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Abstract: In lucrare este cercetat procesul de obtinere a acidului hialuronic din creastd de pdsdri
pentru utilizare practica. Acidul hialuronic se utilizeaza in calitate de medicament la tratamentul
eczemelor, combustiilor pielii §i ulcerelor trofice, in oftalmochirurgie ca protector mecanic, in
compozitia cremelor , lotiunilor, geleurilor, mastilor si alte forme cosmetice inclusiv cosmetica
decorativia. In industria alimentard acidul hialuronic se utilizeazd ca ingredient in diverse
suplimente alimentare pentru intarirea sistemului imun i prevenirea diferitor maladii inclusiv a
cancerului.
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1. Introducere

Prima evidentd documentara de obtinere a preparatelor de acidului hialuronic se atestd in
anul 1934 in lucrarile savantilor K. Meyer si J. W. Palmer. Ei au extras acidul hialuronic din corpul
vitros al ochiului bovinelor. Dar interesul sporit in obtinerea acidului hialuronic a aparut dupa cel
de-al II-lea razboi Mondial odatd cu problema cautarii substituentilor corpului vitros al ochiului.
Producerea si utilizarea acidului hialuronic in toatd lumea este in continui crestere. In prezent sunt
cunoscute multe produse ce contin acid hialuronic, de exemplu: Juviderm, Restylane, Perlane,
Hylaform, HydraFill etc. Cu toate acestea la noi in tard acidul hialuronic este putin cunoscut ca
substantd farmaceutica si cosmeticd. Din medicamente a fost Inregistratd doar Curiozina (Ungaria).
Necesitatile mereu crescande de acid hialuronic pentru farmaceuticd, cosmeticd si industria
alimentara impun investigatii in scopul cercetdrii proprietatilor lui, cautarea surselor locale de acid
hialuronic, elaborarea metodelor rentabile de obtinere si producere a acidului hialuronic autohton, a
derivatilor chimici §i a preparatelor medicamentoase i cosmetice in baza lui. Acidul hialuronic
reprezintd un pretios biomaterial natural, biocompatibil, inofensiv, non-alergic [1]. Din aceste
motive el devine unul din cei mai ,agreabili” ingredienti cosmetici. Emulsiile pe baza lui au o
consistentd moale si find. Preparatele sunt compatibile cu pielea si nu dau reactii alergice.
Proprietati deosebite manifestd nu numai acidul hialuronic dar si sarurile sale de sodiu, potasiu,
calciu, zinc etc., care cu succes se utilizeaza in cosmeticd. Acidul hialuronic este un hidratant
excelent. O moleculd de acid hialuronic poate retine pina la 500 molecule de apa, formind o pelicula
find pe suprafata pielii, care creazd un efect de hidratare sporitd. Cu cit masa moleculard a
preparatului este mai mare cu atit si efectul hidratarii este mai mare [2].

Important este cd macromolecula acidului hialuronic poate fi conjugata cu compusi bioactivi
de importanta farmaceuticd. Asa dar, acidul hialuronic poate fi un vehicol de medicamente la
aplicarea topica, care dirijeazd absorbtia acestora [3]. Noi avem in tard destule surse ieftine pentru
producerea acidului hialuronic. Problema constd in elaborarea metodelor economic rezonabile de
obtinere si purificare a acidului hialuronic si derivatilor sdi in cantitati suficiente pentru a fi
comercializat si utilizat la producerea altor compusi bioactivi in baza lui.

2. Importanta si domeniile de utilizare a acidului hialuronic

Datorita proprietatilor sale, acidul hialuronic este unul dintre cele mai atractive biomateriale
pentru industria farmaceutica si cea de produse cosmetice. Acidul hialuronic asigura lubrifierea si
hidratarea tesuturilor conectante, inclusiv cele de la nivelul epidermei. In lipsa lubrifierii si a
hidratarii tesuturile 1si pierd elasticitatea si in cazul epidermei, duce la aparitia ridurilor si a cutelor.
Datorita structurii sale, acidul hialuronic formeaza la nivelul pielii un film invizibil, transparent si
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elastic, actionind in acelasi timp in profunzime, la nivelul tesuturilor precum si la nivelul
cartilajelor, articulatiilor. Rolul sau este de a mentine cele mai importante caracteristici ale
epidermei tinere si sdndtoase: supletea, elasticitatea si tonicitatea. Capacitatea acidului hialuronic de
a restabili matricea interstitiald si turgorul pielii si de a lichida ridurile este cu succes folositd pentru
“Intinerirea” pielii. Acidul hialuronic este un glicozaminoglican, component esential al spatiului
extra celular, In care sunt suspendate fibrele de colagen si elastind. Are o capacitate crescutd de a
retine apa, asemdandtor unui “burete” ce permite mentinerea hidratarii, elasticitatii, fermitatii pielii.
Din nefericire, capacitatea organismului de a produce acid hialuronic scade odata cu inaintarea in
virsta, si astfel tesutul cutanat devine deshidratat, ridat, cu tonicitate diminuata. Injectiile cu acid
hialuronic se utilizeaza mai mult de 12 ani in Europa si au Inlocuit treptat injectile cu colagen de
origine bovind, care se complicau uneori cu reactii alergice si necesitau teste prealabile. Fiind un
agent de umplere natural rata reactiilor alergice este foarte scazuta de 0.06% fatd de 3% 1n cazul
colagenului. Acidul hialuronic se utilizeaza pentru umplerea ridurilor si augmentarea buzelor. De
asemenea, acidul hialuronic este o componenti importanta a cartilajului. In acest rol el amortizeaza
socurile in articulatii, dar are si efect de lubrifiere si protectie a articulatiilor in cazul inflamatiilor
cronice (de exemplu artrita). Vindeca cu suces si intinderile de ligamente. Acidul hialuronic este un
ingredient important 1n preparatele anti-osteoartrita si este frecvent injectat in articulatii, fiind un
tratament foarte eficient.

Acidul hialuronic ajuta sistemul imunitar, actionand ca antioxidant, sporeste retinerea apei
in tesuturi, creste lubrifierea valvelor cardiace, si are rol de adjuvant in tratamentul anti-infectie. In
anii 1990, preparatele cu acid hialuronic au inceput sa fie utilizate si In oftalmologie, la tratarea
sechelelor de leziuni pe cornee. Pe langa faptul ca mentine articulatiile lubrifiate, acidul hialuronic
ajutd la retinerea apei si in alte tesuturi ale corpului, asigurand hidratarea fibrelor de colagen si
elastina. Interesul pentru folosirea acidului hialuronic ca ingredient bioactiv in produsele de ingrijire
a pielii a aparut odatd cu descoperirea ca volumul lui din epiderma scade cu varsta. Efectele sale
extraordinare de umplere a ridurilor si de netezire au fost demonstrate clinic. Tot studiile clinice au
aratat ca acidul hialuronic ajuta la vindecarea mai rapida a ranilor si la estomparea cicatricilor.

In prezent se utilizeaza procedurile de injectare a acidului hialuronic cross-linked pentru
umplerea ridurilor si mirirea buzelor, asa numitele fillere [4]. In acest scop sunt comercializate asa
produse ca Amalian (Suedia), Perfectha (Franta), Remake (Italia), Aphrodite Gold (Germania) etc.
Spre deosebire de multe substante biologic active, acidul hialuronic isi arata toate proprietatile sale
valoroase, la concentratii foarte mici (0,01-0,1%), ce ar oferi o cosmetica eficientd, ale caror preturi
se vor potrivi atat pentru producatori, cat si pentru consumatori. Practic, aceasta se refera la acidul
hialuronic cu o greutate moleculara mare, care in prezent face parte din creme de hidratare, ruj si
balsamuri de buze, creme anticelulitice, lotiuni de protectie solard si antiinflamatoare pentru
vindecarea ranilor [5, 6]. Continutul de acid hialuronic in corpul uman este un factor important de
care depinde imunitatea si procesul fiziologic de Tmbatrinire a organismului. Pentru intarirea
sistemului imun si prevenirea diferitor maladii inclusiv a cancerului sunt preparate diverse
"adaosuri alimentare" in care acidul hialuronic se utilizeaza ca ingredient sau chiar ca compus de
baza [7, 8]. El este numit "steaua" - cosmetologiei, "speranta" - intineririi si "chezasia" - frumusetei.
Beneficii ale suplimentarii cu acid hialuronic:

- Efect cosmetic: hidratarea pielii dinspre interior spre exterior, rectificind astfel ridurile;

- Efect anti-artritic: lubrifica articulatiile in special la genunchi si solduri;

- Efect rejuvenant, anti-imbdatrinire: pentru barbati si femei intre 40-50 ani care incep sa vada in
oglinda semnele imbatrinirii.

Efectele se fac evidente rapid, dupa inceperea suplimentarii organismului cu acid hialuronic.

3. Rezultate si discutii: Extragerea si purificarea acidului hialuronic din creasta de
pasari

In baza investigatiilor literare efectuate s-a constatat, ca existd diverse metode de obtinere si
purificare a acidului hialuronic. Diversitatea resurselor de materie primd de origine animala este
mare: creastd de cocosi si gdini, cartilaje, corp vitros bovin, cordon ombilical etc. Metodele
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existente de obtinere si purificare a preparatelor sunt costisitoare si sofisticate, iar randamentul de
obtinere este mic. Purificarea preparatelor de acid hialuronic este un proces indelungat si necesita
un consum mare de solventi, iar regenerarea solventilor nu este deplini. In scopul imbunatatirii
conditiilor de obtinere a preparatelor de acid hialuronic de uz cosmetic si alimentar s-a hotarat de a
perfecta etapa de extragere a acidului hialuronic din materia primd. Pentru realizarea cercetarilor s-
a convenit de a obtine acid hialuronic din creastd de pasari (gdini si cocosi), care au fost procurate
de la fabrica avicola din satul Iurevca, raionul Cimislia. Crestele au fost colectate proaspete indata
dupa sacrificarea pasarilor sandtoase si au fost prelucrate conform schemei din brevetul MD 3099,
modificind extragentul, pH-ul, temperatura [9]. Crestele colectate s-au spalat de sange cu apa rece
(4-8°C) apoi s-au lasat pentru 24 ore in apa slab acidulatd (pH 5,5-6) la rece pentru inlaturarea
completa a singelui. Procedura de spalare cu apa s-a repetat de 2-3 ori, pana cand crestele devin
albe si apa ramane curatd. Masa de creste s-a maruntit (dar nu se omogenizeaza), astfel ca
dimensiunile fragmentelor sd fie aproximativ de 2-5 mm. La masa maruntita s-a adaugat alcool
etilic de 96% in raport de 1:2 si s-a lasat in frigider pentru 24 ore. In rezultat are loc deshidratarea
partiald si micsorarea volumului materiei prime. Alcoolul s-a separat si s-a recuperat partial, iar la
masa deshidratatd s-a adaugat extragentul (apa distilatd, solutie NaCl diferite concentratii, solutie
NaOH de 0,01 mol/l). Urmatoarea etapd este hidratarea masei uscate si extragerea acidului
hialuronic. In acest scop s-au efectuat mai multe probe de extragere a acidului hialuronic in diferite
conditii. Din fiecare proba s-a extras acidul hialuronic cu acelas extragent de trei ori peste fiecare 48
ore. La fiecare extractie n solutie s-a addugat cate 5 ml cloroform in calitate de agent antiseptic.
Conform datelor analizei s-a constatat ca continutul de substante extractibile la prima extractie este
mai mare $i se micsoreaza, corespunzator, la extractia a doua, a treia. Extractele obtinute sunt
contaminate cu proteine. Continutul lor in extracte depinde de conditiile de extractie. Dupa extractie
urmeaza etapa de purificare a extractelor obtinute. Purificarea extractelor de acid hialuronic se
acseaza pe inliturarea cit mai deplind a proteinelor din solutie. In literatura de specialitate sunt
descrise mai multe metode de inldturare a proteinelor: precipitarea cu saruri [10, 11], coagulare,
denaturare[12]. Pentru inldturarea proteinelor legate covalent de acidul hialuronic se utilizeata
fermenti [13]. Noi am convenit la inlaturarea proteinelor prin metoda de sedimentare a lor la
interfata a doi solventi nemiscibili HO — CHClIs. Initial aceastd metoda a fost utilizatd de Balazs
E.A. [14]. Metoda constd in prelucrarea extractelor obtinute cu cloroform in raport de 1:1. La
fiecare extract obtinut s-a addugat cloroform. Amestecul s-a agitat periodic, timp de 5 ore, apoi s-a
lasat pentru 24 ore in frigider, la temperatura de 4-5°C, pentru strarificare. Proteinele se
sedimenteazd la interfaza, formand un strat subtire, care se Inlaturd prin decantare. Apoi la solutia
apoasd s-a addugat o portie noud de cloroform si procedura s-a repetat din nou. Fiecare extract s-a
prelucrat in asa mod de 3 ori pana solutia apoasa devene transparentd sau putin opalescenta. Prin
analizd s-a constatat cd continutul de proteine dizolvate in solutie se inldturd maximal dupa 4
prelucrari cu cloroform. Mai eficient decurge procesul de inldturare a proteinelor, daca incalzim
solutia la aproximativ 30°C si o agitim In continuu. Extractele s-au impreunat si din nou s-au
prelucrat cu cloroform pentru inlaturarea cit mai deplind a proteinelor. Solutia obtinutd s-a filtrat
prin plasd de nailon, s-a centrifugat la 7000 rot/min timp de 20 min pentru Inldturarea impuritatilor
si particulelor greu solubile. Din solutia deproteinezata s-a sedimentat acidul hialuronic, prin
amestecarea a doi solventi miscibili cu conditia ¢ acidul hialuronic este greu solubil in unul din ei.
Cel mai frecvent se utilizeaza acetona, diferiti alcooli, solutii de saruri saturate etc. Pentru
sedimentarea acidului hialuronic solutia s-a racit pana la 4°C, la diferite valori a pH-lui, si s-a
adaugat etanol de 96% rece in raport de 1:3. Ajustarea pH-ului s-a efectuat cu solutie HCI de 0,01
mol/l sau cu solutie NaOH de 0,01 mol/l, Etanolul si cloroformul dupa prelucrare s-au recuperat
prin distilare. Acidul hialuronic sedimentat s-a spalat de 3 ori cu acetona absoluti, apoi s-a uscat. In
dependentd de conditiile de extragere, randamentul produsului obtinut este diferit si in medu
constituie 0,4-1,2%. Acidul hialuronic in produsele obtinute a fost identificat dupd spectrul de
absorbtie in IR. Partea de masa a proteinelor a fost determinatd prin metoda Lowry si constituie 3—
5%, partea de masd a acidului hialuronic recalculatd dupa masa acidului glucuronic analizat
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constituie 70—77%. Acidul hialuronic obtinut se pdstreaza in etanol de 96% , in flacoane inchise
ferite de lumind, la temperatura de 0—4°C. Solutia apoasa de 1% acid hialuronic obtinutd prin
procedeul propus reprezinta un lichid vascos, greu eculent, strdveziu sau putin opalescent, fara
culoare, farda miros. Viscozitatea relativa a solutiei de 0,1% acid hialuronic, masuratd cu
viscozimetrul Ostwald la temperatura de 20°C, a fost egala cu 7.

Concluzii

S-a efectuat un studiu multilateral al metodelor de obtinere si purificare a acidului hialuronic
din creasta de pasari. Au fost perfectate conditiile de extragere si purificare a acidului hialuronic din
creastd de pasdri. S-a stabilit ca pH-ul, temperatura, natura extragentului, raportul de volum a
extragentului si cloroformului influenteaza procesul de extragere si purificare a acidului hialuronic.
S-a stabilit cd pH-ul egal cu 7, raportul de volum a extragentului si cloroformului 1:1, temperatura
de purificare cu cloroform 30°C sunt parametri optimali in procesul tehnologic de obtinere a
acidului hialuronic.
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