipase 

activity and recovery of activity of immobilized lipase. 

Aginate (%) CaCl2 

(mM) 

Immobilized yield 

(%) 

Immobilized lipase 

activity (U/ml) 

Recovery of 

activity (%) 

 50 97.8 ± 0.03a* 2.72 ±  0.59a 21.2 ± 1.82b 
1.5 100 99.6 ± 0.02a 2.41 ± 0.07ab 23.5 ± 1.28a 
 200 99.7 ± 0.01a 1.85 ± 0.23b  21.7 ± 0.82b 
 50 98.6 ± 0.01a 2.36 ± 0.00ab 21.8 ± 0.00b 

2.0 100 99.4 ± 0.02a 2.78 ± 0.28a 24.9 ± 0.72a 
 200 99.6 ± 0.02a 2.46 ± 0.31ab 19.9 ± 0.62bc 
 50 98.9 ± 0.02a 1.99 ± 0.92ab 17.1 ± 0.96c 

2.5 100 99.6 ± 0.02a 2.24 ± 0.29ab 18.5 ± 0.48c 
 200 99.5 ± 0.03a 1.72 ± 0.37b 13.4 ± 0.40d 

* Different letters in the same column within the same alginate concentration indicate significant 
different (p < 0.05) 
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P�%�� 10  #��=-
!����������#����	��	C� R &�� 
P�% (a) ����$���!(�!(�!����#*���� 1.5 ���	���B��� "#
"�#���&��#��	 ��� 50 ��##�R�#�	� 
P�% (b) ����$���!(�!(�!����#*���� 2.0 ���	���B��� "#
"�#���&��#��	 ��� 50 ��##�R�#�	� 
P�% (c) ����$���!(�!(�!����#*���� 2.5 ���	���B��� "#
"�#���&��#��	 ��� 50 ��##�R�#�	� 
P�% (d) ����$���!(�!(�!����#*���� 1.5 ���	���B��� "#
"�#���&��#��	 ��� 100 ��##�R�#�	� 
P�% (e) ����$���!(�!(�!����#*���� 2.0 ���	���B��� "#
"�#���&��#��	 ��� 100 ��##�R�#�	� 
P�% (f) ����$���!(�!(�!����#*���� 2.5 ���	���B��� "#
"�#���&��#��	 ��� 100 ��##�R�#�	� 
P�% (g) ����$���!(�!(�!����#*���� 1.5 ���	���B��� "#
"�#���&��#��	 ��� 200 ��##�R�#�	� 
P�% (h) ����$���!(�!(�!����#*���� 2.0 ���	���B��� "#
"�#���&��#��	 ��� 200 ��##�R�#�	� 
P�% (i) ����$���!(�!(�!����#*���� 2.5 ���	���B���  "#
"�#���&��#��	 ��� 200 ��##�R�#�	�  

Figure 10. Characterization of beads ((a) 1.5 % of alginate and 50 mM of CaCl2 concentration, (b) 
2.0 % of alginate and 50 mM of CaCl2 concentration and (c) 2.5 % of alginate and 50 mM of 
CaCl2 concentration (d) 1.5 % of alginate and 100 mM of CaCl2 concentration, (e) 2.0 % 
of alginate and 100 mM of CaCl2 concentration and (f) 2.5 % of alginate and 100 mM of CaCl2 
concentration (g) 1.5 % of alginate and 200 mM of CaCl2 concentration, (h) 2.0 % of 
alginate and 200 mM of CaCl2 concentration and (i) 2.5 % of alginate and 200 mM of CaCl2 
concentration). 
 

 

2mm  
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1.2 '�
��($�($���!"�� 

��	���� 13 "� �/#!���$���!(�!(���������0��0��	
��O�P�%��	&� ���
 �0���*�		�
!����������#����	��	C�"#
�0���*�		�)#����	&� ���
 R &��(�$���!(�!(�!����#*����"#

"�#���&��#��	 � 2 ���	���B��� "#
 100 ��##�R�#�	� ���#�� �� %�$0���	�	���������R &�%���
�$���!(�!(�!����������#���*�� 10 ��+� 30 "#
 50 &C����0���##�#��	 *
���)(�0���*�		�
�%���!�.�*�� 2.78 ��+� 8.11 "#
 8.92  &C����0���##�#��	 ���#�� �� "�0�$���!(�!(�!�����������
�%���!�.�*
���)(��*�		�)#����	&� ���
����#� "#
���������$-)��0��	
��O�P�%��	&� ���
 
%�$0����$���!(�!(�!����������#��� 10 "#
 30 &C����0���##�#��	 *
�)(�0��	
��O�P�%��	&� ���

�C���� 99.4 "#
 95.2 ���	���B��� ���#�� �� "�0������%����$���!(�!(�!����������#�����+� 50 &C����0�
��##�#��	 *
�)(�0��	
��O�P�%��	&� ���
������#��%�&� 84.2 ���	���B��� �����(�&�$0����$���!(�!(�!��
��������#��� 30 &C����0���##�#��	 �.������0���*�		���	&0�&�#�&����#(���&���� �.���.������*����$
%&'����������(���$������	D����	��B�����������������+�R�	���� (*����  "#
��$%&'�"�0#
��$*

���$������	D����	 C ��� )	����B����� (��0�0����*�����)(��������0$����)#������$%&'���0
����	D��B��������$(� ()#' �����P�&�����$%&'�"#
#
#�&�&C0����	#
#�&"�#���&��#��	 � 
"#
���������0���*�		���	&0�&�#�&!����	#
#�&��� ( ������$-)��0��	
��O�P�%��	&� 
���
 �B*
� (�0������������� �#(�������	 #��!�� Kaewthong "#
�-
 (2004) ��%�$0���	��(
��������#��� PS ���$���!(�!(��C�!�.�*
���)(� (��������#����	��	C��� Accurel EP100 ��
��*�		���������#����	��	C��C�!�.� ($& "�0�	
��O�P�%����	�	��# #�  ����.�/#��	 #��
!(���(��	'�� ($0��$���!(�!(�!����#*���� 2 ���	���B��� "#
"�#���&��#��	 � 100 ��##�R�#�	� 
����	D��*
��B��������������$���!(�!(� 30 &C����0���##�#��	 � (�&0�����	
��O�P�%������'  

1.3 (�
�(���!"���� ��G# 
��	���� 14 "� �/#!��!�� ��������	��	C��0��0��	
��O�P�%��	&� ���
 �0���*�		�

!����������#����	��	C� "#
�0���*�		�)#����	&� ���
 R &��(�$���!(�!(�!����#*����"#

"�#���&��#��	 ��� 2 ���	���B��� "#
 100 ��##�R�#�	� ���#�� �� �$���!(�!(���������� 30 &C����0�
��##�#��	 "#
��(�!B�!�� �0��Q�������	��	�&���������	��	C� %�$0�!�� !���#�&�!B�*
��/#
�0�!�� !�� bead �����#�&�!B�!��  24 G *
�)(!�� ��(�/0��lC�&��#��!�� bead ���#B����' ��� 2 
��##����	 ���������$-)��0��	
��O�P�%��	&� ���
 %�$0�!�� !���!B�����(����	�	����0��/#�0�
�	
��O�P�%��	&� ���
 "�0*
��/#�0��0���*�		���������#����	��	C�"#
��*�		�)#����	&� 
���
 �����0���*�		���������	��	C���$� � (*����	�	�������������(�#�&�!B�!�� �#B� (24 G) *
�)( 
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�0���*�		��C��'  ��� 8.11 &C����0���##�#��	 �.���.������*��!�� !����������	��	C����#B�
�$0�*
��%�.���/�$���/��	
)$0����������	��	C����������	� (����$0� ���)(��	"%	0!��������	
�!(������m���	�&�����������P�&����$�	����� !�.�� (�0�&�$0� �0�/#�)(� (�0���*�		��C��$0��������
�	��	C�����!�� �)�0 R &/#��	 #���	�.���.�� �#(�����/#��	 #��!�� Keehoon "#
�-
 
(2004) �������������#��� Candida rugosa ���	�������#*���� "#
%�$0���	�%���!��  beads �)(
�)�0!�.�*
���)(�0���*�		�!����������	��	C�# #�  
 
��	���� 13   /#!���$���!(�!(���������#����0��0��	
��O�P�%��	&� ���
 �0���*�		�!��

��������#����	��	C�"#
�0���*�		�)#����	&� ���
  
Table   13.  Effects of enzyme concentration on immobilized yield, immobilized lipase activity and 

recovery of activity of immobilized lipase. 
Enzyme 

concentration (U/ml) 

Immobilized 

yield (%) 

Immobilized lipase 

activity (U/ml) 

Recovery of activity   

(%) 

10 99.4 ± 0.02a* 2.78 ± 0.28a 24.9 ± 0.72a 
30 95.2 ± 0.39b 8.11 ± 0.77b 22.2 ± 0.43a 
50 84.2 ± 0.92c 8.92 ± 0.83b 17.8 ± 0.16b 

* Different letters in the same column within the same indicate significant different (p < 0.05) 
 
��	���� 14 /#!��!�� !����������	��	C��0��0��	
��O�P�%��	&� ���
 �0���*�		�!��

��������#����	��	C�"#
�0���*�		�)#����	&� ���
  
Table     14. Effects of bead size on immobilized yield, immobilized lipase activity and recovery 

of activity of immobilized lipase. 
Needle size 

(G) 

Diameter of 

beads 

(mm) 

Immobilized 

yield (%) 

Immobilized 

lipase Activity 

(U/ml) 

Recovery of 

activity (%) 

24 G (0.55 x 25 mm) 2 95.2 ± 0.39a 8.11 ± 0.77a 22.2 ± 0.43a 
20 G (0.90 x 25 mm) 2.5 95.3 ± 0.29a 5.19 ± 0.71b 12.3 ± 0.21b 
18 G (1.20 x 25 mm) 3 95.9 ± 0.04a 5.27 ± 0.03b 13.3 ± 0.14b 
* Different letters in the same column within the same indicate significant different (p < 0.05) 
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2. 	
��L���#�����M��
L(���!"��!��#��� ��G#��	
�����N�N��"��	���"�� 
 2.1 ��(� 2-methyl-2-butanol ��#R�	���%
	���"N�!�"�� 

����	/#��R�R�����#�#����	�#R &��0����	������$��#
#�&���	�&�*
%�$0������
�m���	�&� ��������*�D��	
 ��)�����!���*
��#��&��D��
��+�!��"!B�����*
��+��'��		�����	
/#��R�R�����#�#����	�# ��	��(��$��#
#�&���	�&�����	#
#�&������	����+��.�����)	��
�!��� ����	D"�(�,�)����	������	"!B���$ ��	�' ���"#
�$��)�� !��������	� ( ������*����$
��#
#�&���	�&�����	D#
#�&�!���� (����R�R�����#�#����	�#*� ��+��!��� ($& "�0������*����$
��#
#�&���	�&���/#�0���	�����!���������  ����.���	�� �#�����$��#
#�&���	�&�*����
�$���������0���	/#��R�R��#����	�# �����$�*�&!�� Damstrup "#
�-
 (2005) %�$0���$��
#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol ��)�C0 Functional groups ����+� Tertiary alcohols ��������	D
&��&�.��m���	�&���#��&� Ester ����+� Free fatty acid � (*�����)(��� ��+�R�R�����#�#����	�#� (�C�  

P�%�� 11 "� �/#!����	/#��R�R�����#�#����	�#*����	�#����R	�#����.�������#��
R�#����"#
�#����	�# ($&��������#����	��	C���	
������0����	������$��#
#�&���	�&� %�$0�
����	D/#��R�R�����#�#����	�#� (�%�&� 14.07 ���	���B��� "#
%�$0���	����#�#����	�## #�
�)#�� 15.61 ���	���B��� ��������m���	�&� 24 ���$R�� R &/#/#���0$��)�0��� (��+�� ����#�#����	�#
"#
�	 �!������	
 25.19 "#
 45.13 ���	���B��� ���#�� �� ������ �#(�����/#��	 #��!�� 
Yang "#
�-
 (2005) ������	/#��R�R�����#�#����	�#R &��( Novozym 435 ����.����� ��
���
$�� ($&�m���	�&��#����R	�#������P�$
����0����	������$��#
#�&���	�&� %�$0�����	D
/#��R�R�����#�#����	�#� (�%�&� 20 ���	���B��� ��������m���	�&� 24 ���$R�� "#
/#/#���0$��)�0 
���� ����#�#����	�# (�	
��- 45 ���	���B���)  

P�%�� 12 ����	/#��R�R�����#�#����	�# ($&��	�#����R	�#����.�������#��R�#���� 
"#
�#����	�# ($&��������#����	��	C� ($&��#*���� ��	
����������$��#
#�&���	�&���� 
2-methyl-2-butanol /#��	 #��%�$0�����	D/#��R�R�����#�#����	�#� ( 44.90 ���	���B��� 
"#
%�$0���	����#�#����	�#DC�&0�&�#�&)�  ��������m���	�&� 9 ���$R�� ��0�� �&$�����	 #��
!�� Yang "#
�-
 (2005) ������	/#��R�R�����#�#����	�#R &��( Novozym 435 ����.�����
 �����
$�� ($&�m���	�&��#����R	�#������P�$
��������$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol 
%�$0�����	D/#��R�R�����#�#����	�#� (D�� 70 ���	���B��� ��������m���	�&� 12 ���$R�� "#

����	D/#��R�R�����#�#����	�# ��	
��"���0�������R &��(��$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-
butanol � (D�� 70 ���	���B��� R &��(�$#�����	���m���	�&��%�&� 30 ��� 
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*����	��	�&���&��m���	�&��#����R	�#��������P�$
�����"#
��0� (������$��#
#�& 
2-methyl-2-butanol (P�%�� 13) %�$0���	
������(��$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol *
�)(
/#/#��R�R�����#�#����	�#���	���-���C��$0�	
������0��(��$��#
#�&��� �.���.������*����$
��#
#�& 2-methyl-2-butanol ���0� log P �&C0�� 0.35 �����0����$0���$��#
#�&��.��!�.$�#B��(�& *����
�$������	D��+��.� Hydrophobic "#
 Hydrophilic "#
����	D�)���&$����)(��� R�R�����#�#�-
���	�#� ( � �%	�
R�R�����#�#����	�#���'-��������+���	 Emulsifier ����!�.$�&C0�#B��(�&
��0���� ���*���'-������!���0� log P ��$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol &����)�C0 
Functional groups ����+� Tertiary alcohols ��������	D&��&�.���	���)(��� �m���	�&���#��&� Ester ��
��+� Free fatty acid *�����)(��� ��+�R�R�����#�#����	�#� (�C�!�.� (Damstrup et al., 2005) "#

���*����.&��%�$0���	
������(��$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol ��������	��	C�&������	D
&0�&��	����#�#����	�#� (�	B$�$0���	
������0��(��$��#
#�& 

2.2 	
�����	���"������	�����	
��� ��G#��!"��!��#��$�%&������ 
������*�����m���	�&��#����R	�#��� *
�(����(�#����	�#��+���	��.��(��$��C0����.�����

��#��R�#�����%�����*
/#��R�R�����#�#����	�# "#
*��	�&���!�� Yang "#
 Parkin (1994) 
%�$0���	�%����	���-�#����	�#���m���	�&��#����R	�#��� *
���)(�	���-R�R�����#�#�-       
���	�#�%���!�.�  ����.�����	�	����������#��� ($&��#*����*������	�����#����	�#"��	���-�.��
����	�	�� �%����)���&$����)(��� R�R�����#�#����	�#� (�0�&!�.� 
 P�%�� 14 "� ���	/#��R�R�����#�#����	�#���m���	�&��#����R	�#��� ($&�������   
�#����	��	C��������#����	�# 40 ���	���B��� (�	����	�0��	����	) ����	#
#�&�	��	C� R &��(
	
��������	������$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol %�$0�����	D/#��R�R�����#�#�-          
���	�#� ( 48.22 ���	���B��� ���$#� 9 ���$R�� �����C��$0���������	��	C�����0����	�����#����	�#��
��	#
#�&�	��	C���� (�%�&� 44.90 ���	���B��� (P�%�� 12) 
 P�%�� 15 "� ���	/#��R�R�����#�#����	�#���m���	�&��#����R	�#�����	
��������	
������$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol  ($&��������#����	��	C��������#����	�#��	
)$0��
�	
�$���	�	��	C� 70 ���	���B��� (�	����	�0��	����	) %�$0�����	D/#��R�R�����#�#����	�#
� ( 51.11 ���	���B���  

P�%�� 16 "� ���	/#��R�R�����#�#����	�#��	
��������$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-
butanol R &��(��������	��	C�������	�����#����	�#��	
)$0���	
�$���	�	���� 0, 40 "#
 70 
���	���B��� (�	����	�0��	����	) %�$0��	���-R�R�����#�#����	�#��� (��� 45.63, 48.22 "#
 51.11 
���	���B��� ���#�� �� R &��	
������(��������	��	C�������	�����#����	�#��	
)$0���	
�$���	
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�	��	C�������� *
��� �m���	�&��#����R	�#���� (�	B$�$0� "#
� (�	���-R�R�����#�#����	�#���C�
�$0� ������	�����#����	�#����	#
#�&�	��	C�*
��+���	# �	���-�.������������	��	C� ���)(
	
������	D��� �m���	�&��#����R	�#���� ( ��$0� R &��������#����	��	C�����0�����#����	�#
����	#
#�&�	��	C�*
���)(�m���	�&���� !�.���0���C	-� "#
�m���	�&�*
)&' ���	���-� ����#-
�#����	�#&�����C��&C0 ���*����.��	�����#����	�##����	
�$���	�	�� ���)(�#����	�#���&C0��
��$!����������	��	C�����	D��)�(�����+� Precursor �%����0$&�)���&$����)(��	
������	D
��� �m���	�&��#����R	�#���� (�	B$!�.� ������	���-�#����	�#����	#
#�&�	��	C��%���!�.� ���)(
�	���-R�R�����#�#����	�#�%���!�.������ ($& �&0���	�B�����	�%����� �0$��#����	�#��
��	#
#�&�	��	C����)(�$������	D����	#
#�&!����#*����# #� �����$���!(�!(�!���#�-   
���	�#�C��' ����(� (��� 70 ���	���B���  ����.�����	 #���0���*���#�����������#����	��	C���
����	�����#����	�# 70 ���	���B��� #�������	#
#�&�	��	C�  
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P�%�� 11      �m���	�&��#����R	�#���R &��(��������#����	��	C� ($&��#*���� R &�� TAG ��� 
Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� Diacylglycerol "#
 MAG ��� 
Monoacylglycerol ���P�$
����(�� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 8:1 �����.����
�#����	�# 10 ���	���B��� (�.��)����0��.��)���) ��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0�
��##�#��	) �!&0��� 500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 24 
���$R�� 

Figure11.  Glycerolysis of palm oil by immobilized lipase with alginate; TAG: Triacylglycerol, 
FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: Monoacylglycerol. The 
reaction contained 10 % (w/w) of water content in glycerol and mole ratio of glycerol 
to palm oil at 8:1. The amount of immobilized lipase was 50 beads (8.11 U/ml). The 
reaction was carried out at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) for 24 h. 
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P�%�� 12  �m���	�&��#����R	�#���R &��(��������#����	��	C� ($&��#*������	
����������$��
#
#�& 2-methyl-2-butanol R &�� TAG ��� Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, 
DAG ��� Diacylglycerol "#
 MAG ��� Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#����
��$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 30 ���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 
8:1 �����.�����#����	�# 10 ���	���B��� (�.��)����0��.��)���) ��������	��	C� 50 beads 
(8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) 
��+��$#� 9 ���$R�� 

Figure12. Glycerolysis of palm oil by immobilized lipase with alginate; TAG: Triacylglycerol, 
FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: Monoacylglycerol. The reaction 
contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol, 10 % (w/w) of the water content in 
glycerol and mole ratio of glycerol to palm oil at 8:1. The amount of immobilized lipase 
was 50 beads (8.11 U/ml). The reaction was carried out at 500 rpm and room 
temperature (29-32 OC) for 9 h. 
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P�%�� 13  /#!�� 2-methyl-2-butanol �0��m���	�&��#����R	�#��� ($&��������#����	��	C� R &�� 

TAG ��� Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� Diacylglycerol "#
 MAG 
��� Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 30 
���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 8:1 �����.�����#����	�# 10 
���	���B��� (�.��)����0��.��)���) ��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 
500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) 

Figure13. Effect of 2-methyl-2-butanol on glycerolysis reaction by immobilized lipase; TAG: 
Triacylglycerol, FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: 
Monoacylglycerol. The reaction contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol, 10 
% (w/w) of water content in glycerol and mole ratio of glycerol to palm oil at 8:1. The 
amount of immobilized lipase was 50 beads (8.11 U/ml). The reaction was carried out 
at 500 rpm and room temperature (29-32 OC). 
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P�%�� 14  �m���	�&��#����R	�#���R &��(��������#����	��	C� ($&��#*����������	�����#�-        

���	�# 40 ���	���B��� (�	����	�0��	����	) ����	#
#�&�	��	C� R &�� TAG ��� 
Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� Diacylglycerol "#
 MAG ��� 
Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 30 
���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 8:1 �����.�����#����	�# 10 
���	���B��� ��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 500 	���0���� ��
�'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 9 ���$R�� 

Figure 14. Glycerolysis of palm oil by immobilized lipase with 40 % added glycerol (v/v); TAG: 
Triacylglycerol, FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: Monoacylglycerol. 
The reaction contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol, 10 % of water content in 
glycerol and mole ratio of glycerol to palm oil at 8:1. The amount of immobilized lipase 
was 50 beads (8.11 U/ml). The reaction was carried out at 500 rpm and room 
temperature (29-32 OC) for 9 h. 
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P�%�� 15  �m���	�&��#����R	�#���R &��(��������#����	��	C� ($&��#*����������	�����#�-        

���	�# 70 ���	���B��� (�	����	�0��	����	) ����	#
#�&�	��	C� R &�� TAG ��� 
Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� Diacylglycerol "#
 MAG ��� 
Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 30 
���	���B��� �� �0$�R�# �#����	�#�0��.�������#�� 8:1 �����.�����#����	�# 10 
���	���B��� ��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 500 	���0���� ��
�'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 9 ���$R�� 

Figure 15. Glycerolysis of palm oil by immobilized lipase with 70 % added glycerol (v/v); TAG: 
Triacylglycerol, FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: Monoacylglycerol. 
The reaction contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol, 10 % of water content in 
glycerol and mole ratio of glycerol to palm oil at 8:1. The amount of immobilized lipase 
was 50 beads (8.11 U/ml). The reaction was carried out at 500 rpm and room temperature 
(29-32 OC) for 9 h. 
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P�%�� 16  /#!����	�����#����	�#���	
�$���	�	��	C���������#����0��m���	�&��#����R	�#���
 ($&��������#����	��	C� R &�� TAG ��� Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, 
DAG ��� Diacylglycerol "#
 MAG ��� Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#����
��$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 30 ���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 
8:1 �����.�����#����	�# 10 ���	���B��� ��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) 
�!&0��� 500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 9 ���$R�� 

Figure 16. Effect of glycerol concentration in alginate gel beads on glycerolysis reaction; TAG: 
Triacylglycerol, FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: Monoacylglycerol.  
The reaction contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol, 10 % of the water content in 
glycerol and mole ratio of glycerol to palm oil at 8:1. The amount of immobilized lipase 
was 50 beads (8.11 U/ml). The reaction was carried out at 500 rpm and room temperature 
(29-32 OC) for 9 h. Bars represent the standard deviation from three determinations. 
Different letters within the same product indicate significant differences (p < 0.05) 
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 2.3 	
��S$���!"��!��#��� ��G#�$�%"����'�  

 ����	�����������#����	��	C�����(��#*������+���$%&'�����(���m���	�&� *
%�$0�����		��$
!��������������������*��!�� 	C%	'�!����#*������.�&����!�� �)�0  ����.�*��*����+��(��)'(�/�$
 (�����!����������	��	C��%����E�������0�)(��������#���	��$����� R &��	��)'(��(����#��=-

������	D&� ���
� ( ������#*���� "#
��!�� 	C%	'����#B��$0�!�� 	C%	'�!����#*���� ����%�$0���#�-
������'-������ ���#0�$ *���#�����(��#�������	
�$���	)'(� R &*
l��=�/#!����������	��	C���
����	)'(�"#
��0)'(�����(���m���	�&��#����R	�#��� "#
���������� ���#0�$����(�.���%��� ���
�	
��O�P�%!����	)'(� R & C*��/#/#��R�R�����#�#����	�#!��"�0#
�m���	�&� ���*����.
&��l��=��0���*�		���	&0�&�#�&�.��0��"#
)#�����m���	�&���(�.�� �%�����	�&���&�/#!����	)'(�
��������#����	��	C���#����R & #��)'(����$#� 6 "#
 12 ���$R�� 
 P�%�� 17 "� ���	/#��R�R�����#�#����	�#���m���	�&��#����R	�#�����	
��������	
������$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol  ($&��������#����	��	C��������#����	�#��	
)$0��
�	
�$���	�	��	C� 70 ���	���B��� (�	����	�0��	����	) "#
)'(� ($&��#������+�	
&
�$#� 6 
���$R�� %�$0�����	D/#��R�R�����#�#����	�#� ( 52.56 ���	���B��� "#
%�$0��	���-��	����#-
�#����	�#�)#���%�&� 0.46 ���	���B��� ��������m���	�&� 6 ���$R�� 
 P�%�� 18 "� ���	/#��R�R�����#�#����	�#���m���	�&��#����R	�#�����	
��������	
������$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol  ($&��������#����	��	C��������#����	�#��	
)$0��
�	
�$���	�	��	C� 70 ���	���B��� (�	����	�0��	����	) "#
)'(� ($&��#������+�	
&
�$#� 12 
���$R�� %�$0�����	D/#��R�R�����#�#����	�#� ( 55.16 ���	���B��� "#
%�$0��	���-��	��-
��#�#����	�#�)#�� 1.35 ���	���B��� ��������m���	�&� 6 ���$R�� 

P�%�� 19 "� �/#!���m���	�&��#����R	�#���R &��(��������#����	��	C�������	)'(�
 ($&��#���� %�$0���	��(��������#����	��	C���)'(� ($&��#��������	D/#��R�R�����#�#����	�#
� ( ��$0� ��	��(��������#����	��	C�����0� ()'(� ($&��#���� ������*����#��������	D���)(!�� 	C
%	'�P�&���!����$��������	��	C���!�� �#B�#� ����	���m���	�&��#����R	�#���R &�������     
�#����	��	C���)'(� ($&��#������+��$#� 12 ���$R�� %�$0�� (/#/#��!��R�R�����#�#����	�#�C��' ��� 
55.16 ���	���B���  ����.�*���� �#�����������#����	��	C�������	)'(� ($&��#������+��$#� 12 ���$R�� 
������	l��=��P�$
���)��
������	/#��R�R�����#�#����	�#�0��� 
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P�%�� 17  �m���	�&��#����R	�#���R &��(��������	��	C���)'(� ($&��#������+��$#� 6 ���$R�� R &�� 

TAG ��� Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� Diacylglycerol "#
 MAG 
��� Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 30 
���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 8:1 �����.�����#����	�# 10 
���	���B��� ��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 500 	���0���� ��
�'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 17. Glycerolysis of palm oil by 6 h silicate coated beads; TAG: Triacylglycerol, FFA: Free fatty 
acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: Monoacylglycerol. The reaction contained 30 % of 
palm oil in 2-methyl-2-butanol, 10 % of water content in glycerol and mole ratio of glycerol 
to palm oil at 8:1. The amount of immobilized lipase was 50 beads (8.11 U/ml). The 
reaction was carried out at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) for 6 h. 



 62 

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 5 6
Time (h)

C
o
m

p
o
si

ti
o
n

 (
%

)

TAG FFA

DAG MAG

 
 
P�%�� 18   �m���	�&��#����R	�#���R &��(��������	��	C���)'(� ($&��#������+��$#� 12 ���$R�� R &

�� TAG ��� Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� Diacylglycerol "#
 
MAG ��� Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-
butanol 30 ���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 8:1 �����.�����#����	�# 
10 ���	���B��� ��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 500 	���0���� ��
�'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 18. Glycerolysis of palm oil by silicate 12 h coated beads; TAG: Triacylglycerol, FFA: Free 
fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: Monoacylglycerol. The reaction contained 30 
% of palm oil in 2-methyl-2-butanol, 10 % of water content in glycerol and mole ratio of 
glycerol to palm oil at 8:1. The amount of immobilized lipase was 50 beads (8.11 U/ml). 
The reaction was carried out at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) for 6 h. 
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P�%�� 19   /#!����	)'(���������#����	��	C� ($&��#�����0��m���	�&��#����R	�#��� R &�� TAG 

��� Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� Diacylglycerol "#
 MAG ��� 
Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 30 
���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 8:1 �����.�����#����	�# 10 
���	���B��� ��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 500 	���0���� ��
�'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 19. Effect of silicate coated alginate gel beads on glycerolysis reaction; TAG: Triacylglycerol, 
FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: Monoacylglycerol. The reaction 
contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol, 10 % of water content in glycerol and 
mole ratio of glycerol to palm oil at 8:1. The amount of immobilized lipase was 50 beads 
(8.11 U/ml). The reaction was carried out at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) for 
6 h. Bars represent the standard deviation from three determinations. Different letters within 
the same product indicate significant differences (p < 0.05) 
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����	 ����$������$!����������	��	C���R &�����������	��	C������m���	�&��#����-
R	�#��� 6 ���$R�� ��B���$�&0��"#($�����$���	�
)�)��	���-R�R�����#�#����	�# )#��*����.��' 
�m���	�&�"#($#(�� ($&��	#
#�& Tris-HCl buffer 0.5 R�#�	� %���� 7.0 �	����	 2 ��##�#��	 2 �	�.� "&�
��������	��	C� ($&��	�����	���'�����l "#($��������m���	�&��#����R	�#�����	
��� �&$�����
�#0�$��!(���(� ���.����+�*���$� 4 �	�.� �%�����	�&���&��$������$  

P�%�� 20 "� ���	��� �m���	�&��#����R	�#���!����������	��	C�����0� ()'(�R &P�%�� 
20 a, b, c "#
 d ��+��m���	�&��#����R	�#���!�� Run 1, Run 2, Run 3 "#
 Run 4 ���#�� �� %�$0�
��	��� �m���	�&��#����R	�#���!�� Run 1 R &��(��������	��	C� ($&��#*��������	D/#��R�R���
��#�#����	�#� (�C��' �������	�&���&�����.� 4 Run  ��� 45.2 ���	���B��� �0$��� Run 2, Run 3 
"#
 Run 4 ����	D/#��R�R�����#�#����	�#� ( 37.4, 27.7 "#
 19.3 ���	���B��� ���#�� �� �.���.
������*���� Run 1 ��������	��	C����������(&�����0���*�		���	&0�&�#�&���C��&C0*�����)(
��� �m���	�&�� ( ����'  "�0����������������#������(�.������������ ��	�C����&��*�		���	&0�&
�#�&������0$� *�����)(���	���	��� �m���	�&��� Run )#��Q��� !�.�� (�(�&#�R &*
 C� (*����	
&0�&�#�&��	����#�#����	�#�� Run �� 2, 3 "#
 4 %�$0���0����	D&0�&�#�&� ()� P�&��
���$R���� 6 R &&��%��	���-!����	����#�#����	�#�)#���&C0 4.05, 13.4 "#
 16.93 ���	���B��� 
���#�� �� ���*����.&��%�$0��	���-� ����#�#����	�#�%���!�.�����������������	��	C��#������(�.��
�� Run �0��Q ��� Run 1, 2, 3 "#
 4 *
� ( 16.9, 24.4, 33 "#
 34.6 ���	���B��� ���#�� �� "#

�	���-!���	 �!������	
��� (���m���	�&�!�� Run 1, 2, 3 "#
 4  ��� 37.1, 34.2, 25.9 "#
 28.2 
���	���B��� ���#�� �� ����*
�)B�$0����	���-�	 �!������	
# #�������*����� ��	&0�&�#�&��	��-
��#�#����	�#"#
� ����#�#����	�## �(�&#� 
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c) Run 3     d) Run 4 

P�%�� 20   �m���	�&��#����R	�#���!����������	��	C�����0� ()'(�������#������(�.��R &�� TAG ��� 
Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� Diacylglycerol "#
 MAG ��� 
Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 30 
���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 8:1 �����.�����#����	�# 10 
���	���B��� ��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 500 	���0���� ��
�'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 20. Reusability of immobilized lipase without silicate coating in glycerolysis reaction; TAG: 
Triacylglycerol, FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: Monoacylglycerol. 
The reaction contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol, 10 % of water content in 
glycerol and mole ratio of glycerol to palm oil at 8:1. The amount of immobilized lipase was 
50 beads (8.11 U/ml). The reaction was carried out at 500 rpm and room temperature 
(29-32 OC) for 6 h. 
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P�%�� 21 "� ���	��� �m���	�&��#����R	�#���!���������������	)'(� ($&��#������+�
�$#� 12 ���$R�� R &P�%�� 21 a, b, c "#
 d ��+���	��� �m���	�&��#����R	�#���!�� Run 1, Run 2, 
Run 3 "#
 Run 4 ���#�� �� %�$0��m���	�&��#����R	�#���*
��� !�.���"��� �&$������������
��0� (����	)'(�R &�� Run �� 1 ��������	��	C�������	)'(� ($&��#��������	D/#��R�R���-     
��#�#����	�#� (�C��' �������	�&���&�����.� 4 Run (P�%�� 4) ��� 46.2 ���	���B��� �0$��� Run 2, 
Run 3 "#
 Run 4 ����	D/#��R�R�����#�#����	�#� ( 43.9, 29.9 "#
 27.1 ���	���B��� ���#�� �� 
�����C��$0���������	��	C�����0� ()'(� ($&��#���� ��	&0�&�#�&��	����#�#����	�# �� Run �� 2, 3 
"#
 4 !����������	��	C���0����	D&0�&)� P�&�����$R���� 6 R &�������.��' �m���	�&� (6 ���$R��) 
&��%��	���-!����	����#�#����	�#�)#���&C0 3.63, 16.94 "#
 15 ���	���B��� ���#�� �� �	���-
� ����#�#����	�#*
�%���!�.�����������������	��	C��#������(�.�� ���*
� ( 15.1, 23.6, 31.6 "#
 32 
���	���B��� �� Run 1, 2, 3 "#
 4 ���#�� �� "#
&��%�$0��	���-!�� Free fatty acid ��� (���m���	�&�
!�� Run 1, Run 2, Run 3 "#
 Run 4 # #� ��� 38.5, 28.9, 23.8 "#
 29.8 ���	���B��� ���#�� �� 
������*������������&��*�		���	&0�&�#�&��	����#�#����	�#"#
� ����#�#����	�# 

P�%�� 22 "� ��	���-R�R�����#�#����	�#R &��	��(��������	��	C�������	)'(� ($&
��#���� "#
��0� (����	)'(� ($&��#�������m���	�&��#����R	�#��� %�$0���	/#��R�R�����#�#����	�#
�� Run �� 1 *
�)(�0�����#(���&����	
)$0����������	��	C�����0� ()'(�"#
)'(� R &����	D/#��    
R�R�����#�#����	�#� ( 45.2 "#
 46.2 ���	���B��� ���#�� �� "�0����������������#������(�.���� 
Run �� 2, 3 "#
 4 %�$0���������	��	C�������	)'(� ($&��#��������	D/#��R�R�����#�#����	�#� (
�C��$0������������0� (/0����	)'(� ($&��#���� "#
*����	���� 15 "� ���	����$-��	/#��R�R�-
����#�#����	�#��"�� Relative yield (%) %�$0���������m���	�&��.���� 4 ��������	��	C�������	)'(�
 ($&��#����&�����0� Relative yield (%) �C��$0� 50 ���	���B��� ��� 58.7 ���	���B��� �0$����������
��0� (/0����	)'(� ($&��#�������0� Relative yield (%) �����$0� 50 ���	���B��� ��� 42.7 ���	���B���  
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c) Run 3     d) Run 4 

	C���   21  �m���	�&��#����R	�#���R &��(��������	��	C�)'(� ($&��#����"#
����#������(�.��R &�� 
TAG ��� Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� Diacylglycerol "#
 MAG ��� 
Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 30 
���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 8:1 �����.�����#����	�# 10 ���	���B��� 
��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 500 	���0���� ���'-)PC��)(�� 
(29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 21. Reusability of immobilized lipase with silicate coated by in glycerolysis reaction; TAG: 
Triacylglycerol, FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: Monoacylglycerol. 
The reaction contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol, 10 % of water content in 
glycerol and mole ratio of glycerol to palm oil at 8:1. The amount of immobilized lipase 
was 50 beads (8.11 U/ml). The reaction was carried out at 500 rpm and room temperature 
(29-32 OC) for 6 h. 
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P�%�� 22  /#!���	���-R�R�����#�#����	�#R &��(��������	��	C�������	)'(�"#
��0)'(� ($&��-

#�������m���	�&��#����R	�#��� 4 �.�� ���P�$
����(�.�������#������$��#
#�& 2-methyl-
2-butanol 30 ���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 8:1 �����.�����#����	�# 
10 ���	���B��� ��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 500 	���0���� ��
�'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 22.Effect of silicate coated and non coated beads on monoacylglycerol production. The 
reaction contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol was, 10 % of water content 
in glycerol and mole ratio of glycerol to palm oil at 8:1. The amount of immobilized 
lipase was 50 beads (8.11 U/ml). The reaction was carried out at 500 rpm and room 
temperature (29-32 OC) for 6 h. Bars represent the standard deviation from three 
determinations. Different letters within the same product indicate significant differences (p 
< 0.05) 
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��	���� 15    /#!���	���-R�R�����#�#����	�#"#
 Relative yield (%) !����������	��	C���
�m���	�&��#����R	�#��� 4 �.�� 

Table 15.      Effects of repeated use of immobilized lipase on monoacylglycerol yield and relative yield 
(%) in glycerolysis reaction. 

Monoacylglycerol (%) 
 

Run 1 Run 2 Run 3 Run 4 

Alginate bead  
Yield (% ) 45.2 37.4 27.7 19.3 
Relative yield (%) 100 82.7 61.3 42.7 
Silicate-coated alginate bead  
Yield (% ) 46.2 43.9 29.9 27.1 
Relative yield (%) 100 95.2 64.8 58.7 
  

�������	�&���&����	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(�!����������	��	C�������	)'(� 
"#
��0� ()'(� ($&��#�������m���	�&��#����R	�#���  ��"� �����	���� 16 %�$0��� Run �� 1, 2 
"#
 3 ���	���	/#��R�R�����#�#����	�#!����������	��	C�������	)'(�"#
��0� ()'(� ($&��#����*

�)(���	�����#(���&���� R &���m���	�&��#����R	�#�������(��������	��	C�����0� (����	)'(�*
� (
���	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(���� 0.26, 0.21, 0.13 "#
 0.09 ��##�R�#�0����$R�� 
���#�� �� "#
���	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(�!����������	��	C���)'(�!�� Run �� 1, 2, 
3 "#
 4 ��� 0.26, 0.22, 0.13 "#
 0.12 ��##�R�#�0����$R�� ���#�� �� ���������$-�������	C�"��
Relative initial rate (%) %�$0��� Run �� 4 ��������	��	C�����0� ()'(�*
�)( Relative initial rate 
(%) �����%�&� 33.3 ���	���B��� �0$����m���	�&�����(��������	��	C���)'(�*
�)( Relative initial rate 
(%) !�� Run �� 4 ���C��$0���� 44.7 ���	���B��� �.���.������*����	)'(� ($&��#����*
���)(�������
�	��	C����$������$�C�!�.�  

�������.��' �m���	�&��� Run �� 4 �����������	��	C���)'(�"#
��0)'(���$� �0���*�		���	&0�&
�#�&"#
��	�&���&��0���*�		��0�����m���	�&��� Run �� 1 "#
)#�����m���	�&��� Run �� 4  ��
"� �����	���� 17 %�$0���������	��	C���)'(� ($&��#��������	D��*
	��=��0���*�		���	&0�&�#�&
� (�C��$0���������	��	C�����0� ()'(� ($&��#���� ���)#��*����.��' �m���	�&��#����R	�#����� Run 
�� 4 ��������	��	C�������	)'(� ($&��#����&��������*�		���	&0�&�#�&�&C0 7.65 &C����0���##�#��	 
"#
������� ��+� Relative activity (%) &�����0��&C0D�� 66.6 ���	���B��� �0$���������	��	C�����0� (��
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��	)'(� ($&��#�����)#���0���*�		���	&0�&�#�&�&C0 4.88 &C����0���##�#��	 "#
������� ��+� Relative 
activity (%) *
�0��&C0�%�&� 34.3 ���	���B��� *��/#��	 #���	'�� ($0���	)'(���������	��	C� ($& 
��#��������	D����*�		�!����������	��	C�� (���"#
����$0� 

 
��	���� 16 ���	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(�!����������#����	��	C� 
Table    16. Initial rate of MAG production of immobilized lipase. 

Initial rate [mmol/h] 
 

Run 1 Run 2 Run 3 Run 4 

Alginate bead  
Initial rate [mmol/h] 0.26 0.21 0.13 0.09 
Relative initial rate (%) 100 81.1 50.3 33.3 
Silicate-coated alginate bead  
Initial rate [mmol/h] 0.26 0.22 0.13 0.12 
Relative initial rate (%) 100 84.0 50.6 44.7 
 
��	���� 17    �0���*�		���	&0�&�#�&!����������	��	C��0�����m���	�&�"#
)#�����m���	�&��#�-

���R	�#��� 
Table     17.   Comparison of immobilized lipase activity before and after glycerolysis reaction 4 times. 

Activity (U/ml)  

Before After 

Alginate bead   
Activity (U/ml) 14.3 4.88 
Relative activity (%) 100 34.3 
Silicate-coated alginate bead   
Activity (U/ml) 11.5 7.65 
Relative activity (%) 100 66.6 
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3. ��
��������
�����	
�����N�N��"��	���"���$�%#R�	���%
	���"N�!�"�� 
3.1 ��(�	
�����#���
��YZ
��	���"�� 
*������	��	�	0��m���	�&�&0�&�#�&�!���!����������#��� (P�%�� 9 (1)) *
�)B�� ($0� 

�.�����,**�&�������&0��)�����0���	��#��&�"�#��� '#!���m���	�&� R &�}%�
�&0��&���D(����.����+�
�� �0$����(�&*
���)(�� '#&�!���m���	�&���� !�.�"��&(���#�� ��	&0�&�#�&*
��� !�.�����
"�0*
��� ��	�����	�
)������	�"� Hass "#
�-
 (1994) �(��R & Bornscheuer (1995) %�$0�
��������#���"�0#
")#0��(����	�	���-�.�����)��
���0���	&0�&�#�&����$��#
#�&"�0#

��� �����	��0$�����0"���0����� "#
)���� �0$�!���.����0�)��
��	
&
�$#�����(����	&0�&
�#�&*
�%���!�.� 
 *����	l��=�/#!����	�����	���-�.����.�"�0 0-10 ���	���B��� ���#����	�#����	/#��  
R�R�����#�#����	�#  ��"� ���P�%�� 23 %�$0��.���������!(�����	
����0��/#�0���	/#��      
R�R�����#�#����	�#"#
���	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	� ���(� ��� ���*����$%&'���
�'-��������+�%�#����	�"������.�� (Hydrophilic) ���)(��������	��	C����.����+������	
���
"#
����	 �������m���	�&�����	D��*
��(�.�������&C0P�&����$!����������	��	C�� (�&0���%�&�%� 
 ����.�����	�����.���%����!(��� 4-10 ���	���B��� ���#����	�#*����0��/#�0���	/#��R�R�����#�#�-
���	�# R &�' ��	 #������0�����.��#����#����	�#*
�)(/#/#��R�R�����#�#����	�#�C��' 
��� 47.2 ���	���B��� "#
�)(���	���	��� �m���	�&��	����(��� 0.26 ��##�R�#�0����$R�� R &��	�����.��
���m���	�&�*
�0�/#�)(��� �m���	�&���	&0�&�#�&��	����#�#����	�#����$0���	��� �m���	�&�     
�#����R	�#��� "#
���)(��� �	 �!������	
!�.���"���	��� R�R�����#�#����	�# ����
�� �#(�������	 #��!�� Chang "#
 Rhee (1991) "#
 McNeill "#
�-
 (1991) ��%�$0��	���-
�.�����m���	�&��#����R	�#���!���.������
�����0�$	���� 8 ���	���B��� D(��	���-�.������B*
��� 
�	 �!������	
���!�.� ($& Kaewthong "#
�-
 (2004) %�$0� ���	���-�.�� 4 ���	���B���!��    
�#����	�#�)(��	/#������ "#
���	���-�.�� 6-12 ���	���B���!���#����	�# �)(��	/#��R�R��#�-  
���	�#��0"���0��������D��� R &���	���-�.�� 10 ���	���B��� !���#����	�#�)(��	/#��R�R���-
��#�#����	�#�C��' ��� 32.30 ���	���B��� 

/#!���	���-�.�����)��
������	/#��R�R�����#�#����	�# ($&�m���	�&��#����R	�#���
R &��(��������	��	C� %�$0����m���	�&���0*����+��(�������.���!(�����	
�� R &�P�$
����(��� 
�� �0$�R &R�#!���#����	�#�0��.�������#�� 8:1 �	���-��������#����	��	C� 50 beads �$��
�!(�!(�!���.�������#�� 30 ���	���B��� ����$��#
#�& 2-methyl-2-butanol �!&0��� 500 	���0���� 
���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+�	
&
�$#� 6 ���$R�� /#��	 #�� ��"� ���P�%�� 24
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%�$0�����	D/#��R�R�����#�#����	�#� ( 47.27 ���	���B��� "#
%�$0��	���-��	����#�#����	�#��
�~��	�&�# #��)#�� 2.23 ���	���B��� ������$#�/0���� 6 ���$R�� 
 
 

 

P�%�� 23   /#!����	�����.������	/#��R�R�����#�#����	�# (    ) "#
���	���	/#��R�R�����#-
�#����	�#�	����(� (       )  ($&��������#����	��	C� R &��(�.�������#������$��#
#�& 
2-methyl-2-butanol 30 ���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 8:1 R &�����.��
���#����	�# 0-10 ���	���B��� ��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 500 
	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 23. Effect of water addition on MAG production (   ) and initial rate (     ). The reaction 
contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol with various amounts of water 
content in glycerol and mole ratio of glycerol to palm oil at 8:1. The amount of 
immobilized lipase was 50 beads (8.11 U/ml). The reaction was carried out at 500 rpm 
and room temperature (29-32 OC) for 6 h. Bars represent the standard deviation from three 
determinations. Different letters within the same product indicate significant differences (p 
< 0.05) 
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P�%��    24   �m���	�&��#����R	�#���R &��(��������	��	C����P�$
������	�����.����	
�����)��
�� 

R &�� TAG ��� Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� Diacylglycerol 
"#
 MAG ��� Monoacylglycerol R &��(�.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-
butanol 30 ���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 8:1 ��0����	�����.����
�#����	�# ��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 500 	���0���� ��
�'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 24.   Time course of Glycerolysis by immobilized lipase not using water in glycerol; TAG: 
Triacylglycerol, FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: 
Monoacylglycerol. The reaction contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol, 
without water addition in glycerol and mole ratio of glycerol to palm oil at 8:1. The 
amount of immobilized lipase was 50 beads (8.11 U/ml). The reaction was carried out 
at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) for 6 h. 
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3.2 ��(��&��[��	���"���[�YZ
�&�#
��� 

*����	l��=�/#!���� �0$�R &R�#!���#����	�#�0��.�������#�� ����	/#��R�R���-   
��#�#����	�#�������� �0$�R &R�#!���#����	�#�0��.�������#�� 4:1 D�� 12:1  ��"� ���P�%�� 25 
%�$0�������� �0$�!���#����	�#�0��.�������#���%���!�.� *
���)(��	/#��R�R�����#�#����	�#
�%���!�.� ($& "�0������%����� �0$�!���#����	�#�0��.�������#��D�� 10:1 �	���-R�R�����#�#����	�#*

�	������� "#
��0"���0��������D�������	���-R�R�����#�#����	�#���� �0$�!���#����	�#
�0��.�������#���� 12:1 R &�������(�� �0$�!���#����	�#�0��.�������#��R�#������ 10:1 *
�)(
��	/#��R�R�����#�#����	�#�0���� 53.5 ���	���B���  

�����l��=����	���	/#��R�R�����#�#����	�#���� �0$�!���#����	�#�0��.�������#���0��Q 
 ��"� ���P�%�� 25 %�$0��� �0$�!���#����	�#�0��.�������#�����%���!�.�*
���)(���	���	/#��       
R�R�����#�#����	�#�%���!�.� ($& "�0������%����� �0$�!���#����	�#�0��.�������#������$0� 10:1 %�$0�
���	���	/#��R�R�����#�#����	�## #� R &�� �0$�!���#����	�#�0��.�������#���� 10:1 *
�)(
���	���	/#��R�R�����#�#����	�#�C��' ��� 0.31 ��##�R�#�0����$R��  ����.�*���#�����(�� �0$�       
�#����	�#�0��.�������#�� �0���� 10:1 ����	/#��R�R�����#�#����	�#�0��� 

Kwon "#
�-
 (1995) �����������#���*�� Mucor miehei, Pseudomonas fluorescens 
"#
 Rhizopus delemar ���	������#����*#��/#��R�R�)	��� ����#�#����	�#�������� ����(
�� �0$�!����#��������#����	�#�0���� 5:10 ����	D/#���.�R�R�)	��� ����#�#����	�# 60 
���	���B��� 

McNeill "#
 Yamane (1991) %�$0��� �0$�R�#���)��
������	/#��R�R�����#�#�-     
���	�#!���#����	�#����!���$�$��� 5:1 ���'-)PC�� 42 ��l���#���&� ��+��$#� 96 ���$R�� R &��(
��������#���*�� Pseudomonas fluorescens "#
 Chomobacterium viscosum ���������� ( ����' 
"#
����	D/#��R�R�����#�#����	�#� ( 70 ���	���B��� 

Tuter "#
�-
 (1999) l��=��m���	�&��#����R	�#���!���.�������#��"#
�.�������#B 
��#�� R &��(�� �0$�!���.�������#���0��#����	�#�0���� 1:2 ���'-)PC�� 40 ��l���#���&� ��(
��������#���*�� Rhizopus delemar �)(/#/#��R�R�����#�#����	�# 66 "#
 64 ���	���B��� *��
�.�������#��"#
�.�������#B ��#�����#�� �� 

R�P� %	)� $� (2543) l��=��m���	�&��#����R	�#���!���.�������#��R &��(�� �0$�!��
�.�������#���0��#����	�#�0���� 1:3.7 ���'-)PC�� 30 ��l���#���&� "#
��(��������#������ /�
����	�(� LP (Chomobacterium viscosum) ���	��	C� ($&"���C�	# �)(/#/#��R�R�����#�#����	�# 
42.5 ���	���B��� 
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Kaewthong ������ (2004) l��=��m���	�&��#����R	�#���!���.�������#��R &��(�� �0$�

!���.�������#���0��#����	�#�0���� 1:2.7 ���'-)PC�� 45 ��l���#���&� "#
��(��������#���
��� /�����	�(� PS (Pseudomonas sp.) ���	��	C� ($&"���C�	# �)(/#/#��R�R�����#�#����	�# 
56.6 ���	���B��� 

*
�)B�� ($0���	��(������� �.����� ��$%&'� "#
�'-)PC�� ��"���0������B*
�0�/#�)(�� �0$�
R�#	
)$0���.���������#����	�#�0������� ($&  ����.�����	l��=��	�.���.*���#�����(�� �0$��#�-      
���	�#�0��.�������#�� �0���� 10:1 �%�����(����	/#��R�R�����#�#����	�#�0��� 

/#!���� �0$�R &R�#!���#����	�#�0��.�������#�� ���)��
������	/#��R�R�����#- 
�#����	�# ($&�m���	�&��#����R	�#���R &��(��������	��	C� %�$0��� �0$�R &R�#!���#����	�#�0�
�.�������#�����)��
�����' ��� 10:1 R &	
��!���m���	�&��#����R	�#�������(��� �	���-������� 
�#����	��	C� 50 beads �$���!(�!(�!���.�������#�� 30 ���	���B��� ����$��#
#�&���	�&�           
2-methyl-2-butanol �!&0��� 500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 
���$R�� /#��	 #�� ��"� ���P�%��  26 %�$0�����	D/#��R�R�����#�#����	�#� ( 53.5 
���	���B��� "#
 %�$0��	���-��	����#�#����	�#DC�&0�&�#�&)� �����$#� 6 ���$R�� 
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P�%�� 25   /#!���� �0$�R &R�#!���#����	�#�0��.�������#������	/#��R�R�����#�#����	�#  

(     ) "#
���	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(� (       )  ($&��������#����	��	C� 
R &��(���.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 30 ���	���B��� �� �0$�R�#    
�#����	�#�0��.�������#�� 8:1 "#
��������	��	C� 50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0�
�� 500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 25. Effect of mole ratios of glycerol to palm oil on MAG production (     ) and initial rate (      ). 
The reaction contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol with various amounts of mole 
ratio of glycerol to palm. The amount of immobilized lipase was 50 beads (8.11 U/ml). The 
reaction was carried out at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) for 6 h. Bars represent 
the standard deviation from three determinations. Different letters within the same product 
indicate significant differences (p < 0.05) 
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P�%�� 26   �m���	�&��#����R	�#���R &��(��������	��	C����P�$
����(�� �0$�R�#�#����	�#�0�
�.�������#�����)��
�� R &�� TAG ��� Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� 
Diacylglycerol "#
 MAG ��� Monoacylglycerol R &��(�.�������#������$��#
#�& 2-
methyl-2-butanol 30 ���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 10:1 ��������	��	C� 
50 beads (8.11 &C����0���##�#��	) �!&0��� 500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l�
��#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 26. Time course of glycerolysis by immobilized lipase using the optimal mole ratios of glycerol 
to palm oil; TAG: Triacylglycerol, FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: 
Monoacylglycerol. The reaction contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol with mole 
ratio of glycerol to palm oil at 10:1. The amount of immobilized lipase used was 50 beads 
(8.11 U/ml). The reaction was carried out at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) 
for 6 h. 
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3.3 ��(�#���
���!"�� 

*����	l��=�/#!���	���-��������#����	��	C�����	/#��R�R�����#�#����	�# R &
��(�	���-��������#����	��	C���.�"�0 50-200 beads /#��	 #��"� ���P�%�� 27 %�$0������
�	���-!����������#����	��	C��%���!�.� *
���)��	/#��R�R�����#�#����	�## ����#� 
������*������	�%����	���-��������	��	C� *
���)(�	���-�.����	
���%���!�.� ($& �%	�
��$
��������	��	C�*
���.����+������	
����&C0  ����.��m���	�&������ !�.�*����0� (���%�&��m���	�&��#����-
R	�#��� "�0*
���)(��� �m���	�&���R 	�#��� ($& ���)(R�R�����#�#����	�#��� (DC�&0�&�#�& 
"#
���)(�	���-�	 �!������	
�%������!�.�R &�	���-��������	��	C��� 50, 100, 150 "#
 200 
beads � (�	���-�	 �!������	
�� 27.47, 34.61, 43.07 "#
 46.22 ���#�� �� "#
���$���!(�!(�
!����������#����	��	C��� 50 beads�)(��	/#��R�R�����#�#����	�#�C��' ��� 53.5 ���	���B��� 
����*
� (/#�0��*��!�� Kaewthong "#
�-
 (2004) ��l��=�/#!���	���-��������#��� PS �	��
	C��0���	/#��R�R��#����	�# R &��(�	���-��������#��� PS �	��	C���.�"�0 10-60 ���	���B��� 
!���.�������#��R�#���� %�$0�������	���-!����������#��� PS �	��	C� �%���!�.���	/#�� R�R�����#-
�#����	�#�%����C�!�.� ($& "#
���$���!(�!(�!����������#��� PS �	��	C� 50 "#
 60 ���	���B���
!���.�������#��R�#���� %�$0��)(��	/#����0"���0��������D��� R &���$���!(�!(�!��������� 
�#��� PS �	��	C��� 50 ���	���B���!���.�������#��R�#�����)(��	/#��R�R��#����	�# 54.38 
���	���B��� 

*����	l��=����	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(� ���	���-��������#����	��	C�
�0��Q  ��"� ���P�%�� 27 %�$0�������	���-��������#����	��	C��%���!�.�*
���)(���	���	/#��
R�R�����#�#����	�#�%���!�.� ($& "#
���$���!(�!(�!����������#����	��	C� 150 beads %�$0�
�)(���	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(��C��' ��� 0.82 ��##�R�#�0����$R�� "�0������%����	���-
��������#����	��	C��C�!�.���+� 200 beads %�$0����	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(��	���
����  ����.�����	�� �#���*�� C*���	���-��������	��	C����)(/#/#��R�R�����#�#����	�# "#

���	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(� ���)��
�����' ��� �	���-��������	��	C��� 150 beads 
����(����	 #���0��� ������*�����	���-��������	��	C��� 150 beads �)(/#/#��R�R�����#�#�-
���	�# 51.9 ���	���B��� "#
�)(���	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(��C��'  
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P�%�� 27   /#!���	���-��������#����	��	C�����	/#��R�R�����#�#����	�# (    ) "#
���	�
��	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(� (     )  ($&��������#����	��	C� R &��(�.�����
��#������$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 30 ���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0�
�.�������#�� 10:1 "#
l��=��	���-��������	��	C��� 50-200 beads �!&0��� 500 	���0�
��� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 27. Effect of immobilized lipase loading on MAG production (    ) and initial rate (     ). 
The reaction contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol, and mole ratio of 
glycerol to palm oil at 10:1. The amount of immobilized lipase was varied. The reaction 
was carried out at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) for 6 h. Bars represent the 
standard deviation from three determinations. Different letters within the same product 
indicate significant differences (p < 0.05) 
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P�%�� 28 "� �/#!���	���-��������#����	��	C� ���)��
������	/#��R�R�����#- 
�#����	�# ($&�m���	�&��#����R	�#���R &��(��������	��	C� �P�$
����(����	���-��������#���
�	��	C��� 150 beads �� �0$�R &R�#!���#����	�#�0��.�������#���� 10:1 �$���!(�!(�!���.�����
��#�� 30 ���	���B��� ����$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol �!&0��� 500 	���0���� ��
�'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� /#��	 #��%�$0�����	D/#��R�R���-
��#�#����	�#� ( 51.9 ���	���B��� "#
%�$0��	���-��	����#�#����	�#���~��	�&�DC�&0�&�#�&
*�)� P�&���$#� 4 ���$R�� 

Stevenson "#
�-
 (1993) ��(��������#��� lipozyme 200 ��##��	�� ���m���	�&����
�!���$�$ 10 �	�� *
�)(�	���-R�R�����#�#����	�#�C��' �� 47 ���	���B��� ��	��(�	���-�������
������$0���.��0� (���)(�	���-R�R�����#�#����	�#�%���!�.� ���*����. Kamlangdee "#
 Yamane 
(1996) ��(�	���-��������#���*�� Chomobacterium viscosum ���	����"�#���&���	������
�0���� 6,000 &C��� ���m���	�&��#����R	�#���"#
��(�.������
��� 5 �	�� "#
�#����	�# 2.6 �	�� 
����	D/#��R�R�����#�#����	�#� (����$0� 90 ���	���B��� Tuter "#
�-
 (1999) %�$0��	���-
��������#���*�� Rhizopus delemar ���)��
���0��m���	�&��#����R	�#���!���.��������
$��
�0���� 500 &C����0��	���.����� �)(�	���-R�R�����#�#����	�# 53 ���	���B��� R�P� %	)� $� 
(2543) ��(�	���-��������#������ /�����	�(� LP (Chomobacterium viscosum) ���	��	C� ($&
"���C�	# �	���- 15 &C��� ����	D/#��R�R�����#�#����	�#� ( 30.4 ���	���B��� ��	��(�	���-
���������"���0�������"�0#
��	 #�� �.���.��*��+�/#*����� "#
�	���-��������#� *�
������	 "#
�P�$
��	���m���	�&���"���0����� ���)(� (/#/#��!��R�R�����#�#����	�#��
"���0����� ($& 
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P�%�� 28   �m���	�&��#����R	�#���R &��(��������	��	C����P�$
�����	���-��������	��	C���

�)��
�� R &�� TAG ��� Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� 
Diacylglycerol "#
 MAG ��� Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#������$��
#
#�& 2-methyl-2-butanol 30 ���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 10:1 
��������	��	C� 150 beads �!&0��� 500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) 
��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 28. Time course of glycerolysis by immobilized lipase using the optimal immobilized lipase 
loading; TAG: Triacylglycerol, FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: 
Monoacylglycerol. The reaction contained 30 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol, mole 
ratio of glycerol to palm oil at 10:1. The amount of immobilized lipase used was 150 
beads. The reaction was carried out at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) for 6 h. 
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3.5 '�
��($�($�(��YZ
�&�#
��� 

*����	l��=�/#!���$���!(�!(�!���.�������#��R�#���� ����	/#��R�R�����#�#����	�# 
R &����	��#��&��$���!(�!(�!����#��R�#������.�"�0 10-60 ���	���B��� ����$��#
#�&���	�&�  ��
"� ���P�%�� 29 %�$0����$���!(�!(�!���.�������#�������� 10-40 ���	���B��� ����$��#
#�&
���	�&� �)(��	/#��R�R�����#�#����	�#�C�"#
��0"���0��������D��� (p>0.05) *����	l��=����	�
��	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(����$���!(�!(�!����#��R�#�����0��Q %�$0���	# �$���!(�!(�
!���.�������#�� *
���)(���	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(��C�!�.� ($&������+������l��
� �&$���/#/#��R�R�����#�#����	�# R &�$���!(�!(�!���.�������#��R�#���� 10 ���	���B��� �)(��	
/#��R�R�����#�#����	�# 46.67 ���	���B��� ���$#� 6 ���$R�� "#
�)(���	���	/#��R�R�����#�#�-
���	�#�	����(��C��' ��� 1.64 ��##�R�#�0����$R�� �����)(/#�� �#(����� Kaewthong "#
�-
 (2004) 
l��=�/#!���$���!(�!(�!����#��R�#�����0���	/#��R�R�����#�#����	�# R &����	��#��&�
�$���!(�!(�!����#��R�#������.�"�0 5-70 ���	���B�������$��#
#�&���	�&� %�$0�������$���!(�!(�
!���.�������#��# #� *
���)(�)(��	/#��R�R�����#�#����	�#�C�!�.� "#
%�$0����$���!(�!(� 5-
10 ���	���B�������$��#
#�&���	�&� �)(��	/#��R�R��#����	�#�C�"#
��0"���0��������D��� 
R &�)(��	/#��R�R�����#�#����	�# 43.68 ���	���B��� )#��*�����~���	�&� 24 ���$R��  ����.�*����(
�$���!(�!(�!���.�������#��R�#�����0���� 10 ���	���B��� ����$��#
#�&���	�&�  ����.�*���#�����(
�$���!(�!(�!���.�������#��R�#�����0���� 10 ���	���B��� ����$��#
#�&���	�&��%�����(����	/#��
R�R�����#�#����	�#�0���  

P�%�� 30 "� �/#!���$���!(�!(�!���.�������#��R�#�������)��
���� 10 ���	���B��� ��
��$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol �� �0$�R &R�#!���#����	�#�0��.�������#���� 10:1 
�	���-��������#����	��	C� 150 beads �!&0��� 500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l�
��#���&�) ��+�	
&
�$#� 6 ���$R�� /#��	 #��%�$0�����	D/#��R�R�����#�#����	�#� ( 46.67 
���	���B��� "#
%�$0��	���-��	����#�#����	�#���m���	�&�DC�&0�&�#�&*�)�  P�&�� 2 ���$R�� 
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P�%�� 29   /#!���$���!(�!(�!����#��R�#��������	/#��R�R�����#�#����	�# (     ) "#
���	�
��	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(� (       )  ($&��������#����	��	C� R &l��=��$��
�!(�!(��.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 10-60 ���	���B��� �� �0$�R�# 
�#����	�#�0��.�������#�� 10:1 "#
�	���-��������	��	C��� 150 beads �!&0��� 500 	��
�0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 29. Effect of palm olein concentration on MAG production (    ) and initial rate (     ). The 
reaction the concentration of palm oil in 2-methyl-2-butanol was varied using mole 
ratio of glycerol to palm oil at 10:1. The amount of immobilized lipase 150 beads. The 
reaction was carried out at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) for 6 h. Bars represent 
the standard deviation from three determinations. Different letters within the same product 
indicate significant differences (p < 0.05) 
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P�%�� 30   �m���	�&��#����R	�#���R &��(��������	��	C����P�$
�����$���!(�!(�!���.�������#����

�)��
�� R &�� TAG ��� Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� 
Diacylglycerol "#
 MAG ��� Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#������$��#
#�& 
2-methyl-2-butanol 10 ���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 10:1 ��������	��
	C� 150 beads �!&0��� 500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 
���$R�� 

Figure 30. Reaction of glycerolysis by immobilized lipase using the optimal palm olein 
concentration; TAG: Triacylglycerol, FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and 
MAG: Monoacylglycerol. The reaction contained 10 % of palm oil in 2-methyl-2-
butanol, mole ratio of glycerol to palm oil at 10:1. The amount of immobilized lipase 
was 150 beads. The reaction was carried out at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) 
for 6 h. 
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3.6 S���G��������
��� 

*����	l��=�/#!���'-)PC���0���	/#��R�R�����#�#����	�# R &����	��#��&��'-)PC��
��.�"�0 25-45 ��l���#���&�  ��"� ���P�%�� 31 %�$0��'-)PC�����)(/#/#��R�R�����#�#����	�#
�C��' ������'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) "#
%�$0����'-)PC�� 45 ��l���#���&� �)(/#/#��
R�R�����#�#����	�#� (�����$0����'-)PC��)(�� ������*����	
��!���m���	�&��#����R	�#�������(
��������#����	��	C� ($&��#*����*
���.�����	���-�C� "#
���'-)PC�� 45 ��l���#���&� ��+�
�'-)PC�����)��
��!����*�		�!����������#��� PS (Kaewthong, 2004) ���)(��������#��� 
PS ���m���	�&���R 	�#�������$0��m���	�&��#����R	�#��� �0�/#�)(R�R�����#�#����	�#DC�
�������&0�&�0�����+��	 �!������	
 "#
� (R�R�����#�#����	�## #�  ����.��'-)PC����
�)��
���0���	/#��R�R�����#�#����	�# R &��(��������#����	��	C� ($&��#*���������
�'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ���)(�	���-R�R�����#�#����	�# 46.67 ���	���B��� )#��*��
���m���	�&� 2 ���$R��  

*��P�%�� 31 %�$0�������%����'-)PC���C�!�.�*
���)(���	���	/#��R�R�����#�#����	�#
�	����(��%���!�.� ($& "�0������%����'-)PC���C�!�.��$0��'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) *
���)(���	�
��	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(�# #� ������*��/#/#��R�R�����#�#����	�#DC�&0�&�#�&
��+��	 �!������	
 *���0�/#�)(���	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(�# #� R &��
�'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) �)(���	���	/#��R�R�����#�#����	�#�	����(��C��' ��� 1.66 
��##�R�#�0����$R��  ����.�*���#�����(�'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ����	 #���0��� 

McNeill "#
�-
 (1991) %�$0� �'-)PC�����)��
������	��� �m���	�&��#����R	�#��� *

!�.��&C0������ !���!���"#
�.�����*
�&C0	
)$0�� 30-46 ��l���#���&����)	���!���"#
�.�������
O		����� � ("�0 �!���$�$, �.�������#��, ��#������&	�� ����*
�)(/#/#��R�R�����#�#����	�# 65-
90 ���	���B���  
 McNeill "#
�-
 (1990) %�$0� �'-)PC�����)��
������	��� �#����R	�#���!���!���
$�$ ��� 42 ��l���#���&� /#��R�R�����#�#����	�#� ( 70 ���	������R &��(��������#���*�� 
Pseodomonas fluorescens  "#
 Chromobacterium viscosum 
 Thude "#
�-
 (1997) �����	�
)�R�R�����#�#����	�#*����	��� �#����R	�#���!��
�.�����#
)'0�"#
R�R�(������	� ���'-)PC���	����(�!����	��� �#����R	�#��� 25 ��l���#���&� "#

��� ($&�'-)PC���&B��� 7 ��l���#���&� R &��(��������#���*�� Pseudomonas cepacia (PCL) 
"#
 Chromobacterium viscosum (CVL) *
���)(��� R�R�����#�#����	�# 86 "#
 90 ���	���B��� 
���#�� �� 



 86 

 Tuter "#
�-
 (1999) l��=��m���	�&��#����R	�#���!���.�������#�� "#
�.�������#B 
��#�� R &��������#���*�� Rhizopus delemar (�#��� D) %�$0����'-)PC�� 40 ��l���#���&� 
������������� ( ����' "#
����	D/#��R�R�����#�#����	�#� ( 66 "#
 64 ���	���B��� *��
�.�������#��"#
�.�������#B ��#�� ���#�� �� 

P�%�� 32 "� �/#!���'-)PC�����)��
������	/#��R�R�����#�#����	�#���'-)PC��)(�� 
(29-32 ��l���#���&�) �� �0$�R &R�#!���#����	�#�0��.�������#���� 10:1 �$���!(�!(�!��
�.�������#��R�#���� 10 ���	���B��� ����$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol �	���-�������    
�#����	��	C� 150 beads �!&0��� 500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+�
	
&
�$#� 6 ���$R�� /#��	 #��%�$0�����	D/#��R�R�����#�#����	�#� ( 46.67 ���	���B��� 
"#
%�$0��	��-��	����#�#����	�#��DC�&0�&�#�&*�)� P�&���$#� 2 ���$R�� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 87 

 

P�%�� 31   /#!���'-)PC������	/#��R�R�����#�#����	�# (     ) "#
���	���	/#��R�R�����#-
�#����	�#�	����(� (       )  ($&��������#����	��	C� R &��(�$���!(�!(��.�������#����
��$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 10 ���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 
10:1 �	���-��������	��	C��� 150 Beads �!&0��� 500 	���0���� ���'-)PC���0��Q ��+�
�$#� 6 ���$R�� RT; �'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) 

Figure 31. Effect of temperature on MAG production (   ) and initial rate (    ). The reaction 
contained 10 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol and mole ratio of glycerol to palm oil 
at 10:1. The amount of immobilized lipase was 150 beads. The reaction was carried out 
at 500 rpm and various temperature for 6 h. RT; room temperature. Bars represent the 
standard deviation from three determinations. Different letters within the same product 
indicate significant differences (p < 0.05) 
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P�%�� 32   �m���	�&��#����R	�#���R &��(��������	��	C����P�$
�'-)PC���)��
�� R &�� TAG ��� 

Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� Diacylglycerol "#
 MAG ��� 
Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-butanol 10 
���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 10:1 ��������	��	C� 150 beads �!&0��� 
500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure 32. Time course of glycerolysis by immobilized lipase using the optimal temperature; 
TAG: Triacylglycerol, FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: 
Monoacylglycerol. The reaction contained 10 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol, 
mole ratio of glycerol to palm oil at 10:1. The amount of immobilized lipase was 150 
beads. The reaction was carried out at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) for 6 h. 
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4. 	
��Z
��!"��!��#��� ��G#�$�%&������	�&��
�^$���[ 

 P�%�� 33 "� ���	�����������#����	��	C��#������(�)�0R &��(�P�$
���)��
����
��	/#��R�R�����#�#����	�# �����0����	�����.���%����!(�����	
��!���m���	�&��#����R	�#��� 
��(�� �0$�R &R�#!���#����	�#�0��.�������#���� 10:1 �	���-��������#����	��	C� 150 beads 
�$���!(�!(�!���.�������#�� 10 ���	���B��� ����$��#
#�&���	�&� 2-methyl-2-butanol �!&0��� 500 
	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) /#��	 #��%�$0�����	D�����������#���
�	��	C� ($&��#*�����#������(�.��� (D�� 8 �	�.� R &%�*�	-�*��/#/#��!��R�R�����#�#����	�#��
&���)(/#/#���C��$0� 50 ���	���B��� !����	/#���	�.�"	� ����	�����������#����	��	C��#������(
�.�����	�.��� 8 ����	D�)(�	���-R�R�����#�#����	�#�� 22.77 ���	���B��� )	���� ��+� 54.14 
���	���B��� !��/#/#��R�R�����#�#����	�#����	/#���	�.�"	� 
 Mojovic "#
�-
 (1993) %�$0���������#��� LP *�� Rhizopus arrhizus ���	�������#�
�������(���m���	�&������	������	������	���������!���.�������#�� �%���/#��R�R�(������	�����	D
�������(� ( 4 �	�.� "#
�C����&��*�		�������$0� 50 ���	���B��� 
 R�P� %	)� $� (2543) ����	D��(��������#��� LP *�� (Chomobacterium viscosum) 
���	����"���C�	#����(�.�����m���	�&��#����R	�#���� ( 3 �	�.� R &��&���)#����*�		�!���������
�	��	C��&C0 0.18 &C����0���##��	����$%&'� R &/#��R�R�����#�#����	�#� ( 28 ���	���B��� 
 Zorica "#
�-
 (2002) �	����������#���*�� Candida rugosa  ($&��#*���� R &����	D
�����������	��	C��#������(�.�����m���	�&���R 	�#���� (����$0� 3 �	�.� R &��&�����)#����*�		�
��	&0�&�#�&�&C0 83.3 ���	���B��� 
 Keehon "#
�-
 (2005) �	����������#���*�� Candida rugosa  ($&��#*����"#
)'(� ($&
��#���� R &����	D�����������	��	C��#������(�.�����m���	�&���R 	�#���� (����$0� 3 �	�.� R &
��&�����)#����*�		���	&0�&�#�&�&C0 87 ���	���B��� 
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P�%�� 33   ��	�����������	��	C��#������(�.�����P�$
!���m���	�&��#����R	�#������)��
�� 

R &�� TAG ��� Triacylglycerol, FFA ��� Free fatty acid, DAG ��� Diacylglycerol "#
 
MAG ��� Monoacylglycerol ���P�$
����(�.�������#������$��#
#�& 2-methyl-2-
butanol 10 ���	���B��� �� �0$�R�#�#����	�#�0��.�������#�� 10:1 ��������	��	C� 150 
beads �!&0��� 500 	���0���� ���'-)PC��)(�� (29-32 ��l���#���&�) ��+��$#� 6 ���$R�� 

Figure33. Reusability of immobilized lipase in optimum glycerolysis reaction; TAG: Triacylglycerol, 
FFA: Free fatty acid, DAG: Diacylglycerol and MAG: Monoacylglycerol. The reaction 
contained 10 % of palm oil in 2-methyl-2-butanol and mole ratio of glycerol to palm oil 
at 10:1. The amount of immobilized lipase was 150 beads. The reaction was carried out 
at 500 rpm and room temperature (29-32 OC) for 6 h. 
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5. _ 	`
���L�_
��������	��%�($�	&�#R�	���%
	���"N�!�"�� 

�,**�&����(����	%�*�	-�D��/#!����*�		���������0��$���!(�!(�!��������	����0� 
Michaelis-Menten constant (K

m
) ����0� maximum initial rate (V

max
) ����� (��*����	��($�O� double-

reciprocal plot �0� K
m
 "� �D�����%		�P�%�0�������	 (affinity) !����������0�������	 D(�

)���0� K
m
 ����"� �$0�������������%		�P�%�0�������	�C� �0$��0� V

max
 "� �D�����	���	

��� �m���	�&��C��'  �$��"���0���� (����������&P�%)	����� !��������	 "#
�$��
"���0���� (���$��*���%�
!���������"�0#
")#0���/#�)(�0� K

m
 "#
 V

max
 !���m���	�&�"���0��
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P�%��  34 Lineweaver-Burk plot !���	
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Figure 34. Lineweaver-Burk plot of glycerolysis reaction by immobilized lipase. 
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Table   18. Apparent V
max
 and K

m
 values for lipolytic reactions catalysed by immobilized lipase 

V
max
 K

m
 T (oC) pH Source of lipase Support 

Method of 

immobilization 

Solvent or 

continuous phase 
Subsrate Ref. 

0.208-2.52* 0.026-0.15@@@ 25 9.0 Pancreatic SS Cross-linking W TB (Lieberman and Ollis, 1975) 

0.282* 0.896@@@ 25 9.0 Pancreatic PA Covalent W TB (Lieberman and Ollis, 1975) 

n.a. 2.5@@ 45 8.5 Microbial Agarose Covalent W Olive oil (Kilara, 1981) 

n.a. 2.5@@ 45 8.0 Microbial Agarose Covalent W Butter oil (Kilara, 1981) 

0.0434* 2.5@@ 37 8.2 Microbial Agarose Covalent W Olive oil (Kilara et al., 1977) 

0.0306* 6.0@@ 37 7.5 Microbial Agarose Covalent W Butter oil (Kilara et al., 1977) 

0.06476** 141@ 35 7.0 Aspergillus niger PP Adsorption W Butter oil (Malcata et al., 1991) 

n.a. 20@ 35 7.5 Candida cylindracea Agarose Covalent W Olive oil (Tahoun, 1982) 

n.a. 50@ 35 7.5 C.  cylindracea PA Entrapment W Olive oil (Tahoun, 1982) 

41.5*** 0.043@@ 35 6.0 C. rugosa PEG Entrapment IO+10% W Olive oil (Kwon et al., 1987) 

62.5*** 0.043@@ 35 6.0 C. rugosa PEG Entrapment IO+10% W Olive oil (Kwon et al., 1987) 

19.7-23.4*** 1.6-3.9@@ 20-50 n.a. Rhizopus arrhizus Mycelia Cell binding DIPE+0.07% W Olive oil (Bell et al., 1981) 

64.28-81.88*** 9.2-13.2@@ 20-50 n.a. R.arrhizus Mycelia Cell binding DIPE+0.17% W Olive oil (Bell et al., 1981) 

23.24-32.72*** 4.4-6.9@@ 20-50 n.a. R.arrhizus Mycelia Cell binding DIPE+0.37% W Olive oil (Bell et al., 1981) 

220* 63.6@ 50 8.7 R. oryzae Alumina Covalent W TB (Neklyudov et al., 1981) 

160* 2.62@ 50 8.7 R. oryzae Alumina Covalent W TB+PVC (Neklyudov et al., 1981) 

n.a. 0.50@ 35 8.5 Geotrichum candidum CMC Covalent W Olive oil (Kroll et al., 1980) 
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Table   18. (cont.) 

V
max
 K

m
 T (oC) pH Source of lipase Support 

Method of 

immobilization 

Solvent or 

continuous phase 
Subsrate Ref. 

n.a. 0.48@ 35 8.5 G. candidum PABC Covalent W Olive oil (Kroll et al., 1980) 

0.6**** 0.0266@@ 37 7.0 Mucor javanicus DEAEC Ion exchange W Olive oil (Ogiso et al., 1972) 

182*** 140@ 30 n.a. M. miehei Rasin Ion exchange Hexane EB (Welsh et al., 1990) 

58*** 92@ 30 n.a. M. miehei Rasin Ion exchange Hexane BB (Welsh et al., 1990) 

3*** 390@ 30 n.a. M. miehei Rasin Ion exchange Hexane IA (Welsh et al., 1990) 

32*** 420@ 30 n.a. M. miehei Rasin Ion exchange Hexane IB (Welsh et al., 1990) 

430-1470*** 2.6@@ 37 5.5 Psudomonas MBBA Entrapment TMAC SMPOE (Karube et al., 1977) 

 n.a.; not available   BB: butyl butyrate   MBBA: 4-methoxybenzilidene SMPOE: sobitan monolaureate 

 * µmol/(min mg immobilized protein) CMC: carboxymethylcellulose              -4-n-butylaniline   poly(oxyethylene)ether   

 ** µmol/(min cm2
support)  DEAEC: DEAE-cellulose  PA: polyacrylamide  SS: stainless steel     

 *** µmol/(min g support)  DIPE: di-isopropyl ether  PABC: p-aminobenzylcellulose TB: tributyrin   

 ****µmol/(min ml support)  EB: ethyl butyrate   PEG: polyethylene glycon  TMAC: tetramethylammonium 

1@µmol/ml    IA: isopentyl acetate  PP: polypropylene                 chloride, aqueous solution 

1] % w/v    IB: isopentyl butyrate  PPG: polypropylene glycol  W: water 

1]@ % v/v   IO: isooctane   PVA: polyvinyl alcohol 

�����: Malcata ��^�_^ (1992) 
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