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Modelowanie bioreaktora okresowego
do enzymatycznej deacetylacji chitozanu

Wprowadzenie

Reaktor okresowy jest wygodnym uktadem do prowadzenia
reakcji z wykorzystaniem natywnych enzymoéw. NajczeSciej,
w przypadku prostych reakcji enzymatycznych opisywanych
z wykorzystaniem modelu Michaelis-Menten, zmiany steze-
nia substratu w reaktorze przedstawiane sa zalezno$cia:

_ﬁ — kcatEOS (1)
dt K, +S

ktora po scatkowaniu przyjmuje postac:
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Stopien skomplikowania opisu zaleze¢ jednak bedzie bar-
dzo silnie od uwzglednienia dodatkowych efektéow zacho-
dzacych w uktadzie takich jak np. inhibicja czy dezaktywacja
termiczna enzymu.

deacetylaza chitynowa

- GIcNHAc¢ -GleNH; + AcOH

-

Deacetylaza chitynowa jest enzymem, ktory hydrolizuje wia-
zania miedzy grupg acetylowa a grupa aminowa w merach
N-acetyloglukozaminy przeksztalcajac je do glukozaminy.

Reakcja ta ma znaczenie w procesie enzymatycznej deace-
tylacji chitozanu. Daje ona mozliwo$§é modyfikowania stopnia
acetylacji polimeru bez zmiany jego masy czasteczkowej, co
nie jest mozliwe w przypadku deacetylacji chemiczne;j.
Stwierdzono jednak, ze uwalniany w procesie kwas octowy
jest inhibitorem dla deacetylazy chitynowej [1, 2]; mechanizm
tej inhibicji nie zostat dotychczas opisany. Dodatkowo wyka-
zano takze, ze deacetylaza chitynowa moze ulega¢ dezakty-
wacji termicznej w trakcie dtugotrwatego prowadzenia proce-
su [3-5].

Celem prezentowanej pracy bylo porownanie modelu enzy-
matycznej deacetylacji chitozanu przy i bez uwzglednienia in-
hibicji produktem oraz dezaktywacji termicznej z danymi do-
$wiadczalnymi uzyskanymi w reaktorze okresowym.

Materialy i metody

Deacetylaza chitynowa — grzyby strzepkowe Absidia orchi-
dis vel coerulea NCAIM F 0642 namnazano w zmodyfikowa-
nej pozywce YPG [6] w bioreaktorze Biostat ED (7.0 L
podloza, temp. 27°C), a nastepnie wydzielano z roztworu,
przemywano woda destylowana i homogenizowano, stata po-
zostato§¢ odrzucono za$ roztwor wysycono siarczanem amonu
(80%) i przechowywano przez noc w temperaturze 4-10°C. Po
odwirowaniu wysolonych biatek (6 000 obr/min, 15 min, 4°C),
roztwor dializowano wzgledem HCI (pH 4.0, modul o cut-off

10 kDa) 1 zatezano przez ultrafiltracje (modut o cut-off 10
kDa). Stezenie enzymu w roztworze HCl pH 4.0 wynosito
41,09 mg/L

Chitozan — w do$wiadczeniu stosowano chitozan $rednio-
czasteczkowy o stopniu acetylacji 39,7% stanowigcy darowi-
zne Mahtani-Gilett-Chitosan (Indie). Stezenie chitozanu
w roztworze wynosito 5.0 g/L co odpowiadalo stezeniu meréw
N-acetylglukozaminy 11.13 mmol/L

Uktad doswiadczalny — Wszystkie doéwiadczenia prowa-
dzono w termostatowanym reaktorze (1300 mL) wyposa-
zonym w mieszadlo magnetyczne. W reaktorze umieszczano
1000 mL roztworu chitozanu w HCl o pH 4.0 i mieszajac
(250-300 obr/min) termostatowano przez 30 min w tempera-
turze 50°C. Reakcje inicjowano dodajac 50 mL roztworu enzy-
mu preinkubowanego w 50°C przez 10 min. W odpowiednich
odstepach czasu (co 10-20 min) pobierano prébki roztworu;
reakcja enzymatyczna zatrzymywana byla przez dodanie 0,1
mL 1 M NaOH. Wytracony chitozan usuwano poprzez wiro-
wanie, a w klarownym roztworze oznaczano stezenie kwasu
octowego

Metody analityczne

Stezenie biatka oznaczano kolorymetryczna metoda Brad-
forda.

Stezenie kwasu octowego oznaczano metoda chromatogra-
ficzna [7].

Wyniki dos$wiadczen

Doswiadczenia prowadzono w reaktorze okresowym przez
6 godzin. Zmiany stezenia kwasu octowego przeliczono na
zmiany stezenia merow N-acetylglukozaminy (reakcja jest
réwnomolowa), a nastepnie przedstawiono w postaci zalezno-
$c1 S od t. Dane do$wiadczalne poréwnano nastepnie z mode-
lem prostej reakcji enzymatycznej. Parametry w réwnaniu
Michaelis-Menten wyznaczono w niezaleznych doswiadcze-
niach metoda szybkosci poczatkowej: k., = 11,21 1/min, Ky, =
2,45 mmol/L, (Rys. 1).

Poréwnanie danych do§wiadczalnych z modelem wskazuje
na wyraznie znaczne réznice wynikajace z braku uwzglednie-
nia inhibicji produktem. W niezaleznych badaniach (metoda
Dixona) stwierdzono, ze kwas octowy jest inhibitorem wspdt-
zawodniczacym, za$ stata inhibicji ma wartos¢ K; = 0,286
mmol/L. Scatkowana zalezno$¢ bilansowa bedzie zatem miata
postac:

t:1{KM(1+S)lnS°+[1—S)(SO—S)} ®
o B, K)"s K,

cat 12

cat

Dane modelowe wskazuja na lepsza zgodno$¢ z danymi do-
$wiadczalnymi (Rys. 1), jednak 1 w tym przypadku nie jest
ona zadowalajaca. Przyczyna tego moze by¢ brak uwzglednie-
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nia dodatkowo dezaktywacji termicznej deacetylazy chityno-
wej. Rownanie bilansowe uwzgledniajace dezaktywacje ter-
miczng enzymu ma nastepujaca postac:

_ﬁ_ kcatE(t)S
dt I
K, |1+— |+ S

i

“4)

W niezaleznych badaniach stwierdzono, ze dezaktywacja
termiczna nie jest zgodna z modelem pierwszorzedowym, lecz
moze byé opisana modelem tréjparametrycznym Aymarda
i Belarbi [8]:

% =0,6862exp(-0,00197¢) + (1 — 0,6862) exp(—0,0309t) (5)

0

Zatem scalkowane réwnanie bilansowe przyjmuje postaé:

F(t) = klE{KM(lJF KSJIHSS'O-I-(I_%J(SO - S)] (6)

cat™0 i
gdzie:
F(t) =35847—-34831exp(0,00197¢) — 10,16 exp(—0,0309¢) (7)

Wykreslajac zalezno§é F(t) vs S mozemy poréwnaé dane do-
$wiadczalne z modelem uwzgledniajacym zaréwno inhibicje
produktem jak 1 dezaktywacje termiczna enzymu, (Rys. 2).
W tym przypadku uzyskano najlepsza zgodno$¢ danych do-
Swiadczalnych z danymi modelowymi. Przedstawione wyniki
wskazujq takze, ze wplyw dezaktywacji termicznej deacetyla-
zy chitynowej na proces deacetylacji chitozanu jest istotniej-
szy niz wplyw inhibicji kwasem octowym.
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