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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a

hialuronatului de sodiu, acidului hialuronic si com-
plexului acid hialuronic-proteind, care pot fi utili-
zate in industria alimentard, farmaceuticd si cos-
metica.

Esenta inventiei constd 1n aceea ca procedeul
include spalarea crestelor de cocosi, gaini cu apa la
temperatura de 10...15°C timp de 5...6 ore, marun-
tirea si deshidratarea lor in acetond sau etanol de
96%, care contine 1% CHCl;, in raport de 1:3, dupa
care se lasd pentru 6...24 ore la temperatura de
0...4°C, apoi solventul se separd si se efectueaza
deshidratarea suplimentara si degresarea cu acetona
in aparatul Soxlet timp de 2 ore, sedimentul obtinut
se usuca si se supune extragerii cu solutie apoasa de
IM NaCl in doua stadii: I stadiu la rece la 4...10°C
si al Il-lea stadiu la incélzire pana la 50...60°C,
totodatd la I stadiu se efectueaza extragerea in raport
de 1:20 de trei ori, se separa reziduul de extract,
dupa care se efectueaza sedimentarea acidului hialu-

10

2

ronic din extract cu etanol de 96% in raport de 1:3,
sedimentul se redizolva si se elimind proteinele din
el la incalzire si racire la pH 5,0...5,5, se adauga
CHCI; in raport de 1:1, se separd faza apoasd, se
trateaza cu etanol de 96% in raport de 1:3, se separa
sedimentul format de hialuronat de sodiu cu un
continut de proteind de cel mult 1%, iar acidul
hialuronic se obtine la acidularea cu HCI a solutiei
apoase de hialuronat de sodiu; la al Il-lea stadiu
reziduul obtinut la I stadiu se extrage in raport de
1:3, apoi se sedimenteazd cu acetond obtindnd un
complex acid hialuronic-proteina cu un continut de
proteina de 65%.

Revendicari: 1

Figuri: 2
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Descriere:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a hialuronatului de sodiu, acidului hialuronic (AH) si

complexului acid hialuronic-proteina, care pot fi utilizate in industria alimentard, farmaceutica si cosmetica.

AH este semicristalin, de culoare alba, solubil in apa si insolubil in solventi organici. Solutia apoasa
poseda o viscozitate 1naltd. Macromolecula AH este construitd din resturile acidului p-glucuronic si N-
acetil-B-D-glucozaminei care alterneaza liniar, fiind unite consecutiv prin legaturile p - (1—4) si f - (1—3)
glicozidice. AH izolat din diverse surse contine diferite cantitati de proteine. Masa moleculard a AH variaza
in limitele 7,7-10%.. 28:10° D in functie de tipul tesutului conjunctiv, conditiile fiziologice locale, metoda
de obtinere si purificare, precum si de alti factori. Cu cat este mai mare masa moleculard, cu atat asimetria
macromoleculei §i viscozitatea solutiilor vor creste. S-a constatat cd in complexul acid hialuronic —
proteind, partea proteicd ocupd o pozitie centrald de tipul unui miez, de la care spre exterior pornesc
lanturile lungi de AH. Ultimul este unul din cele mai importante mucopolizaharide ale tesutului conjunctiv.
Continutul de AH in diverse tesuturi si lichide fiziologice este divers. In cantitate mai mare se contine in
culturile de streptococi, in corpul vitros al ochiului, lichidul sinovial, cordoanele ombilicale, crestele de
cocosi, unde se afla legat de proteine si, frecvent, alaturi de alte mucopolizaharide.

Este cunoscut procedeul de obtinere a AH ultrapur din creste de cocosi si cordoane ombilicale [1].
Procedeul lui Balazs constd in extragerea si purificarea hialuronatului de sodiu in mai multe etape
consecutive, care dureazd mult timp si necesitd un volum mare de munca. Materia prima proaspat colectata
dupa spilare minutioasa si inlaturarea sangelui prin dializa indelungata se congeleaza. in stare congelati se
marunteste si se deshidrateaza in 3...4 reprize cu cantitati mari de etanol de 96% ce contine cloroform.
Fiecare procedura dureaza 24 ore. Extragerea se efectueaza cu apa, dupa care urmeaza deproteinizarea cu
cloroform si NaCl. Dacd continutul de proteine este mare, autorul utilizeaza enzimele (Dnase, Rnase,
Pronase) dupa a doua repriza de deproteinizare. Dacd se utilizeazd numai CHCI;, atunci deproteinizarea se
realizeaza in 5 zile la agitare continud la temperatura de 20...40°C. La resedimentare se utilizeaza clorura de
cetilpiridina.

Tehnologia de obtinere a acestui preparat este complicatd §i necesitd un mare volum de munca si timp
indelungat. Preparatul devine foarte costisitor, datoritd complexitatii purificarii lui, utilizarii unei cantitati
enorme de solventi la toate etapele, indeosebi la spalare, deshidratare si degresare. Randamentul produsului
este mic (0,08%) si produsul nu este lipsit de proteine (0,4%). Viscozitatea cinematicd a solutiei de 11% la
25°C este de 37,091 cSt. Pentru solutia de 1% (m/v) AH in solutie de 0,15M NaCl A,s; = 0,243, Ao =
0,198. Absorbanta solutiei la lungimile de unda 257 si 280 nm demonstreaza prezenta nucleotidelor si
proteinelor in produsul final obtinut.

Este cunoscut procedeul de obtinere a AH de uz cosmetic din creste de cocosi [2], unde crestele de
cocosi dupd spalare cu apa rece sunt tratate in multe reprize cu o cantitate considerabild de etanol de 96%
sau izopropanol pentru inlaturarea deplind a sangelui, dezactivarea enzimelor, inlaturarea lipidelor,
deshidratarea tesutului. Méruntirea se efectueaza dupa deshidratare, apoi urmeaza extragerea AH cu apa sau
solutie de 1...15% NaCl timp de 18 ore, la o temperaturd nu mai mare de 80°C. Preparatul de AH este
sedimentat cu etanol sau acetond. Randamentul constituie 1,92%, continutul de proteine 9%, viscozitatea
cinematica a solutiei apoase de 0,1% - 6,3 cSt, absorbanta la 540 nm - 0,1.

Maruntirea masei deshidratate este dificila. Utilizarea unei cantitati impundtoare de solventi la
deshidratare si inlaturarea substantelor bioactive cu efect negativ, continutul sporit de proteine fac produsul
costisitor. Absorbanta solutiei la 540 nm nu prezintd informatie despre continutul de acid hialuronic in
produs. Tn acest domeniu absoarbe nu acidul hialuronic, ci complexul acidului glucuronic cu carbazolul.

Este cunoscut procedeul de obtinere a AH ultrapur din creste de cocosi si gdini [3], unde etapele de
spalare, deshidratare si degresare sunt efectuate la fel ca in procedeele precedente, corespunzator, cu apa,
etanol cu continut de 1% cloroform cu cantitati mari §i in multe reprize. Autorii modifica conditiile de
extragere si purificare ulterioard a extractului de AH. Ei utilizeaza la procesul de extragere 3... 3,5 volume
de apa acidulata cu solutie de 1M CH;COOH pana la pH 3...4 si efectueaza extragerea AH la temperatura
de 90...100°C timp de 40...60 min, intr-o singurd reprizd. Extractul obtinut dupi filtrare prin vata se
prelucreaza cu doi sorbenti, mai intdi cu carbune activat (1%, m/m), apoi cu DEAE-celuloza (firma
,»Sigma”, SUA cu capacitatea 0,9 mechiv./g) in raport de 1 : 1,5, timp de 1...2 ore, la temperatura de
60...80°C. Autorii afirmi ci in asa conditii are loc sorbtia maxima a proteinelor din extract. In extract riman
0,8...1,4% proteine. O purificare mai deplind a extractului autorii o efectueaza prin filtrare pe hartie, pe
filtre de sticla cu continut de bor, pe membrane de acetilceluloza si clorura de polivinil la temperatura de
30...40°C si presiunea de 0,5..0,7 atm. Randamentul produsului constituie 0,09...0,12%. Viscozitatea
relativd a solutiei de 0,1%, la 20°C este de 12...14, continutul de proteine este mai mic de 0,1%, inclusiv
ovalbumina mai putin de 0,001%.

Realizarea procesului de extragere la temperatura de 90...100°C in mediul acid poate provoca
hidroliza macromoleculelor de AH pe legaturile § — (1—-4) si (-)p — (1—3) glicozidice.
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Eliminarea carbunelui dupd absorbtie, blocarea filtrelor, mentinerea temperaturii joase §i a
presiunii in procesul de lucru sunt dificile. Utilizarea tehnologiilor sofisticate de purificare si
randamentul mic fac produsul foarte costisitor.

Este cunoscut procedeul de obtinere a AH din creste de cocosi [4], unde crestele de cocosi dupa spélare
se maruntesc si se congeleaza la -20...-70°C, se adaugd apa (1 : 2), compozitia se incilzeste 15...20 min la
temperatura de 90...100°C, se filtreaza si procedura se repetd de 3 ori. La filtratele colectate se adauga acid
acetic si se separa produsul. Randamentul constituie 5%, continutul de proteine dupa Lowry nu depaseste
4%. Masa moleculara 1 mln. Omogenitatea se confirma prin efectul Tyndall.

Procedeul propus pare a fi simplu, dar autorii nici la o etapa nu inlatura lipidele, nucleotidele si alte
substante bioactive cu masa moleculara mica, care contamineaza produsul final. Nu se indica nici cantitatea
de acid acetic care se utilizeaza la sedimentarea produsului. Pentru inlaturarea suplimentara a proteinelor
autorii propun ca produsul obtinut sa fie dizolvat in solutie diluatd de NaOH, apoi solutia se ultrafiltreaza si
se liofilizeaza. Se stie ca mediul bazic, ca si mediul acid, provoaca hidroliza macromoleculelor de AH pe
legaturile glicozidice  — (1—4) si p — (1—3). Ca rezultat la micgorarea cantitatii de proteine se va micsora
si viscozitatea solutiei si masa moleculara a AH obtinut. Mentinerea temperaturii scazute in procesul de
lucru necesitd un consum suplimentar de energie si face produsul final costisitor. Viscozitatea nu este
indicata.

Cel mai apropiat procedeu de obtinere a AH biocompatibil de uz medicinal, din cordoane ombilicale
este [5]. Materialul biologic colectat se spald in 3 reprize cu etanol de 96% (1 : 2), cate 24 ore fiecare, la
temperatura de -15...-20°C, pand faza etanolicd devine transparentd. La masa deshidratatd de cordoane
ombilicale se adauga solutie izotonica de NaCl (1 : 2) in 3 reprize a cate 24 ore fiecare, la temperatura de
+4°C. Solutia apoasa se scurge si la masa hidratata se adauga din nou etanol de 96% (1 : 2), pentru 24 ore la
temperatura de -15...-20°C. Dupd aceastd procedurd cordoanele se maruntesc (2...4 mm) si din nou se
amesteca cu etanol de 96% (1 : 2), in 2 reprize cite 24 ore fiecare, la temperatura de -15...-20°C. Procedura
se repetd pana faza etanolica devine transparentd. Cordoanele ombilicale maruntite si spalate in etanol se
supun hidratérii cu ser fiziologic (1 : 2) in 3 reprize a cite 24 ore fiecare, la temperatura de 0...+4°C.
Filtratele se inlatura prin decantare, iar masa de cordoane se supune extragerii cu ser fiziologic (1 : 2) in 3
reprize a cate 24 ore fiecare, la temperatura de +4°C. Fiecare extragere se agitd mecanic si solutia de AH se
separa prin filtru de tifon separat. La fiecare portie se adauga NaCl cristalin pana la concentratia finala de
25%, se amesteca pana la dizolvarea sarii i se lasa pentru 24 ore in frigider, apoi se centrifugheaza la 2500
rot./min timp de 1 ora pentru a inlatura particulele mari de tesut. AH se sedimenteaza din fiecare portie in
forma de sare cu etanol 96% (1 : 3). AH se redizolva in ser fiziologic si se recristalizeaza prin procedura
descrisd mai sus de 2...3 ori pand cand solutia de acid hialuronic devine transparentd. Deproteinizarea se
face cu CHCI; (1 : 2) la pH 6 1n 3...4 reprize. Separarea fazelor se efectueaza la centrifugare timp de 30 min
si 8000 rot./min. Faza apoasd se colecteazd si AH se sedimenteazd prin procedura descrisd mai sus.
Randamentul produsului nu este indicat. Concentratia proteinelor dupa Lowry este de 0,2 g/l, ceea ce
constituie 5% din masa totald dizolvata. Astfel autorii considera ca continutul de AH este de 95%.
Viscozitatea relativa a solutiei de 0,2% AH este 5,0. Pentru solutia de 0,5% AH Ays;= 0,712, Aygp = 0,622.
Spectrul densitatii optice a solutiei de AH masurat in domeniul 400...700 nm demonstreazd maxim la
520...540 nm, ceea ce este specific pentru acidul hialuronic, relateaza autorii. Absorbanta la 520...540 nm
manifestd complexul acidului glucuronic cu carbazolul, dar nu nemijlocit AH. Autorii au testat biologic
produsul obtinut si au demonstrat lipsa de toxicitate, de alergogenitate, de actiune hepatotoxica si
cardiotoxica, iritantd, si asupra metabolismului mineral.

In procedeul descris pregitirea materiei prime pentru extragerea acidului hialuronic (spilare,
deshidratare) este indelungat, necesitd un volum mare de muncéd si consum enorm de etanol de 96%,
cloroform si apd. Mentinerea temperaturii scazute (-15...-20°C) in procesul de lucru necesitd un consum
suplimentar de energie. Inliturarea apelor de la procedura de hidratare provoaci pierdere de AH.
Randamentul produsului obtinut nu este indicat, dar continutul relativ sporit de proteine reduce valoarea
produsului. Lipsa de materie prima in cantitati suficiente pentru producere limiteaza utilizarea procedeului
[5] in scopuri practice.

Daca din materia prima nu se inlatura pe deplin lipidele si substantele bioactive cu efect negativ inainte

de efectuarea extragerii AH, atunci in procesul de extragere ele contamineaza complexul AH — proteina si
inlaturarea lor la urmatoarea etapa de purificare este dificila, cu consum sporit de cloroform in mai multe
reprize si scdderea randamentului produsului final.
AH din surse naturale locale ieftine, simplificarea procedeului tehnologic de obtinere si purificare a AH,
reducerea timpului de prelucrare a materiei prime cu un volum minim de solventi, inlaturarea deplind a
lipidelor si substantelor bioactive cu efect negativ, sporirea gradului de extragere a AH, reducerea
cheltuielilor pentru obtinerea AH de uz medicinal, cosmetic si alimentar.

Esenta inventiei constd in aceea ca procedeul include spalarea crestelor de cocosi, gdini cu apa la
temperatura de 10...15°C timp de 5...6 ore, maruntirea si deshidratarea lor in acetona sau etanol 96%, care
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contine 1% CHCI;, 1n raport de 1:3, dupa care se lasa pentru 6...24 ore la temperatura de 0...4°C, apoi
solventul se separa si se efectueaza deshidratarea suplimentard si degresarea cu acetond in aparatul Soxlet
timp de 2 ore, sedimentul obtinut se usuca si se supune extragerii cu solutie apoasa de 1M NaCl in doua
stadii: I stadiu la rece la 4...10°C si al II-lea stadiu la incélzire pana la 50...60°C, totodata la I stadiu se
efectueaza extragerea in raport de 1:20 de trei ori, se separa reziduul de extract, dupa care se efectueaza
sedimentarea acidului hialuronic din extract cu etanol 96% in raport de 1:3, sedimentul se redizolva si se
elimina proteinele din el la incalzire si racire la pH 5,0...5,5, se adaugd CHCIl; 1n raport de 1:1, se separa
faza apoasa, se trateaza cu etanol 96% in raport de 1:3, se separd sedimentul format de hialuronat de sodiu
cu un continut de proteind de cel mult 1%, iar acidul hialuronic se obtine la acidularea cu HCI a solutiei
apoase de hialuronat de sodiu; la al II-lea stadiu reziduul obtinut la I stadiu se extrage in raport de 1:3, apoi
se sedimenteazd cu acetond obtinand un complex acid hialuronic-proteind cu un continut de proteina de
65%.

in procedeul propus ca sursi de materie primd se utilizeazi crestele de giini si cocosi care pot fi
colectate la intreprinderile avicole locale ca subproduse care n-au intrebuintare directd in industria
alimentara si sunt o sursd reald de materie prima ieftina la obtinerea AH.

Rezultatul inventiei constd in obtinerea AH din surse naturale locale ieftine - creste de pasari;
simplificarea procedeului tehnologic de obtinere si purificare a acidului hialuronic prin utilizarea aparatului
Soxlet, care permite reducerea timpului de prelucrare a materiei prime, micsorarea volumului de solventi
organici utilizati si Inlaturarea deplind a lipidelor si substantelor bioactive cu efect negativ; sporirea
gradului de extragere a acidului hialuronic prin realizarea procesului de extragere in doua stadii, la rece si la
incalzire; imbunatdtirea calitatii produselor obtinute; reducerea cheltuielilor pentru obtinerea acidului
hialuronic de uz medicinal, cosmetic i alimentar.

Inventia se explica cu ajutorul figurilor 1-2, care reprezinta:

- fig. 1, schema procesului de obtinere si purificare a acidului hialuronic si a hialuronatului de sodiu;

-fig. 2, spectrul de absorbtie in IR a hialuronatului de sodiu (P1).

Obtinerea AH a fost realizata conform schemei din fig. 1.

in acest scop au fost colectate creste de giini si cocosi proaspete, indatd dupa sacrificarea pasarilor
sanatoase de la intreprinderea Avicola ,,ROSO”, s. Floreni, mun. Chisinau.

Crestele colectate se spald de singe cu apa rece (10...15°C) in 2...3 reprize timp de 5...6 ore, apoi se
maruntesc fin (dar nu se omogenizeaza), astfel ca dimensiunile fragmentelor sa fie aproximativ de 1...3
mm. La masa méruntitd se adaugd acetona sau etanol de 96%, care contine 1% CHCI; in raport de 1 : 3 si se
lasa in frigider pentru 6...24 ore la temperatura de 0...4°C (etapa 1). Ca rezultat are loc deshidratarea partiald
si micsorarea volumului materiei prime. Solventul se separa si se recupereaza, iar masa deshidratata partial
se introduce 1n aparatul Soxlet si se extrage cu acetond timp de 2 ore (etapa 2). Ca rezultat are loc
deshidratarea si degresarea completd a materiei prime si extragerea concomitentd a substantelor bioactive
solubile 1n acetona (lipide, fosfolipide, lipoproteine, glicolipide, glicolipoproteine, nucleotide, enzime etc.
cu proprietati pirogene, fluorogene, antigenice), care ulterior pot contamina produsul final. Utilizarea
acetonei este convenabild, deoarece temperatura de fierbere este relativ joasd (56°C) si dizolva bine toate
tipurile de lipide. Numai dupa inlaturarea deplina a tuturor substantelor bioactive cu actiune toxica masa de
creste se scoate din aparatul Soxlet si se usuca in nisa cu ventilare pand la disparitia mirosului de acetona
(4...5 ore). in aparatul Soxlet are loc prelucrarea materiei prime in mod continuu, ceea ce la etapa data
permite Inlaturarea deplind a apei, grasimilor si a substantelor bioactive cu efect negativ, care pot contamina
produsele finale, reducerea timpului de lucru si utilizarea unui volum mult mai mic de solvent decét in
metodele cunoscute pand in prezent. Spre deosebire de procedeul descris in cea mai apropiata solutie, unde
pregatirea materiei prime pentru extragerea AH se efectueazd numai prin spalare periodic repetatd cu
cantitati mari de alcool si ser fiziologic, operatiile cu aparatul Soxhlet sunt mult mai efective si mai usor de
realizat, ceea ce constituie si un avantaj al procedeului propus.

Dupa disparitia mirosului de acetond, masa de creste se hidrateaza si in acelas timp din ea se extrage
AH, lipsit de lipide, fosfolipide, lipoproteine, glicolipide, glicolipoproteine, nucleotide, enzime etc. (etapa
3). In calitate de extragent pentru AH s-a utilizat solutie apoasd de 1M NaCl. La masa obtinuti se adauga
solutie de 1M NaCl in raport de 1 : 20 (m/v) fatd de masa uscata si 2...3 picaturi de CHCI; in calitate de
agent bactericid (antiseptic). Amestecul se lasd in frigider pentru 24 ore la temperatura de 4...10°C.
Procesele de hidratare si extragere decurg concomitent. Prezenta clorurii de sodiu in faza apoasa creeaza o
forta ionica satisfacitoare in mediul neutru, care faciliteazd eliminarea AH din tesut. Amestecul se filtreaza.
Filtratul se colecteaza, iar la masa de creste deja hidratata se adaugd o portie noud de extragent si 2...3
picaturi de CHCl;. Procedura se repetd analogic de trei ori. Radmasita dupd extragere se pastreaza in stare
congelata pentru prelucrarea ulterioara. Cele 3 portii de extras cu continut de AH se impreuneaza, se
filtreaza prin plasd de nailon, se centrifugheaza la 7000 rot./min timp de 20 min pentru inlaturarea
impuritatilor si particulelor greu solubile. Solutia se riceste pana la 4°C, se ajusteaza pH-ul la 5,0...5,5 cu
solutie HCl 0,1 mol/l si se adauga etanol de 96% rece in raport de 1 : 3. Sedimentul format se separa, se
dizolva in solutie de 1M NaCl, se incdlzeste 5...10 min pana la temperatura de 70...80°C, apoi rapid se



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD 3099 G2 2006.07.31

6

raceste pana la 18...20°C, se ajusteaza pH-ul la 5,0...5,5 cu solutie HCI 0,1M si se adaugd CHCI; in raport
de 1 : 1, se agitd usor cu agitator din sticla intr-o singura directie. Peste 6...24 ore se separd faza apoasa
superioara si se colecteaza, iar faza organica (CHCIls) si proteinele sedimentate la interfaza se inlaturd si se
recupereaza solventul. Procedura se repeta de 3...4 ori pana cand solutia apoasd ramane transparenta sau
putin opalescenta (etapa 4). Dupa ultima procedura de deproteinizare pH-ul solutiei se ajusteaza cu solutie
diluata de NaOH la 7,5...8,0 si acidul hialuronic se sedimenteaza din faza apoasa cu etanol de 96% rece in
raport de 1 : 3 in forma de sare de sodiu (P1). Randamentul produsului obtinut P1 constituie 0,5%. Partea
de masa a proteinelor determinata prin metoda Lowry in produsul final nu depaseste 1%. Solutia apoasa de
1% AH obtinut prin procedeul propus reprezintd un lichid vascos, greu eculent, straveziu sau putin
opalescent, fara culoare, fara miros. Viscozitatea relativa a solutiei de 0,1% AH masurata cu viscozimetrul
Ostwald la temperatura de 18°C a fost egald cu 12. Absorbtia solutiei de 1% AH mdsuratd la 257 nm
(maximul de absorbtie a nucleotidelor) si la 280 nm (maximul absorbtiei pentru proteine) este mai mica de
0,1 un. (1 =10 mm). Spectrul in IR al produsului obtinut confirma autenticitatea AH (fig. 2).

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

Ramasita de la etapa 3 se dezgheata si se adauga la ea solutie de 1M NaCl in raport volumetric de 1:3
si 2...3 picaturi de CHCl;. Amestecul obtinut se incilzeste pe baie de apa la temperatura de 50...60°C timp
de 3 ore (etapa 5). Apoi amestecul se filtreaza prin plasa de nailon sterilizata. Filtratul se centrifugheaza la
7000 rot./min timp de 30 min. El este vascos si se gelatinizeaza in frigider. La extractul obtinut se adaugd
acetona in raport de 1 : 3 (v/v). Produsul sedimentat (P2) se separa, se spald cu acetona si se usuca. Analiza
produsului obtinut P2 a fost efectuatd dupa aceiasi parametri ca si analiza produsului P1. Rezultatele sunt
prezentate in tabelul 1. La produsul P2 a fost efectuata analiza calitativa si cantitativd a continutului de
proteine la analizatorul de aminoacizi. Pentru analiza s-au dizolvat 58 mg de produs P2 in 10 ml solutie. S-a
constatat ca produsul P2 contine 64,6% proteine cu compozitia prezentata in tabelul 2. Solutia de 1% a
produsului P2 prezinta absorbtie in domeniul ultraviolet la lungimea de unda 266,5 nm egala cu 0,609 un. (1
=10 mm).

Procesul de extragere se realizeaza in 2 stadii. Prima extragere se efectueaza la rece in trei reprize si
permite obtinerea AH cu un continut scazut de proteine, care poate fi utilizat atat in domeniul farmaceutic
cat si in domeniile cosmetic si alimentar.

A doua extragere se realizeazd la temperatura de 50..60°C si permite obtinerea unei cantitati
suplimentare de AH cu continut de proteine. Deoarece preventiv se efectueaza o extragere deplind a
substantelor bioactive cu efect negativ, produsul obtinut (P2) reprezinta un complex al AH cu proteinele
compozitia carora a fost determinatd. Acest produs poate fi utilizat in industria alimentara ca ingredient sau
compus de baza in diverse suplimente alimentare si in industria cosmetica la prepararea cremelor, mastilor,
sampoanelor, sapunului etc. Produsul P2 poate fi purificat suplimentar de proteine prin procedeul cunoscut.

Exemplu

S-au colectat 160 g de creste de gaini si cocosi proaspete, indata dupa sacrificarea pasarilor sanatoase,
s-au spélat de sdnge 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. Maruntirea s-a efectuat in combina
Moulinex Genius 2000. La masa maruntita s-a adaugat acetona, care contine 1% CHCI; in raport de 1 : 3 si
s-a lasat in frigider la temperatura de 0...4°C (etapa 1). Dupa 6 ore solventul s-a separat i s-a distilat, iar
masa deshidratata partial s-a introdus in aparatul Soxlet si s-a extras (degresat) cu acetona timp de 2 ore
(etapa 2). Dupa degresare masa de creste s-a scos din aparatul Soxlet si s-a uscat in nisa cu ventilare pana la
disparitia mirosului de acetona. Dupa disparitia mirosului de acetona masa substantei uscate a constituit 37
g.

in calitate de extragent pentru AH s-a utilizat solutia apoasd de 1M NaCl. La masa uscati obtinuti (37
) s-au adaugat 750 cm’ solutie de 1M NaCl si 2...3 picaturi de CHCI;. Amestecul s-a lasat in frigider
pentru 24 ore la temperatura de 4...10°C, apoi 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 Tmpreunat (in total 2 1), s-au filtrat prin plasa de nailon, s-au centrifugat la 7000 rot./min timp de 20
min pentru inlaturarea impuritatilor si particulelor greu solubile. Solutia s-a racit pana la 4°C, s-a stabilit
pH-ul la 5,0...5,5 cu solutie HCI 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 1M NaCl, s-a incalzit 5...10 min pani la temperatura
de 70...80°C, apoi rapid s-a racit pana la 18...20°C, s-a ajustat pH-ul la 5,0...5,5 cu solutie HC1 0,1 M si s-a
adaugat CHCl; in raport de 1 : 1, s-a agitat usor cu agitator din sticla intr-o singura directie, in palnia de
decantare. Peste 24 ore s-a separat faza apoasa superioara si s-a colectat faza organica (CHCI,) si proteinele
sedimentate la interfaza s-au Inlaturat, iar solventul s-a distilat. Procedura s-a repetat de 3...4 ori pana cand
solutia apoasd a devenit transparentd sau putin opalescentd (etapa 4). Dupa ultima procedura de
deproteinizare pH-ul solutiei s-a stabilit cu solutie diluatd de NaOH la 7,5...8,0 si acidul hialuronic s-a
sedimentat din faza apoasd cu etanol de 96% rece in raport de 1 : 3 in forma de sare de sodiu (P1). S-au
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obtinut 0,785 g produs. Randamentul produsului obtinut P1 constituie 0,5%. Partea de masa a proteinelor,
determinatd prin metoda Lowry, in produsul final nu depaseste 1%. Spectrul in IR al produsului obtinut
confirma autenticitatea hialuronatului de sodiu (Fig.2). AH se obtine din solutia apoasa a hialuronatului de
sodiu la acidulare cu HCI.

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

Absorbtia 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. (1=10 mm).

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

Ramasita de la etapa 3 s-a dezghetat si s-au adaugat la ea 700 cm’ solutie de 1M NaCl si 2...3 picaturi
de CHCl;. Amestecul obtinut s-a incalzit pe baie de apa la temperatura de 50...60°C timp de 3 ore (etapa 5).
Apoi amestecul s-a filtrat prin plasa 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 addugat acetona in raport de 1 : 3
(v/v). Produsul sedimentat (P2) s-a separat, s-a spélat cu acetona 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 efectuatd analiza calitativa si cantitativa a continutului de proteine la analizatorul de
aminoacizi. Pentru analiza s-au dizolvat 58 mg de produs P2 in 10 ml solutie. S-a constatat ca produsul P2
contine 64,7% proteine cu compozitia prezentatd in tabelul 2. Solutia de 1% a produsului P2 prezinta
absorbtie in domeniul ultraviolet la lungimea de unda 266,5 nm egala cu 0,609 un. (1 =10 mm).

Tabelul 1
Caracteristica produselor obtinute
Nr./o Produsul Randamentul Partea de Viscozitatea Viscozitatea
obtinut produsului masa a relativa a cinematica

(%) proteinelor (%) solutiei (18°C) (St)

1 Pl 0,5 1 12 0,13

2 P2 12 64,7 13 0,14

Tabelul 2
Compozitia calitativa si cantitativa a aminoacizilor din produsul P2
uM/100 mg mg/100 mg mM/g azot in
mg/100 mg

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
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
¥ aminoacizilor 608,7993 64,6242 6,0880 9,71955
¥ ind.schimb.azot. 616,3389 64,7526 6,1634 9,82510
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(57) Revendicare:

Procedeu de obtinere a hialuronatului de sodiu, acidului hialuronic si complexului acid

hialuronic-proteina care include spalarea crestelor de cocosi, gdini cu apa la temperatura de 10...15°C timp
de 5...6 ore, maruntirea si deshidratarea lor in acetona sau etanol de 96%, care contine 1% CHCl;, in raport
de 1:3, dupa care se lasa pentru 6...24 ore la temperatura de 0...4°C, apoi solventul se separa si se efectueaza
deshidratarea suplimentara si degresarea cu acetond in aparatul Soxlet timp de 2 ore, sedimentul obtinut se
usuca si se supune extragerii cu solutie apoasa de 1M NaCl in doua stadii: I stadiu la rece la 4...10°C si al
II-lea stadiu la incdlzire pana la 50...60°C, totodata la I stadiu se efectueaza extragerea in raport de 1:20 de
trei ori, se separd reziduul de extract, dupa care se efectucaza sedimentarea acidului hialuronic din extract
cu etanol de 96% 1n raport de 1:3, sedimentul se redizolva si se elimind proteinele din el la incélzire si
racire la pH 5,0...5,5, se adaugd CHCI; in raport de 1:1, se separa faza apoasa, se trateaza cu etanol de 96%
in raport de 1:3, se separa sedimentul format de hialuronat de sodiu cu un continut de proteina de cel mult
1%, iar acidul hialuronic se obtine la acidularea cu HCI a solutiei apoase de hialuronat de sodiu; la al II-lea
stadiu reziduul obtinut la I stadiu se extrage in raport de 1:3, apoi se sedimenteaza cu acetona obtinand un
complex acid hialuronic-proteina cu un continut de proteina de 65%.
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