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INTRODUCERE 
 

În literatura mondială de specialitate sunt 
descrise diverse metode de obţinere şi purificare ale 
acidului hialuronic (AH). 

Acidul hialuronic se conţine în ţesuturile 
organismelor animale, matricea extracelulară şi 
citoscheletul. În concentraţie mai mare AH se con-
ţine în: lichidul sinovial, cordon ombilical, creastă 
de păsări, corp vitros al ochiului, creer, piele, car-
tilage de rechini şi balene [1]. În toate aceste ţesu-
turi este însoţit de prezenţa altor mucopolizaharide, 
care deasemenea formează compuşi intermoleculari 
împreună cu colagenul şi alte proteine. Problema 
prioritară şi cea mai dificilă în obţinerea AH ţine de 
înlăturarea cât mai deplină a componenţilor 
secundari, inclusiv a proteinelor, fără afectarea 
masei moleculare a biopolimerului [2]. 
 
 

1. STUDIU ÎN DOMENIU 
 

Pentru prima dată AH a fost obţinut şi 
cercetat în anul 1934 de Meyer K. şi Palmer J.W., 
dar interesul sporit în obţinerea AH a apărut după 
cel de-al II-lea război Mondial odată cu problema 
căutării substituenţilor corpului vitros al ochiului. În 
monografia [3] sunt tratate diverse metode de 
obţinere a AH din cordonul ombilical al fătului 
bazate pe utilizarea soluţiei de acetat de sodiu, 
soluţiei diluate şi concentrate de fenol, acid tri-
cloracetic, clorură de sodiu, piridinei, fermenţilor 
etc. Toate aceste metode prezintă un interes ştiin-
ţific deosebit, dar tehnologic metodele rămân a fi 
inconvenabile, deoarece necesită un volum mare de 
reagenţi, înlăturarea ulterioară a reagenţilor toxici 
este dificilă, randamentul comparativ mic. 

Balazs E. A. în anul 1979 relatează despre 
obţinerea AH ultrapur, cu masă moleculară mare 
din ţesuturi conjunctive de origine animală aşa ca 
creste de cocoşi, cordon ombilical, culturi 
bacteriene [4]. Metoda propusă constă în extragerea 
şi purificarea hialuronatului de sodiu în mai multe 
etape consecutive, care durează mai mult timp şi 
necesită un volum mare de muncă. Materia primă 
proaspăt colectată se spală minuţios cu apă pentru 
înlăturarea deplină a sângelui, se taie în bucăţi mici 
şi se congelează la – 20–30°C. În stare congelată se 

mărunţeşte apoi se dehidratează în câteva reprize 
(nu mai puţin de 3–4) cu etanol de 95%, care 
conţine urme de cloroform (agent bacteriologic). 
Fiecare procedură de spălare–dehidratare durează 
24 de ore. Masa obţinută se extrage de două ori cu 
un amestec de apă–cloroform (20:1, v/v). O 
extracţie durează 24 de ore şi se efectuează la 
temperatura de 4–25°C. La 2,5 kg de materie primă 
prelucrată s-a adăugat 10 litri de apă şi 0,5 litri 
CHCl3 pentru umflare apoi la fiecare extracţie – 
câte 15,75 litri amestec apă–cloroform. Extractele 
de AH se separă de ţesut prin filtre de nailon şi se 
împreunează. Pentru înlăturarea proteinelor la 
extractul obţinut se adaugă aşa o cantitate de NaCl 
cristalin ca să se obţină o soluţie de 10%. Autorul 
afirmă că deproteinezarea extractului de AH obţinut 
trebuie realizată cu mare precauţie, deoarece foarte 
uşor poate decurge destrucţia macromoleculei sub 
influenţa diferitor factori exteriori (ioni de fier, 
oxigen sau alţi oxidanţi care pot patrunde în 
soluţie). Condiţiile de separare a proteinelor din 
soluţia de AH au fost determinate empiric şi sunt 
considerate optimale de autor. La soluţia obţinută se 
adaugă cloroform în raport de 1:1. Agitarea 
amestecului se face într-un vas de sticlă timp de 3–5 
ore cu un agitator de teflon (la 120–300 rotaţii/min) 
sau cu vibraţie. Aciditatea soluţiei se menţine la pH 
4–5 prin adăugare de HCl diluat şi un volum 
echivalent de CHCl3. 

După 3–4 ore de agitare continuă, faza 
organică (CHCl3) se înlatură împreună cu stratul de 
proteine sedimentat la suprafaţa de separare a 
fazelor. Acest procedeu se repetă de mai multe ori, 
până când stratul de cloroform după agitare rămâne 
curat. Dacă în extractul obţinut se conţine o 
cantitate impunătoare de proteine atunci autorul 
propune utilizarea enzimelor. După a doua 
prelucrare a extractului cu CHCl3 în faza apoasă se 
adaugă 50–100 g enzime DNase şi RNase, se agită 
continuu încă 24 ore. După 24 ore pH-ul soluţiei se 
aduce la 6–7 şi se mai adaugă 50–100 mg Pronase. 
Soluţia se agită în continuare încă 48 ore. În acest 
mod se înlatură cea mai mare parte de proteine din 
amestec. Dacă la etapa precedentă extractul s-a 
prelucrat numai cu CHCl3 atunci pH-ul soluţiei se 
ajustează cu soluţia de 0,1N NaOH până la pH 6–7. 
La extrasul de AH cu pH-ul 6–7 se mai adaugă un 
volum echivalent de cloroform şi se agită la 



Studiul hidratării boabelor de soriz                                                         27                 
 
temperatura de 20–40°C timp de cinci zile. Autorul 
consideră că anume în cinci zile are loc denaturarea 
completă a proteinelor şi a altor componenţi care 
pot cauza toxicitate şi inflamaţie. După înlăturarea 
stratului de CHCl3 în faza apoasă rămâne numai 
hialuronatul de sodiu. Soluţia obţinută se 
centrifughează 4 ore, se filtrează prin filtru steril de 
teflon (diametrul porilor 0,2 μm). La filtratul obţinut 
se adaugă 3 volume de etanol. AH se sedimentează 
şi se separă, se redizolvă în 1,5 l apă bidistilată, care 
conţine 0,1 mol NaCl şi se sedimentează din nou. 
Această procedură se repetă de 5 ori. La a doua 
redizolvare în soluţie se mai adaugă 1% de clorură 
de cetilpiridiniu. După ultima redizolvare AH se 
sedimentează cu 3 volume de acetonă sterilizată 
apoi se spală de câteva ori cu acetonă sterilizată şi 
produsul obţinut se usucă în vid. Randamentul AH 
constituie 0,08%. Conţinutul de proteine în produs – 
0,4%. Masa moleculară determinată - 1586000 D. 
Absorbanţa soluţiei apoase de 1% AH la lungimea 
de unde 257 nm este de 0,243, iar la 280 nm – 
0,198.  

Metoda sa a permis obţinerea primului 
preparat farmaceutic de AH cu denumirea comer-
cială "Hea Lon" (Farmacia, Suedia), care până în 
prezent rămâne a fi unul din cei mai buni, dar şi cel 
mai costisitor viscoprotector în oftalmologia 
chirurgicală. O doză de AH necesară pentru 
efectuarea unei operaţii chirurgicale este de 0,4 cm3 
soluţie de 1%. Odată cu apariţia preparatului  
"Hea Lon" s-au intensificat cercetările altor mate-
riale cu proprietăţi analogice în baza AH şi altor 
polizaharide cum ar fi derivaţi ai celulozei [5]. 

Conform metodei expuse în lucrarea [6] din 
crestele de cucoşi şi găini este înlăturat sângele, 
apoi se mărunţesc, se spală de câteva ori cu etanol 
care conţine cloroform. Extracţia AH se realizează 
de două ori cu apă. Extractele obţinute sunt 
deproteinezate cu cloroform. După sedimentarea cu 
etanol şi acetonă AH obţinut este uscat. Preparatul 
astfel obţinut cu denumirea "Hyalon" este 
deasemenea utilizat ca viscoprotector în 
oftalmologie. O metodă asemănătoare este descrisă 
şi în lucrarea [7]. Randamentul produsului constituie 
0,08% faţă de masa iniţială. Conţinutul substanţelor 
proteice este de 0,5% şi includ aproximativ 0,2% 
ovalbumine cu proprietăţi antigene. Metodele 
expuse rezolvă problema obţinerii acidului hialu-
ronic ultrapur, cu un conţinut redus de proteine, 
ştiinţific dar nu şi tehnologic. Randamentul scăzut, 
consumul sporit de alcool, acetonă şi cloroform fac 
produsul costisitor. 

Autorul invenţiei [8] obţine AH prin 
fermentare. Din soluţie AH este sedimentat în formă 
de complex polielectrolitic cu hitozan, care se 

adaugă în formă de sare (exemplu acetat) în 
cantitate de 1,1–2,5 moli la un mol de AH extras. 
Scindarea complexului se realizează cu soluţie 
apoasă de 0,001–1 n NaOH la temperatura de 20°C, 
în timp de la 10 min până la 10 ore. 

Una din metodele timpurii de obţinere a AH 
este descrisă de Asatiani V.S. în cartea sa [9] şi 
constă în obţinerea AH din cordoane ombilicale. 
Cordoanele ombilicale sunt spălate de sânge cu apă, 
apoi sunt deshidratate şi degrasate cu acetonă. După 
mărunţire se face extragerea AH cu apă şi 
sedimentarea cu acetonă. Randamentul de obţinere 
a AH constituie 6%, iar viscozitatea relativă a 
soluţiei de 1% este 3. 

În invenţia [10] Vunder P.A. şi Muraşev 
A.N. perfectează metoda precedentă. După mărun-
ţire, spălare, degrasare şi deshidratare cordoanele 
ombilicale sunt supuse procesului de extracţie cu 
apă la fierbere timp de 5-15 min. La 2 g masă uscată 
se adaugă 200 cm3 de apă. După răcire extractul 
este centrifugat 15 min la o viteză 6000 rotaţii / 
min. Din extractul obţinut AH este sedimentat cu 
acetonă în raport volumetric de 1:4. Se obţine 0,28 
g sediment, care conţine AH şi substanţe proteice. 
Ultimile sunt determinate prin metoda Lowry. Masa 
AH fără proteine constituie 10,2%. Viscozitatea 
relativă a soluţiei de 0,25% este 3.  

Cu scopul de a simplifica procedura de 
extragere în invenţia europeană [11] materia pri-mă 
preventiv degrasată se spală cu alcool butilic, iar 
AH se sedimentează cu clorură de cetilpiridiniu sau 
bromură de hexadeciltrimetilamoniu. În continuare 
sedimentul este dizolvat în dodecilsulfat de sodiu şi 
produsul este sedimentat cu etanol. 

În invenţia germană [12] hialuronatul de 
sodiu de uz cosmetic este extras din ţesuturi animale 
şi sedimentat cu acetonă. Extrasul obţinut este 
prelucrat cu fermenţi (papain), ultrafiltrat şi 
produsul sedimentat cu clorură de cetilpiridiniu. 
Sedimentul de AH obţinut este redizolvat în soluţie 
de NaCl, din nou ultrafiltrat şi produsul final 
sedimentat cu alcool.  

În metodele expuse putem remarca 
randamentul mic de obţinere a AH şi utilizarea 
sărurilor cuaternare de amoniu cu radicali organici 
exotici. 

Сonform metodei expuse în referinţa [13] 
crestele de cocoşi sunt extrase de două ori cu soluţie 
apoasă de 5-25% (v/v) de alcool butilic sau propilic 
şi izomerii lor. Extragerea durează aproximativ 32 
de ore. La extractul obţinut s-a adăugat NaCl 
cristalin până la separarea fazelor. AH este separat 
prin sedimentare din faza apoasă cu etanol. 
Cantitatea de proteine este mai mică de 1%, 
umiditatea – 15%. Absorbţia în domeniul ultraviolet 
pentru soluţia de 1% la lungimea de undă 257 nm 
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este mai mică decât 3,0, iar la 280 nm – mai mică 
decât 2. pH-ul soluţiei apoase de AH obţinut 
constituie 5,5–7,5. Gradul de extragere a AH este de 
50%, iar randamentul nu este indicat. 

În referinţa [14] Laurent T.C. constatează 
că în crestele de cocoşi se poate conţine până la 
0,75% (m/m) AH. În corpul vitros al ochiului 
omului se conţine aproximativ 0,02% (m/v) AH.  

Conform invenţiei [15] crestele de cocoşi 
sunt extrase cu apă sau soluţie 1–15% NaCl la 
temperatura de 80°C , randamentul AH constituie 
2%, conţinutul de proteine 9%. Durata extracţiei 
constituie aproximativ 24 ore. 

În invenţia [16] AH este extras din lichidul 
sinovial al viţeilor, timp de o săptămână la 
temperatura de 5°C. Extrasul este filtrat prin vată de 
sticlă. La filtrat se adaugă NaCl cristalin până se 
obţine o concentraţie de 2 mol/l şi soluţie de 2% 
acid acetic în etanol. Sedimentul se separă şi se 
dizolvă în soluţie tampon – fosfat cu pH-ul 7. 
Proteinele se sedimentează cu tripsin timp de 2 ore 
la temperatura de 37°C în prezenţă de 0,05 mol/l 
NaN3. AH este sedimentat la adăugarea NaCl 
cristalin până la o concentraţie de 2 mol/l şi soluţie 
de 2% acid acetic în etanol. Conţinutul de proteine 
constituie 0,5%. Dezavantajele metodei: 
randamentul mic şi un mare volum de muncă. 

Conform publicaţiei [17] crestele de cocoşi 
sunt extrase cu apă timp de 1–2 min la temperatura 
de 90–100°C. Amestecul obţinut se răceşte timp de 
2–3 ore până la temperatura de 4–6°C. Se înlătură 
lipidele, se filtrează, se separă rămăşiţa de creste. La 
filtratul obţinut se adaugă cărbune activ în proporţie 
de 1–2% faţă de masa iniţială a materiei prime şi se 
menţine şi se agită 1–2 ore. Amestecul se filtrează. 
La filtratul obţinut se adaugă penicilină în proporţie 
de 1–2% faţă de masa iniţială a materiei prime şi se 
menţine 18–24 ore la temperatura de 20–22°C, apoi 
se usucă. Randamentul constituie 3,8–4,0% faţă de 
masa iniţială a materiei prime. Viscozitatea relativă 
a soluţiei apoase de 0,1% este de 4,0, conţinutul de 
proteine constituie 0,4–0,5%.  

În continuare Stecolinicov L. I. cu echpa sa 
propune o noua metodă de extragere a AH [18]. 
Spre deosebire de metoda sa precedentă [17] autorii 
efectuează extragerea AH la temperatura camerei 
20–22°C cu apă, în trei etape, în raport de 1 : (4-6 
v) creste : H2O, timp de 2-4 ore.Din extras AH este 
sedimentat cu acid tricloracetic în cantitate de 1-2% 
faţă de volumul extractului obţinut. AH sub formă 
de sediment se ridică la suprafaţa fazei apoase, iar 
proteinele se sedimentează la fund. AH se spală de 
3 ori cu acetonă şi eter dietilic corespunzător în 
raport de 2–4 l la 1 kg materie primă. Sedimentul 
este uscat în aer apoi redizolvat în apă (2 v la 1 kg 
masă iniţială), se filtrează şi se sublimă. 

Randamentul este de 5%, conţinutul de proteine 
constituie 0,05% , iar viscozitatea relativă a soluţiei 
de 0,1% la 20°C este de 6,0.  

Autorii metodei [19] exclud sedimentarea 
AH din extracte cu alcool. Ei realizează extragerea 
cu 3-3,5 volume de apă acidulată cu acid acetic la 
pH 3-4 şi temperatura 90-100°C, timp de 40-60 
min. La extractele obţinute se adaugă 1,0 şi 1,5% 
cărbune activ şi dietilaminoetilceluloză, 
corespunzător, timp de 1-2 ore la temperatura de 
60-80°C. Soluţia deproteinezată este filtrată la 
temperatura de 30-40°C prin filtre de hârtie, filtre 
de sticlă cu conţinut de bor, membrane sterile de 
acetilceluloză şi clorură de polivinil. Soluţia 
obţinută se usucă prin sublimare în condiţii aseptice. 
Randamentul AH obţinut este 0,09-0,12%. 
Conţinutul de substanţe proteice în AH nu depăşeşte 
0,1%, iar ovalbumina nu depăşeşte 0,001%. 
Conşinutul total de proteine în preparatele de AH a 
fost determinat prin matoda clasică Kjeldahl, iar 
conţinutul de ovalbumină a fost determinat cu 
sistemul de test imunofermentativ în faza solidă cu 
sensibilitatea 0,5 ng/cm3. Viscozitatea relativă a 
soluţiei de AH 0,1% la 20°C constituie 12-14. 

În scopul obţinerii AH ultrapur metoda dată 
este performantă, dar include şi unele dezavantaje 
cum ar fi: utilizarea filtrelor speciale din sticlă, din 
acetilceluloză şi clorură de polivinil. Metoda este 
îndelungată şi anevoioasă.  

O altă echipă de autori ruşi împreună cu 
Samoilenco I. I. propun următoarea metodă de 
obţinere a AH din creste de cocoşi şi cordoane 
ombilicale [20]. Materia primă din care preventiv s-
a înlăturat sângele se spală cu apă rece  
(10–15°C), se mărunţeşte la maşina de tocat carne şi 
se îngheaţă până la –70°C. Se adaugă două părţi de 
apă la o parte de masă congelată se încălzeşte timp 
de 15–25 min la temperatura de 95–100°C, se 
filtreză prin tre straturi de tifon sau se 
centrifughează. Rămăşiţa de pe filtru se congelează 
din nou la temperatura de –70°C, iar filtratul se 
colectează. La masa congelată se adaugă apă în 
raport de 1:1,5 şi se încălzeşte din nou timp de 15–
25 min la temperatura de 95–100°C. Amestecul se 
filtrează prin tifon, filtratul se colectează, iar 
rămăşiţa de pe filtru din nou se congelează şi încă 
de trei ori se repetă procedura de congelare-
extragere, utilizând de fiecare dată apă în raport de 
1:1 faţă de masa rămăşiţei. Filtratele se 
împreunează şi AH se elimină la acidularea 
extractului cu acid acetic. Randamentul AH 
constituie 5%. Conţinutul de proteine a fost 
determinat după Lowry şi constituie 4%, masa 
moleculară aproximativ este egală cu 1 mln. D şi a 
fost calculată pe baza viscozităţii caracteristice. 
Omogenitatea produsului a fost confirmată cu 
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ajutorul efectului Tindal. Pentru înlăturarea mai 
deplină a proteinelor produsul a fost redizolvat în 
soluţie diluată de NaOH şi ultrafiltrat. Soluţia de 
AH a fost leofilizată. Randamentul sumar se 
micşorează neînsemnat (4,5%), iar conţinutul de 
proteine se micşorează de 10 ori. 

În metoda [21] este prezentată schema unui 
proces de obţinere în formă farmaceutică a soluţiei 
apoase de AH cu masă moleculară mare, de o 
anumită concentraţie, sterilizată.  

Această schemă de purificare ultrafină a 
AH conţine multe etape sofisticate, automatizate, 
tehnologii foarte costisitoare şi nu este clar dacă e 
posibilă organizarea unui aşa proces de producere a 
formelor farmaceutice de AH în prezent în 
condiţiile existente. locale real 

În metoda propusă [22] crestele după 
spălare şi degrasare cu alcool (1:2), sunt mărunţite 
şi sunt supuse prelucrării cu ultrasunet la o frecvenţă 
de 16–20 kHz, timp de 5–10 min. Extragerea AH se 
efectuează cu apă la temperatura de 45–50°C, timp 
de 20–25 min. Separarea fazei apoase se realizează 
prin filtrare în vid, iar sedimentarea AH se obţine cu 
etanol de 95% în raport volumetric de 1:3. Soluţia 
apoasă este filtrată şi filtratul este evaporat deasupra 
la oxid de fosfor (V) în vid. Randamentul constituie 
11%. Partea de masă a proteinelor constituie 0,4%. 

În invenţia [23] autorii relatează despre 
obţinerea şi purificarea unei fracţii de AH extrapur 
cu aplicaţie în oftalmochirurgie. Metoda propusă 
este laborioasă şi costisitoare. Ea include utilizarea 
unor cantităţi mari de solvenţi (etanol, acetonă), 
utilizarea helaţilor şi înlăturarea lor. În procesul de 
extragere şi purificare se utilizează sitele moleculare 
DOWEX M-15, Celita, N-metilpirolidon sau 
dimetilsulfoxid, clorură de metilen, clorură de 
cetilpiridină, NaBr, NaCl. Randamentul produsului 
constituie 0,6%. Proteinele sunt înlăturate prin 
fermentare utilizând în acest scop enzimele (papain, 
pepsin, tripsin sau pronaza). Dozarea proteinelor în 
produsul final a fost efectuată prin metoda Lowry şi 
constituie - 0,2%. Au fost determinate următoarele 
caracteristici a produsului obţinut: viscozitatea 
statică este cuprinsă în intervalul 14,5–21 D/g fiind 
măsurată cu viscozimetrul Ubellodi la 25°C în 
soluţie de 0,15 mol/l NaCl, pH-ul 7 şi corespunde 
masei moleculare medii (0,75–1,23)·106 D, 
absorbanta soluţiei apoase de 1% AH la lungimea 
de undă 257 nm şi 280 nm nu depăşeşte 1,0. 

În brevetul [24] este descrisă utilizarea 
preparatelor de hialuronat de sodiu cu masa 
moleculară (1–2) ·106 D în oftalmochirurgie şi tot 
odată în perioada post-operativă după înlăturarea 
cataractei. Preparatele conţin 12–20 mg/cm3 
hialuronat de sodiu în soluţie fiziologică şi 
manifestă o viscozitate cinematică de  

(4,5–6,4)·104 cSt. În compoziţia preparatelor se 
întroduce anumite cantităţi de concervant, 
stabilizator şi alte componente auxiliare. Sunt 
prezentate rezultatele testării clinice a preparatelor. 

Brevetul românesc [25] se referă la un 
procedeu de obţinere a AH şi a sărurilor sale de 
sodiu şi potasiu de uz cosmetic din umoarea 
vitroasă bovină. Extracţia AH se efectuează cu para-
xilensulfonat de sodiu în proporţie de 10% faţă de 
masa materialului supus extracţiei., la temperatura 
de 60°C, sub agitare energică, până la obţinerea 
unui material omogen (6–8 ore). După aceasta 
materialul se răceşte până la 0–4°C şi sub agitare 
continuă se tratează cu soluţie de HCl până la pH 3–
3,5. sau cu soluţie de 1 mol/l NaOH, corespunzător 
KOH. După 24 ore se filtrează pe pat de 
hyflosupercel. Dacă filtratul obţinut este colorat, se 
tratează cu cărbune reactiv şi se filtrează din nou. 
Soluţia perfect limpede se răceşte şi se tratează cu 
un volum de alcool izopropilic. AH sedimentat se 
ţine la rece încă 24 de ore, după care se izolează 
prin centrifugare. Se spală cu alcool izopropilic şi 
cu acetonă sterilă, apoi se usucă pe clorură de 
calciu. Randamentul produsului faţă de volumul 
iniţial al materiei prime este de 0,04% (m/v). 
Autorii afirmă că conţinutul de proteine în produs 
este de 0,1–2%. Tratarea materialului cu acid tare 
sau bază tare, în procesul de extracţie, schimbă 
puternic mediul. Nu sunt clare consecinţele.  

În brevetul [26] autorii Lutan V. şi 
Bezdrîgin M. de la Universitatea de Stat de 
Medicină şi Farmacie "Nicolae Testemiţanu" din 
Republica Moldova descriu metoda de obţinere a 
AH biocompatibil de uz medicinal din cordoane 
ombilicale ale fătului. Materialul biologic este 
colectat şi păstrat în etanol de 96%. După procedura 
de spălare mărunţire şi deshidratare realizate la 
temperatura de 0–+4°C, autorii extrag AH în ser 
fiziologic (soluţie 0,89 % NaCl) la rece în trei 
reprize, apoi la extractul obţinut adaugă NaCl 
cristalin pînă la o concentraţie de 25% şi etanol în 
proporţie de 1:3 pentru sedimentarea AH. AH 
obţinut este recristalizat de 2–3 ori din ser 
fiziologic. Înlăturarea proteinelor se face cu CHCl3 
în proporţie de 1:2 în 3–4 reprize până, soluţia 
rămâne transparentă. După ultima procedură de 
deproteinizare AH se sedimentează cu etanol 96% 
(1:3). Randamentul produsului nu este indicat. 
Concentraţia proteinelor determinată prin metoda 
Lowry este de 0,2 g/l, cea ce constituie 5% din masa 
totală dizolvată. Astfel autorii consideră că 
conţinutul de AH este de 95% (m/m). Viscozitatea 
relativă a soluţiei de 0,2% AH este 5,0. Absorbanţa 
soluţiei de 0,5% AH determinată la 257 nm 
(maximul de absorbţie a nucleotidelor) este egală cu 
0,712 un., iar la 280 nm (maximul de absorbţie a 
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proteinelor) – cu 0,622 un. Spectrul densităţii optice 
a soluţiei de AH măsurat în domeniul 400–700 nm 
demonstrează maxim de 520–540 nm, ceea ce este 
specific pentru acidul hialuronic. Autorii au testat 
biologic produsul obţnut şi au demonstrat lipsa de 
toxicitate, de alergogenitate, de acţiune 
hepatotoxică şi cardiotoxică, de acţiune iritantă, de 
acţiune asupra metabolismului mineral [27, 28]. 

Aşa dar, diversitatea metodelor de obţinere 
a acidului hialuronic în laborator este mare, dar nu 
există metode optime, tehnologic rezonabile, de 
extragere şi purificare a acidului hialuronic la nivel 
industrial. 

 
 
 

2. EXTRAGEREA ACIDULUI 
HIALURONIC DIN DIVERSE SURSE 

DE MATERIE PRIMĂ LOCALĂ 
 

Proprietăţile acidului hialuronic sunt 
determinate de masa moleculară, modul de 
extracţie, urmele de proteine şi alţi proteoglicani 
care pot contamina preparatele obţinute. 

În cercetările efectuate acidul hialuronic a 
fost obţinut din mai multe surse naturale de materie 
primă: creastă de găini (CG), creastă de cocoşi 
(CC), corpul vitros al ochiului de bovină (CVB), 
cordon ombilical bovin (COB) [29–32].  

În metoda propusă se efectuează degrasarea 
deplină a materiei prime până la extragerea AH, 
care decurge concomitent cu deshidratarea, în 
aparatul Soxhlet cu acetonă, timp de 2 ore. 
Extragerea AH se efectuează cu soluţie de NaCl 
numai la rece (4–10°C). Din extractul obţinut la 
rece, AH se sedimentează cu etanol 96% sau 
acetonă. Produsul se redizolvă şi se elimină 
proteinele prin încălzire-răcire la pH 7 şi prelucrare 
cu CHCl3 la pH 5–5,5. Din soluţia obţinută se 
sedimentează şi se izolează hialuronatul de sodiu, 
respectiv AH, cu randamentul corespunzător. 

Caracteristicile preparatelor obţinute variază în 
funcţie de sursa materiei prime. Pentru preparatele 
obţinute s-a determinat partea de masă a acidului 
hialuronic în raport cu masa iniţială supusă 
extracţiei (ω), partea de masă a proteinelor în 

preparate (metoda Lowry) [33], viscozitatea relativă 
(metoda Ostwald) η [34] (Tab. 1.). 

Identificarea AH în preparatele obţinute a fost 
efectuată în baza spectrelor de absorbţie în 
domeniul infraroşu [35]. 

Reeşind din rezultatele cercetărilor efectuate şi 
disponibilitatea surselor de materie primă am 
convenit de a obţine acidul hialuronic din creastă de 
pasări (găini şi cocoşi) colectate de la întreprinderile 
avicole locale [36–38]. 

Rezultatul cercetărilor constă în perfectarea 
procedeului de obţinere a AH, sporirea gradului de 
extragere, reducerea cheltuelilor, ameliorarea 
calităţii produsului final adecvat pentru uz 
medicinal, cosmetic şi alimentar. 

Obţinerea AH a fost realizată în mai multe 
etape conform schemei din fig. 1. 

 
Creastă de păsări

Mărunţire

Spălarea multiplă (3-4 ori) cu etanol ce conţine CHCl3 (1%)

Extragerea acidului hialuronic in fază apoasă

Impreunarea filtratelor

Deproteinezarea

Separarea fazei apoase

Sedimentarea acidului hialuronic cu etanol (1:3)

Resedimentarea acidului hialuronic cu etanol si acetonă

Spălarea acidului hialuronic cu acetonă sterilă

Uscarea sau liofilizarea acidului hialuronic

Filtrarea Sediment

 
 

Figura 1. Schema procesului de obţinere  
a acidului hialuronic 

 

 
Tabelul 1. Caracteristica preparatelor de AH obţinute din diverse surse de materie primă. 
 

 CG CC CVB COB 
ω (%) 0,4  0,6 0,1  1,4  
Proteine (%) 5 4 3 3 
Viscozitatea relativă (η) 11  12  7 13 
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In acest scop s-au colectat 160 g de creste 
de găini şi cocoşi proaspete, îndată după sacrificarea 
păsărilor sănătoase de la întreprinderea Avicola 
"ROSO", s. Floreni, mun. Chişinău, s-au spalat de 
sânge cu apă rece (10–15°C) în 2–3 reprize timp de 
5–6 ore apoi s-au mărunţit fin, astfel încât 
dimensiunile fragmentelor erau aproximativ de 1–3 
mm. Mărunţira s-a efectuat în combina Moulinex 
Genius 2000. La masa mărunţită s-a adaugat 
acetonă sau etanol de 96%, care conţine 1% CHCl3 
în raport de 1:3 şi s-a lasat în frigider pentru 6–24 
ore la temperatura de 0–4°C (etapa 1). În rezultat 
materia primă parţial s-a dehidratat şi s-a micşorat 
volumul. Solventul s-a separat şi s-a distilat, iar 
masa dehidratată parţial s-a întrodus în aparatul 
Soxhlet şi s-a extras cu acetonă (etapa 2). În rezultat 
a avut loc dehidratarea masei în continuare şi 
extragerea concomitentă a substanţelor bioactive 
solubile în acetonă (lipide, fosfolipide, lipoproteine, 
glicolipide, glicolipoproteine, nucleotide, enzime 
etc., care ulterior pot contamina produsul final. 
După înlăturarea deplină a tuturor substanţelor 
bioactive cu efect negativ masa de creste s-a scos 
din aparat şi s-a uscat în nişa cu ventilare până la 
dispariţia mirosului de acetonă. Masa substanţei 
uscate constituie 37 g. 

În calitate de extragent pentru AH s-a 
utilizat soluţia apoasă de 1 M NaCl. La masa uscată 
obţinută (37 g) s-a adaugat 750 cm3 soluţie de 1 M 
NaCl şi 2 – 3 picături de CHCl3 în calitate de agent 
bacteriologic. Amestecul s-a lasat în frigider pentru 
24 ore la temperatura de 4–10°C. Amestecul s-a 
filtrat. Filtratul s-a colectat, iar la masa de creste, 
deja hidratată s-a adaugat o porţie nouă de extragent 
şi 2–3 picături de CHCl3. Procedura s-a repetat 
analogic de trei ori (etapa 3). Rămăşiţa după 
extragere s-a congelat pentru prelucrarea ulterioară. 
Cele 3 porţii de extras s-au împreunat (în total 2 
litri), s-au filtrat prin plasă de nailon, s-au 
centrifugat la 7000 rot./min timp de 20 min pentru 
înlăturarea impurităţilor şi particulelor greu 
solubile. Soluţia s-a răcit până la 4°C, s-a stabilit 
pH-ul la 5–5,5 cu soluţie HCl 0,1 M şi s-a adaugat 
etanol de 96% rece în raport de 1:3. Sedimentul 
format s-a separat şi s-a dizolvat în 100 cm3 soluţie 
de 1 M NaCl , s-a încălzit 5–10 min până la 
temperatura de 70–80°C apoi rapid s-a răcit până la 
18–20°C, s-a ajustat pH-ul la 5–5,5 cu soluţie HCl 
0,1 M şi s-a adaugat CHCl3 în raport de 1:1, s-a 
agitat uşor cu agitator din sticlă numai într-o singură 
direcţie, în pâlnia de decantare. Peste 24 ore s-a 
separat faza apoasă superioară şi s-a colectat, faza 
organică (CHCl3) şi proteinele sedimentate la 
interfază s-au înlăturat, iar solventul s-a distilat. 
Procedura s-a repetat de 3–4 ori până soluţia apoasă 
a devenit transparentă sau puţin opalescentă (etapa 

4). După ultima procedură de deproteinezare pH-ul 
soluţiei s-a stabilit cu soluţie diluată de NaOH la 7,5 
– 8,0 şi acidul hialuronic s-a sedimentat din faza 
apoasă, cu etanol de 96 % rece în raport de 1:3 în 
formă de sare de sodiu (P1). S-a obţinut 0,785 g 
produs. Randamentul produsului obţinut P1 
constituie 0,5 %. Partea de masă a proteinelor, 
determinată prin metoda Lowry, în produsul final 
nu depăşeşte 1 %. Spectrul în IR a produsului 
obţinut confirmă autenticitatea AH. 

Soluţia apoasă de 1 % AH obţinut prin 
procedeul propus reprezintă un lichid vâscos, greu 
eculent, străveziu sau puţin opalescent, fără culoare, 
fără miros. Viscozitatea relativă a soluţiei de 0,1% 
AH măsurată cu viscozimetrul Ostwald la 
temperatura de 18°C a fost egală cu 12. 

Absorbanţa soluţiei de 1% AH măsurată la 
257 nm (maximul de absorbţie a nucleotidelor) şi la 
280 nm (maximul absorbţiei pentru proteine) – este 
mai mică de 0,1 un (l = 10 mm). 

Acidul hialuronic obţinut se păstrează în 
etanol de 96%, în flacoane închise ferite de lumină, 
la temperatura de 0–4°C . 

Rămăşiţa de la etapa 3 s-a dezgheţat şi s-a 
adaugat la ea 700 cm3 soluţie de 1M NaCl şi  
2–3 picături de CHCl3. Amestecul obţinut s-a 
încălzit pe baia de apă la temperatura de 50–60°C 
timp de 3 ore (etapa 5). Apoi amestecul s-a filtrat 
prin plasă de nailon sterilizată. Filtratul s-a 
centrifugat la 7000 rot./min timp de 30 min.  

El este vâscos şi s-a gelatinizat în frigider. 
La extractul obţinut s-a adaugat acetonă în raport de 
1:3 (v/v). Produsul sedimentat (P2) s-a separat, s-a 
spalat cu acetonă şi s-a uscat. Analiza produsului 
obţinut P2 a fost efectuată după aceiaşi parametri ca 
şi analiza produsului P1. Rezultatele sunt prezentate 
în tabelul 1. La produsul P2 a fost efectuată analiza 
calitativă şi cantitativă a conţinutului de proteine la 
analizatorul de aminoacizi. Pentru analiză s-a 
dizolvat 58 mg de produs P2 în 10 ml soluţie. S-a 
constatat că produsul P2 conţine 64,7 % proteine. 
Soluţia de 1% a produsului P2 prezintă absorbţie în 
domeniul ultraviolet la lungimea de undă 266,5 nm 
egală cu 0,609 un. (l=10 mm). 
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