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hfod STRUCNI RADOVI

Kitozan - biopolimer 21. stolje¢a

ANITA MARTINAC 1 JELENA FILIPOVIC-GRCIC

Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb

OD OTKRICA DO DANAS

Kitozan je derivat hitina, glavnoga strukturnog polisaharida beskra-
lje$njaka i nizih biljaka, koji je uz celulozu najzastupljeniji polimer u prirodi
(tabl. 1.). Otkrio ga je Rouget 1859. godine kuhajuéi hitin u koncentriranom
kalijevu hidroksidu i dobio tvar koja je, za razliku od hitina, bila topljiva u
razrijedenim kiselim otopinama. Ozbiljnije se kitozan poé€inje istrazivati i
primjenjivati tek stotinu godina nakon toga, a industrijska je proizvodnja za-
pocéela u Japanu oko 1970.

Buduéi da su glavni izvori hitina i kitozana povezani s prehrambenom
industrijom (tabl. 2.) na tom je podrudju nasao zasada najveéu primjenu, i to
u dijetetskim pripravcima za regulaciju tjelesne mase i kolesterola.

Danas se mnoge znanstvene studije bave ispitivanjem svojstava i primje-
njivosti kitozana, ponajprije zbog njegova izobilja u prirodi i raznolikosti nje-
govih svojstava. Provedena su brojna i sveobuhvatna istrazivanja primjenji-
vosti kitozana u medicinske i farmaceutske svrhe koja bi uskoro mogla
rezultirati novim proizvodom na trzi§tu; pripravak za nazalnu primjenu
morfina na bazi kitozana prosao je sva klini¢ka ispitivanja, a neki su ljekovi-
ti oblici s uklopljenim proteinima u zavr$nim fazama klini¢kog ispitivanja.

S obzirom na moguénosti primjene u raznim industrijskim granama
(tabl. 2.), kitozan — biorazgradljivi polimer, bit ée vrlo vaZzan materijal u bu-
duénosti, pa ga ¢ak nazivaju biopolimerom 21. stoljeca (1).

Tablica 1. Najvazniji izvori hitina

_Organizam _Sadriaj hitina (%)
Crustaceae  rakovi 72,1!
morski racici 69,1
jastozi 69,8
insekti muhe 54,8!
leptiri 64,0
gliive Aspergillus niger  42,0°
Mucor rouxii 44,5

'Prema masi organske tvari kutikule.
2Prema masi suhe tvari stani¢ne stijenke.

STO JE ZAPRAVO KITOZAN

Kitozan (poli[}-(1-4)-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoza]) deacetilirana je
forma hitina, kemijske formule (CgH,;04N),, mukopolisaharid strukturnih
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Tablica 2.
Podrugja primjene kitozana (1)

Podrucje Primjena

prirodni materijal u:
- kirurglji, oftalmologiji, ortopediji i stomatologiji
- izradi kontaktnih le¢a/o¢nih zavoja
medicina i farmacija - pripravcima za zalje¢ivanje rana i njegu koze
- antikolesterolemijskim pripravcima
- pripravcima za mrsavljenje
- terapijskim sustavima
- nutricijski aditiv
- sredstvo za vezanje masnoca
- konzervans
- korigencija mirisa i okusa
- dodatak za izbistravanje voénih sokova i piva
- sredstvo za pakiranje hrane
- dodatak zivotinjskoj hrani
- sredstvo za oblaganje sjemenja
- sredstvo za uklapanje nematocida i insekticida
(oblici kontroliranog oslobadanja)
- fiimogena tvar
kozmetika - sastojak pripravaka za njegu kose,
koZe te pripravaka za oralnu njegqu
- prog¢iséivaé muljevitih, pitkih voda, bazena
obrada vode i otpada - kelator metalnih iona
- sredstvo za preradu otpada prehrambene industrije
- biopolimer u proizvodnji membranskih sustava,
odvajanje sastojaka kromatografskih matriksa
(bioaplikacija) - sredstvo za imobiliziranje enzima/stanica te za
dokazivanje bioprodukata

prehrambena industrlja

agrikuitura

obiljeZja sli¢nih glikozaminoglikanu. Na trzi§tu se moZe naéi u razli¢itim ob-
licima, razli¢ite molne mase i stupnja deacetilacije, kao baza ili u obliku soli
(glutamata, hidroklorida i laktata). Proizvodi se u razlié¢itim dijelovima svije-
ta u obliku otopine, krpica, praska, kuglica ili vlakana.

Pojednostavljena priprava kitozana shematski je prikazana na slici 1.
Hitin se izolira iz oklopa ljuskara (rakova i skampa) tako da se oklopi najpri-
je dekalcificiraju u razrijedenoj kloridnoj kiselini, potom deprotoniraju u raz-
rijedenom natrijevu hidroksidu, te na kraju kuhaju u otopini natrijeva hid-
roksida. Hitin se zatim deacetilira u kipucoj koncentriranoj natrijevoj luzini.
Nakon deacetilacije hitina dobiveni se kitozan otapa u kiselini, filtrira i po-
novo taloZi, ispire i na kraju su8i, kako bi se dobio §to ¢iséi proizvod sa slo-
bodnim amino-skupinama (1).

FIZIKALNO-KEMIJSKA SVOJSTVA KITOZANA

Kitozan je kationski poliamin ¢ija trodimenzionalna struktura odgovara
o-heliksu, stabiliziranom unutarmolekulnim vodikovim vezama. Zbog visoke
gustoée naboja pri pH < 6,5, adhezira na negativno nabijene povrsine, a s po-
lianionima tvori gelove.

2
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Sam hitin, izvorna supstancija za dobivanje kitozana, postoji u oblicima
o, B1i7, od kojih je najéeséi a-hitin. To je kristaliniéan, vrlo kompaktan i stabi-
lan oblik u kojemu su lanci antiparalelno orijentirani. Za p-hitin karakteris-
tiéna je paralelna orijentacija lanaca, dok je y-oblik kombinacija prethodnih
oblika (1).

Kitozan je zajednic¢ki naziv za sve deacetilirane oblike hitina, koji se me-
dusobno razlikuju po stupnju deacetilacije i molnoj masi, a gotovo sva fun-
kcionalna svojstva kitozana ovise upravo o duljini polimernog lanca te o gus-
toéi i raspodjeli naboja. U tablici 3. prikazane su analitiéke metode kojima se
mogu toéno odrediti ta dva najvaznija svojstva kitozana.

Molna masa kitozana moze biti izmedu 50 i 2000 kDa, a stupanj deaceti-
lacije izmedu 40 i 98%. Kitozani s relativno niskim stupnjem deacetilacije
(40 %) topljivi su u kiselome, neutralnome i alkalnome mediju (pH < 9), dok
su kitozani sa stupnjem deacetilacije oko 85% topljivi samo u kiselome medi-
ju (pH < 6,5). Kitozan koji se primjenjuje u prehrambene svrhe je 75-80%
deacetiliran, dok se za farmaceutsku industriju rabe kitozani stupnja deace-
tilacije izmedu 90 i 95 % (2). Opisana uvjetovanost topljivosti kitozana kise-
lo§¢éu medija moZe se primijeniti u pripremi terapijskih oblika s nizom speci-
fi¢nosti, a 1 osnova je za tumadenje hipokolesterolemijskog ué¢inka kitozana.
Naime, prolaskom kroz gastrointestinalni sustav nakon peroralne primjene
kitozan mijenja svoju formu od viskozne otopine u kiselom mediju Zeluca, do
precipitiranog oblika u luZnatome mediju crijeva.
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Slika 1. Shematski prikaz priprave kitozana

Osim stupnja deacetilacije i molne mase, su glavna obiljezja kitozana ub-
rajaju se i viskoznost, indeks kristaliniénosti, broj monomernih jedinica,
konstanta kiselosti i energija hidratacije (3).

Viskoznost kitozanskih otopina usko je povezana s molnom masom i
stupnjem deacetilacije. Sto je viSe slobodnih amino-skupina u polimernom
lancu kitozana, veca je i moguénost nastajanja vadikovih veza, a kao poslje-
dica promjene u konformaciji molekule poveéava se viskoznost kitozanske
otopine (2).

Tablica 3.

Analiticke metode za karakterizaciju kitozana
Svojstvo Analiticka metoda
molna masa HPLC

laser light scattering
GPC

GPC visoke ucginkovitosti

stupanj deacetilacije = UV
IR
titrimetrija

BIOMEDICINSKA SVOJSTVA KITOZANA

Kitozan ima izvanredna svojstva, biokompatibilnost, biorazgradljivost i
bioadhezivnost, vrlo vazna za biomedicinsku primjenu. Upotrebljava se kao
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polimerni materijal u membranama za hemodijalizu, umjetnoj ko#i, kao ek-
scipijens za terapijske sustave, kao matriks u perfuzijskim kolonama i kao
materijal koji posjeduje hemostati¢ki uéinak te ubrzava rast neurona. Danas
se razvijaju razni ljekoviti pripravei u kojima je kitozan nosaé ljekovite sup-
stancije, a rezultati pokazuju veliki uspjeh u postizanju kontinuiranoga i
kontroliranog oslobadanja lijeka uklopljenoga u kitozanski matriks. Siroka
primjenjivost kitozana kao nosaca djelatne tvari (oralna, nazalna, mukozna,
okularna, parenteralna, transdermalna), poti¢e nastavak brojnih znanstve-
nih radova o kitozanu na podruéju farmaceutskih znanosti (1).

Kitozan se smatra netoksiénim, iako valja paziti na stupanj njegove &is-
toée. Parametri kvalitete kitozana su sadrzaj teskih metala i proteina te pi-
rogenost (3). Samo se vrlo prodi§éeni kitozan, biomedicinske ¢istoée, rabi u
medicini i farmaciji. Treba naglasiti da je kitozan kontraindiciran u osoba s
alergijom na ribe, jer se uglavnom izolira iz oklopa morskih $koljkasa.

BIOAKTIVNOST KITOZANA

Kitozan ima razliéite oblike bioaktivnosti (tabl. 3.), od-kojih je zasigurno
najvazniji utjecaj na krvozilni sustav. Posebno treba naglasiti njegovu jedin-
stvenu sposobnost da sniZzava razinu LDL (»loSeg«) kolesterola, a povisuje ra-
zinu HDL (»dobrog«) kolesterola u krvi. Time postize terapijski u¢inak jed-
nak antihiperlipemiku kolestiraminu ali bez nuzdjelovanja tipiénih za
kolestiramin. Visokoproteinske dijete mogu znatno povisiti razinu mokraéne
kiseline u krvi, §to se regulira uzimanjem kitozana, koji, zahvaljujuéi svoje-
mu pozitivnom naboju, veZe mokraénu kiselinu i potiée njezino izluéivanje (4).

Kitozan ima i antihipertenzijsko djelovanje pri hipertenziji prouzrocenoj
prevelikim uno$enjem soli u organizam, jer snizuje razinu klorida u krvi, a
oni utjeéu na aktivnost angiotenzin konvertirajuéeg enzima. Angiotenzin
ima veliku ulogu u odrzavanju normalnoga krvnog tlaka.

Topi¢ka primjena kitozana skraéuje vrijeme koagulacije, $to je vrlo vazno
za brzinu zacjeljivanja rana (pa ¢ak i ulceroznih krvarenja). Istodobno anti-
bakterijsko (i antifungalno) djelovanje iznimno je dragocijeno za zaljeéivanje
rana.

Kitozan se stoga primjenjuje i u tretmanu akni, jer djeluje inhibirajuée
na bakterije koje uzrokuju upalne procese i nastajanje akni. Dokazano je i
njegovo inhibicijsko djelovanje na bakterijske infekcije koje se éesto pojavlju-
ju pri otvorenim opeklinama te antimikotsko djelovanje na Candidu albicans.

Upotrijebljen kao konzervans u prehrambenoj industriji, kitozan je bak-
tericidni aktivniji od mlijeéne kiseline. Prema nekim testovima, ima éak i iz-
razito antiparazitsko djelovanje.

Iz kemijske strukture kitozana proizlazi i njegovo antacidno djelovanje.
Osim klasiéne primjene protiv Zgaravice, moze posluziti i u prevenciji karije-
sa, jer kitozan povisuje pH u ustima i veze bakterije koje pridonose nastaja-
nju zubnog plaka (5).

Sazeti prikaz djelovanja kitozana:

— apsorbira i veze masti/ubrzava mrsavljenje

— smanjuje razinu LDL-a, a poveéava HDL kolesterol
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ubrzava zacjeljivanje ulceroznih oSteéenja i lezija
- ima antibakterijsko i antifungalno djelovanje
— djeluje kao antacid
— sprjecava stvaranje zubnog plaka
-~ pomaze u kontroliranju krvnog tlaka
- smanjuje razinu mokraéne kiseline u krvi
— ima antitumorsko djelovanje (?)

I dok se primjenjivost kitozana u farmaceutskoj i biomedicinskoj indus-
triji jo§ intenzivno ispituje, na trzi§tu veé postoje dijetetski proizvodi s kito-
zanom koji ima svojstvo vezanja raznih oblika masti u probavnom sustavu.
Zbog provjerene neskodljivosti i uéinkovitosti takvih pripravaka kao antihi-
perlipemika i regulatora tjelesne mase, primjena kitozana i nacela djelova-
nja detaljnije ¢e biti opisani u daljnjem tekstu.

KITOZAN - »HVATAC« MASTI

KOLESTEROL

Kolesterol je potreban za normalan rast stanice, pravilnu strukturu i
funkcioniranje staniéne membrane. Mozak sadrzi 10 % kolesterola; veéina je
sastavni dio mijelina. Jetra je glavni organ za odrzavanje homeostaze koles-
terola u organizmu. Nadbubrezna Zlijezda, jajnici i placenta koriste koleste-
rol za sintezu steroidnih hormona. Kako sam nije topljiv u vodi, kolesterol se
uklanja iz organizma nakon biotransformacije u vodotopljive Zuéne kiseline.

Nekontrolirana je akumulacija kolesterola citotoksiéna i uzrokuje mnoge
patoloSke procese (aterosklerozu, bolesti Zuénih kanala, tumore), stoga je
bitno kontrolirati razinu kolesterola u krvi, ako je potrebno, smanjiti njegov
unos. Organizam ¢ovjeka reagira na smanjeni unos kolesterola kompenzacij-
skim mehanizmom, tj. poveéanom sintezom endogenog kolesterola.

Kolesterol se uglavnom unosi u organizam s masno¢ama. Veéina egzoge-
nog kolesterola nije u obliku estera. Tek ga je 5-10 % esterificirano s masnim
kiselinama.

Probava masnoéa zapoéinje frakcioniranjem triacilglicerola, fosfolipida i
kolesterol estera preduodenalnim lipazama. Kolesterol iz hrane dolazi do lu-
mena crijeva zajedno s neprobavljenim mastima, i tu dalje hidrolizira s enzi-
mima pankreasa (lipaza, fosfolipaza A2 i kolesterol esteraza). Produkti te
razgradnje mijesaju se s fosfolipidima i Zuénim solima u micelarne strukture
ili stvaraju vezikule s fosfolipidima. Na ulasku u stanice sluznice kolesterol
se esterificira i oblikuje u hilomikrone koji limfom ulaze u cirkulaciju.

HIPOKOLESTEROLEMIJSKI UCINAK KITOZANA

Kitozan ima antikolesterolemijski, antiulkusni i antiurikemijski uéinak
(6). Ta su njegova svojstva vezana za sposobnost kitozana da veze zuéne kise-
line, i tako smanjuje njihovu enterohepati¢ku recirkulaciju te razinu mok-
racéne kiseline u plazmi. Kitozan moze tvoriti kompleksne soli, koje vezu trig-
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liceride, masne i zZuéne kiseline, kolesterol i druge sterole, pa se veéina tako
vezanih lipida ne apsorbira nego izluéuje iz organizma. Gubitak Zuénih sas-
tojaka fecesom povecava hepati¢ku transformaciju kolesterola u Zuéne kise-
line, §to pridonosi i sniZenju razine kolesterola u organizmu.

U studijama koje su obuhvatile 1000 dobrovoljaca dokazano je da se razi-
na ukupnoga serumskog kolesterola znatno smanjila, dok se koliéina serum-
skog HDL kolesterola uvelike povisila u odnosu prema vrijednostima prije
uzimanja kitozana.

MEHANIZMI HIPOKOLESTEROLEMIJS KOG UCINKA KITOZANA

Mehanizam smanjenja apsorpcije lipida i kolesterola zbog utjecaja kito-
zana nije u potpunosti objasnjen, ali se sigurno moze re¢i da nije rije¢ o jedin-
stvenome mehanizmu veé o kombinaciji viSe njih (7). To su:

— utjecaj viskoznosti,

— ionske interakcije,

- uklapanje micela, Zuénih i masnih kiselina,

— uklapanje egzogenih triglicerida,

— inhibicija lipaze pankreasa.

Utjecaj viskoznosti na apsorpciju kolesterola

Kitozan bi, sliéno kao i drugi viskozni polisaharidi koji se od kitozana
razlikuju po negativnom ili neutralnom naboju, trebao snizavati apsorpciju
kolesterola te Zuénih i masnih kiselina djelujuéi kao fizicka prepreka oblaga-
njem stijenki tankog crijeva. No kitozan je viskozan samo pri uvjetima nis-
kog pH (u zelucu), pa se u tankom crijevu postupno talozi gubeéi viskozna
svojstva. Utjecaj na apsorpciju u Zelucu nema veliko znaéenje jer se glavnina
masti apsorbira u tankom crijevu.

Ionske interakcije

Zbog ionskih interakcija protoniranih amino-skupina kitozana i negativ-
nog naboja Zuénih i masnih kiselina poremeéeno je stvaranje micela u crije-
vu te pojaéano izluéivanje Zuénih kiselina i kolesterola, kao i cijelih komplek-
snih micela koje sadrze i druge lipide. Bilo zbog poja¢ane koekskrecije cijelih
micela, bilo zbog njihove dezintegracije, dolazi do malapsorpcije lipida.

Vezanje i izludivanje Zuénih kiselina dovodi do oksidacije kolesterola u
zuéne kiseline u jetri kako bi se kompenzirao njihov nedostatak. Uz veéi stu-
panj deacetilacije kitozana, veéa je i uspjeSnost vezanja, §to potvrduje posto-
janje te interakcije.

Kitozan je slaba baza (pK, 6,5), te je u Zeluéanom soku u potpunosti pro-
toniran, ali zbog slabe ionizacije masnih kiselina u kiselome mediju izostaju
ionske interakcije.

Kako pH medija raste prolaskom u duodenum i jejunum, tako se smanju-
je broj protoniranih amino-skupina kitozana. Preostale ulaze u interakciju s
negativno nabijenim Zuénim i masnim kiselinama. ViSe se vezu Zué¢ne kiseli-
ne, jer su one pri neutralnom pH potpuno ionizirane, za razliku od masnih
kiselina.
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PredloZeni mehanizam ne moze biti glavni mehanizam zbog djelomiéno
ioniziranog kitozana pri pH duodenuma i jejunuma. Ipak, nakon inicijalnog
vezanja postupna precipitacija kitozana vodi uklapanju lipida i kolesterola.

Uklapanje micela, 2uénih i masnih kiselina

Nakon ingestije kitozan se u potpunosti otapa u zelucu zbog postojanja
kloridne kiseline. Na ulasku u duodenum zbog neutralnog pH u kojemu nije
topljiv poéinje se precipitirati. Precipitacija je postupna zbog pH gradijenta u
duodenumu (pH 5,5-7,5). Ionskim interakcijama prethodno vezane micele,
masne 1 Zuéne kiseline postaju zarobljene agregacijom i precipitacijom kito-
zana u duodenumu, $to smanjenjuje apsorpciju svih masnih komponenti.

Uklapanje egzogenih triglicerida

Taj pretpostavljeni mehanizam poéinje u Zelucu, gdje kitozan u otoplje-
nom obliku sluzi kao emulgator masnim kapljicama, mije§ajuéi se s njima i
okruzujuéi ih. U tankom crijevu kitozan postupno prelazi u gel formu i évrsto
oblaZze masne kapljice, sprje¢avajuéi enzime pankreasa i tankog crijeva da
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stignu na mjesto djelovanja. Posljedica te inhibicije je smanjenje metaboliz-
ma i pojacano izluéivanje masti.

Inhibicija lipaze pankreasa

Kitozan se sam djelomiéno hidrolizira razli¢itim lipazama pa kao sup-
strat tog enzima moze utjecati na metabolizam masti.

ULOGA KITOZANA U KONTROLI TJELESNE MASE

Kitozan se pojavljuje i kao sastavnica dijetetskih proizvoda za kontrolu
tjelesne tezine. Prvi se rezultati primjeéuju nakon nekoliko tjedana tretma-
na. Pravi se ufinak postize s kontroliranim unosom hrane.

Kitozan je prirodni »hvataé« masti pa moze ubrzati proces mrsavljenja,
ali i smanjiti rizik od nekih najudestalijih suvremenih bolesti zapadnoga svi-
jeta kao $to su bolesti krvozilnog sustava i pretilost. Studije provedene u
Helsinkiju pokazale su da se uzimanjem Kkitozana tijekom tjedan dana moze
izgubiti oko 8 % tjelesne tezine (5).

Mnogo je teze rijesiti se masnih nakupina u adipoznom tkivu nego uklo-
niti masnoée prije ulaska u krvotok. Kitozan veze upravo te masnoce i tako
ih prevodi u oblik koji ljudsko tijelo ne apsorbira, veé se one izluéuju iz orga-
nizma prije ulaska u cirkulaciju. Okruzivanjem masnoca kitozan istodobno
blokira razgradnju masti, pa one u tom obliku nemaju nikakvu kalorijsku
vrijednost. Na taj se na¢in smanjuje i optereéenje jetre te svih ostalih organa
koji sudjeluju u probavi masti. Odredena koli¢ina kitozana moze vezati 6-8
puta vise masti.

Kako se sam kitozan ne moze probaviti, njegova je kalorijska vrijednost
jednaka nuli, bez obzira na unesenu koli¢inu. To je svojstvo izrazito bitno za
svaki proizvod za mrsavljenje. Kitozan je odli¢an izbor za regulaciju tjelesne
tezine jer je netoksifan, pa nema rizika od prekomjernog doziranja, nema
nuspojava ni opasnosti od navikavanja.

MOGUCE NUSPOJAVE PRI UPOTREBI KITOZANSKIH PRIPRAVAKA

Utjecaj na apsorpciju liposolubilnih vitamina

Kitozan bi mogao smanjiti apsorpciju vitamina uklopljenih u kitozan-
sko-lipidnim agregatima, no nije dokazano smanjenje serumskih razina vita-
mina. Prevencije radi, vitamini bi se mogli uzimati u razliéito vrijeme od ki-
tozanskih pripravaka.

Utjecaj na eliminaciju metala u tragovima

Zbog kelatorskih svojstava kitozana mogla bi se oéekivati i njegova inte-
rakcija s ionima metala u organizmu, §to bi posebice utjecalo na aktivnost
postojeéih metaloenzima. Ispitivanja su pokazala da kelirajuéa aktivnost ki-
tozana nije dovoljna da bi promijenila razinu metala u tragovima u organiz-
mu poveéanjem njihove eliminacije, pa je peroralna primjena kitozana bezo-
pasna.
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Utjecaj na hidroleze

Kitozan neizravno smanjuje aktivnost enzima karboksilesterlipaze, sti-
muliranog Zu¢nim solima. No time se samo pojacava Zeljeni u¢inak smanje-
nja hidrolize lipida i pojacane fekalne ekskrecije.

Chitosan - biopolymer for the 21 century
by A. Martinac and J. Filipovié-Gréié

Summary

Chitosan, a hydrophilic biopolymer, is obtained industrially by hydrolysing the ami-
noacetyl groups of chitin. It is natural, non-toxic, biodegradable polysaccharide avail-
able as solution, flake, fine powder, bead and fibre. The sources, biochemical aspects,
structure and chemical modification, physico-chemical and functional properties, and
applications of chitosan have been investigated extensively in the literature. The an-
ticholesterolemic action of chitosan resides in its capacity to¥react with bile acids and
salts while mechanism is not completely known. During the last few years chitosan
have been sold as over-the-counter dietary supplement without medical prescription.
Whatever the future of dietary supplements, the most important aspect of the current
research is that oral administration of chitosan opened the route of chitosan-based
sophisticated drug carriers, a field where chitosan is certainly going to play a remar-
kable role in the near future.

(Department of Pharmaceutical Technology, Faculty of Pharmacy and Biochemistry,
University of Zagreb, A. Kovaciéa 1, Zagreb)
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