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Membrane reactor for control enzymatic deacetylation of chitosan

S u m m a r y

The aim of presented paper was to investigate the possibility of applying a
membrane reactor for control enzymatic deacetylation of chitosan. The compar-
ison with the process carried out in a batch reactor was also shown. The chitin
deacetylase separated from Absidia orchidis vel coerulea was used in experiments.
Three different circulation rates of the reaction mixture through the membrane
module were investigated: 100, 150 and 200 mL/min. It was found that for the
circulation rate of 100 mL/min the change of deacetylation degree was similar
to that obtained for batch reactor. Increasing the circulation rate the increase in
the amount of liberated acetic acid was observed and for circulation of 200
mL/min it was two times higher than that obtained in a batch reactor: 566 and
298,5ìmol that coresponded with the change of deacetylation degree of 11%
and 6%, respectively. It seems that a membrane reactor is more suitable for the
control enzymatic deacetylation process than a batch reactor.
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1. Wprowadzenie

Chitozan, kopolimer glukozaminy (GlcN) i N-acetylglukozami-
ny (GlcNAc), jest pochodn¹ chityny, której znaczenie roœnie
z roku na roku. Ze wzglêdu na swoje unikatowe w³aœciwoœci ta-
kie jak: bioaktywnoœæ, nietoksycznoœæ czy biodegradowalnoœæ,
znajduje zastosowanie w medycynie, biotechnologii, ochronie
roœlin czy ochronie œrodowiska.
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Chitozan produkowany jest na skalê przemys³ow¹ na drodze chemicznej deacety-
lacji chityny. W procesie tym chityna traktowana jest stê¿onym roztworem NaOH
(40-50%) w podwy¿szonej temperaturze (90-110°C). W efekcie otrzymuje siê chitozan
o wysokich stopniach acetylacji (procentowa zawartoœæ merów GlcNAc w ³añcuchu po-
limeru, AD = 35-45%). Polimer o ni¿szych stopniach acetylacji mo¿na uzyskaæ przez
wielokrotn¹ deacetylacjê lub zaostrzenie warunków prowadzenia procesu. Niestety
prowadzi to tak¿e do równoczesnej hydrolizy ³añcucha polimeru (1). Metoda chemicz-
na powoduje tak¿e generowanie znacznych iloœci œcieków o wysokich stê¿eniach kwa-
sów i zasad; stê¿ony HCl jest wykorzystywany do demineralizacji chityny.

Wszystkie te niedogodnoœci sprawiaj¹, ¿e od wielu lat prowadzone s¹ badania
nad nowymi, alternatywnymi metodami produkcji chitozanu takimi jak: bezpoœred-
nia separacja ze œcian grzybów strzêpkowych nale¿¹cych do Mucoraceae (2-4), czy
te¿ enzymatyczna deacetylacja chityny (5-7). Enzymatyczna deacetylacja mo¿e byæ
tak¿e wykorzystana do modyfikowania chitozanu o wysokich stopniach acetylacji
i przekszta³cania go do polimeru o niskich AD (8,9), przy jednoczesnym zachowaniu
niezmienionej masy cz¹steczkowej. Taki proces jest trudny do przeprowadzenia na
drodze chemicznej.

Enzymatyczna deacetylacja prowadzona jest z wykorzystaniem deacetylazy chi-
tynowej. Enzym ten wystêpuje g³ownie w komórkach grzybów strzêpkowych na-
le¿¹cych do rodziny Mucoraceae (Absidia, Mucor), gdzie bierze udzia³ w syntezie chi-
tozanu, sk³adnika œciany komórkowej (10). Hydrolizuje on wi¹zanie miêdzy grup¹
aminow¹ a acetylow¹ w merach N-acetylglukozaminy zawartych w chitynie i chito-
zanie, co prowadzi do utworzenia merów glukozaminy (GlcN):

deacetylaza chitynowa
- GlcNAc - GlcN + AcOH

W wyniku tej reakcji oprócz merów glukozaminy tworzony jest tak¿e kwas octo-
wy, który jest uwa¿any za inhibitor dla deacetylazy chitynowej (11,12). Z tego
wzglêdu istnieje koniecznoœæ sprawnego wydzielenia kwasu octowego ze œrodowi-
ska reakcji. Tak¹ mo¿liwoœæ stwarza reaktor membranowy wykorzystywany do pro-
wadzenia enzymatycznej reakcji z jednoczesnym odbiorem produktu (13-16).
W tego typu reaktorze mieszanina reakcyjna zawieraj¹ca rozpuszczony chitozan
oraz deacetylazê chitynow¹ cyrkuluje w uk³adzie z modu³em membranowym o œred-
nicach porów wystarczaj¹co du¿ych, by umo¿liwiæ usuwanie wytwarzanego kwasu
octowego, a jednoczeœnie na tyle ma³ych, by zatrzymaæ deacetylazê chitynow¹
w uk³adzie reakcyjnym.

Deacetylaza chitynowa jest bia³kiem o masie cz¹steczkowej od 27 kDa (Aspergillus

nidulans, [17]) do 110 kDa (Rhizopus stolonifer, [18]) zatem zastosowanie modu³u
o œrednicy porów rzêdu 10 kDa, jak siê wydaje, jest wystarczaj¹ce.

Celem prezentowanej pracy by³o okreœlenie mo¿liwoœci zastosowania reaktora
membranowego do kontrolowanej enzymatycznej deacetylacji chitozanu. Kontrola
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procesu, otrzymywanie chitozanu o œciœle okreœlonym stopniu acetylacji, by³aby
mo¿liwa poprzez sterowanie warunkami prowadzenia cyrkulacji roztworu reakcyj-
nego przez modu³ membranowy oraz czasem prowadzenia procesu. W pracy wyko-
rzystywano deacetylazê chitynow¹ wyizolowan¹ z grzybów strzêpkowych Absidia

orchidis vel coerulea o masie cz¹steczkowej ok. 76 kDa (19). Porównano tak¿e dzia-
³anie deacetylazy chitynowej w reaktorze okresowym oraz w reaktorze membrano-
wym.

2. Materia³y i metody

2.1. Odczynniki

Chitozan o stopniu acetylacji 47,5% (pomiar na podstawie widma IR) i œredniej
masie cz¹steczkowej w zakresie 300-700 kDa (lepkoœæ 1% roztworu w 1% roztworze
kwasu octowego w temperaturze 25°C � = 85 cp, dane producenta) by³ darowizn¹
firmy Gillet-Machtani-Chitozan (Francja-Indie). Pozosta³e odczynniki, o czystoœci
analitycznej, zakupiono w firmie POCh.

2.2. Deacetylaza chitynowa

Grzyby strzêpkowe Absidia orchidis vel coerulea NCAIM F 00642, darowizna Natio-
nal Culture of Agricultural and Industrial Microorganisms, Budapest (Wêgry) namna-
¿ane by³y w hodowli okresowej w warunkach optymalnych dla wzrostu oraz na
optymalnej po¿ywce. Po zakoñczeniu hodowli biomasa by³a oddzielona od medium
hodowlanego (wirowanie, 6000 obr/min, 30 min), przemyta 2-3 razy wod¹ i za-
mro¿ona. Rozmro¿on¹ biomasê (4°C, przez noc), homogenizowano, a nastêpnie od-
dzielono sta³e pozosta³oœci (wirowanie, 6000 obr/min, 45 min, 4°C). Klarowny suro-
wy ekstrakt komórkowy wysolono siarczanem amonu (80% nasycenia) i pozostawio-
no na noc (4°C). Wytr¹cone bia³ka usuniêto na drodze filtracji (filtry o œrednicy po-
rów 0,45 �m), a nastêpnie klarowny roztwór zawieraj¹cy deacetylazê chitynow¹ dia-
lizowano (zestaw Vivaflow 50 firmy Sartorius, Niemcy, z modu³em membranowym
z regenerowanej celulozy o cut-off 10 kDa) w celu usuniêcia siarczanu amonu (en-
zym przeprowadzono do roztworu HCl pH 4,0) oraz zatê¿ono metod¹ ultrafiltracji
z wykorzystaniem tego samego modu³u.
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2.3. Uk³ad badawczy

2.3.1. Reaktor okresowy

Chitozan (0,9 g) zmieszano z 500 mL roztworu HCl (pH 4,0), a nastêpnie ma³ymi
porcjami (5-10 mL) dodawano 0,1 M roztwór HCl a¿ do ca³kowitego rozpuszczenia chi-
tozanu. Ca³oœæ uzupe³niono w kolbie miarowej do 1,00 L roztworem HCl o pH 4,0. Tak
przygotowany roztwór umieszczano w termostatowanym, zamkniêtym reaktorze
o ca³kowitej objêtoœci 1,3 dm3 wyposa¿onym w mieszad³o magnetyczne. Pokrywa re-
aktora by³a dodatkowo ogrzewana za pomoc¹ taœmy grzewczej po³¹czonej z auto-
transformatorem w celu zapobie¿enia skraplania siê par na powierzchni pokrywy reak-
tora (temperatura roztworu reakcyjnego by³a stale kontrolowana i utrzymywana na
sta³ym poziomie 50°C±0,5°). Chitozan oraz deacetylazê chitynow¹ preinkubowano
osobno oko³o 15-20 min w temperaturze reakcji (50°C). Reakcja inicjowana by³a przez
dodanie roztworu enzymu do roztworu chitozanu. W okreœlonych odstêpach czasu
z uk³adu pobierano próbki (2 mL), które natychmiast mieszano z 0,15 mL 1 M NaOH
w celu zatrzymania reakcji. Wytr¹cony chitozan usuwano przez wirowanie (3000
obr/min, 30 min); stê¿enie kwasu octowego oznaczano w klarownym roztworze.

2.3.2. Reaktor membranowy

Reaktor ten przygotowywano w ten sam sposób, co reaktor okresowy z t¹ ró¿-
nic¹, ¿e po³¹czono go z uk³adem Vivaflow 50 firmy Sartorius (Germany) wyposa-
¿onym w modu³ membranowy o cut-off 10 kDa i powierzchni 50 cm3 (nr katalogowy
VF05CO). Cyrkulacjê roztworu uruchomiono 2 min po dodaniu deacetylazy chityno-
wej do reaktora. Ubytki roztworu wynikaj¹ce z odprowadzania permeatu z modu³u
filtracyjnego uzupe³niano za pomoc¹ roztworu HCl pH 4,0 dozowanego w sposób
ci¹g³y z szybkoœci¹ odpowiadaj¹c¹ szybkoœci permeacji (rys. 1).

W okreœlonych odstêpach czasu z uk³adu reakcyjnego pobierano po 2 mL roz-
tworu, który mieszano natychmiast z 0,15 mL 1 M NaOH w celu zatrzymania reakcji;
wytr¹cony chitozan usuwano poprzez odwirowanie. Próbki (2 mL) pobierano tak¿e
z permeatu uzyskanego z modu³u filtracyjnego. Kontrolowano tak¿e objêtoœæ per-
meatu oraz objêtoœæ HCl dodanego do uk³adu w trakcie prowadzenia procesu.

2.4. Oznaczanie kwasu octowego

Kwas octowy oznaczano metod¹ HPLC: stosowano uk³ad izokratyczny (Waters
625 LC System) z kolumn¹ HyperREZ XP Organic acid (65°C) z prekolumn¹ HyperREZ
XO Carbohydrate H+ Guard Column, detektorem refraktometrycznym (Waters410
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Differential Refractometer), zaœ jako eluent stosowano 0,005 M H2SO4. Metoda zo-
sta³a zwalidowana do oznaczania stê¿enia kwasu octowego w roztworach HCl-chi-
tozan. Dolna granica oznaczalnoœci zosta³a potwierdzona przy stê¿eniu 10 nmoli/ mL
ze œrednim odchyleniem standardowym SD = 9%.

2.5. Oznaczanie stê¿enia bia³ka

Stê¿enie bia³ka oznaczano kolorymetryczn¹ metod¹ Bradforda z wykorzystaniem
gotowego roztworu Coomasi Brilliant Blue G-250 firmy BioRad (USA), nr kat. 500-0006.

3. Wyniki doœwiadczeñ

We wszystkich doœwiadczeniach stosowano tak¹ sam¹ iloœæ enzymu wynosz¹c¹
240 �g oraz roztwór chitozanu o stê¿eniu 0,9 g/L w HCl (pH 4,0), co odpowiada³o
stê¿eniu merów GlcNAc 2,349 �mol/mL

3.1. Deacetylacja w reaktorze okresowym

Zmiany stê¿enia kwasu octowego w reaktorze okresowym przedstawiono na ry-
sunku 2.
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Rys. 1. Schemat uk³adu reaktora membranowego.



Najszybsze zmiany stê¿enia kwasu octowego w medium reakcyjnym obserwowano
w ci¹gu pierwszej godziny prowadzenia procesu. Nastêpnie stê¿enie kwasu zmienia³o
siê znacznie wolniej i po oko³o 4 godzinach trwania procesu osi¹gnê³o swoj¹ maksy-
maln¹ wartoœæ, 0,29 (�mol/mL)/ min. Dalsze prowadzenie procesu (do 15 godz., dane
nie przedstawione na rysunku) nie wp³ynê³o znacz¹co na przebieg procesu deacetylacji.

Prezentowany przebieg zmian stê¿enia kwasu octowego mo¿e œwiadczyæ o inhi-
bicji deacetylazy chitynowej przez produkt reakcji, kwas octowy. Enzym po 4 godzi-
nach prowadzenia procesu uleg³ prawdopodobnie ca³kowitej inaktywacji. Ca³kowita
iloœæ kwasu octowego wytworzonego w wyniku deacetylacji chitozanu w ci¹gu 6 go-
dzin prowadzenia procesu wynosi³a 298,5 �mola, co odpowiada³o oczekiwanej
zmianie stopnia acetylacji o 6%.

3.2. Deacetylacja w reaktorze membranowym

Doœwiadczenia w reaktorze membranowym prowadzono przy 3 szybkoœciach
cyrkulacji roztworu: 100, 150 i 200 mL/min; proces by³ prowadzony w warunkach
nie ustalonych. Wyniki doœwiadczeñ przedstawiono na rysunku 3 (zmiany stê¿enia
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Rys. 2. Zmiany stê¿enia kwasu octowego w reaktorze okresowym.



kwasu octowego w mieszaninie reakcyjnej) oraz na rysunku 4 (zmiany stê¿enia kwa-
su octowego w permeacie).

Z danych doœwiadczalnych widaæ wyraŸnie, ¿e wyniki uzyskane dla szybkoœci cyr-
kulacji 100 mL/min i 150 mL/min s¹ do siebie zbli¿one, zaœ proces prowadzony przy
cyrkulacji 200 mL/ min znacznie odbiega³ od poprzednich. W dwóch pierwszych przy-
padkach obserwowano powolny wzrost stê¿enia kwasu octowego w medium reakcyj-
nym, przy czym przy szybkoœci cyrkulacji 100 mL/min, poczynaj¹c od 3 godz. prowa-
dzenia procesu obserwowano dodatkowo wyraŸne oscylacje. Koñcowe stê¿enia kwa-
su octowego by³y zbli¿one: odpowiednio 0,175 �mol/mL i 0,195 �mol/ mL. Stê¿enie
kwasu octowego w reaktorze, w procesie prowadzonym przy szybkoœci cyrkulacji
200 mL/min, by³o znacznie ni¿sze od poprzednich i mala³o w trakcie prowadzenia proce-
su, osi¹gaj¹c koñcow¹ wartoœæ 0,085 �mol/mL. Ni¿sze stê¿enie kwasu octowego w mie-
szaninie reakcyjnej wp³ywa korzystnie na prowadzenie procesu ze wzglêdu na zmniej-
szenie wp³ywu inhibitora (kwasu octowego) na deacetylazê chitynow¹.
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Rys. 3. Zmiany stê¿enia kwasu octowe-
go w reaktorze membranowym przy ró¿-
nych szybkoœciach cyrkulacji roztworu.



Zmiany stê¿enia kwasu octowego w permeacie odpowiada³y zmianom w reakto-
rze: przy szybkoœci cyrkulacji 100 mL/min oraz 150 mL/min obserwowano wzrost stê-
¿enia kwasu octowego w trakcie prowadzenia procesu, podczas gdy przy 200 mL/min
jego stê¿enie powoli mala³o. We wszystkich przypadkach stê¿enie w permeacie by³o
wy¿sze ni¿ to w reaktorze. Wspó³czynniki podzia³u (stosunek stê¿enia kwasu octowe-
go w permeacie do stê¿enia w reaktorze) zmienia³y siê od 1,24 i 1,16 do 5,54 (dla cyr-
kulacji odpowiednio 100, 150 i 200 mL/min). Tak wysokie wspó³czynniki podzia³u
mo¿na wyt³umaczyæ tym, ¿e prawdopodobnie enzym zosta³ zaadsorbowany na mem-
branie i w obszarze przymembranowej warstewki polaryzacyjnej zachodzi³a dalsza de-
acetylacja chitozanu. Produkt deacetylacji, kwas octowy, móg³ byæ od razu transporto-
wany wraz ze strumieniem permeatu. Jednoczeœnie po stronie permeatu nie stwier-
dzono obecnoœci cukrów redukuj¹cych (dane nie zamieszczone), które mog³yby
œwiadczyæ o obecnoœci w permeacie chitozanu lub jego oligomerów. Nie stwierdzono
tak¿e obecnoœci bia³ek, które œwiadczy³yby o przenikaniu enzymu przez membranê.
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Rys. 4. Zmiany stê¿enia kwasu octowe-
go w permeatach przy ró¿nych szybkoœ-
ciach cyrkulacji roztworu.



Wraz ze zmian¹ szybkoœci cyrkulacji roztworu przez modu³ membranowy obser-
wowano tak¿e zmianê szybkoœci permeacji (tab.). Szybkoœci permeacji uzyskane
w uk³adzie HCl-chitozan-kwas octowy by³y wy¿sze ni¿ te uzyskiwane w uk³adzie HCl
(pH 4,0) – kwas octowy (5 �mol/ mL); odpowiednio 21 ± 1 mL, 33 ± 1 mL, 44 ± 1 mL
dla szybkoœci cyrkulacji 100 mL/min, 150 mL/min, 200 mL/min.

T a b e l a

Porównanie deacetylacji chitozanu w reaktorze okresowym i w reaktorze membranowym;

pocz¹tkowa zawartoœæ merów N-acetylglukozaminy 2349 �mol, czas prowadzenia procesu 6 godz.

Szybkoœæ permeacji
Koñcowa iloœæ kwasu
octowego w reaktorze

Ca³kowita iloœæ uwolnionego
kwasu octowego

Oczekiwana zmiana
stopnia acetylacji

(mL/ godz.) (�mol) (�mol) (%)

reaktor okresowy – 298,5 298,5 6,0

reaktor membranowy

100 mL/min 104 ± 2 175,0 287,5 5,8

150 mL/min 128 ± 2 195,1 338,2 6,8

200 mL/min 156 ± 2 84,6 566,0 11,4

Porównuj¹c ca³kowity efekt deacetylacji w reaktorze okresowym oraz w reakto-
rze membranowym (tab.) mo¿na zaobserwowaæ, ¿e przy cyrkulacji 100 mL/min
ca³kowita iloœæ kwasu octowego powsta³ego w wyniku enzymatycznej deacetylacji
chitozanu odpowiada tej, jak¹ uzyskano w reaktorze okresowym (odpowiednio
298,5 i 287,5 �mola), lecz wraz ze wzrostem szybkoœci cyrkulacji uzyskiwano
wzrost iloœci wytworzonego kwasu octowego uzyskuj¹c a¿ 566 �moli w ci¹gu
6 godz. prowadzenia procesu przy cyrkulacji 200 mL/min. W konsekwencji, oczeki-
wana zmiana stopnia acetylacji roœnie wraz ze wzrostem szybkoœci cyrkulacji roz-
tworu reakcyjnego przez modu³ membranowy od 5,8% dla szybkoœci 100 mL/min do
11,4% dla szybkoœci 200 mL/min.

4. Podsumowanie

Celem prezentowanych badañ by³o okreœlenie mo¿liwoœci zastosowania reakto-
ra membranowego do kontrolowanej enzymatycznej deacetylacji chitozanu z wyko-
rzystaniem deacetylazy chitynowej wydzielonej z grzybów strzêpkowych Absidia

orchidis vel coerulea. Stwierdzono, ¿e steruj¹c szybkoœci¹ cyrkulacji roztworu przez
modu³ membranowy mo¿na zwiêkszaæ stopieñ deacetylacji chitozanu. Mo¿liwe za-
tem jest sterowanie procesem i produkowanie polimeru o œciœle okreœlonych para-
metrach stopnia acetylacji przy jednoczesnym zachowaniu jego masy cz¹steczko-
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wej. Proces prowadzony w reaktorze okresowym, ze wzglêdu na inhibituj¹cy wp³yw
kwasu octowego na deacetylazê chitynow¹, pozwala jedynie na ograniczon¹ deace-
tylacjê chitozanu; w badanym przypadku by³o to jedynie oko³o 6%. Doœwiadczenia
przeprowadzone w reaktorze membranowym pokaza³y, ¿e zmiana stopnia deacety-
lacji mo¿e byæ nawet dwukrotnie wiêksza w porównaniu z uzyskan¹ w reaktorze
okresowym (oko³o 11,4%). Potwierdza to przydatnoœæ tego typu reaktora do kontro-
lowanej enzymatycznej deacetylacji chitozanu.

Praca by³a realizowana w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Informatyzacji nr T09C 055 21.
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