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Membrane reactor for control enzymatic deacetylation of chitosan
Summary

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
298,5imol 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 (GIcN) i N-acetylglukozami-
ny (GlcNAc), jest pochodna chityny, ktérej znaczenie ros$nie
z roku na roku. Ze wzgledu na swoje unikatowe wtasciwosci ta-
kie jak: bioaktywno$¢, nietoksyczno$¢ czy biodegradowalnos¢,
znajduje zastosowanie w medycynie, biotechnologii, ochronie
roslin czy ochronie $rodowiska.
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Chitozan produkowany jest na skale przemystowa na drodze chemicznej deacety-
lacji chityny. W procesie tym chityna traktowana jest stezonym roztworem NaOH
(40-50%) w podwyzszonej temperaturze (90-110°C). W efekcie otrzymuje sie chitozan
o wysokich stopniach acetylagji (procentowa zawarto$¢ meréw GlcNAc w fancuchu po-
limeru, AD = 35-45%). Polimer o nizszych stopniach acetylacji mozna uzyska¢ przez
wielokrotng deacetylacje lub zaostrzenie warunkéw prowadzenia procesu. Niestety
prowadzi to takze do rownoczesnej hydrolizy tancucha polimeru (1). Metoda chemicz-
na powoduje takze generowanie znacznych iloSci sciekéw o wysokich stezeniach kwa-
sow i zasad; stezony HCl jest wykorzystywany do demineralizacji chityny.

Wszystkie te niedogodnosci sprawiaja, ze od wielu lat prowadzone sg badania
nad nowymi, alternatywnymi metodami produkgji chitozanu takimi jak: bezposred-
nia separacja ze $cian grzybow strzepkowych nalezacych do Mucoraceae (2-4), czy
tez enzymatyczna deacetylacja chityny (5-7). Enzymatyczna deacetylacja moze by¢
takze wykorzystana do modyfikowania chitozanu o wysokich stopniach acetylagcji
i przeksztatcania go do polimeru o niskich AD (8,9), przy jednoczesnym zachowaniu
niezmienionej masy czgsteczkowej. Taki proces jest trudny do przeprowadzenia na
drodze chemicznej.

Enzymatyczna deacetylacja prowadzona jest z wykorzystaniem deacetylazy chi-
tynowej. Enzym ten wystepuje gtownie w komorkach grzybow strzepkowych na-
lezgcych do rodziny Mucoraceae (Absidia, Mucor), gdzie bierze udziat w syntezie chi-
tozanu, sktadnika $ciany komérkowej (10). Hydrolizuje on wigzanie miedzy grupa
aminowg a acetylowa w merach N-acetylglukozaminy zawartych w chitynie i chito-
zanie, co prowadzi do utworzenia meréw glukozaminy (GIcN):

deacetylaza chitynowa
- GlcNAc » - GlcN + AcOH

W wyniku tej reakcji oprocz meréw glukozaminy tworzony jest takze kwas octo-
wy, ktory jest uwazany za inhibitor dla deacetylazy chitynowej (11,12). Z tego
wzgledu istnieje koniecznos$¢ sprawnego wydzielenia kwasu octowego ze srodowi-
ska reakgji. Taka mozliwo$¢ stwarza reaktor membranowy wykorzystywany do pro-
wadzenia enzymatycznej reakcji z jednoczesnym odbiorem produktu (13-16).
W tego typu reaktorze mieszanina reakcyjna zawierajaca rozpuszczony chitozan
oraz deacetylaze chitynowg cyrkuluje w uktadzie z modutem membranowym o $red-
nicach poréw wystarczajaco duzych, by umozliwi¢ usuwanie wytwarzanego kwasu
octowego, a jednocze$nie na tyle matych, by zatrzyma¢ deacetylaze chitynowa
w uktadzie reakcyjnym.

Deacetylaza chitynowa jest biatkiem o masie czgsteczkowej od 27 kDa (Aspergillus
nidulans, [17]) do 110 kDa (Rhizopus stolonifer, [18]) zatem zastosowanie modufu
o $rednicy porow rzedu 10 kDa, jak sie wydaje, jest wystarczajace.

Celem prezentowanej pracy byto okreslenie mozliwos$ci zastosowania reaktora
membranowego do kontrolowanej enzymatycznej deacetylacji chitozanu. Kontrola
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procesu, otrzymywanie chitozanu o $cisle okreslonym stopniu acetylacji, bytaby
mozliwa poprzez sterowanie warunkami prowadzenia cyrkulacji roztworu reakcyj-
nego przez modul membranowy oraz czasem prowadzenia procesu. W pracy wyko-
rzystywano deacetylaze chitynowa wyizolowang z grzybow strzepkowych Absidia
orchidis vel coerulea o masie czasteczkowej ok. 76 kDa (19). Poréwnano takze dzia-
tanie deacetylazy chitynowej w reaktorze okresowym oraz w reaktorze membrano-

wym.

2. Materialy i metody

2.1. Odczynniki

Chitozan o stopniu acetylacji 47,5% (pomiar na podstawie widma IR) i $redniej
masie czgsteczkowej w zakresie 300-700 kDa (lepkos$¢ 1% roztworu w 1% roztworze
kwasu octowego w temperaturze 25°C u = 85 cp, dane producenta) byt darowizng
firmy Gillet-Machtani-Chitozan (Francja-Indie). Pozostale odczynniki, o czystoSci
analitycznej, zakupiono w firmie POCh.

2.2. Deacetylaza chitynowa

Grzyby strzepkowe Absidia orchidis vel coerulea NCAIM F 00642, darowizna Natio-
nal Culture of Agricultural and Industrial Microorganisms, Budapest (Wegry) namna-
zane byty w hodowli okresowej w warunkach optymalnych dla wzrostu oraz na
optymalnej pozywce. Po zakonczeniu hodowli biomasa byla oddzielona od medium
hodowlanego (wirowanie, 6000 obr/min, 30 min), przemyta 2-3 razy wodg i za-
mrozona. Rozmrozong biomase (4°C, przez noc), homogenizowano, a nastepnie od-
dzielono state pozostatosci (wirowanie, 6000 obr/min, 45 min, 4°C). Klarowny suro-
wy ekstrakt komoérkowy wysolono siarczanem amonu (80% nasycenia) i pozostawio-
no na noc (4°C). Wytragcone biatka usunieto na drodze filtracji (filtry o Srednicy po-
réow 0,45 pum), a nastepnie klarowny roztwoér zawierajgcy deacetylaze chitynowa dia-
lizowano (zestaw Vivaflow 50 firmy Sartorius, Niemcy, z modutem membranowym
z regenerowanej celulozy o cut-off 10 kDa) w celu usuniecia siarczanu amonu (en-
zym przeprowadzono do roztworu HCI pH 4,0) oraz zatezono metodg ultrafiltracji
z wykorzystaniem tego samego modutu.
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2.3. Uktad badawczy

2.3.1. Reaktor okresowy

Chitozan (0,9 g) zmieszano z 500 mL roztworu HCI (pH 4,0), a nastepnie matymi
porcjami (5-10 mL) dodawano 0,1 M roztwér HCl az do catkowitego rozpuszczenia chi-
tozanu. Calo$¢ uzupetniono w kolbie miarowej do 1,00 L roztworem HCl o pH 4,0. Tak
przygotowany roztwor umieszczano w termostatowanym, zamknietym reaktorze
o catkowitej objetosci 1,3 dm3 wyposazonym w mieszadto magnetyczne. Pokrywa re-
aktora byla dodatkowo ogrzewana za pomoca tasmy grzewczej pofaczonej z auto-
transformatorem w celu zapobiezenia skraplania sie par na powierzchni pokrywy reak-
tora (temperatura roztworu reakcyjnego bylfa stale kontrolowana i utrzymywana na
stalym poziomie 50°C+0,5°). Chitozan oraz deacetylaze chitynowa preinkubowano
osobno okoto 15-20 min w temperaturze reakcji (50°C). Reakcja inicjowana byta przez
dodanie roztworu enzymu do roztworu chitozanu. W okres$lonych odstepach czasu
z ukfadu pobierano prébki (2 mL), ktére natychmiast mieszano z 0,15 mL 1 M NaOH
w celu zatrzymania reakcji. Wytrgcony chitozan usuwano przez wirowanie (3000
obr/min, 30 min); stezenie kwasu octowego oznaczano w klarownym roztworze.

2.3.2. Reaktor membranowy

Reaktor ten przygotowywano w ten sam sposob, co reaktor okresowy z tg roz-
nicg, ze potaczono go z uktadem Vivaflow 50 firmy Sartorius (Germany) wyposa-
zonym w modut membranowy o cut-off 10 kDa i powierzchni 50 cm3 (nr katalogowy
VF05CO). Cyrkulacje roztworu uruchomiono 2 min po dodaniu deacetylazy chityno-
wej do reaktora. Ubytki roztworu wynikajace z odprowadzania permeatu z modutu
filtracyjnego uzupelniano za pomoca roztworu HCl pH 4,0 dozowanego w sposéb
ciagly z szybkos$cia odpowiadajaca szybkos$ci permeacji (rys. 1).

W okreslonych odstepach czasu z uktadu reakcyjnego pobierano po 2 mL roz-
tworu, ktéry mieszano natychmiast z 0,15 mL 1 M NaOH w celu zatrzymania reakgji;
wytrgcony chitozan usuwano poprzez odwirowanie. Prébki (2 mL) pobierano takze
z permeatu uzyskanego z modutu filtracyjnego. Kontrolowano takze objetos¢ per-
meatu oraz objetos¢ HCl dodanego do ukifadu w trakcie prowadzenia procesu.

2.4. Oznaczanie kwasu octowego
Kwas octowy oznaczano metoda HPLC: stosowano ukfad izokratyczny (Waters

625 LC System) z kolumng HyperREZ XP Organic acid (65°C) z prekolumng HyperREZ
XO Carbohydrate H* Guard Column, detektorem refraktometrycznym (Waters410
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Rys. 1. Schemat ukiadu reaktora membranowego.

Differential Refractometer), za$ jako eluent stosowano 0,005 M H,SO4. Metoda zo-
stata zwalidowana do oznaczania stezenia kwasu octowego w roztworach HCl-chi-
tozan. Dolna granica oznaczalnosci zostata potwierdzona przy stezeniu 10 nmoli/ mL
ze $rednim odchyleniem standardowym SD = 9%.

2.5. Oznaczanie st¢ienia biatka

Stezenie biatka oznaczano kolorymetryczng metodg Bradforda z wykorzystaniem
gotowego roztworu Coomasi Brilliant Blue G-250 firmy BioRad (USA), nr kat. 500-0006.

3. Wyniki do$wiadczefi

We wszystkich doswiadczeniach stosowano taka samg ilo§¢ enzymu wynoszacg
240 pg oraz roztwoér chitozanu o stezeniu 0,9 g/l w HCI (pH 4,0), co odpowiadato
stezeniu merow GIcNAc 2,349 pmol/mL

3.1. Deacetylacja w reaktorze okresowym

Zmiany stezenia kwasu octowego w reaktorze okresowym przedstawiono na ry-
sunku 2.
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Rys. 2. Zmiany stezenia kwasu octowego w reaktorze okresowym.

Najszybsze zmiany stezenia kwasu octowego w medium reakcyjnym obserwowano
w ciggu pierwszej godziny prowadzenia procesu. Nastepnie stezenie kwasu zmieniato
sie znacznie wolniej i po okofo 4 godzinach trwania procesu osiagneto swojg maksy-
malng wartos¢, 0,29 (umol/mL)/ min. Dalsze prowadzenie procesu (do 15 godz., dane
nie przedstawione na rysunku) nie wptyneto znaczgco na przebieg procesu deacetylagji.

Prezentowany przebieg zmian stezenia kwasu octowego moze Swiadczy¢ o inhi-
bicji deacetylazy chitynowej przez produkt reakcji, kwas octowy. Enzym po 4 godzi-
nach prowadzenia procesu ulegt prawdopodobnie catkowitej inaktywacji. Catkowita
ilos¢ kwasu octowego wytworzonego w wyniku deacetylacji chitozanu w ciggu 6 go-
dzin prowadzenia procesu wynosita 298,5 umola, co odpowiadato oczekiwanej
zmianie stopnia acetylacji o 6%.

3.2. Deacetylacja w reaktorze membranowym
Doswiadczenia w reaktorze membranowym prowadzono przy 3 szybkos$ciach

cyrkulacji roztworu: 100, 150 i 200 mL/min; proces byl prowadzony w warunkach
nie ustalonych. Wyniki doswiadczen przedstawiono na rysunku 3 (zmiany stezenia
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Rys. 3. Zmiany stezenia kwasu octowe-

go w reaktorze membranowym przy roz-
nych szybkos$ciach cyrkulacji roztworu.

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

Z danych doswiadczalnych wida¢ wyraznie, ze wyniki uzyskane dla szybkosci cyr-
kulagji 100 mL/min i 150 mL/min sa do siebie zblizone, za$ proces prowadzony przy
cyrkulagji 200 mL/ min znacznie odbiegal od poprzednich. W dwéch pierwszych przy-
padkach obserwowano powolny wzrost stezenia kwasu octowego w medium reakcyj-
nym, przy czym przy szybkosci cyrkulacji 100 ml/min, poczynajac od 3 godz. prowa-
dzenia procesu obserwowano dodatkowo wyrazne oscylacje. Koncowe stezenia kwa-
su octowego byty zblizone: odpowiednio 0,175 pmol/mL i 0,195 umol/ mL. Stezenie
kwasu octowego w reaktorze, w procesie prowadzonym przy szybkoSci cyrkulacji
200 ml/min, byto znacznie nizsze od poprzednich i malalo w trakcie prowadzenia proce-
su, osiggajac koncowa wartosc 0,085 umol/mL. Nizsze stezenie kwasu octowego w mie-
szaninie reakcyjnej wplywa korzystnie na prowadzenie procesu ze wzgledu na zmniej-
szenie wptywu inhibitora (kwasu octowego) na deacetylaze chitynowa.

BIOTECHNOLOGIA — MONOGRAFIE 2 (2) 7-16 2005
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Zmiany stezenia kwasu octowego w permeacie odpowiadaly zmianom w reakto-
rze: przy szybkoSci cyrkulacji 100 mL/min oraz 150 mL/min obserwowano wzrost ste-
zenia kwasu octowego w trakcie prowadzenia procesu, podczas gdy przy 200 mL/min
jego stezenie powoli malato. We wszystkich przypadkach stezenie w permeacie byto
wyzsze niz to w reaktorze. Wspétczynniki podziatu (stosunek stezenia kwasu octowe-
go w permeacie do stezenia w reaktorze) zmienialy sie od 1,24 i 1,16 do 5,54 (dla cyr-
kulacji odpowiednio 100, 150 i 200 ml/min). Tak wysokie wspoétczynniki podziatu
mozna wyttumaczy¢ tym, ze prawdopodobnie enzym zostat zaadsorbowany na mem-
branie i w obszarze przymembranowej warstewki polaryzacyjnej zachodzita dalsza de-
acetylacja chitozanu. Produkt deacetylacji, kwas octowy, mégt by¢ od razu transporto-
wany wraz ze strumieniem permeatu. Jednoczes$nie po stronie permeatu nie stwier-
dzono obecnosci cukréow redukujacych (dane nie zamieszczone), ktére moglyby
Swiadczy¢ o obecnosci w permeacie chitozanu lub jego oligomeréw. Nie stwierdzono
takze obecnosci biatek, ktére swiadczylyby o przenikaniu enzymu przez membrane.

14 PRACE EKSPERYMENTALNE



Reaktor membranowy do kontrolowanej enzymatycznej deacetylacji chitozanu

Wraz ze zmiang szybkosci cyrkulacji roztworu przez modut membranowy obser-
wowano takze zmiane szybko$ci permeacji (tab.). Szybkosci permeacji uzyskane
w uktadzie HCl-chitozan-kwas octowy byly wyzsze niz te uzyskiwane w uktadzie HCI
(pH 4,0) — kwas octowy (5 pmol/ mL); odpowiednio 21 = 1 mL,33 = 1 mL, 44 = 1 mL

dla szybkosci cyrkulacji 100 mL/min, 150 mL/min, 200 mL/min.

Tabela

Poréwnanie deacetylacji chitozanu w reaktorze okresowym i w reaktorze membranowym;
poczatkowa zawarto$¢ meroéw N-acetylglukozaminy 2349 pmol, czas prowadzenia procesu 6 godz.

» .. | Koricowa ilo§¢ kwasu | Catkowita ilos¢ uwolnionego | Oczekiwana zmiana

Szybko$¢ permeacii . ..

octowego w reaktorze kwasu octowego stopnia acetylacji
(mL/ godz.) (nmol) (nmol) (%)
reaktor okresowy - 298,5 298.5 6,0

reaktor membranowy

100 mL/min 104 = 2 175,0 287,5 58
150 mL/min 128 + 2 195,1 338,2 68
200 mL/min 156 = 2 84,6 566,0 11,4

Poréwnujac catkowity efekt deacetylacji w reaktorze okresowym oraz w reakto-
rze membranowym (tab.) mozna zaobserwowa¢, ze przy cyrkulacji 100 mlL/min
catkowita ilo$¢ kwasu octowego powstatego w wyniku enzymatycznej deacetylacji
chitozanu odpowiada tej, jaka uzyskano w reaktorze okresowym (odpowiednio
298,5 i 287,5 umola), lecz wraz ze wzrostem szybkosci cyrkulacji uzyskiwano
wzrost iloSci wytworzonego kwasu octowego uzyskujgc az 566 pmoli w ciagu
6 godz. prowadzenia procesu przy cyrkulacji 200 mL/min. W konsekwencji, oczeki-
wana zmiana stopnia acetylacji roSnie wraz ze wzrostem szybkosci cyrkulacji roz-
tworu reakcyjnego przez moduf membranowy od 5,8% dla szybkosci 100 mL/min do
11,4% dla szybkosci 200 mL/min.

4. Podsumowanie

Celem prezentowanych badan bylo okreslenie mozliwos$ci zastosowania reakto-
ra membranowego do kontrolowanej enzymatycznej deacetylacji chitozanu z wyko-
rzystaniem deacetylazy chitynowej wydzielonej z grzybow strzepkowych Absidia
orchidis vel coerulea. Stwierdzono, ze sterujac szybkoscia cyrkulacji roztworu przez
modut membranowy mozna zwiekszac¢ stopien deacetylacji chitozanu. Mozliwe za-
tem jest sterowanie procesem i produkowanie polimeru o $cisle okreslonych para-
metrach stopnia acetylacji przy jednoczesnym zachowaniu jego masy czgsteczko-
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wej. Proces prowadzony w reaktorze okresowym, ze wzgledu na inhibitujacy wplyw
kwasu octowego na deacetylaze chitynowa, pozwala jedynie na ograniczong deace-
tylacje chitozanu; w badanym przypadku byto to jedynie okoto 6%. Doswiadczenia
przeprowadzone w reaktorze membranowym pokazaly, Zze zmiana stopnia deacety-
lacji moze by¢ nawet dwukrotnie wieksza w poréwnaniu z uzyskana w reaktorze
okresowym (okoto 11,4%). Potwierdza to przydatnos$¢ tego typu reaktora do kontro-
lowanej enzymatycznej deacetylacji chitozanu.

Praca byla realizowana w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Informatyzacji nr TO9C 055 21.
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