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Kratak sadrzaj

Uvod Hitozan je linearni, binarni heteropolisaharid dobijen parcijalnom
alkalnom deacetilacijom hitina. Hitozan je biokompatibilan i
biodegradabilan polimer koji ima primenu u farmaciji i biomedicinskim
istrazivanjima. U dijetetskim suplementima hitozan ima primenu za
odrzavanje normalne koncentracije holesterola.

Cilj Ciljevi analize hitozana iz kapsula dijetetskog suplementa na
trzistu, bili su da se odredi: kontrola punjenja kapsula 0,15 g hitozana/
kapsuli, karakteristike hitozana - stepen deacetilovanja (DDA(%)
degree of deacetylation) poredenjem predlozenih modifikovanih
metoda: tehnika FTIR-ATR i kiselinsko-bazne titracije; sadrzaj viage
i pepela i funkcionalne karakteristike hitozana - kapacitet vezivanja
vode (WBC-water binding capacity) i kapacitet vezivanja masti (FBC-fat
binding capacity).

Metod Ispitivanja su izvedena na dijetetskom suplementu sa trzista
(0,15 i 0,25 g hitozana/kapsuli). Za DDA(%) FTIR spektri su snimljeni
na Nicolet iS10 Thermo-Scientific USA ATR tehnikom, a za kiselinsko-
baznu titraciju - tehnika retitracije korisé¢en je indikator bromfenolplavo.
Gubitak susenjem odreden je na 105°C i na 60°C (2 h), a pepeo na
650°C (4 h). Za odredivanje WBC (10,00 ml redestilovane vode) i FBC
(10,00 ml sojinog, suncokretovog i kukuruznog ulja) koris¢ene su kivete
(30 ml) i centrifugiranje 3500 o/min (25 min).

Variranje mase hitozan kapsula (0,15 g/kapsuli) iz 2 serije od po 20
merenja daje x=0,1498+0,0063 g (99,87% od deklarisane mase).
Primena FTIR-ATR spektroskopije (dva obrasca sa odnosom apsorbancija
traka A1655/A3450 i A1320/A1420 uz odgovarajuée bazne linije) daje
najusaglasenije rezultate za DDA(%) od 92,66% (bazna linija b za pik
na 1650 cm-1) i 89,40% (bazne linije b6(A1320) i b9(A1420)) u odnosu
na kiselinsko-baznu titraciju 91,49%. Sadrzaj vliage x1=7,55% (105 °C)
i x2=7,03% (60 °C) (dozvoljeno <10%), a pepeo od 0,51% odgovara
propisu za upotrebu u industriji hrane. Dobijen je veéi WBC (496,8%)
u odnosu na FBC (u rasponu 332,4-352,8%).

Zakljucak Karakteristike hitozana: visok DDA(%), niski procenti viage
i pepela i funkcionalne karakteristike ukazuju na dobar izvor hitina
(crvenonoge krabe - deklarisano od proizvodaca) za suplement sa
trzista. PredloZzene modifikacije za odredivanje DDA(%) pokazale su
usaglasene vrednosti.

Kljucne reci: hitozan, dijetetski suplement, DDA(%), funkcionalne
karakteristike

literaturi oznacava kao DA(%). Hitozan se u prirodi nalazi

Hitozan je jedan od najinteresantnijih polusintetskih
biopolimera sa brojnim primenama, koji se dobija
iz prirodnog izvora - hitina, parcijalnom alkalnom
termohemijskom deacetilacijom [1]. Hitozan je linearni,
binarni heteropolisaharid koji je biokompatibilan i
biodegradabilan polimer i sastoji se od 2-acetamido-
2-deoksi-B-D-glukopiranoze i 2-amino-2-deoksi-B-D-
glukopiranoze koje su povezane B(1-4) glikozidnim
vezama. Uslovi pod kojima se izvodi deacetilovanje
odreduju molekulsku masu polimera | stepen
deacetilovanja (DDA(%); degree of deacetylation ili se
koristi skracenica DD(%)). Kod hitina vrednosti DDA(%)
su u opsegu od 5% do 15%, a kod hitozana od 70% do
95%. Stepen acetilovanja (degree of acetylation) se u

samo u odredenim gljivama (Mucoraceae), dok je hitin
gradivni polisaharid prirodnog porekla koji je sastavni
deo egzoskeleta ljuskara (rakovi, Skampi i skoljke), a
moze se naci i kod nekih insekata i u celijskom zidu
nekih gljiva.

Komercijalno dostupni hitozani podeljeni su u dve
kategorije niskomolekularni cija je molekulska masa
izmedu 20 kDa i 190 kDa sa vrednostima DDA(%) <
75%, dok se visokomolekularni hitozani karakterisu
molekulskom masom izmedu 190 kDa i 374 kDa uz
vrednosti DDA(%) > 75% [2]. Molekulska masa i
DDA(%) direktno uti¢u na rastvorljivost hitozana, jer
se amino grupe hitozana na nizim pH vrednostima (nize
pH od oko 6) protonuju uslovljavajuci polikatjonska
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svojstva hitozana, Sto povecava rastvorljivost hitozana
i omogucava elektrostaticke interakcije sa negativno
naelektrisanim vrstama. Na visim pH vrednostima
(iznad 6,5) amino grupe su deprotonovane i postaju
reaktivhe, a hitozan kao baza pokazuje hidrofobne
interakcije sa masnim kiselinama i holesterolom [2]. Na
pH vrednostima iznad pKa, niska rastvorljivost hitozana
je osnovni ograni¢avajuci faktor za primene, posebno
kada se koriste u cilju poboljSanja apsorpcije/resorpcije
lekovitih  supstanci preko sluzokoza (mukoznih
membrana).

Hitozan ima primenu u farmaciji i biomedicinskim
istrazivanjima za: koloidne nosace lekovitih supstanci
sa modifikovanim oslobadanjem; preparate/sredstva
za zarastanje rana; tkivno inZinjerstvo, a i kao dodatak
ishrani. U periodu od 2000. do 2014. godine, objavljen
broj radova o hitozanu i derivatima, eksponencijano
raste od oko 500 do 7600 radova, prema podacima
Scopus baze, a prikazano je histogramom u revijalnom
radu [3].

Zavisnost fizicko-hemijskih karakteristika i bioloskih
svojstava hitozana od molekulske mase (M,) i DDA(%),
prema literaturi [4] prikazana je u Tabeli 1.

Objavljeni su brojni pregledni radovi i poglavlja
u monografijama koji prikazuju svojstva i razliCite
primene hitozana [5-9]. Nedavno su publikovane i dve
monografije [10, 11].

Stepen deacetilovanja, kao osnovni parametar
(pored M), znacajan je za karakterizaciju hitozana i
odreduje se razli¢itim metodama: spektroskopske UV-
derivativna spektrofotometrija prvog izvoda je propisana
u monografiji za hitozan-hidrohlorid u Evropskoj
farmakopeji EP8 [12], brojne FTIR i 'H NMR, kao i ve¢im
brojem volumetrijskih metoda - potenciometrijske
titracije i klasi¢ne titracije. Za primenu i poredenje
razli¢itih metoda za odredivanje DDA(%) posebno su
interesantna dva rada [13, 14]._

U prehrambenoj industriji hitozan se koristi za
konzervisanje hrane, kao emulgator, za stabilizaciju
boja i za pripremu biodegradabilnih filmova. Hitozan
ulazi i u sastav dijetetskih suplemenata za odrzavanje
normalne koncentracije holesterola, a prema svojim
nutritivnim osobinama svrstava se u dijetetska vlakna
i ove primene su detaljno razmatrane u tri poglavlja
koja su publikovana u dve monografije [15, 16].
Hitozani koji se koriste kao dodaci u ishrani potrebno
je da imaju visoke vrednosti DDA(%) i M,, [17], jer je
potvrdena apsorpcija hitozana malih molekulskih masa
3,8 kDa (DDA(%) 88,4) i znacajne koncentracije u
plazmi posle por os primene, dok primena hitozana sa
230 kDa (DDA(%) 84,9) nije pokazala apsorpciju pri
¢emu su DDA(%) bili vrlo sli¢ni [2]. Od mehanizama
koji su ukljuceni u hipoholesterolemic¢no i hipolipemicno
dejstvo preovladavaju tri koji ukljucuju jonske

interakcije preko protonovanih amino grupa, zatim
preko hidrofobrih interakcija i gradenja mesSovitih
micela dolazi do smanjenja normalne apsopcije masti,
dok se preko kompetitivne inhibicije pankreasne lipaze
smanjuje koli¢ina svarenih i aporbovanih masti [18].
Evropska uprava za bezbednost hrane EFSA (Europen
Food Safety Authority) je potvrdila uticaj hitozana
na odrzavanje normalnog nivoa LDL holesterola, koji
se postize dnevnim unosom od 3 g hitozana, a ovo
regulatorno telo nije potvrdilo zdravstvenu izjavu kojom
se hitozan dovodi u vezu sa smanjenjem telesne mase
[19]. Strukturna razliitost hitozana, preko DDA(%)
i M, koji uticu na biodistribuciju kao i na in vivo i in
vitro toksi¢nost [20], dodatno otezava da hitozan dobije
GRAS status (Generally Recognized as Safe — Generalno
prihvatljivi kao bezbedni).

CILJ

Cilj ovih istrazivanja je bio da se izvede ispitivanje
karakteristika hitozana iz dijetetskog sluplementa
na trziStu. Suplement je deklarisan kao Cist hitozan
(0,15 g hitozana/kapsuli i 0,25 g hitozana/kapsuli)
sa poznatim izvorom hitina iz crvenonogih kraba. Za
odredivanje DDA(%) predloZzene su modifikacije dve
metode: kiselinsko-baznom titracijom - tehnikom
retitracije uz indikator bromfenolplavo i snimanjem
FTIR spektara - tehnikom viSestruke refleksije (ATR),
gde je prvo odreden procenat stepena acetilovanja
(degree of acetylation — DA(%)), a preko DA(%)
je izraCunat DDA(%). Funkcionalna karakterizacija
hitozana iz dijetetskog suplementa sa trzista je izvedena
odredivanjem kapaciteta vezivanja vode (water binding
capacity - WBC) i kapaciteta vezivanja masti (fat binding
capacity - FBC), a pored toga su odredeni i procenti
pepela i viage.

MATERIJALI I METODE
Materijali i instrumentacija

Koris¢en je uzorak hitozana iz dijetetskog
suplemenata na trzistu: 0,15 g hitozana/kapsuli i 0,25
g hitozana/kapsuli . Uzorci hitozana iz suplemenata sve
vreme trajanja eksperimenata Cuvani su u eksikatoru.
Kiselinsko-bazni indikator bromfenolplavo (pH interval
3,0-4,6), standardni rastvor hlorovodonic¢ne kiseline (c
= 0,0860 M) i natrijum-hidroksida (c = 0,1004 M). Ulja
koja su koris¢ena su sojino (na pakovanju deklarisano
kao: hladno presovano nerafinisano jestivo biljno ulje
od soje, Uvita d.o.o., Debeljaca, Srbija), suncokretovo
(jestivo rafinisano suncokretovo ulje, Dijamant,
Zrenjanin, Srbija) i kukuruzno (hladno presovano
nerafinisano jestivo biljno ulje od kukuruznih Kklica,
Uvita d.o.o., Debeljaca, Srbija).

Odmeravanje intaktnih i kapsula sa zaostatkom (dve

Tabela 1. Uticaj stepena deacetilovanja (DDA(%)) i molekulske mase (M,,) na fizi¢ko-hemijske karakteristike i bioloska svojstva hitozana

Fizicko-hemijske karakteristike

Bioloska svojstva

Rastvorljivost DDA T

Antimikrobna DDA TMw T ili {

Kristalnost DDA {

Analgetska DDA T

Viskoznost DDA T

Antioksidantna DDA T Mw {

Biodegradabilnost DDA | Mw {

Hemostatska DDA T

Biokompatibilnost DDA T

Mukoadhezivna DDA T Mw T

T Direktno proporcionalno { Obrnuto proporcionalno
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serije od po 20 kapsula), izvedeno je na analitickoj vagi
Scaltec SBC 31 (Scaltec Instruments Gmbh, Goettingen,
Nemacka) za variranje mase - kontrole punjenja, kao i
mase hitozana za odredivanje stepena deacetilovanja
(DDA(%)), gubitka susenjem u laboratorijskoj susnici
ST-05 (Instrumentaria, Zagreb) i u vakuum susnici
Heraeus Vacuum Oven - VT6025 (Thermo Scientific)
kao i za odredivanje pepela u peéi za zarenje (LP07
Instrumentaria Zagreb). Uzorci za kiselinsko-baznu
titraciju su rastvarani na magnetnoj mesalici (Tehtnica
Zelezniki MM-510). FTIR spektri snimljeni su tehnikom
viSestruke refleksije (ATR) na Nicolet iS10 (Thermo-
Scientisic, USA). Za odredivanje WBC i FBC koriS¢ene
su mase hitozana odmerene na tehnickoj vagi
(Adventurer™ OHAUS) u kivetama zapremine 30 ml, a
uzorci su centrifugirani u centrifugi (T52 MLW). Uzorci
za WBC i FBC pripremljeni su na mehanickoj mesalici
— vorteks mikser (Assistenza tecnica, VETROTECNICA,
Padova).

Ispitivanje variranja mase (<2091>, Weight
variation of dietary supplements, USP 39-NF34)

Variranje mase kapsula hitozana 0,15 g/kapsuli
ispitano je u dve serije od po 20 intaktnih kapsula koje
su odmerene pojedinacno i izraCunata prose¢na masa
je poredena sa zahtevom da mase svih kapsula budu u
opsegu od 90 - 110% u odnosu na prosecnu vrednost.
Dodatno, prema propisu Evropske farmakopeje EPS8
uradeno je variranje mase jednodoznih preparata,
pri ¢emu je dozvoljeno odstupanje £10% od srednje
vrednosti mase sadrzaja kapsula dobijeno pojedinacnim
odmeravanje 20 slucajno odabranih kapsula [12].

Postupci odredivanja stepena deacetilovanja

Masa hitozana (oko 0,1 g) odmerena je metodom
diferencije (meri se masa aluminijumske folije sa
hitozanom i masa folije sa ostatkom) sa ta¢nos¢u na
Cetvrtoj decimali. Hitozan je prenet u erlenmajer od
100 ml u koji se doda 30,00 ml standardnog rastvora
hlorovodonicne kiseline iz birete i rastvara na magnetnoj
mesalici 10 - 15 min. Dobijenom rastvoru se doda 5
kapi indikatora bromfenolplavog i titrira standardnim
rastvorom natrijum-hidroksida do prve promene boje.

Za snimanje FTIR spektara tehnikom viSestruke
refleksije (vrsta kristala u ATR-u je dijamant), u oblasti
talasnih brojeva od 4000 do 650 cm™ postavljeni su
slede¢i parametri: broj snimanja 16; rezolucija 4 cm®;
interval ocitavanja podataka 0,482 cm-.

Postupci odredivanja gubitka susenjem i pepela

Na analitickoj vagi odmereno je pet uzoraka
hitozana iz suplementa (oko 1,2 g) u vegeglasima cija je
konstantna masa prethodno odredena, a zatim su suseni
u laboratorijskoj susnici na 105 + 3 °C tokom 2 h (ovi
osuseni uzorci su koriséeni za odredivanje WBC i FBC). U
drugoj seriji tri uzorka hitozana (oko 1,0 g) odmerena su u
vegeglasima Cija je konstantna masa prethodno odredena
i suSeni su u vakuum susnici na 60 °C tokom 2 h.

Tri uzorka hitozana (oko 2,0 g) odmerena su u
tiglovima za Zarenje, koji su prethodno dovedeni do
konstantne mase, na analiti¢koj vagi, a zatim su pazljivo
spaljeni na plameniku u digestoru pri ¢emu je uzorak
polako sagorevao - bez otvorenog plamena, a ostatak je
dobijen u obliku ugljenisanog diska. Tiglovi su preneti u

pec za zarenje i postupak Zarenja je trajao 4 h na 650 °C.
Nakon 4 h pe¢ je iskljucena, a tiglovi su ostavljeni u peci
dok se temperatura nije spustila na oko 200 °C (hladenje
u pedi je trajalo oko 2-3 h), i nakon hladenja u eksikatoru
odmerene su mase.

Postupci odredivanja funkcionalnih karakteristika
hitozana

Na tehnickoj vagi odmereni su osuseni ili neosuseni
uzorci hitozana iz suplementa (oko 0,5 g - tacnost na dve
decimale) u tarirane kivete (30 ml). Zatim se, u kivetu,
trbusastom pipetom (FORTUNA® GERMANY AS) odmeri po
10,00 ml vode ili odgovarajuéeg ulja. Za vodu je uradeno
osam proba, po Cetiri za osusen i neosusen uzorak hitozana,
dok je za ulja radeno Cetiri probe, po dve (za osusen i
neosusen uzorak hitozana) za svaku vrstu ulja. Uzorci
se disperguju na vorteks mikseru u toku 1 min, a potom
promesaju ru¢no u toku 5 s na svakih 10 min u periodu od
30 min. Kivete se stavljaju na centrifugiranje 3500 o/min
tokom 25 min. Nakon dekantovanja supernatanta kivete
se ponovo izmere.

REZULTATI I DISKUSIJA
Ispitivanje variranja mase

Za ispitivanje variranja mase odabrane su kapsule
hitozana sa deklarisanim sadrzajem od 0,15 g/kapsuli. Na
osnovu dobijenih rezultata, iz dve serije od po 20 kapsula,
moze se zakljuciti da ispitivani preparat odgovara zahtevu
Americke farmakopeje za variranje mase Cvrstih doziranih
oblika dijetetskih suplemenata. 1z prve serije prosec¢na
masa intaktne kapsule iznosila je 0,2526 g (Sd = 0,0067
g; RSD = 2,65%) uz dozvoljenu donju i gornju granicu
odstupanja od 0,2273 g i 0,2778 g, a realno dobijene
minimalne i maksimalne mase iznosile su 0,2396 gi 0,2643
g Sto predstavlja 94,87% i 104,65% od proseCne mase.
Iz druge serije prosena masa intaktne kapsule iznosila je
0,2521 g (Sd = 0,0075 g; RSD = 2,97%) uz dozvoljenu
donju i gornju granicu odstupanja od 0,2268 g i 0,2773 g,
a realno dobijene minimalne i maksimalne mase iznosile
su 0,2391 g i 0,2677 g Sto predstavlja 94,86% i 106,21%.

Variranje mase hitozana u suplementu 0,15 g hitozana/
kapsuli uradeno je u dve serije pojedinacnim odmeravanjem
20 punih i praznih kapsula (EP8) i dobijena je ista srednja
vrednost u obe serije za masu hitozana od 0,1498 g, Sto
predstavlja 99,87% od deklarisane mase. U prvoj seriji
dobijena je niza Sd = 0,0063 g i RSD = 4,21%, a nesto visa
vrednost Sd = 0,0069 g u drugoj seriji uz ocekivano nesto
viSu vrednost RSD = 4,61%. Prekoracenje dozvoljenog
odstupanja mase prema EP8 (samo 2 pojedinacne mase
smeju da odstupaju vise od propisanog dozvoljnog procenta
odstupanja +£10%, a nijedna ne sme da odstupa vise od
dvostruke vrednosti dozvoljenog procenta odstupanja) nije
pokazala nijedna od pojedinacno odmerenih kapsula iz dve
serije.

U metodi kiselinsko-bazne titracije, DDA(%) se
odreduje tehnikom retitracije za hitozan kao bazu, kao
Sto je prikazano na Shemi 1.

OH OH OH
Q O, standardni rastvor HCI u visku 0
o le) (o] o]
e
o NHCOCH; OH NH; OH gH
x y o/Y

3
retitracija sa NaOH cl

Shema 1. Reakcija kiselinsko-bazne titracije hitozan baze - tehnika
retitracije
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U ovom radu uradena je modifikacija metode koju
su predlozili Zhang i sar. [21], u delu detekcije zavrSne
tacke titracije (Z.T.T.) viska standardnog rastvora
hlorovodoni¢ne kiseline sa standardnim rastvorom
natrijum-hidroksida. Rezultati su pokazali da je znatno
adekvatnija upotreba kiselinsko-baznog indikatora
bromfenolplavog (pH interval prelaza 3,0-4,6) u odnosu
na prvobitno predlozen metiloranz (pH interval prelaza
3,1-4,4) zbog jasnije definisane Z.T.T., a pri tome su pH
intervali prelaza boje veoma sli¢ni. Rezultati za DDA(%)
uz upotrebu metiloranza nisu davali usaglasene vrednosti
RSD(%) u opsegu od 2,75 3,37% zbog teskog
uocavanja prelaza boje iz crvene u prvu narandZastu,
a razlika u izraCunatom DDA(%) za svaku kap titranta
natrijum-hidroksida iznosi znacajnih 0,8% pri ¢emu se
DDA(%) sukcesivno smanjuje. Problem detekcije Z.T.T.
nije bio naveden u radu Zhang i sar. [21]. Uz upotrebu
bromfenolplavog jasno je definisan prelaz boje iz zute
u zelenu, a za hitozan iz suplementa uradena je serija
od pet titracija i dobijeni su slededi rezultati: DDA(%)
91,49+1,38%; RSD = 1,51%.

Primenom FTIR-ATR spektroskopije odreden je
stepen acetilovanja (DA(%) — degree of acetylation)
primenom dva obrasca:

Al&ii

DA(%) = x100/1,33 (1)

3450

iz odnosa intenziteta traka koje odgovaraju valencionim
vibracijama za C=0 amidne grupe (1650 cm) i O-H
hidroksilne grupe (3400 cm™)

[ omnic - win
Bt c cioa tow oocs anive

e tirdon tip

(A1320/A1420) — U,3822
0,03133

DA(%) =

iz odnosa karakteristicne trake koja odgovara -CH,
grupi (1320 cm™) i referentne trake koja odgovara
amidu III (1420 cm™?).

Obrazac (1) preuzet je iz literature [14], obrazac
(2) iz literature [22], kao i primenom obrasca (3) koji je
predloZio Baxter i sar. [23]:

Aaqvee
DA(%) = =22 % 115
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Vrednosti apsorbancija na definisanim talasnim
brojevima mogu da se ocitavaju u odnosu na osnovnu
baznu liniju ili u odnosu na postavljene bazne linije.

Na Slici 1 prikazani su FTIR-ATR spektri hitozana
za bazne linije ,b 6" i ,b 9" koje se primenjuju za
oCitavanje traka prema obrascu (2) kao i za primenu
obrasca (1) - za pik na 1655 cm' u odnosu na
postavljenu baznu liniju ,,b" i pik na 3450 cm™ u odnosu
na osnovnu baznu liniju.

U Tabeli 2 prikazani su objedinjeni rezultati za
DDA(%) hitozana iz suplementa 0,15 g hitozana/
kapsuli. Uz primenu osnovnih baznih linija za obrazac
(1) dobija se najniza vrednost DDA(%). Za isti obrazac
postoji samo jedna bazna linija za pik na 3360 cm™!, dok
se za pik na 1650 cm™ mogu postaviti dve bazne linije
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Slika 1. FTIR-ATR spektar hitozana iz suplementa za primenu obrasca (2) - pik na 1320 cm™ u odnosu na postavljenu baznu liniju ,b6" (I) i
pik na 1420 cm™ u odnosu na postavljenu baznu liniju ,b9" (II); za primenu obrasca (1) - za pik na 1655 cm- u odnosu na postavljenu baznu liniju

,b" (III) i pik na 3450 cm™ u odnosu na osnovnu baznu liniju
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a i b. Usaglasenija vrednost za DDA(%) od 92,66% je
dobijena ocitavanjem apsorbancije uz b baznu liniju
primenom obrasca (1) u odnosu na kiselinsko-baznu
titraciju (DDA(%) = 91,49%). Takode, primenom
obrasca (2) dobija se prihvatljiva vrednost za DDA(%)
od 89,40%, a samo nesto niza vrednost dobijena je
primenom obrasca (3).

Primenom FTIR-ATR spektroskopije potvrdena je
saglasnost izmedu hitozana iz suplemenata 0,15 g
hitozana/kapsuli i 0,25 g hitozana/kapsuli. Vrednosti
DDA(%) dobijene primenom obrasca (1) za hitozan
iz suplementa 0,25 g hitozana/kapsuli za osnovne
bazne linije iznosi 79,68%, uz baznu liniju a DDA(%)
= 82,46% i uz baznu liniju b DDA(%) = 93,73%.
Primenom obrasca (2) dobija se vrednost od 90,92%, a
primenom obrasca (3) vrednost 90,42%.

Mala odstupanja na vrednostima talasnih brojeva
oCitavanih traka u odnosu na definisane vrednosti
u primenjenim obrascima nastala su zbog primene
tehnike visestruke refleksije (attenuated total reflection
— ATR) u izvedenim eksperimentima kao modifikovane
tehnike u odnosu na klasi¢nu transmisionu tehniku sa
KBr diskovima koja je koriS¢ena za izvodenje navedenih
obrazaca. Snimanje FT-IR spektara primenom ATR
tehnike ne zahteva pripremu uzorka, a poredenjem sa
dobijenim metodom titracije pokazano je da se dobijaju
prihvatljivi rezultati za DDA(%).

Za odredivanje procenta pepela uradene su tri probe
uz odmeravanje hitozana iz suplementa 0,25 g hitozana/
kapsuli i dobijena je "x = 0,51% (Sd = 0,023%; RSD
= 4,49%) koja zadovoljava propis za upotrebu hitozana
u industriji hrane (<0,5%) [21]. Procenat pepela moze
da se krece i do 1% Sto zavisi od redosleda pocetnih
faza dobijanja hitozana iz hitina: demineralizacija i
deproteinizacija [24].

U literaturi se gubitak susenjem koji se dobija na
105°C [25, 26], definiSe kao krajnji sadrzaj vlage zbog
uticaja temperature. Susenje na temperaturi od 105°C
u toku 2 h propisuje se za pripremu uzoraka hitozana za
odredivanje WBC i FBC [27, 28]. Gubitak susenjem na
105°C u laboratorijskoj susnici uraden je za pet proba,
dobijene vrednosti su bile u opsegu 6,41-8,43% (X =
7,55%; Sd = 0,9878%; RSD = 13,08%). U literaturi
[29, 30] se navodi da se procenat vlage u uzorcima
hitozana odreduje na 60°C u toku 24 h ili do konstantne

mase. U nasim ispitivanjima pokusano je da se vreme
od 24 h skrati susenjem u vakuum susnici 2 h na 60°C.
Uradene su tri probe pri ¢emu je dobijena srednja
vrednost od 7,03% uz znacajno manje vrednosti Sd
= 0,1012% i RSD = 1,44% u odnosu na susenje na
105 °C. Manje vrednosti Sd i RSD u odnosu na susenje
na 105°C su posledica strozije kontrolisanih uslova u
vakuum susnici u odnosu na laboratorijsku susnicu, a
mala razlika izmedu srednjih vrednosti 7,55% i 7,03%
je posledica efekta vakuuma iako je temperatura bila
znatno niza (60°C).

U literaturi se WBC i FBC uglavnom odreduju iz dve
ili eventualno tri probe. U pregledanoj literaturi [27,
28] navodi se primena modifikovane metode koju su
predlozili Wang and Kinsella (1976). U vecini radova
gde su odredeni WBC i FBC nije navedeno da se koristi
prethodno osusSeni uzorak hitozana, a samo u dva
rada [27, 28] je navedeno da se koristi osusen uzorak
i navodi se propis za susenje. Ispitivanja hitozana iz
suplementa (0,15 g hitozana/kapsuli) uradena su
paralelno i za osuSen i za neosusen uzorak hitozana da
bi se utvrdila razlika izmedu vrednosti koje se dobijaju
koriS¢enjem ova dva uzorka i ispitao uticaj temperature
na funkcionalne karakteristike. Rezultati su prikazani u
Tabeli 3.

Vrednost za kapacitet vezivanja vode WBC(%)
je ispitana na Ccetiri probe jer je konstatovano teze
dispergovanje cvrste faze u vodi na vorteks mikseru,
zadrzavanje cvrste faze na zidovima kiveta i teze
odlivanje vodenog supernatanta u odnosu na ulja.
Dobijene su sli¢ne srednje vrednosti za WBC(%) izmedu
osusenog i neosusenog uzorka. Znatno vise vrednosti
Sd i RSD u odnosu na analize kapaciteta vezivanja
masti FBC(%) su posledica navedenih eksperimentalnih
zapazanja za dispergovanje ¢vrste faze i odlivanje tecne
faze.

Vrednosti za FBC(%) su nize u odnosu na WBC(%)
kao Sto se nalazi u gotovo svim literaturnim podacima.
U literaturi se uglavnom koristi samo sojino ulje dok
je ispitivanje na tri vrste ulja nadeno u radu Nessa i
sar. [31]. Za uzorak hitozana iz ispitivanih kapsula
najvecu Sd i RSD vrednost daju osusSen i neosusen
uzorak hitozana kada se koristi sojino ulje, a najbolju
saglasnost Sd i RSD za osuSen i neosusen uzorak je
kod kukuruznog ulja. Kod upotrebe suncokretovog ulja
dobija se sli¢na srednja vrednost za osusen i neosusen

Tabela 2. Rezultati za DA(%) i DDA(%) za uzorak hitozana iz suplementa 0,15 g hitozana/kapsuli primenom svih navedenih obrazaca

Obrazac Bazna linija Talasni broj (cm™) A DA(%) DDA(%)

3360,4 0,069

Osnovna bazna linija 20,70 79,30
1650,7 0,019
inii i -1 1650,8 0,020

1) Bazna |II’-\IJ_€:.1 a za plk na 1655 crr_1 18,34 81,66
Bazna linija za pik na 3450 cm™! 3357,1 0,082
. ; 1 1650,8 0,008

Bazna |II’.1I_]'E.1 b za Plk na 1655 cn_1 7,34 92,66
Bazna linija za pik na 3450 cm*! 3357,1 0,082
Bazna linija b 6 za pik na 1320 cm™! 1318,2 0,005

(2) 10,60 89,40
Bazna linija b 9 za pik na 1420 cm™ 1419,4 0,007
inii i -1 1650,8 0,008

3) Bazna |II’-1I_]-E.1 b za Plk na 1655 cn_1 11,22 88,78
Bazna linija za pik na 3450 cm*! 3357,1 0,082
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uzorak, medutim odstupanja izmedu Sd i RSD vrednosti
ovih uzoraka su najvece. Najvecu razliku izmedu
osusenog i neosuSenog uzorka hitozana preko srednje
vrednosti daje sojino ulje, a najmanje suncokretovo.

U radu Nessa i sar. [31] ne zapaza se tako znacajna
razlika izmedu ispitivanih ulja (sojino, suncokretovo i
kukuruzno) pri ¢emu su autori koristili Cetiri razliCite
vrste hitozana, a dobili su FBC u rasponu 335,5%5,5
- 351,7+6,4% dok su za ostale vrste hitozana nadene
znatno vece vrednosti 565,2+5,3 - 589,6+8,7%, a te
tri vrste uzoraka hitozana imale su i znatno veéi WBC
(741,2+6,1 - 784,4+4,9%).

ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata odabranih analiza za ispitivanje
hitozana iz dijetetskih suplemenata (0,15 g hitozana/
kapsuli i 0,25 g hitozana/kapsuli) dobijene vrednosti:
visok stepen deacetilovanja (DDA(%)), nizak procenat
vlage i pepela i funkcionalne karakteristike ukazuju na
dobar izvor hitina (crvenonoge krabe - deklarisan od
strane proizvodaca) iz koga se, primenom odgovarajucih
faza, dobija hitozan koji ulazi u sastav dijetetskog
suplementa . PredloZzene modifikacije za odredivanje
DDA(%) pokazale su usaglasene vrednosti. Postoji
potreba za ispitivanje kvaliteta dijetetskih suplemenata
zbog potencijalne opasnosti da nisu odgovarajuceg
kvaliteta. Na kongresima o dijetetskim suplementima

ukazano je na kompleksnost analitiCke provere kvaliteta
i sastava dijetetskih suplemenata. Istrazivanja u
okviru ovog rada potvrdila su kvalitet ispitanih uzoraka
dijetetskog suplementa hitozana na trzistu.

ZAHVALNICA

IstraZivanje prezentovano u okviru ovog rada je
podrzano od strane Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloskog razvoja Republike Srbije u okviru projekta
TR34031.

Tabela 3. Funkcionalne karakteristike hitozana iz suplementa 0,15 g hitozana/kapsuli

Kapacitet vezivanja vode (WBC)
Podaci Osusen uzorak Neosusen uzorak
Proba 1
WBC(%) 454,00 517,31
Proba 1
WBC(%) 552,90 460,38
Proba 3
WBC(%) 454,90 439,62
Proba 4
WBC(%) 519,61 575,47
Statisticka analiza 495 35 498.20
N 0, ’ ’
x (%) 49,15 61,10
Sd (%) 9,92 12,26
RSD (%) ' ,
Kapacitet vezivanje masti (FBC)
Sojino ulje Suncokretovo ulje Kukuruzno ulje
Podaci Osusen Neosuden Osusen Neosuden Osusen Neosusen
uzorak uzorak uzorak uzorak uzorak uzorak
Proba 1
FBC(%) 329,41 337,25 315,69 336,54 349,02 350,94
Proba 2
FBC(%) 356,25 315,38 349,02 338,00 343,14 354,72
Stat'SF')fk(?J/a)”a“za 342,83 326,32 332,36 337,27 346,08 352,83
Sd (o/‘;) 18,98 15,46 23,57 1,03 4,16 2,67
RSD (%) 5,54 4,74 7,09 0,31 1,20 0,76
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Selected analyses of chitosan from dietary supplement
on market - development of modified methods for degree of
deacetylation determination

Markovic B. 1, !Department of Pharmaceutical Chemistry,
Ivkovi¢ B. %, University of Belgrade - Faculty of Belgrade,
Jankov M. ?, Vojvode Stepe 450, 11221 Belgrade, Serbia
Karljikovic¢-Raji¢ K. 2 2Department of Analytical Chemistry,

University of Belgrade — Faculty of Belgrade,
Vojvode Stepe 450, 11221 Belgrade, Serbia

Summary:IntroductionChitosanisanunbranchedbinary heteropolysaccaride
obtained from chitin by partial alkaline deacetylation. Chitosan is biocompatible
and biodegradable polymer used in pharmacy and biomedical investigations. In
dietary supplements chitosan is used for weight loss and cholesterol-lowering
properties.

Aim The aims of chitosan’s analyses of capsules were to determine: the weight
variation tests for chitosan in 0.15 g chitosan/capsule, chitosan characteristics -
degree of deacetylation DDA(%) via comparison of proposed modifications of
FTIR-ATR spectroscopy and acid-base titration; moisture and ash content and
functional characteristics — water binding capacity (WBC) as well as fat binding
capacity (FBC).

Method Tests were performed for dietary supplement on market TIENS (0.15
and 0.25 g pure chitosan/capsule). For DDA(%) FTIR spectra were recorded on
Nicolet iS10 Thermo-Scientific USA (ATR technique) and for acid-base titration-
retitration technique with indicator bromphenol blue was applied. Loss on drying
determined at 105°C and 60°C (2 h) and ash at 650°C (4 h). For WBC (10.00 m! of
redestilled water) and FBC (10.00 ml soybean, corn or sunflower oil) were placed
in cuvetes (30 ml) and centrifuged 3,500 rpm (25 min).

The weight variation tests for 0.15 g chitosan/capsule from 2 series each of
20 weights gave x=0.1498+0.0063 g (99.87% of declared mass). Applying FTIR-
ATR spectroscopy (two equations with absorbance ratio of bands A1655/A3450
and A1320/A1420 with corresponding baselines) provided the most harmonized
DDA(%) of 92.66% (baseline b for peak at 1650 cm-1) and 89.40% (baseline
b6(A1320) and b9(A1420) in relation with acid-base titration 91.49%. Moisture
content was x1=7.55% (105°C) and %2=7.03% (60°C) (acceptable values <10%)
and ash content of 0.51% is in accordance with regulation for usage in food
industry. Higher value of WBC (496.8%) in comparison to FBC (in range 332.4-
352.8%) was obtained.

Conclusion

The characteristics of chitosan: high DDA(%), low moisture and ash contents
and functional characteristics indicate the high-quality of chitin (red leg crab -
declared by manufacturer) for supplement. The results obtained by proposed
modifications for DDA(%) determination were in good accordance.

Keywords: chitosan, dietary supplement, DDA(%), functional characteristics



