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ABSTRAK

Kajian menunjukkan bahawa tanah liat kaolin mempunyai potensi besar‘\Uftak
digunakan sebagai penyerap dan penyokong yang baik untuk biopemangkin kérana
lanya menepati keperluan dan kehendak mesra alam industri modehysmasakini.
Tambahan pula, ianya berpatutan, tahan mikrob, stabil secara terma dam mempunyai
kekuatan mekanikal yang baik. Walau bagaimanapun, penggunaannya sebagai
penyokong sekatgerak biopemangkin adalah terhad disebabkan sifat hidrofiliknya. Bagi
mengatasi masalah tersebut, kation yang boleh ditukarganti (Na%), dalam struktur telah
digantikan dengan kation ammonium kuartenari melalui prases pérukargantian ion.
Dalam kajian ini, keupayaan penukargantian kation (CEC).kaolifl asli dan kaolin yang
telah dirawat pada 650 °C (metakaolin) telah ditentukan melalui‘kaedah methilin biru
dan didapati berada pada nilai 2.5 meq/100g tanah li&tg&nd 1.5 még/100gftanah liat,
masing-masing. Klorida benziltriethilamonium (BTEA-CIrpada kepekatan berbeza
(0.5 - 2.0x CEC kaolin asli dan metakaolin) telah digunakan dalam p_enyediaah kaolin
termodifikasi-organo dan metakaolin termd@ifikasi-organa,  Penciriafi™ kaolin
termodifikasi-organo  dan  metakaolin  termedifikasi-organg./telah ,dilakukan
menggunakan difraktometer sinar-X (XRD)j, spectremeter Fourier” transform
inframerah (FTIR), mikroskop pengimbaSwelektron’\(SEM) dan<pengalisa luas
permukaan dan keporosan. Kejayaan modifikasi-organo terhadap<kaolin asli telah
dipamerkan melalui peningkatan dalam Hilai dooy dari 742 A kepada di antara 7.20 -
7.34 A dalam corak belauan XRD. Begitu jiiga dengan pertbahan kaolin kepada
metakaolin sebagai hasil rawatafihaha' telandisaikan méfalui kehilangan puncak
kaolinit pada 12.46°. Corak belauafXRD terhadap‘kaofih-dan metakaolin asli dan
termodifikasi didapati serupa mehujukka_n strukitir tanahMiat yang tidak terubahsuai
setelah modifikasi-organo @itakukan menggunakan BFEA-CI. Kejayaan modifikasi
terhadap kaolin and métakaolin juga dapat dilihat melalui kemunulan puncak utama
pada spektra FTIR di 2800-3000 cm *and #474 em™*yang mewakili CH stretching and
aromatic C=C dalam BTEA™. Mikrograf.__'SE'M bagi kaolin and metakaolin
termodifikasi-orgaho menunjukkan peningkatan kepingan dan ampaian berbanding
kaolin dan metakaolinYang tidak-tefmodifikasi. Bukti modifikasi-organo ke atas kaolin
asli and mefakaolif juga®dapat sdipéeafikan melalui pengurangan drastik luas
permukaansapah-diat dafi 25:34 m?/g,tanah liat asli kepada di antara 5.90 - 13.11 m?/g
tanah liat termodifikasi-organo, dandari 19.91m?/g untuk metakaolin kepada di antara
9.04- 18 Mm?/g untUk"me'takaoIin_termodifikasi-organo. Kaolin asli, metakaolin dan
tanah liat yang termodifikasi-ongano kemudiannya telah digunakan sebagai penyokong
dala proses sekatgerak Iipasé dari Candida rugosa (CRL) melalui kaedah penjerapan
fizikal."Metakaolin termodifikasi-organo sebanyak 2.0x CEC menunjukkan penjerapan
~protein tertinggi sehingga 14.83 + 1.37 mg protein/g tanah liat dan hampir 70%
Sekatgerak. Pencirian lipase tersekatgerak menggunakan XRD menunjukkan
peningkatan jarak doo1 dari 7.12 hingga 7.22 A untuk kaolin, sementara jarak doos kaolin
yang diubah suai organo menurun sekitar 2%. Imej SEM menunjukkan dengan jelas,
permukaan luar yang tebal dan kasar sebagai bukti kewujudan lipase pada permukaan



kaolin and metakaolin. Puncak-puncak pada 1656 cm™, 1540 cm™ adalah berkaitan
dengan kewujudan CRL apabila ditentukan menggunakan FTIR. Kejayaan sekatgerak
CRL ke atas kaolin and metakaolin asli dan termodifikasi-organo juga dapat dﬁfﬂi
mana luas permukaan, isipadu pori-pori juga dapat dilihat di mana luas ge an
isipadu pori-pori menurun sekitar 46% -72% dan 1% -52%, sementaras%ng liat

meningkat sekitar 42% -53%setelah sekatgerak terhadap CRL dilakukan. CRL
iuji untuk aktiviti
tersekatgerak

tersekatgerak, bersama-sama dengan CRL asli kemudiannya telah
esterifikasi dalam tindakbalas di antara nonanol and asid heksanoik. C
ke atas kaolin asli termodifikasi-organo 2.0x CEC (CRL ) dan CRL
tersekatgerak ke atas metakaolin termodifikasi-organo 2.0 (CRL-2.0 MK)
menunjukkan peningkatan aktiviti sebanyak 1.5 kali gandakerbanding CRL asli. FTIR
dan kromatografi gas-spektrometer jisim (GC-MS) telah di n untllk mengesahkan
kejayaan sintesis nonil heksanoat menggunakan CRL katgera tanah liat
termodifikasi-organo. CRL-2.0 NK dan CRL-2.0, MK “jugal turuty, merun
kestabilan terma yang tinggi di antara 57.67% - 51.39 laupun'set i‘k}%ﬁ;l pada
suhu 70 °C. CRL-2.0 MK mempamerkan kebole una semula tertinggivdi.mana ia
mengekalkan 65.15 % daripada aktiviti asal ( mo
walaupun setelah 10 ulangan penggunaan. Keupa I|
(CRL-2.0 NK dan CRL-2.0 MK) untuk nten esis n‘%’w
sudut kinetik, di mana parameter kin %Wd Vmax, diteﬁ\an menggunakan
model kinetik Michaelis-Menten that % engan tepat melalui
mekanisma Ping-Pong Bi-Bi. N|Ia ex) yang ncadangkan bahawa CRL,

CRL-2.0 NK dan CRL-2.0 arpgréan bcendet@\gan yang lebih tinggi
& ndin

r/mindmg protein)

kathﬁryang terpilih
sanoat'telah dikaji dari

terhadap asid heksanoik (Hex erhaddp fon (Non), KmNon) > Km(Hex).

Lipase tersekatgerak yang ter ukkan-pilai Vmax yang lebih tinggi
(2.1786-2.3504 mmol/L/mi ndlf CRIx( 58®moI/L/min) dalam tindakbalas
berenzim. Kajian ini téla pas car erbe&@i ciri fiziko-kimia pelbagai jenis

terbitan kaolin untuk ma at bagai penyokong biopemangkin.

Aktiviti dan kestal Ilpase )'an disekatgerak ke atas tanah liat termodifikasi
yang terpilih d| ningkat, ncad an bahawa penyediaan biopemangkin
tersekatgera &ber ung ' fbut adalah lebih sesuai dan praktikal bagi
menggantika i wah yang lazim digunakan dalam penghasilan
nonil hek



ABSTRACT

Studies have shown that kaolin clay has huge potentials to be utilized as e?m
adsorbent and support for biocatalysts because they meet the requiremen % y’s
increasing eco-friendly demands of modern industries. Furthermor y are
inexpensive, microbial resistant, thermally stable and possesses apprecigpk;ﬁ anical
strength. However, their use as support for biocatalysts immobilization are Itmited due
to their hydrophilic nature. To overcome this, exchangeable catio a’) in their
structures are replaced with quaternary ammonium cations {QA through ion
exchange process. In this study, cation exchange capacity ( &}methylene blue
method of natural kaolin and kaolin treated at 650 °C (metakaolin) were determined and
found to be 2.5 meg/100g clay and 1.5 meq cla)', respectively.
Benzyltriethylammonium chloride (BTEA-CI) at va oncentrations40.5 - 2.0x

metakaolin were characterized using X-ray diff
infrared (FTIR) spectrometer, scanning electrovg and.surface area

and porosity analyzer. Successful organo-modificatio Q%Xhe naturalkaolin were
exhibited by the increase in doo1 spacing fi W A 7.20=.7.34 A in XRD
patterns. Similarly, successful conversi n%olin to Imé&result of thermal
treatment was confirmed through the di arance inite peak at 12.46°. XRD
patterns of the modified and unmod%&olin a \h're.t%ao t){;\sre found to be similar
indicating the unchanged clay structu ugo;}gywo-@ccaﬁon with BTEA-CI.
Results of the successful modifieationsof kaolin and met In were also exhibited by
the appearance of major peaksN sp% 00-3Q cm™tand 1474 cm™ which
represented the existence tretchi aromatic C=C in BTEA*. The SEM
micrographs of the ano- odifiedT in a etakaolin exhibited increasing

individualized platelets glomera: sjeampared to the unmodified kaolin and
metakaolin. Evideno\gf;re or ficaticﬁ_gn natural kaolin and metakaolin was
also noticed as sukface area

9

lays ed drastic decrease from 25.34 m?/g
natural clay to % 5. %’
for metakaoli een 9704

Im2/ ano-modified clay, and from 19.91m?/g
'd4m% or organo-modified metakaolin clays. The

natural ka metakaolin eir @ano-modified counterparts were then used as
supports mo?il atign of Candida rugosa lipase (CRL) via physical adsorption

methof. o-modifi nﬁakaqu with 2.0x CEC showed highest protein loading

of 1483 + 1.37 mg @Mein/g clay and almost 70% of immobilization.
Chagacterization of the immokm‘rzed lipases using XRD showed increased doo1 spacing
from, 712 to 7.22 A for kaolin, while doo1 spacing of organo-modified kaolin decreased

ut 2%. SEM images exhibited substantial, thick and rough external surface as
d ence of the existence of lipase on the surface of the kaolin and metakaolin clay. The

sorption bands at 1656 cm™, 1540 cm™ were linked to the existence of CRL when
identified using FTIR. Successful immobilization of CRL onto natural and organo-
modified kaolin and metakaolin clay were also observed where surface areas and pore

Vi



volumes decreased about 46%-72% and 1%-52%, respectively, while pore sizes of the
clay increased about 42%-53% upon immobilization of CRL. The immobilized CRL,
together with free CRL were then screened for esterification activities in the reagtions
which consisted of nonanol and hexanoic acid. CRL immobilized ont ?ﬁs EC
organo-modified natural kaolin (CRL-2.0 NK) and CRL immobilized .Ox CEC
organo-modified metakaolin (CRL-2.0 MK) showed 1.5 folds increasedsimjactivities as
compared to free CRL. FTIR and gas chromatography-mass spec eter (GC-MS)
were used to confirm the successful synthesis of nonyl hexa%.using CRL
immobilized onto the organo-modified clay. CRL-2.0 NK aW_-Z.O MK also
showed high thermal stabilities 57.67% and 51.39%, respecti after incubation
at 70 °C. CRL-2.0 MK exhibited highest reusability wherefi tained 65.15% of the
initial activity (5.24x10° mmol ester/min/ug protein) even

c c‘as of continuous
uses. The abilities of the selected immobilized lipases . W-ZIO MK)
to synthesis the nonyl hexanoate were kinetically studied w neticgparanie ers; K

and Vmax, were determined by means of Michaelis-M Kineti¢ m afld best
explained by the Ping-Pong Bi-Bi mechanism. Thelewer Kmex)values su ed that
the CRL, CRL-2.0 NK and CRL-2.0 MK disp ighquf.e ity towdrds hexanoic

acid (Hex) than towards nonanol (Non), Kmon) 3 K selefsﬁmmobilized
lipases also demonstrated consider Isy*&»’éher alues "(2.1786-2.3504
mmol/L/min) compared to free CRL agmwmoI/L thﬁzymaﬁc reaction.
The present study had extensively exploredithe structur, ph characteristics of
the different types of kaolin de%es for Ew_e:l i;;%‘ use as support for
biocatalyst. Activities and stabiliti ipase Imm illzedr.aﬁto the selected organo-
modified clay were improved, sting that the pFeparationof functional immobilized

biocatalyst are more adapted a racti |tute{kt e hazardous acid catalyst

commonly used for nonyl h te productien.
3
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