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Science 

High performance enzymatic synthesis of oleyl oleate, a liquid wax ester 

was successfully synthesized via enzymatic esterification reaction of oleic 

acid and oley alcohol. lmmobilised Candida antartica lipase B (Novozym 

435) was used as biocatalyst. The study was divided into four parts which 

are the optimisation of reaction synthesis at different scales, the reactor 

study in term of mixing efficiency, the stability of immobilised enzyme and 

the analysis and characterization of the product of the reaction. 

Preliminary synthesis of oleyl oleate was carried out in a small scale 

reaction with a total volume of 3.5 mL using screw-capped vials. 

Optimisation reaction study via conventional method of varying one 

parameter at-a-time approach was carried out. A high percentage 



conversion yield of >90% was achieved at optimum reaction time of 5 

min, reaction temperature of 40-6O0C1 molar ratio of substrates (oleyl 

alcoholloleic acid) of 2:1, amount of enzyme of 0.4 g and organic 

solvents of Log P23.5 at fixed agitation speed of 150 rpm. 

Investigation in larger scale production of oleyl oleate was performed 

using 2 L stirred tank reactor (STR). The reaction was scaled-up to 300X 

with a total volume of 1.05 L. A high percentage conversion of oleyl 

oleate was achieved of >95% by conventional experiment method at 

reaction time of 30 min, agitation speed of 400 rpm, reaction temperature 

of 45-50°C, molar ratio of substrate (oleyl alcoholloleic acid) of 2:l and 

amount of enzyme of 90 g. 

The reaction synthesis was further optimised by response surface 

method (RSM) based on five-level, three-variable central composite 

rotatable design (CCRD) to evaluate the interactive effects of important 

parameters in larger scale processing. Generally, simultaneously 

increasing amount of enzyme, agitation speed and reaction temperature 

would improved the yields. A high percentage conversion of 97.4% was 

achieved under the optimum condition, which compared well with the 

maximum predicted value of 97.7%. 

In order to improve the production and productivity of oleyl oleate to the 

highest amount that can be produced in a 2 L STR, the reaction was 



synthesized in a solvent-free system. Maximum scaling-up of substrate 

concentration that can be achieved in the reactor vessel was 900X as 

compared to 300X previously. The production and productivity of oleyl 

oleate were successfully improved from 295.39 g/L/h to 705.76 g1Uh and 

31 0.16 glh to 952.78 glh, respectively. 

Reactor study on the performance of 2 L STR as a mixing device was 

evaluated to improve the mixing efficiency. The rheological property of 

the reaction mixture exhibited Newtonian behaviour. Rushton turbine 

impeller showed better performance in degree of mixing, as compared to 

AL Hydrofoil impeller whereby a high Reynolds number of >lo4 was 

achieved at 400 rpm, which exhibit a turbulent flow pattern. There was 

significant effect to the mixing improvement on the enzyme particles 

distribution by using a 2 impellers system with spacing of 30 mm. 

The enzyme showed high stability against heat as shown by the high 

percentage conversion of wax ester. Novozym 435 retained its synthetic 

activity up to 9 uses and 4 uses in screw-capped vials and STR, 

respectively. The effect of shear forces due to the mechanical agitation 

speed on the enzyme morphology was determined by scanning electron 

microscope (SEM). Although small rupture on the surface of enzyme was 

observed when increasing the agitation speed, the enzyme activity was 

very high even at high agitation speed. 



Analysis of product was evaluated by spectroscopy method of Fourier 

transform-infrared spectroscopy (FT-IR) and gas chromatography-mass 

spectroscopy (GC-MS) to identify the product obtained. Characteristics of 

oleyl oleate were also examined, which include iodine value, 

saponification value, acid value and ester value. Solubility of oleyl oleate 

in methanol and ethanol was comparatively lower as compared to the 

solubility at higher chain length of alcohols. This compound seems 

compatible in most of oils and stable even after heating up to 90°C and 

overnight storage at room temperature. 
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Sintesis enzim berprestasi tinggi bagi oleil oleat, cecair ester lilin telah 

disintesis dengan jayanya melalui tindakbalas esterifikasi enzim oleh asid 

oleik dan alkohol oleil. Lipase B Candida antarfica tersekatgerak 

(Novozim 435) telah digunakan sebagai biopemangkin dalam tindakbalas 

ini. Kajian ini telah dibahagikan kepada empat bahagian iaitu 

pengoptimuman sintesis tindakbalas pada skala berbeza, kajian reaktor 

berhubung dengan keefisienan percampuran, kestabilan enzim 

tersekatgerak dan analisis dan pencirian produk tindakbalas. 

Permulaan sintesis tindakbalas bagi oleil oleat telah dijalankan pada 

skala kecil dengan jumlah isipadu adalah 3.5 mL mengunakan botol kecil 

bertutup-skru. Kajian pengoptimuman tindakbalas melalui kaedah 



konvensional iaitu memvariasikan satu parameter pada-satu-masa telah 

dijalankan. Peratusan penukaran hasil yang tinggi iaitu >90% telah 

dicapai pada masa tindakbalas optimum iaitu 5 min, suhu tindakbalas 

pada 40-60°C, nisbah molar bahan tindakbalas (alkohol oleill asid oleik) 

pada 2:1, amaun enzim pada 0.4 g dan pelarut organik pada log P23.5 

dengan kelajuan putaran yang ditetapkan pada 150 rpm. 

Penyelidikan pada pengeluaran skala lebih besar bagi oleil oleat telah 

dihasilkan dengan mengunakan 2 L tangki reaktor bergerak (STR). Skala 

tindakbalas telah ditingkatkan kepada 300X dengan jumlah isipadu pada 

1.05 L. Peratusan penukaran oleil oleat yang tinggi telah dicapai pada 

>95% dari kaedah eksperimen secara konvensional pada masa 

tindakbalas pada 30 min, kelajuan putaran pada 400 rpm, suhu 

tindakbalas pada 45-50°C, nisbah molar bahan tindakbalas (alkohol 

oleillasid oleik) pada 2:l  dan amaun enzim sebanyak 90 g. 

Sintesis tindakbalas telah dioptimumkan selanjutnya dengan kaedah 

permukaan respon (RSM) berdasarkan lima-peringkat, tiga- 

pembolehubah rekaan pusat komposit berputar (CCRD) untuk menilai 

kesan interaktif bagi parameter-parameter yang penting di dalam 

pemprosesan pada skala lebih besar. Secara amnya, dengan 

peningkatan secara serentak bagi amaun enzim, kelajuan putaran dan 

suhu tindakbalas akan meningkatkan hasil. Peratusan penukaran yang 

vii 



tinggi iaitu 97.4% diperolehi di bawah keadaan optimum, di mana ia telah 

dibandingkan dengan baik dengan nilai anggaran maksimum iaitu 97.7%. 

Bagi meningkatkan pengeluaran dan produktiviti oleil oleat kepada 

amaun yang paling tinggi yang dapat dihasilkan dalam 2 L STR, 

tindakbalas telah disintesis di dalam sistem tanpa pelarut. Peningkatan 

skala bahan tindakbalas yang maksimum dapat dihasilkan di dalam 

bekas reaktor adalah 900X berbanding 300X sebelumnya. Pengeluaran 

dan produktiviti oleil oleat telah ditingkatkan masing-masing dengan 

jayanya daripada 295.39 g1Uj kepada 705.76 g1Uj dan 310.16 glj kepada 

952.78 glj. 

Kajian reaktor ke atas prestasi 2 L STR sebagai peralatan percampuran 

telah dilakukan untuk meningkatkan keefisienan percampuran. Sifat 

riologi campuran tindakbalas telah menunjukkan sifat Newtonian. 

Penggerak turbin Rushton telah menunjukkan prestasi terbaik di dalam 

percampuran, berbanding dengan penggerak AL Hidrofoil, di mana 

nombor Reynolds yang tinggi >lo4 telah dicapai pada 400 rpm, di mana 

ia menunjukkan gerakan aliran bergelora. Terdapat kesan yang baik 

pada keefisienan percampuran dengan mengunakan sistem 2 pengerak 

dengan jarak 30 mm. 

Enzim menunjukkan kestabilan yang tinggi terhadap haba dengan 

peratusan penukaran ester lilin yang tinggi. Aktiviti sintetik Novozim 435 

kekal masing-masing, sehingga 9 kali penggunaan dan 4 kali pengunaan 



di dalam botol kecil bertutup-skru dan STR. Kesan tekanan daripada 

kelajuan putaran mekanikal terhadap morfologi enzim telah ditentukan 

dengan pengimbas mikroskop electron (SEM). Walaupun rekahan kecil 

pada permukaan enzim telah didapati semasa kelajuan putaran 

ditingkatkan, aktiviti enzim adalah sangat tinggi walaupun pada kelajuan 

putaran yang tinggi. 

Analisis produk telah dilakukan dengan kaedah spektroskopi iaitu 

spektroskopi inframerah (FT-IR) dan spektroskopi jisim-kromatografi gas 

(GC-MS) untuk megenalpasti produk yang telah di perolehi. Ciri-ciri oleil 

oleat juga diperiksa, termasuk nilai iodin, nilai saponifikasi, nilai asid dan 

nilai ester. Kelarutan oleil oleat dalam metanol dan etanol adalah lebih 

rendah berbanding dengan kelarutan dalam alkohol berantai panjang. 

Kompaun ini di dapati sesuai di dalam kebanyakan minyak dan stabil 

walaupun selepas dipanaskan sehingga 90°C dan disimpan sepanjang 

malam pada suhu bilik. 
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