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Invenţia se referă la industria avicolă, alimentară, cosmetică şi farmaceutică, la dezvoltarea tehnologiilor netradiţionale 
pe baza utilizării raţionale a surselor naturale locale şi reprezintă o metodă de obţinere a acidului hialuronic (AH) din 
creste de cocoşi şi găini. În prezent AH a devenit un produs foarte solicitat pe piaţa mondială în domeniul farmaceutic şi 
cosmetic datorită proprietăţilor sale unicale. AH se utilizează cu succes în calitate de viscoprotector mecanic în 
oftalmologie, artochirurgie şi artoplastică, la tratamentul combustiilor pielii. În dermatologie AH se utilizează pentru 
protecţia pielii, formarea barierelor semipermeabile în tratamentul exemelor, ulcerelor trofice. În cosmetologie AH se 
utilizează în calitate de emolient în compoziţia cremelor, loţiunilor, gelurilor, iar în calitate de protector – în compoziţia 
măştilor. Proprietatea AH de a restabili pielii şi de a lichida ridurile este cu succes utilizată pentru întinderea pielii în 
cosmetologie. Pentru întărirea sistemului imun, şi prevenirea diferitor maladii inclusiv a cancerului sunt preparate 
diferite suplimente alimentare în care AH se utilizează ca ingredient sau chiar ca compus de bază în industria 
alimentară. 
AH este semicristalin, de culoare albă, solubil în apă şi insolubil în solvenţi organici. Soluţia apoasă posedă o 
viscozitate înaltă. Macromolecula AH este construită din resturile acidului β-glucuronic şi N-acetil-β-D-glucozaminei 
care alternează liniar, fiind unite consecutiv prin legăturile β - (1→4) şi β - (1→3) glicozidice. AH izolat din diverse 
surse conţine diferite cantităţi de proteine. Masa moleculară a AH variază în limitele 7,7 · 104 – 28 · 106 D în funcţie de 
tipul ţesutului conjunctiv, condiţiile fiziologice locale, metoda de obţinere şi purificare cât şi alţi factori. Cu cât este mai 
mare masa moleculară, cu atât asimetria macromoleculei şi viscozitatea soluţiilor vor creşte. S-a constatat, că în 
complexul acid hialuronic – proteină, partea proteică ocupă o poziţie centrală de tipul unui miez, de la care spre exterior 
pornesc lanţurile lungi ale AH. AH este unul din cele mai importante mucopolizaharide ale ţesutului conjunctiv. 
Conţinutul de AH în diverse ţesuturi şi lichide fiziologice este divers. În cantitate mai mare se conţine în culturile de 
streptococi, corp vitros al ochiului, lichid sinovial, cordoane ombilicale, creste de cocoşi, unde se află legat de proteine, 
şi, frecvent, alături de alte mucopolizaharide. 
Este cunoscută metoda de obţinere a AH ultrapur din creste de cocoşi cordoane ombilicale [1]. Metoda lui Balazs constă 
în extragerea şi purificarea hialuronatului de sodiu în mai multe etape consecutive, care durează mult timp şi necesită un 
volum mare de muncă. Materia primă proaspăt colectată după spălare minuţioasă şi înlăturarea sângelui prin dializă 
îndelungată se congelează. În stare congelată se mărunţeşte şi se deshidratează în 3 - 4 reprize cu cantităţi mari de etanol 
de 96% ce conţine cloroform. Fiecare procedură durează 24 ore. Extragerea se efectuează cu apă după care urmează 
deproteinezarea cu cloroform şi NaCl. Dacă conţinutul de proteine este mare, autorul utilizează enzimele (Dnase, 
Rnase, Pronase) după a doua repriză de deproteinezare. Dacă se utilizează numai CHCl3, atunci deproteinizarea se 
realizează în 5 zile la agitare continuă la temperatura de 20 - 40oC. La resedimentare se utilizează clorura de 
cetilpiridiniu. 
Tehnologia de obţinere a acestui preparat este complicată şi necesită un mare volum de muncă şi timp îndelungat. 
Preparatul devine foarte costisitor, datorită complexităţii purificării lui, utilizării unei cantităţi enorme de solvenţi la 
toate etapele, în deosebi la spălare, deshidratare şi degresare. Randamentul produsului este mic (0,08%) şi produsul nu 
este lipsit de proteine (0,4%). Viscozitatea cinematică a soluţiei de 11% la 25oC este de 37,091 cSt. Pentru soluţia de 
1% (m/v) AH în soluţie de 0,15M NaCl A257 = 0,243, A280 = 0,198. Absorbanţa soluţiei la lungimea de undă 257 şi 280 
nm demonstrează prezenţa nucleotidelor şi proteinelor în produsul final obţinut. 
Este cunoscută metoda de obţinere a AH de uz cosmetic din creste de cocoşi [2], unde crestele de cocoşi după spălare 
cu apă rece sunt tratate în multe reprize cu o cantitate destul de mare de etanol de 96% sau izopropanol pentru 
înlăturarea deplină a sângelui, inactivitatea enzimelor, înlăturarea lipidelor, deshidratarea ţesutului. Mărunţirea se 
efectuează după deshidratare, apoi urmează extragerea AH cu apă sau soluţie de 1 - 15%NaCl timp de 18 ore, la 
temperatura nu mai mare de 80oC. Preparatul de AH este sedimentat cu etanol sau acetonă. Randamentul constituie 
1,92%, conţinutul de proteine – 9%, viscozitatea cinematică a soluţiei apoase de 0,1% - 6,3 cSt, absorbanţa la 540 nm – 
0,1. 
Mărunţirea masei deshidratate este practic dificilă. Utilizarea unei cantităţi impunătoare de solvenţi la deshidratare şi 
înlăturarea substanţelor bioactive cu efect negativ, conţinutul sporit de proteine fac produsul costisitor. Absorbanţa 
soluţiei la 540 nm nu prezintă informaţie despre conţinutul acidului hialuronic în produs. În acest domeniu absoarbe nu 
acidul hialuronic, dar complexul acidului glucoronic cu carbazolul. 
Este cunoscută metoda de obţinere a AH ultrapur din creste de cocoşi şi găini [3], unde etapele de spălare, deshidratare 
şi degresare sunt efectuate la fel ca în metodele precedente, corespunzător, cu apă, etanol cu conţinut de 1% cloroform 
cu cantităţi mari şi în multe reprize. Autorii modifică condiţiile de extragere şi purificare ulterioară a extractului de AH. 
Ei utilizează la procesul de extragere 3 – 3,5 volume de apă acidulată cu soluţie de 1mol/1CH3COOH până la pH 3 - 4 
şi efectuează extragerea AH la temperatura de 90 - 100oC timp de 40 - 60 min, într-o singură repriză. Extractul obţinut 
după filtrare prin vată se prelucrează cu doi sorbenţi, mai întâi cu cărbune activat (1%,m/m) apoi cu DEAE-celuloză 
(firma „Sigma”, SUA cu capacitatea 0,9 mechiv/g)în raport 1 : 1,5, timp de 1 - 2 ore, la temperatura de 60 - 80oC. 
Autorii afirmă că în aşa condiţii are loc sorbţia maximă a proteinelor din extract. În extract rămân 0,8 - 1,4% proteine. O 
purificare mai deplină a extractului autorii efectuează prin filtrare pe hârtie, pe filtre de sticlă cu conţinut de bor, pe 
membrane de acetilceluloză şi clorură de polivinil la temperatura de 30 - 40oC şi presiune de 0,5 - 0,7 atm. Randamentul 
produsului constituie 0,09 - 0,12%. Viscozitatea relativă a soluţiei de 0,1%, la 20oC este de 12 - 14, conţinutul de 
proteine este mai mic de 0,1%, inclusiv ovalbumină mai puţin de 0,001%. 
Realizarea procesului de extragere la temperatura de 90 - 100oC în mediul acid poate provoca hidroliza 
macromoleculelor de AH pe legăturile β – (1→4) şi β – (1→3) glicozidice. Eliminarea cărbunelui după absorbţie, 



a 2005 0349 2 of 5 
 
blocarea filtrelor, utilizarea temperaturii şi presiunii în procesul de lucru sunt dificile. Utilizarea tehnologiilor sofisticate 
de purificare şi randamentul mic fac produsul foarte costisitor. 
Este cunoscută metoda de obţinere a AH din creste de cocoşi [4], unde crestele de cocoşi după spălare se mărunţesc şi 
se congelează la – 20 - 70oC, se adaugă apă (1 : 2) se încălzeşte 15 - 20 min la temperatura de 90 - 100oC, se filtrează şi 
procedura se repetă de 3 ori. La filtratele colectate se adaugă acid acetic şi se separă produsul. Randamentul constituie 
5%, conţinutul de proteine după Lowry nu depăşeşte 4%. Masa moleculară 1 mln. Omogenitatea se confirmă prin 
efectul Tyndall. 
Metoda propusă pare a fi simplă, dar autorii nici la o etapă nu înlătură lipidele, nucleotidele şi alte substanţe bioactive 
cu masă moleculară mică, care contaminează produsul final. Nu se indică nici cantitatea de acid acetic care se utilizează 
la sedimentarea produsului. Pentru înlăturarea suplimentară a proteinelor autorii propun ca produsul obţinut să fie 
dizolvat în soluţie diluată de NaOH apoi soluţia se ultrafiltrează şi se leofilizează. Se ştie că mediul bazic ca şi mediul 
acid provoacă hidroliza macromoleculelor de AH pe legăturile glicozidice β – (1→4) şi β – (1→3). Ca rezultat la 
micşorarea cantităţii de proteine se va micşora şi viscozitatea soluţiei şi masa moleculară a AH obţinut. Utilizarea 
temperaturii scăzute în procesul de lucru necesită un consum suplimentar de energie şi fac produsul final costisitor. 
Viscozitatea nu este indicată. 
Cel mai apropiat procedeu de obţinere a AH biocompatibil de uz medicinal, din cordoane ombilicale este [5]. Materialul 
biologic colectat se spală în 3 reprize cu etanol de 96% (1 : 2), câte 24 ore fiecare, la temperatura de – 15 - 20oC, până 
faza etanolică devine transparentă. La masa deshidratată de cordoane ombilicale se adaugă soluţie izotonică de NaCl (1 
: 2) în 3 reprize a câte 24 ore fiecare, la temperatura de +4oC. Soluţia apoasă se scurge şi la masa hidratată se adaugă din 
nou etanol de 96% (1 : 2), pentru 24 ore la temperatura de – 15 - 20oC. După această procedură cordoanele se mărunţesc 
(2 – 4 mm) şi din nou se amestecă cu etanol de 96% (1 : 2), în 2 reprize câte 24 ore fiecare, la temperatura de – 15 - 
20oC. Procedura se repetă până faza etanolică devine transparentă. Cordoanele ombilicale mărunţite şi spălare în etanol 
se supun hidratării cu ser fiziologic (1 : 2) în 3 reprize a câte 24 ore fiecare, la temperatura de 0...+4oC. Filtratele se 
înlătură prin decantare, iar masa de cordoane se supune extragerii cu ser fiziologic (1 : 2) în 3 reprize a câte 24 ore 
fiecare, la temperatura de +4oC. Fiecare extragere se agită mecanic şi soluţia de AH se separă prin filtru de tifon separat. 
La fiecare porţie se adaugă NaCl cristalin până la concentraţia finală de 25%, se amestecă până la dizolvarea sării şi se 
lasă pentru 24 ore în frigider, apoi se centrifughează la 2500 rot./min timp de 1 oră pentru a înlătura particulele mari de 
ţesut. AH se sedimentează din fiecare porţie în formă de sare cu etanol 96% (1 : 3). AH se redizolvă în ser fiziologic şi 
se recristalizează prin procedura descrisă mai sus de 2 – 3 ori până când soluţia de acid hialuronic devine transparentă. 
Deproteinezarea se face cu CHCl3 (1 : 2) la pH 6 în 3 - 4 reprize. Separarea fazelor se face la centrifugare timp de 30 
min şi 8000 rot/min. Faza apoasă se colectează şi AH se sedimentează prin procedura descrisă mai sus. Randamentul 
produsului nu este indicat. Concentraţia proteinelor după 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%. Viscozitatea relativă a soluţiei de 0,2% AH este 
5,0. Pentru soluţia de 0,5% AH A257 = 0,712, A280 = 0,622. Spectrul densităţii optice a soluţiei de AH măsurat în 
domeniul 400 - 700 nm demonstrează maxim la 520 - 540 nm, ceea ce este specific pentru acidul hialuronic relatează 
autorii. Absorbanţă la 520 - 540 nm manifestă complexul acidului glucuronic cu carbazolul, dar nu nemijlocit AH. 
Autorii au testat biologic produsul obţinut şi au demonstrat lipsa de toxicitate, de alergogenitate, de acţiune hepotoxică 
şi cardiotoxică, de acţiune iritantă, de acţiune asupra metabolismului mineral. 
În metoda descrisă procesul de pregătire a materiei prime pentru extragerea acidului hialuronic (spălare, deshidratare) 
este îndelungat, necesită un volum mare de muncă şi consum enorm de etanol de 96%, cloroform şi apă. Menţinerea 
temperaturii scăzute (-15...-20oC) în procesul de lucru facilitează un consum suplimentar de energie. Înlăturarea apelor 
de la procedura de hidratare provoacă pierdere de AH. Randamentul produsului obţinut nu este indicat, dar conţinutul 
relativ sporit de proteine reduce valoarea produsului. Lipsa de materie primă în cantităţi suficiente pentru producere 
limitează utilizarea metodei [5] în scopuri practice. 
Dacă din materia primă nu se înlătură pe deplin lipidele şi substanţele bioactive cu efect negativ înainte de efectuarea 
extragerii AH, atunci în procesul de extragere ele contaminează complexul AH – proteină şi înlăturarea lor la 
următoarea etapă de purificare este dificilă, cu consum sporit de cloroform în mai multe reprize şi scăderea 
randamentului produsului final. 
Problema pe care o rezolvă prezenta invenţie constă în lărgirea posibilităţilor tehnologice de obţinere a AH din surse 
naturale locale ieftine, simplificarea procedeului tehnologic de obţinere şi purificare a AH, reducerea timpului de 
prelucrare a materiei prime cu un volum minim de solvenţi, înlăturarea deplină a lipidelor şi substanţelor bioactive cu 
efect negativ, sporirea gradului de extragere a AH, reducerea cheltuielilor pentru obţinerea AH de uz medicinal, 
cosmetic şi alimentar. 
Problema se rezolvă prin aceea că, în metoda propusă, care include colectarea, păstrarea, spălarea, mărunţirea şi 
deshidratarea materiei prime, extragerea acidului hialuronic cu soluţie de NaCl, deproteinezarea extractelor obţinute cu 
cloroform, sedimentarea şi izolarea produsului obţinut, până la extragerea acidului hialuronic se efectuează degresarea 
deplină a materiei prime, care decurge concomitent cu deshidratarea în aparatul Soxhlet cu acetonă timp de 2 ore, apoi 
se extrage acidul hialuronic cu soluţie 1 M NaCl în două etape, la rece (4 - 10oC) şi la încălzire (50 - 60oC), după care 
acidul hialuronic se sedimentează cu etanol 96% sau acetonă din extractul obţinut la rece, se redizolvă şi se elimină 
proteinele prin încălzire-răcire la pH 7 şi prelucrare cu CHCl3 la pH 5 - 5,5, apoi se sedimentează şi se izolează 
hialuronatul de sodiu, respectiv acidul hialuronic, cu randamentul de 0,5% şi conţinut scăzut de proteine (1%); din 
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extractul obţinut la încălzire se sedimentează cu acetonă şi se izolează complexul acid hialuronic -proteină cu un 
randament de 12%. 
În metoda propusă ca sursă de materie primă se utilizează crestele de găini şi cocoşi care pot fi colectate la 
întreprinderile avicole locale ca subproduse care n-au întrebuinţare directă în industria alimentară şi sunt o sursă reală 
de materie primă ieftină la obţinerea AH. 
Obţinerea AH a fost realizată conform schemei din fig. 1. 
În acest scop au fost colectate creste de găini şi cocoşi proaspete, îndată după sacrificarea păsărilor sănătoase de la 
întreprinderea Avicola „ROSO”, s. Floreni, mun. Chişinău. 
Crestele colectate se spală de sânge cu apă rece (10 - 15oC) în 2 - 3 reprize timp de 5 - 6 ore apoi se mărunţesc din (dar 
nu se omogenizează), astfel ca dimensiunile fragmentelor să fie aproximativ de 1 - 3 mm. La masa mărunţită se adaugă 
acetonă sau etanol de 96%, care conţine 1% CHCl3 în raport de 1 : 3 şi se lasă în frigider pentru 6 - 24 ore la 
temperatura de 0 - 4oC (etapa 1). În rezultat are loc deshidratarea parţială şi micşorarea volumului materiei prime. 
Solventul se separă şi se recuperează, iar masa deshidratată parţial se introduce în aparatul Soxhlet şi se extrage cu 
acetonă timp de 2 ore (etapa 2). În rezultat are loc deshidratarea şi degresarea completă a materiei prime şi extragerea 
concomitentă a substanţelor bioactive solubile în acetonă (lipide, fosfolipide, lipoproteine, glicolipide, 
glicolipoproteine, nucleotide, enzime etc. cu proprietăţi pirogene, fluorogene, antigenice), care ulterior pot contamina 
produsul final. Utilizarea acetonei este convenabilă deoarece temperatura de fierbere este relativ joasă (56oC) şi dizolvă 
bine toate tipurile de lipide. Numai după înlăturarea deplină a tuturor substanţelor bioactive cu acţiune toxică masa de 
creste se scoate din aparatul Soxhlet şi se usucă în nişa cu ventilare până la dispariţia mirosului de acetonă (4 - 5 ore). În 
aparatul Soxhlet are loc prelucrarea materiei prime în mod continuu, ceea ce la etapa dată permite înlăturarea deplină a 
apei, grăsimilor şi a substanţelor bioactive cu efect negativ, care pot contamina produsele finale, reducerea timpului de 
lucru şi utilizarea unui volum mult mai mic de solvent decât în metodele cunoscute până în prezent. Spre deosebire de 
metoda descrisă în prototip, unde pregătirea materiei prime pentru extragerea AH se efectuează numai prin spălare 
periodic - repetată cu cantităţi mari de alcool şi ser fiziologic, operaţiile cu aparatul Soxhlet sunt mult mai efective şi 
mai uşor de realizat, ceea ce constituie şi un avantaj a metodei propuse. 
După dispariţia mirosului de acetonă, masa de creste se hidratează şi în acelaş timp din ea se extrage AH, lipsit de 
lipide, fosfolipide, lipoproteine, glicolipide, glicolipoproteine, nucleotide, enzime etc. (etapa 3). În calitate de extragent 
pentru AH s-a utilizat soluţie apoasă de 1M MaCl. La masa obţinută se adaugă soluţie de 1M NaCl în raport de 1 : 20 
(m/v) faţă de masa uscată şi 2 - 3 picături de CHCl3 în calitate de agent bacteriologic (antiseptic). Amestecul se lasă în 
frigider pentru 24 ore la temperatura de 4 - 10oC. Procesul de hidratare şi extragere decurg concomitent. Prezenţa 
clorurii de sodiu în faza apoasă creează o forţă ionică satisfăcătoare în mediul neutru, care facilitează eliminarea AH din 
ţesut. Amestecul se filtrează. Filtratul se colectează, iar la masa de creste, deja hidratată se adaugă o porţie nouă de 
extragent şi 2 - 3 picături de CHCl3. Procedura se repetă analogic de trei ori. Rămăşiţa după extragere se păstrează în 
stare congelată pentru prelucrarea ulterioară. Cele 3 porţii de extras cu conţinut de AH se împreunează, se filtrează prin 
plasă de nailon, se centrifughează la 7000 rot./min timp de 20 min pentru înlăturarea impurităţilor şi particulelor greu 
solubile. Soluţia se răceşte până la 4oC, se ajustează pH-ul la 5 - 5,5 cu soluţie HCl 0,1 mol/l şi se adaugă etanol de 96% 
rece în raport de 1 : 3. Sedimentul format se separă, se dizolvă în soluţie de 1M NaCl, se încălzeşte 5 - 10 min până la 
temperatura de 70 - 80oC apoi rapid se răceşte până la 18 - 20oC, se ajustează pH-ul la 5 - 5,5 cu soluţie HCl 0,1M şi se 
adaugă CHCl3 în raport de 1 : 1, se agită uşor cu agitator din sticlă numai într-o singură direcţie. Peste 6 - 24 ore se 
separă faza apoasă superioară şi se colectează, iar faza organică (CHCl3) şi proteinele sedimentate la interfază se 
înlătură şi se recuperează solventul. Procedura se repetă de 3 - 4 ori până soluţia apoasă rămâne transparentă sau puţin 
opalescentă (etapa 4). După ultima procedură de deproteinezare pH-ul soluţiei se ajustează cu soluţie diluată de NaOH 
la 7,5 - 8,0 şi acidul hialuronic se sedimentează din faza apoasă, cu etanol de 96% rece în raport de 1 : 3 în formă de 
sare de sodiu (P1). Randamentul produsului obţinut P1 constituie 0,5%. Partea de masă a proteinelor determinată prin 
metoda Lowry în produsul final nu depăşeşte 1%. 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 18oC a fost egală cu 12. Absorbţia 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). Spectrul în IR a produsului obţinut confirmă autenticitatea AH (Fig.2). 
 Acidul hialuronic obţinut se păstrează în etanol de 96%, în flacoane închise ferite de lumină, la temperatura de 0 - 4oC. 
Rămăşiţa de la etapa 3 se dezgheaţă şi se adaugă la ea soluţie de 1M NaCl în raport volumetric de 1 : 3 şi 2 - 3 picături 
de CHCl3. Amestecul obţinut se încălzeşte pe baia de apă la temperatura de 50 - 60oC timp de 3 ore (etapa 5). Apoi 
amestecul se filtrează prin plasă de nailon sterilizată. Filtratul se centrifughează la 7000 rot./min timp de 30 min. El este 
vâscos şi se gelatinizează în frigider. La extractul obţinut se adaugă acetonă în raport de 1 : 3 (v/v). Produsul sedimentat 
(P2) se separă, se spală cu acetonă şi se usucă. 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 64,6% proteine cu compoziţia prezentată în tabelul 2. 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). 
Procesul de extragere se realizează în 2 etape. Prima extragere se efectuează la rece în trei reprize şi permite obţinerea 
AH cu un conţinut scăzut de proteine, care poate fi utilizat atât în domeniul farmaceutic cât şi în domeniul cosmetic, şi 
alimentar. 



a 2005 0349 4 of 5 
 
A doua extragere se realizează la temperatura de 50 - 60oC şi permite obţinerea unei cantităţi suplimentare de AH cu 
conţinut de proteine. Deoarece preventiv se efectuează o extragere deplină a substanţelor bioactive cu efect negativ, 
produsul obţinut (P2) reprezintă un complex al AH cu proteinele compoziţia cărora a fost determinată. Acest produs 
poate fi utilizat în industria alimentară ca ingredient sau compus de bază în diverse suplimente alimentare şi în industria 
cosmetică la prepararea cremelor, măştilor, şampoanelor, săpunului etc. Produsul P2 poate fi purificat suplimentar de 
proteine prin metode cunoscute. 
Exemplu: S-au colectat 160 g de creste de găini şi cocoşi proaspete, îndată după sacrificarea păsărilor sănătoase, s-au 
spălat de sânge cu apă rece (10 - 15oC) în 2 - 3 reprize timp de 5 - 6 ore apoi s-au mărunţit fin, astfel încât dimensiunile 
fragmentelor erau aproximativ de 1-3 mm. Mărunţirea s-a efectuat în combina Moulinex Genius 2000. La masa 
mărunţită s-a adăugat acetonă, care conţine 1% CHCl3 în raport de 1 : 3 şi s-a lăsat în frigider la temperatura de 0 - 4oC 
(etapa 1). După 6 ore solventul s-a separat şi s-a distilat, iar masa deshidratată parţial s-a introdus în aparatul Soxhlet şi 
s-a extras (degresat) cu acetonă timp de 2 ore (etapa 2). După degresare masa de creste s-a scos din aparatul Soxhlet şi 
s-a uscat în nişa cu ventilare până la dispariţia mirosului de acetonă. După dispariţia mirosului de acetonă masa 
substanţei uscate a constituit 37 g. 
În calitate de extragent pentru AH s-a utilizat soluţia apoasă de 1M NaCl. La masa uscată obţinută (37 g) s-a adăugat 
750 cm3 soluţie de 1M NaCl şi 2 - 3 picături de CHCl3. Amestecul s-a lăsat în frigider pentru 24 ore la temperatura de 
4 - 10oC, apoi s-a filtrat. Filtratul s-a colectat, iar la masa de creste, deja hidratată s-a adăugat 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 l), 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 4oC, s-a stabilit pH-ul la 5-5,5 cu soluţie HCl 0,1 M şi s-a adăugat etanol de 96% rece în raport de 1 : 3. 
Sedimentul format s-a separat şi s-a dizolvat în 100 cm3 soluţie de 1M NaCl, s-a încălzit 5 - 10 min până la temperatura 
de 70 - 80oC apoi rapid s-a răcit până la 18 - 20oC, s-a ajustat pH-ul la 5 - 5,5 cu soluţie HCl 0,1 M şi s-a adăugat 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 hialuronatului de sodiu (Fig.2). AH se obţine din soluţia apoasă a hialuronatului de sodiu la 
acidulare cu HCl. 
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 18oC a fost egală cu 12. 
Absorbţia 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 0-4oC. 
Rămăşiţa de la etapa 3 s-a dezgheţat şi s-a adăugat 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 - 60oC 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 adăugat acetonă în raport de 1 : 3 (v/v). Produsul sedimentat (P2) s-a 
separat, s-a spălat 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 cu compoziţia prezentată în tabelul 2. 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). 
Tabelul 1 
Caracteristica produselor obţinute 

Nr/o Produsul 
obţinut 

Randamentul 
produsului 

(%) 

Partea de 
masă a 

proteinelor (%) 

Viscozitatea 
relativă a 

soluţiei (18oC) 

Viscozitatea 
cinematică 

(St) 
1 P1 0,5 1 12 0,13 
2 P2 12 64,7 13 0,14 

 
Tabelul 2 
Compoziţia calitativă şi cantitativă a aminoacizilor din produsul P2 

 μM/100mg mg/100mg mM/г azot în 
mg/100mg 

Acidul aspartic* 24,9318 3,2935 0,2493 0,34904 
Treonina* 11,7768 1,4026 0,1178 0,16488 
Serina* 15,9810 1,6796 0,1598 0,22373 
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Acidul glutamic* 52,2660 7,6883 0,5227 0,73172 
Prolina 13,0443 1,5014 0,1304 0,18262 
Glicina 261,0336 19,5958 2,6103 3,65447 
Alanina* 53,1720 4,7371 0,5317 0,74441 
Valina* 17,7482 2,0783 0,1775 0,24848 
Cisteina* 46,7801 5,6206 0,4678 1,30984 
Metionina 26,2385 3,9148 0,2624 0,36734 
Izoleucina 12,5406 1,6453 0,1254 0,17557 
Leucina 19,3458 2,5382 0,1935 0,27084 
Tirozina 15,2280 2,7593 0,1523 0,21319 
Fenilalanina 11,2201 1,8536 0,1122 0,15708 
Lizina 15,0103 2,1944 0,1501 0,42029 
Histidina 7,6302 1,1839 0,0763 0,32047 
Triptofan* 3,0765 0,6282 0,0308 0,08614 
Arginina 1,7756 0,3093 0,0178 0,09943 
amoniac 7,5397 0,1284 0,0754 0,10556 
Σ aminoacizilor 608,7993 64,6242 6,0880 9,71955 
Σ ind.schimb.azot. 616,3389 64,7526 6,1634 9,82510 

Fig. 1. Schema procesului de obţinere şi purificare a acidului hialuronic şi a hialuronatului de sodiu. 
Fig. 2. Spectrul de absorbţie în IR a hialuronatului de sodiu (P1) 
Esenţa invenţiei constă în aceea că: 
În procedeul propus de obţinere a acidului hialuronic şi hialuronatului de sodiu din creste de păsări, care include 
colectarea, păstrarea, spălarea, mărunţirea şi deshidratarea materiei prime, extragerea acidului hialuronic cu soluţie de 
NaCl, deproteinizarea extractelor obţinute cu cloroform, sedimentarea şi izolarea produsului obţinut, suplimentar până 
la extragerea AH se efectuează degresarea deplină a materiei prim, care decurge concomitent cu deshidratarea în 
aparatul Soxhlet în proces continuu cu acetonă timp de 2 ore. Utilizarea aparatului Soxhlet permite reducerea timpului 
de lucru, micşorarea cantităţii de solvent utilizat. La cerastă etapă concomitent cu apa şi grăsimile din materia primă se 
elimină şi substanţele bioactive cu efect negativ (lipide, fosfolipide, lipoproteine, glicolipide, glicolipoproteine, 
nucleotide, enzime etc. cu proprietăţi pirogene, fluorogene, antigenice), care pot ulterior contamina produsul final. În 
metoda propusă AH se extrage cu soluţie 1M NaCl în două etape, la rece (4 - 10oC) şi la încălzire (50 -60oC), astfel se 
măreşte gradul de extragere a AH cu conţinut redus de proteine cu destinaţie practică în industria farmaceutică, 
cosmetică şi alimentară şi suplimentar se obţine complexul AH-proteină lipsit de substanţe bioactive cu efect negativ, 
cu destinaţie în industria alimentară. 
Rezultatul invenţiei constă în obţinerea AH din surse naturale locale ieftine, creste de păsări; simplificarea procedeului 
tehnologic de obţinere şi purificare a acidului hialuronic prin utilizarea aparatului Soxhlet, care permite reducerea 
timpului de prelucrare a materiei prime, micşorarea volumului de solvenţi organici utilizaţi şi înlăturarea deplină a 
lipidelor şi substanţelor bioactive cu efect negativ; sporirea gradului de extragere a acidului hialuronic prin realizarea 
procesului de extragere în două etape, la rece şi la încălzire; îmbunătăţirea calităţii produselor obţinute; reducerea 
cheltuielilor pentru obţinerea acidului hialuronic de uz medicinal, cosmetic şi alimentar. 


