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INTRODUCERE

In literatura mondiald de specialitate sunt
descrise diverse metode de obtinere si purificare ale
acidului hialuronic (AH).

Acidul hialuronic se contine in tesuturile
organismelor animale, matricea extracelulara si
citoscheletul. In concentratie mai mare AH se con-
tine in: lichidul sinovial, cordon ombilical, creasta
de pasari, corp vitros al ochiului, creer, picle, car-
tilage de rechini si balene [1]. In toate aceste tesu-
turi este insotit de prezenta altor mucopolizaharide,
care deasemenea formeaza compusi intermoleculari
impreuna cu colagenul si alte proteine. Problema
prioritara si cea mai dificild in obtinerea AH tine de
inlaturarea cat mai deplind a componentilor
secundari, inclusiv a proteinelor, fara afectarea
masei moleculare a biopolimerului [2].

1. STUDIU iN DOMENIU

Pentru prima datd AH a fost obtinut si
cercetat in anul 1934 de Meyer K. si Palmer J.W.,
dar interesul sporit in obtinerea AH a aparut dupa
cel de-al II-lea razboi Mondial odata cu problema
cautirii substituentilor corpului vitros al ochiului. In
monografia [3] sunt tratate diverse metode de
obtinere a AH din cordonul ombilical al fatului
bazate pe utilizarea solutiei de acetat de sodiu,
solutiei diluate si concentrate de fenol, acid tri-
cloracetic, clorurd de sodiu, piridinei, fermentilor
etc. Toate aceste metode prezintd un interes stiin-
tific deosebit, dar tehnologic metodele raman a fi
inconvenabile, deoarece necesitd un volum mare de
reagenti, Inlaturarea ulterioard a reagentilor toxici
este dificila, randamentul comparativ mic.

Balazs E. A. in anul 1979 relateaza despre
obtinerea AH ultrapur, cu masd moleculard mare
din tesuturi conjunctive de origine animald asa ca
creste de cocosi, cordon ombilical, culturi
bacteriene [4]. Metoda propusa consta in extragerea
si purificarea hialuronatului de sodiu in mai multe
etape consecutive, care dureazd mai mult timp si
necesitd un volum mare de munca. Materia prima
proaspat colectatd se spala minutios cu apa pentru
inlaturarea deplind a sangelui, se taie in bucati mici
si se congeleaza la — 20—-30°C. In stare congelatd se

marunteste apoi se dehidrateazd in cateva reprize
(nu mai putin de 3-4) cu etanol de 95%, care
contine urme de cloroform (agent bacteriologic).
Fiecare procedura de spalare—dehidratare dureaza
24 de ore. Masa obtinutd se extrage de doua ori cu
un amestec de apa—cloroform (20:1, v/v). O
extractie dureazd 24 de ore si se efectueaza la
temperatura de 4-25°C. La 2,5 kg de materie prima
prelucratd s-a adaugat 10 litri de apa si 0,5 litri
CHCI; pentru umflare apoi la fiecare extractie —
cate 15,75 litri amestec apa—cloroform. Extractele
de AH se separa de tesut prin filtre de nailon si se
impreuneazd. Pentru inlaturarea proteinelor la
extractul obtinut se adauga asa o cantitate de NaCl
cristalin ca sd se obtind o solutie de 10%. Autorul
afirma ca deproteinezarea extractului de AH obtinut
trebuie realizatd cu mare precautie, deoarece foarte
usor poate decurge destructia macromoleculei sub
influenta diferitor factori exteriori (ioni de fier,
oxigen sau alfi oxidanti care pot patrunde in
solutie). Conditiile de separare a proteinelor din
solutia de AH au fost determinate empiric si sunt
considerate optimale de autor. La solutia obtinuta se
adaugd cloroform 1in raport de 1:1. Agitarea
amestecului se face intr-un vas de sticla timp de 3-5
ore cu un agitator de teflon (la 120-300 rotatii/min)
sau cu vibratie. Aciditatea solutiei se mentine la pH
4-5 prin addugare de HCI diluat si un volum
echivalent de CHCls.

Dupa 3-4 ore de agitare continud, faza
organicd (CHCI;) se inlatura impreuna cu stratul de
proteine sedimentat la suprafata de separare a
fazelor. Acest procedeu se repetd de mai multe ori,
pana cand stratul de cloroform dupa agitare raméne
curat. Dacd in extractul obtinut se contine o
cantitate impunatoare de proteine atunci autorul
propune utilizarea enzimelor. Dupa a doua
prelucrare a extractului cu CHCI; in faza apoasa se
adauga 50-100 g enzime DNase si RNase, se agita
continuu inca 24 ore. Dupa 24 ore pH-ul solutiei se
aduce la 6-7 si se mai adauga 50—-100 mg Pronase.
Solutia se agitd in continuare inca 48 ore. in acest
mod se Inlaturd cea mai mare parte de proteine din
amestec. Dacd la etapa precedentd extractul s-a
prelucrat numai cu CHCI; atunci pH-ul solutiei se
ajusteaza cu solutia de 0,1N NaOH péna la pH 6-7.
La extrasul de AH cu pH-ul 6—7 se mai adaugd un
volum echivalent de cloroform si se agiti la
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temperatura de 20—40°C timp de cinci zile. Autorul
considera cd anume 1n cinci zile are loc denaturarea
completd a proteinelor si a altor componenti care
pot cauza toxicitate si inflamatie. Dupa inlaturarea
stratului de CHCl; in faza apoasd ramane numai
hialuronatul de sodiu. Solutia obtinutd se
centrifugheaza 4 ore, se filtreaza prin filtru steril de
teflon (diametrul porilor 0,2 um). La filtratul obtinut
se adauga 3 volume de etanol. AH se sedimenteaza
si se separd, se redizolva 1n 1,5 1 apa bidistilata, care
contine 0,1 mol NaCl si se sedimenteazd din nou.
Aceastd procedurd se repeta de 5 ori. La a doua
redizolvare in solutie se mai adaugd 1% de clorura
de cetilpiridiniu. Dupéd ultima redizolvare AH se
sedimenteaza cu 3 volume de acetond sterilizatd
apoi se spala de cateva ori cu acetond sterilizata si
produsul obtinut se usucd in vid. Randamentul AH
constituie 0,08%. Continutul de proteine in produs —
0,4%. Masa moleculara determinata - 1586000 D.
Absorbanta solutiei apoase de 1% AH la lungimea
de unde 257 nm este de 0,243, iar la 280 nm —
0,198.

Metoda sa a permis obtinerea primului
preparat farmaceutic de AH cu denumirea comer-
ciala "Hea Lon" (Farmacia, Suedia), care pana in
prezent raméane a fi unul din cei mai buni, dar si cel
mai costisitor viscoprotector in oftalmologia
chirurgicala. O dozd de AH necesara pentru
efectuarea unei operatii chirurgicale este de 0,4 cm’
solutie de 1%. Odati cu aparitia preparatului
"Hea Lon" s-au intensificat cercetarile altor mate-
riale cu proprietdti analogice in baza AH si altor
polizaharide cum ar fi derivati ai celulozei [5].

Conform metodei expuse in lucrarea [6] din
crestele de cucosi si gdini este inlaturat sangele,
apoi se maruntesc, se spald de céateva ori cu etanol
care contine cloroform. Extractia AH se realizeaza
de doud ori cu apa. Extractele obtinute sunt
deproteinezate cu cloroform. Dupa sedimentarea cu
etanol si acetond AH obtinut este uscat. Preparatul
astfel obtinut cu denumirea "Hyalon" este
deasemenea  utilizat ca  viscoprotector in
oftalmologie. O metodd asemanatoare este descrisa
si in lucrarea [7]. Randamentul produsului constituie
0,08% fata de masa initiald. Continutul substantelor
proteice este de 0,5% si includ aproximativ 0,2%
ovalbumine cu proprietati antigene. Metodele
expuse rezolva problema obtinerii acidului hialu-
ronic ultrapur, cu un continut redus de proteine,
stiintific dar nu si tehnologic. Randamentul scazut,
consumul sporit de alcool, acetona si cloroform fac
produsul costisitor.

Autorul inventiei [8] obtine AH prin
fermentare. Din solutie AH este sedimentat in forma
de complex polielectrolitic cu hitozan, care se

adaugd 1n forma de sare (exemplu acetat) in
cantitate de 1,1-2,5 moli la un mol de AH extras.
Scindarea complexului se realizeazd cu solutie
apoasa de 0,001-1 n NaOH la temperatura de 20°C,
in timp de la 10 min pana la 10 ore.

Una din metodele timpurii de obtinere a AH
este descrisd de Asatiani V.S. 1n cartea sa [9] si
constd in obtinerea AH din cordoane ombilicale.
Cordoanele ombilicale sunt spalate de sange cu apa,
apoi sunt deshidratate si degrasate cu acetona. Dupa
maruntire se face extragerea AH cu apa si
sedimentarea cu acetond. Randamentul de obtinere
a AH constituie 6%, iar viscozitatea relativa a
solutiei de 1% este 3.

In inventia [10] Vunder P.A. si Murasev
A.N. perfecteazd metoda precedentd. Dupd marun-
tire, spalare, degrasare si deshidratare cordoanele
ombilicale sunt supuse procesului de extractie cu
apa la fierbere timp de 5-15 min. La 2 g masa uscata
se adaugd 200 cm’ de api. Dupa ricire extractul
este centrifugat 15 min la o vitezd 6000 rotatii /
min. Din extractul obtinut AH este sedimentat cu
acetona in raport volumetric de 1:4. Se obtine 0,28
g sediment, care contine AH si substante proteice.
Ultimile sunt determinate prin metoda Lowry. Masa
AH fara proteine constituie 10,2%. Viscozitatea
relativa a solutiei de 0,25% este 3.

Cu scopul de a simplifica procedura de
extragere in inventia europeana [11] materia pri-ma
preventiv degrasatd se spala cu alcool butilic, iar
AH se sedimenteaza cu clorura de cetilpiridiniu sau
bromuri de hexadeciltrimetilamoniu. In continuare
sedimentul este dizolvat in dodecilsulfat de sodiu si
produsul este sedimentat cu etanol.

In inventia germand [12] hialuronatul de
sodiu de uz cosmetic este extras din tesuturi animale
si sedimentat cu acetond. Extrasul obtinut este
prelucrat cu fermenti (papain), ultrafiltrat si
produsul sedimentat cu clorurd de cetilpiridiniu.
Sedimentul de AH obtinut este redizolvat in solutie
de NaCl, din nou ultrafiltrat si produsul final
sedimentat cu alcool.

In metodele expuse putem remarca
randamentul mic de obtinere a AH si utilizarea
sarurilor cuaternare de amoniu cu radicali organici
exotici.

Conform metodei expuse in referinta [13]
crestele de cocosi sunt extrase de doua ori cu solutie
apoasd de 5-25% (v/v) de alcool butilic sau propilic
si izomerii lor. Extragerea dureaza aproximativ 32
de ore. La extractul obtinut s-a adiugat NaCl
cristalin pana la separarea fazelor. AH este separat
prin sedimentare din faza apoasd cu etanol.
Cantitatea de proteine este mai micd de 1%,
umiditatea — 15%. Absorbtia In domeniul ultraviolet
pentru solutia de 1% la lungimea de unda 257 nm
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este mai mica decat 3,0, iar la 280 nm — mai mica
decat 2. pH-ul solutiei apoase de AH obtinut
constituie 5,5-7,5. Gradul de extragere a AH este de
50%, iar randamentul nu este indicat.

In referinta [14] Laurent T.C. constateazi
ca In crestele de cocosi se poate contine pani la
0,75% (m/m) AH. in corpul vitros al ochiului
omului se contine aproximativ 0,02% (m/v) AH.

Conform inventiei [15] crestele de cocosi
sunt extrase cu apa sau solutie 1-15% NaCl la
temperatura de 80°C , randamentul AH constituie
2%, continutul de proteine 9%. Durata extractiei
constituie aproximativ 24 ore.

in inventia [16] AH este extras din lichidul
sinovial al viteilor, timp de o sdptamana la
temperatura de 5°C. Extrasul este filtrat prin vata de
sticla. La filtrat se adaugd NaCl cristalin pana se
obtine o concentratie de 2 mol/l si solutie de 2%
acid acetic in etanol. Sedimentul se separd si se
dizolva in solutie tampon — fosfat cu pH-ul 7.
Proteinele se sedimenteaza cu tripsin timp de 2 ore
la temperatura de 37°C in prezentd de 0,05 mol/l
NaN;. AH este sedimentat la addugarea NaCl
cristalin pana la o concentratie de 2 mol/l si solutie
de 2% acid acetic 1n etanol. Continutul de proteine
constituie 0,5%. Dezavantajele metodei:
randamentul mic si un mare volum de munca.

Conform publicatiei [17] crestele de cocosi
sunt extrase cu apa timp de 1-2 min la temperatura
de 90-100°C. Amestecul obtinut se raceste timp de
2-3 ore pand la temperatura de 4-6°C. Se Inlatura
lipidele, se filtreaza, se separa ramasita de creste. La
filtratul obtinut se adauga carbune activ in proportie
de 1-2% fata de masa initiald a materiei prime i se
mentine si se agitd 1-2 ore. Amestecul se filtreaza.
La filtratul obtinut se adauga penicilind in proportie
de 1-2% fata de masa initiald a materiei prime i se
mentine 18-24 ore la temperatura de 20-22°C, apoi
se usucd. Randamentul constituie 3,8—4,0% fata de
masa initiald a materiei prime. Viscozitatea relativa
a solutiei apoase de 0,1% este de 4,0, continutul de
proteine constituie 0,4-0,5%.

In continuare Stecolinicov L. I. cu echpa sa
propune o noua metodd de extragere a AH [18].
Spre deosebire de metoda sa precedenta [17] autorii
efectueazd extragerea AH la temperatura camerei
20-22°C cu apa, in trei etape, in raport de 1 : (4-6
v) creste : H,O, timp de 2-4 ore.Din extras AH este
sedimentat cu acid tricloracetic in cantitate de 1-2%
fatd de volumul extractului obtinut. AH sub forma
de sediment se ridica la suprafata fazei apoase, iar
proteinele se sedimenteaza la fund. AH se spald de
3 ori cu acetond si eter dietilic corespunzator in
raport de 2—4 1 la 1 kg materie prima. Sedimentul
este uscat in aer apoi redizolvat in apa (2 v la 1 kg
masa initiald), se filtreazd si se sublima.

Randamentul este de 5%, continutul de proteine
constituie 0,05% , iar viscozitatea relativa a solutiei
de 0,1% la 20°C este de 6,0.

Autorii metodei [19] exclud sedimentarea
AH din extracte cu alcool. Ei realizeaza extragerea
cu 3-3,5 volume de apa acidulatd cu acid acetic la
pH 3-4 si temperatura 90-100°C, timp de 40-60
min. La extractele obtinute se adaugd 1,0 si 1,5%
carbune activ si dietilaminoetilceluloza,
corespunzator, timp de 1-2 ore la temperatura de
60-80°C. Solutia deproteinezatd este filtrata la
temperatura de 30-40°C prin filtre de hartie, filtre
de sticla cu continut de bor, membrane sterile de
acetilceluloza si clorurd de polivinil. Solutia
obtinutd se usuca prin sublimare in conditii aseptice.
Randamentul AH obtinut este 0,09-0,12%.
Continutul de substante proteice in AH nu depaseste
0,1%, iar ovalbumina nu depaseste 0,001%.
Consinutul total de proteine in preparatele de AH a
fost determinat prin matoda clasicd Kjeldahl, iar
continutul de ovalbumind a fost determinat cu
sistemul de test imunofermentativ in faza solida cu
sensibilitatea 0,5 ng/cm’. Viscozitatea relativi a
solutiei de AH 0,1% la 20°C constituie 12-14.

in scopul obtinerii AH ultrapur metoda dati
este performanta, dar include si unele dezavantaje
cum ar fi: utilizarea filtrelor speciale din sticla, din
acetilceluloza si clorurd de polivinil. Metoda este
indelungata si anevoioasa.

O altd echipa de autori rusi Impreund cu
Samoilenco I. I. propun urmatoarea metoda de
obtinere a AH din creste de cocosi si cordoane
ombilicale [20]. Materia prima din care preventiv s-
a Inlaturat sangele se spalda cu apa rece
(10-15°C), se marunteste la masina de tocat carne si
se ingheata pana la —70°C. Se adaugd doua parti de
apa la o parte de masa congelata se incalzeste timp
de 15-25 min la temperatura de 95-100°C, se
filtreza prin tre straturi de tifon sau se
centrifugheaza. Ramasita de pe filtru se congeleaza
din nou la temperatura de —70°C, iar filtratul se
colecteaza. La masa congelatdi se adaugd apa in
raport de 1:1,5 si se incalzeste din nou timp de 15—
25 min la temperatura de 95-100°C. Amestecul se
filtreazd prin tifon, filtratul se colecteazd, iar
ramasita de pe filtru din nou se congeleaza si inca
de trei ori se repetd procedura de congelare-
extragere, utilizand de fiecare data apa in raport de
1:1 fatda de masa ramasitei. Filtratele se
impreuneazd si AH se elimind la acidularea
extractului cu acid acetic. Randamentul AH
constituie 5%. Continutul de proteine a fost
determinat dupa Lowry si constituie 4%, masa
moleculard aproximativ este egald cu 1 miln. D si a
fost calculata pe baza viscozitatii caracteristice.
Omogenitatea produsului a fost confirmatd cu
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ajutorul efectului Tindal. Pentru inldturarea mai
deplina a proteinelor produsul a fost redizolvat in
solutie diluatd de NaOH si ultrafiltrat. Solutia de
AH a fost leofilizatd. Randamentul sumar se
micgoreaza neinsemnat (4,5%), iar continutul de
proteine se micsoreaza de 10 ori.

In metoda [21] este prezentatd schema unui
proces de obtinere in forma farmaceuticd a solutiei
apoase de AH cu masd moleculara mare, de o
anumita concentratie, sterilizata.

Aceasta schema de purificare ultrafind a
AH contine multe etape sofisticate, automatizate,
tehnologii foarte costisitoare si nu este clar daca e
posibild organizarea unui asa proces de producere a
formelor farmaceutice de AH in prezent in
conditiile existente. locale real

In metoda propusia [22] crestele dupid
spalare si degrasare cu alcool (1:2), sunt maruntite
si sunt supuse prelucrarii cu ultrasunet la o frecventa
de 16-20 kHz, timp de 5-10 min. Extragerea AH se
efectueaza cu apa la temperatura de 45-50°C, timp
de 20-25 min. Separarea fazei apoase se realizeaza
prin filtrare 1n vid, iar sedimentarea AH se obtine cu
etanol de 95% in raport volumetric de 1:3. Solutia
apoasa este filtrata si filtratul este evaporat deasupra
la oxid de fosfor (V) in vid. Randamentul constituie
11%. Partea de masa a proteinelor constituie 0,4%.

In inventia [23] autorii relateazi despre
obtinerea si purificarea unei fractii de AH extrapur
cu aplicatie in oftalmochirurgie. Metoda propusa
este laborioasa si costisitoare. Ea include utilizarea
unor cantititi mari de solventi (etanol, acetond),
utilizarea helatilor si inlaturarea lor. in procesul de
extragere si purificare se utilizeaza sitele moleculare
DOWEX M-15, Celita, N-metilpirolidon sau
dimetilsulfoxid, clorura de metilen, clorura de
cetilpiridind, NaBr, NaCl. Randamentul produsului
constituie 0,6%. Proteinele sunt TInlaturate prin
fermentare utilizand 1n acest scop enzimele (papain,
pepsin, tripsin sau pronaza). Dozarea proteinelor in
produsul final a fost efectuatd prin metoda Lowry si
constituie - 0,2%. Au fost determinate urmatoarele
caracteristici a produsului obtinut: viscozitatea
statica este cuprinsa in intervalul 14,5-21 D/g fiind
masuratd cu viscozimetrul Ubellodi la 25°C in
solutie de 0,15 mol/l NaCl, pH-ul 7 si corespunde
masei moleculare medii (0,75—1,23)-106 D,
absorbanta solutiei apoase de 1% AH la lungimea
de unda 257 nm si 280 nm nu depaseste 1,0.

In brevetul [24] este descrisa utilizarea
preparatelor de hialuronat de sodiu cu masa
moleculard (1-2) -10° D in oftalmochirurgie si tot
odatd in perioada post-operativd dupa inlaturarea
cataractei. Preparatele contin 12-20 mg/cm’
hialuronat de sodiu 1in solutie fiziologica si
manifesta 0 viscozitate cinematica de

(4,5-6,4)-10* cSt. In compozitia preparatelor se
introduce anumite cantitafi de concervant,
stabilizator si alte componente auxiliare. Sunt
prezentate rezultatele testarii clinice a preparatelor.

Brevetul romanesc [25] se referda la un
procedeu de obtinere a AH si a sarurilor sale de
sodiu si potasiu de uz cosmetic din umoarea
vitroasa bovind. Extractia AH se efectueaza cu para-
xilensulfonat de sodiu in proportie de 10% fata de
masa materialului supus extractiei., la temperatura
de 60°C, sub agitare energicd, pana la obtinerea
unui material omogen (6-8 ore). Dupa aceasta
materialul se riceste pand la 0—4°C si sub agitare
continud se trateaza cu solutie de HCI pana la pH 3-
3,5. sau cu solutie de 1 mol/l NaOH, corespunzator
KOH. Dupa 24 ore se filtreazda pe pat de
hyflosupercel. Daca filtratul obtinut este colorat, se
trateazd cu carbune reactiv si se filtreaza din nou.
Solutia perfect limpede se raceste si se trateaza cu
un volum de alcool izopropilic. AH sedimentat se
tine la rece incd 24 de ore, dupa care se izoleaza
prin centrifugare. Se spald cu alcool izopropilic si
cu acetona sterild, apoi se usuca pe clorurd de
calciu. Randamentul produsului fatd de volumul
initial al materiei prime este de 0,04% (m/v).
Autorii afirmd ca continutul de proteine in produs
este de 0,1-2%. Tratarea materialului cu acid tare
sau baza tare, in procesul de extractie, schimba
puternic mediul. Nu sunt clare consecintele.

In brevetul [26] autorii Lutan V. si
Bezdrigin M. de la Universitatea de Stat de
Medicina si Farmacie "Nicolae Testemitanu" din
Republica Moldova descriu metoda de obtinere a
AH biocompatibil de uz medicinal din cordoane
ombilicale ale fatului. Materialul biologic este
colectat si pastrat in etanol de 96%. Dupa procedura
de spilare maruntire si deshidratare realizate la
temperatura de 0—+4°C, autorii extrag AH in ser
fiziologic (solutie 0,89 % NaCl) la rece in trei
reprize, apoi la extractul obtinut adaugd NaCl
cristalin pind la o concentratie de 25% si etanol in
proportie de 1:3 pentru sedimentarea AH. AH
obtinut este recristalizat de 2-3 ori din ser
fiziologic. Inlaturarea proteinelor se face cu CHCl,
in proportie de 1:2 in 3-4 reprize pand, solutia
ramane transparentd. Dupa ultima procedurd de
deproteinizare AH se sedimenteaza cu etanol 96%
(1:3). Randamentul produsului nu este indicat.
Concentratia proteinelor determinatd prin metoda
Lowry este de 0,2 g/l, cea ce constituie 5% din masa
totala dizolvatd. Astfel autorii considera ca
continutul de AH este de 95% (m/m). Viscozitatea
relativa a solutiei de 0,2% AH este 5,0. Absorbanta
solutiei de 0,5% AH determinatd la 257 nm
(maximul de absorbtie a nucleotidelor) este egala cu
0,712 un., iar la 280 nm (maximul de absorbtic a
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proteinelor) — cu 0,622 un. Spectrul densitatii optice
a solutiei de AH masurat in domeniul 400-700 nm
demonstreaza maxim de 520-540 nm, ceea ce este
specific pentru acidul hialuronic. Autorii au testat
biologic produsul obtnut si au demonstrat lipsa de
toxicitate, de  alergogenitate, de  actiune
hepatotoxica si cardiotoxicd, de actiune iritantd, de
actiune asupra metabolismului mineral [27, 28].

Asa dar, diversitatea metodelor de obtinere
a acidului hialuronic 1n laborator este mare, dar nu
existd metode optime, tehnologic rezonabile, de
extragere si purificare a acidului hialuronic la nivel
industrial.

2. EXTRAGEREA ACIDULUI
HIALURONIC DIN DIVERSE SURSE
DE MATERIE PRIMA LOCALA

Proprietatile  acidului  hialuronic  sunt
determinate de masa moleculara, modul de
extractie, urmele de proteine §i alti proteoglicani
care pot contamina preparatele obtinute.

In cercetarile efectuate acidul hialuronic a
fost obtinut din mai multe surse naturale de materie
prima: creastd de gdini (CG), creastda de cocosi
(CC), corpul vitros al ochiului de bovina (CVB),
cordon ombilical bovin (COB) [29-32].

In metoda propusa se efectucazi degrasarea
deplind a materiei prime pand la extragerea AH,
care decurge concomitent cu deshidratarea, in
aparatul Soxhlet cu acetona, timp de 2 ore.
Extragerea AH se efectueazd cu solutie de NaCl
numai la rece (4-10°C). Din extractul obtinut la
rece, AH se sedimenteazd cu etanol 96% sau
acetond. Produsul se redizolvd si se elimina
proteinele prin incélzire-racire la pH 7 si prelucrare
cu CHCI; la pH 5-5,5. Din solutia obtinutd se
sedimenteaza si se izoleaza hialuronatul de sodiu,
respectiv AH, cu randamentul corespunzator.

Caracteristicile preparatelor obtinute variaza in
functie de sursa materiei prime. Pentru preparatele
obtinute s-a determinat partea de masd a acidului
hialuronic in raport cu masa initiala supusa
extractiei (w), partea de masd a proteinelor in

preparate (metoda Lowry) [33], viscozitatea relativa
(metoda Ostwald) n [34] (Tab. 1.).

Identificarea AH in preparatele obtinute a fost
efectuata 1n baza spectrelor de absorbtie in
domeniul infrarosu [35].

Reesind din rezultatele cercetarilor efectuate si
disponibilitatea surselor de materie primd am
convenit de a obtine acidul hialuronic din creasta de
pasari (gdini si cocosi) colectate de la Intreprinderile
avicole locale [36-38].

Rezultatul cercetarilor constd in perfectarea
procedeului de obtinere a AH, sporirea gradului de
extragere, reducerea cheltuelilor, ameliorarea
calitdtii. produsului final adecvat pentru uz
medicinal, cosmetic si alimentar.

Obtinerea AH a fost realizata in mai multe
etape conform schemei din fig. 1.

| Creasta de pasari |
'
'

| Spilarea multipli (3-4 ori) cu etanol ce contine CHCL; (1%) |

| Extragerea acidului hialuronic in faza apoasa |

| Filtrarea |—>| Sediment |

| Impreunarea filtratelor |

|

| Deproteinezarea |

i

| Separarea fazei apoase |

| Sedimentarea acidului hialuronic cu etanol (1:3) |

| Resedimentarea acidului hialuronic cu etanol si acetona |

| Spalarea acidului hialuronic cu acetona sterila |

| Uscarea sau liofilizarea acidului hialuronic |

Figura 1. Schema procesului de obtinere
a acidului hialuronic

Tabelul 1. Caracteristica preparatelor de AH obtinute din diverse surse de materie prima.

CG CC CVB COB
o (%) 0,4 0,6 0,1 1,4
Proteine (%) 5 4 3 3
Viscozitatea relativa (n) 11 12 7 13
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In acest scop s-au colectat 160 g de creste
de gédini si cocosi proaspete, indatd dupa sacrificarea
pasdrilor sanatoase de la Intreprinderea Avicola
"ROSQO", s. Floreni, mun. Chisinau, s-au spalat de
sange cu apa rece (10-15°C) in 2-3 reprize timp de
5-6 ore apoi s-au maruntit fin, astfel incat
dimensiunile fragmentelor erau aproximativ de 1-3
mm. Maruntira s-a efectuat in combina Moulinex
Genius 2000. La masa maruntitd s-a adaugat
acetond sau etanol de 96%, care contine 1% CHCl;
in raport de 1:3 si s-a lasat in frigider pentru 6-24
ore la temperatura de 0—4°C (etapa 1). In rezultat
materia prima partial s-a dehidratat si s-a micsorat
volumul. Solventul s-a separat si s-a distilat, iar
masa dehidratata partial s-a introdus in aparatul
Soxhlet si s-a extras cu acetond (etapa 2). In rezultat
a avut loc dehidratarea masei in continuare si
extragerea concomitentd a substantelor bioactive
solubile in acetona (lipide, fosfolipide, lipoproteine,
glicolipide, glicolipoproteine, nucleotide, enzime
etc., care ulterior pot contamina produsul final.
Dupa inlaturarea deplind a tuturor substantelor
bioactive cu efect negativ masa de creste s-a scos
din aparat si s-a uscat n nisa cu ventilare pana la
disparitia mirosului de acetond. Masa substantei
uscate constituie 37 g.

In calitate de extragent pentru AH s-a
utilizat solutia apoasd de 1 M NaCl. La masa uscatd
obtinuta (37 g) s-a adaugat 750 cm’ solutie de 1 M
NaCl si 2 — 3 picaturi de CHCl; in calitate de agent
bacteriologic. Amestecul s-a lasat in frigider pentru
24 ore la temperatura de 4-10°C. Amestecul s-a
filtrat. Filtratul s-a colectat, iar la masa de creste,
deja hidratata s-a adaugat o portie noua de extragent
si 2-3 picaturi de CHCI;. Procedura s-a repetat
analogic de trei ori (etapa 3). Ramasita dupa
extragere s-a congelat pentru prelucrarea ulterioara.
Cele 3 portii de extras s-au impreunat (in total 2
litri), s-au filtrat prin plasd de nailon, s-au
centrifugat la 7000 rot./min timp de 20 min pentru
inlaturarea impuritatilor si  particulelor greu
solubile. Solutia s-a racit pand la 4°C, s-a stabilit
pH-ul la 5-5,5 cu solutie HC1 0,1 M si s-a adaugat
etanol de 96% rece in raport de 1:3. Sedimentul
format s-a separat si s-a dizolvat in 100 cm’ solutie
de 1 M NaCl , s-a incélzit 5-10 min péana la
temperatura de 70—-80°C apoi rapid s-a racit pana la
18-20°C, s-a ajustat pH-ul la 5-5,5 cu solutie HCI
0,1 M si s-a adaugat CHCI; in raport de 1:1, s-a
agitat usor cu agitator din sticla numai intr-o singura
directie, in palnia de decantare. Peste 24 ore s-a
separat faza apoasd superioard si s-a colectat, faza
organici (CHCl;) si proteinele sedimentate la
interfaza s-au Inldturat, iar solventul s-a distilat.
Procedura s-a repetat de 3—4 ori pana solutia apoasa
a devenit transparentd sau putin opalescentd (etapa

4). Dupa ultima procedura de deproteinezare pH-ul
solutiei s-a stabilit cu solutie diluata de NaOH la 7,5
— 8,0 si acidul hialuronic s-a sedimentat din faza
apoasd, cu etanol de 96 % rece 1n raport de 1:3 in
forma de sare de sodiu (P1). S-a obtinut 0,785 g
produs. Randamentul produsului obtinut Pl
constituie 0,5 %. Partea de masd a proteinelor,
determinata prin metoda Lowry, in produsul final
nu depaseste 1 %. Spectrul in IR a produsului
obtinut confirma autenticitatea AH.

Solutia apoasa de 1 % AH obtinut prin
procedeul propus reprezintd un lichid véascos, greu
eculent, straveziu sau putin opalescent, fara culoare,
fara miros. Viscozitatea relativa a solutiei de 0,1%
AH maésuratd cu viscozimetrul Ostwald la
temperatura de 18°C a fost egala cu 12.

Absorbanta solutiei de 1% AH masurata la
257 nm (maximul de absorbtie a nucleotidelor) si la
280 nm (maximul absorbtiei pentru proteine) — este
mai mica de 0,1 un (/=10 mm).

Acidul hialuronic obtinut se pastreaza In
etanol de 96%, in flacoane inchise ferite de lumina,
la temperatura de 0—4°C .

Réamagita de la etapa 3 s-a dezghetat si s-a
adaugat la ea 700 cm’ solutie de IM NaCl si
2-3 picaturi de CHCl;. Amestecul obtinut s-a
incalzit pe baia de apa la temperatura de 50—-60°C
timp de 3 ore (etapa 5). Apoi amestecul s-a filtrat
prin plasd de nailon sterilizata. Filtratul s-a
centrifugat la 7000 rot./min timp de 30 min.

El este vascos si s-a gelatinizat in frigider.
La extractul obtinut s-a adaugat acetona in raport de
1:3 (v/v). Produsul sedimentat (P2) s-a separat, s-a
spalat cu acetond si s-a uscat. Analiza produsului
obtinut P2 a fost efectuata dupa aceiasi parametri ca
si analiza produsului P1. Rezultatele sunt prezentate
in tabelul 1. La produsul P2 a fost efectuata analiza
calitativa si cantitativa a continutului de proteine la
analizatorul de aminoacizi. Pentru analizd s-a
dizolvat 58 mg de produs P2 in 10 ml solutie. S-a
constatat ca produsul P2 contine 64,7 % proteine.
Solutia de 1% a produsului P2 prezinta absorbtie in
domeniul ultraviolet la lungimea de unda 266,5 nm
egala cu 0,609 un. (/=10 mm).
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