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(57) RieSenie sa tyka pripravy ultra&istého
vysokomolekuldrneho derivAtu kyseliny hyalu-
ronovej. Podstata spbsobu jej pripravy spoti-
va v tom, Ze na vodnd fdzu po extrakcii bio-
logickych materidlov sa pdsobi alkyla&nymi
&inidlami obecného vzorca X/n/-R alebo X/n/-~
-R-P/m/, kde X je chldr, brdm alebo jéd, R

je organick& skupina s po&tom uhlikov 1 aZ .
14, n je celé &fslo z intervalu 1 aZ 5, P je
poldrna skupina anionického typu ako ~COOH,
-OH, ~COONa, -COOK, -COONH2, -SO3H a m je
celé &islo z intervalu 1 a% 5, v mnoZstve

0,1 a% 15 % hmot. na hmotnost su$iny extrak-~
tu po dobu 1 aZ 24 hodin a/alebo ldtkami
poldrneho charakteru, ktoré sd rozpustné vo
vode a majd hydrotropnd schopnost ako je mo-~
govina, guanidin, alebo jodid draselny v
mnoZstve 0,1 a%¥ 10 % hmot. na hmotnost suSi=~
ny extraktu, vzniknuty roztok sa prefiltruje
cez filtra&nd membrénu s velkostou pdrov 0,15
a¥ 0,50 um, z filtrdtu sa produkt vyzréaZa
pridavkom 300 % obj. etanolu, po oddeleni sa
rozpusti{ vo vode a sterilizuje cetylpyridi-
nium chloridom alebo bromidom, op&tovne vy-
zrd%a etanolom a nakoniec premyje acetonom,
vysu${ a sterilizuje zahrievanim na 105 aZ
150 ©C po dobu 10 aZ 25 mindt.
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Vyndlez sa tyka spdsobu pripravy apyrogenného derivétu kyseliny hyaluronovej extrakciou
biologickych materidlov.

Hyaluronova kyselina patri do skupiny prirodzene sa vyskytujdcich silne poldrnych
kyslych polysacharidov, oznadovangch ako glykosaminoglykény alebo mukopolysacharidy a
vyskytuje sa vo vEetkych vHzivovych tkanivéch, v koZi, ¥lachdch, chrupavkdch, v sklovci
oka, v synovidlnej kvapaline kIlbovych puzdier a pod. 2 hladiska chemickej Struktiry sa
vyznaduje pravidelne sa opakujdcimi sacharidickymi jednotkami dvoch druhov, 1-3 glukoronovou
kyselinou a 1-4 N-acylglukosamfnom, spojenymi glykosidickymi v#zbami na polymernﬂ makromolekulu

o velkosti 106 i viac.

U% dlhZiu dobu bolo predmetom z&ujmu farmakologickych pracovnikov ziskanie velmi
&istych derivitov kyseliny hyaluronovej (HYA), ktoré by boli pouZitelné ako ndhrada alebo
&iasto&nd ndhrada HYA prirodzene sa vyskytujicej v sklovej alebo v synovidlnej kvapaline.
Hladal sa preparidt HYA vhodny pre aplikdcie aj v inych oblastiach mediciny, kde je porucha
u prirodzene sa vyskytujicich kvapalin vyznafujicich sa obsahom tejto kyseliny. Preto
je v literatire velké mno¥stvo préc popisujicich tzv. &istenie HYA a rdzne sp8soby pre
%istenie prirodzene sa vyskytujdcej hyaluronovej kyseliny, pripadne jej derivatov. Existuje
mnoho prepardtov tejto kyseliny &iasto&ne vylistenej, av8ak Ziadny z tychto preparédtov
nie je vhodny pre aplikdcie v medicine, lebo obsahuje mno¥stvo sprevddzajicich bielkovin,
ktoré spbsobujui rézne zdpaly, ked je prepardt injekne zavedeny do tela cicavcov, obzvl4st
do oka pri ndhrad4ch sklovca. Ako ukdzal E. A. Balasz v patente USA &islo 4 141 973 z roku
1979, spolo¥nym problémom prepardtov je ich nedostato&nd apyrogennost. Preto tieto preparaty
bolo doteraz treba aplikovat spolodne s protizdpalovymi liedivami a s antibiotikami.

Prvy zndmy a doteraz jediny spbsob izoldcie a &istenia HYA, ktor§ poskytuje materidl
s dostatodnou apyrogennostou, popisal Balasz v horeuvedenom patentnom spise. Tento postup
sa nelf3¥i od doteraz zn&mych postupov, ale je doplneny naviac novym krokom, dlhodobym
(5 dnf nepretrZite trvajicim) mie3anim vodngch extraktov HYA s rovnakym dielom chloroformu,
za podmienck zaistujvcich dobry kontakt oboch féz. PretoZe chloroform je kvapalina nemiefa-
teln4 s vodou a 1f£3i sa od vodnych roztokov pomerne velkou Zpecifickou hmotnostou, je
pre zaistenie homogenity nutné relatfvne intenzivne mieSanie. Za tychto podmienok nastdva
%iastoéné dopolymerizdcia maktomolekdl HYA, o ktorej je zndme, Ze je podporovand mechanickym
stieranim a vzdufnym kyslikom, hlavne za katalyzy kovovymi iontami.

Spbsob izoldcie a istenia HYA podla uvedeného US patentu nielen Ze je &asovo ndro&ny,
ale niekolkodenné miefanie s chloroformom md%e podporovat degraddciu produktu na menZiu
molekulovd hmotnost. Obsah sprevddzajicich bielkovin je tieZ pomerne vysoky, asi 0,5 % hmot.
a vytaZnost produktu pomerne nizka - 0,9 g/kg vychodzej suroviny.

Uvedené nevyhody v podstatnej miere odstraliuje spésob pripravy apyrogenného derivdtu
kyseliny hyaluronovej extrakciou biologickych materidlov s vyufitim &iastonej deproteinizicie
extraktu etanolom a chldérovanymi uhlovodikmi podla vynédlezu,. ktorého podstata spoéiva v tom,
%Ye na vodni f4zu po extrakcii upravend na hodnotu pH 5,5 a% 8,5 sa pOsobf{ alkyla&nymi
ginidlami obecného vzorca X/n/R alebo Xh/~-R~P/m/, kde X je chldr, brdm alebo j6d, R je
organickd skupina s po&tom uhlikov 1 aZ 14, n je celé &islo z intervalu 1 a%¥ 5, P je polérna
skupina anionického typu ako -COOH, -OH, -COONa, -COOK, -COONHZ, -SO3H a m je celé &islo
z intervalu 1 a% 5 v mno#stve 0,1 a% 15 % hmot. na hmotnost sufiny extraktu podas 1 ai
24 hodfin a/alebo lAatkami poldrneho charakteru, ktoré sd rozpustné vo vode a majui hydrotropni
schopnost ako je modovina, guanidfn alebo jodid draselny v mnoZstve 0,1 aZ 10 % hmot.
na hmotnost sufiny extraktu, vzniknuty roztok sa prefiltruje cez filtraénd membrdnu o
velkosti pérov 0,15 a% 0,50 um, z filtrdtu sa produkt vyzrédZa pridavkom 300 % obj. etanolu
po oddeleni sa rozpusti vo vode a sterilizuje cetylpyridinium chloridom alebo bromidom,
opitovne vyzré¥a etanolom a nakoniec premyje acetdnom, vysudf a sterilizuje zahriévanim
na 105 a% 150 °c po dobu 10 a¥ 25 mindt. Na roztok kyseliny hyaluronovej po odfiltrovani

cez filtra®ni membrdnu sa mdZe pdsobit zldleninami kovov vybratych zo skupiny Mg2+, Ca2+,
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Zn2+, Ba2+, A13+, Cu2+, Cr3+ jednotlivo alebo v zmesi v mnoZstvdch 0,5 a¥ 10 mélov na

m6l hyaluronétu.

* Po pridan{ alkyla&ného &inidla sa okrem cetylpyridinium halogenidu mdZe pridat formal=-

dehyd v mno¥stve 0,1 a¥ 10 g na 10 1 roztoku hyaluronédtu.

Spbsobom podla vyndlezu sa dosiahne dekontamindcia HYA od bielkovinovych zloZiek
a tym zabezpedenie apyrogennosti produktu. Podstatnym znakom tohto spdsobu je modifikécia
niektorych polirnych a thiolovych skupin v molekule kontaminujdcich bielkovin pomocou
alkyladnych &inidiel, lahko oddelitelngch od HYA na z&klade rozdielnej rozpustnosti v eta-
nole. Modifikujdca alkylécia spdsobi rozru¥enie nekovalentne viazanych komplexov medzi
HYA a vizivovymi bielkovinami, ktorych vznik podmiefiuje poldrne a thiolové skupiny niekto-
rych aminokyselin bielkoviny.

vhodnymi alkyladnymi &inidlami sd latky, poskytujlice modifikovanej bielkovine nové
poldrne substituenty anionickej povahy, pretoZe zdporne sa nabijajica skupina poskytne
bielkovine taky isty charakter, aky m& kysly polysacharid HYA a vedie k zniZeniu vz&jomnej
poldrnej interakcie. Takym alkyla&nym &inidlom je napriklad halogenderivdt kyseliny octovej,
ktory vyvoldva karboxymethyl&ciu thiolovych a hydroxylovych skupin u cysteinu, glutathionu,
threoninu, serinu a dalffch skupin, napriklad kvanidinovych a aminov§ch skupin u bazickych
amf{nokyselfn. Okrem tejto skupiny alkyla&nych &inidiel v3ak moZno pouZit mnoho dal¥ich
halogenderivétov, a to i také, ktoré nemoZno aplikovat vo vodnych roztokoch, napriklad
methylchlorid, dichlérethan a dal$ie homologické uhlovodiky alifatickej i aromatickej povahy,
obsahujici vo svojej molekule jednu alebo viac molekdl chléru, bromu alebo jédu. V takych
pripadoch metyldcia alebo in& alkylécia nastdva v heterogennom systéme na fézovom rozhrani
a nadbyto®né alkylalné &inidlo je moZno oddeliﬁ po rozdeleni fdz jednoduchym spdsobom.

V¢hody spbsobu podla vyndlezu spodivaji v skrdteni deproteinizaéného cyklu a tym
zabréneniu poklesu molekuldrnej hmotnosti zfskanych produktov a v dokonalejSom odstréneni
sprievodnych bielkovin, obsah bielkovin pod 0,1 % hmot. a vytaZnost hyalurondtu 1,6 g/kg

suroviny.

Pri extrakcii a &istiacich operdciach sa pripadne mdéZe pouZit inertnd atmosféra.

Priklad 1

Surovina pouZitd na izoldciu HYA, ako je o&istend puponéd Sndra, hrebene kohitov
alebo iné vidzivo, alebo materidl obsahujici HYA sa najprv zmrazi na -20 aZ -40 0C, &im

sa rozrufia steny buniek.

1 kg zmrazeného tkaniva sa rozreZie na malé kisky a 3-krdt extrahuje 90 % etanolom.
Pri ka¥dej extrakcii sa pouZije 5 1 etanolu (90 % obj.) a zmes sa mieSa podas 24 hodin
pri teplote 18 9c. Etanolovy roztok obsahuje vidy pridavok 5 % obj. chloroformu.

Potom sa pridavkom 2 1 redestilovanej vody s pridavkom bakteriostatickej latky cetylpy-
ridinium bromidu v mnoZstve 0,01 % hmot. vyvol& rehydratécia viziva a v troch samostatnych
extrak&nych krokoch sa vyluhuje HYA pomocou 4 1 redestilovanej vody s pridavkom 200 ml
chloroformu. KaZdy extrakdny krok sa vykondva za pomalého mieSania pri teplote 10 °c.

Pred tretou extrakciou sa vdzivo rozreZie na jemnd drt. Extrakty sa spoja a pouZijd pre

dal¥ie Sistenie.

Vodny spojeny extrakt sa upravi pridavkom 1,1 kg chloridu sodného a po jeho dplnom
rozpusteni sa mie$a 4 hodiny pri 20 °c s chloroformom v objemovom pomere l:1. Potom sa necha-
jd obe fézy separovat a vodnd vrstva sa oddeli. Pridavkom zriedenej kyseliny chlorovodikovej
sa upravi pH vodnej fdzy na hodnotu 4,0 a znovu sa mieSa, teraz v dusikovej atmosfére, s chlo-
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roformom v objemovom pomere l:1. Po oddeleni f4z sa mie3anie s chloroformom opakuje, a%Z je
chloroformovd fdza &ira. Potom sa pH oddelenej vodnej vrstvy upravi zriedenym roztokom hyd-
roxidu sodného na hodnoru pH 6,5 a% 7,0 a prid4d sa 10 % hmot. roztok sodnej soli kyseliny
monochléroctovej v mnoZstve 0,1 % objem. roztoku na objem extraktu. Po zmieSani sa extrakt
ponechd 24 hodf{n v klude, na tmavom mieste, potom sa filtruje cez skleneny fritovy filter

a pomocnou vrstvou kremeliny a nakoniec cez membrdnovy filter velkosti pérov 0,25 um.

%2 filtrdtu sa vyzrédZa hyaluronova kyselina pridavkom etanolu v mnoZfstve 1,5 objemu
etanolu na 1 objem extraktu. Oddelend HYA sa rozpusti v 2 1 redestilovanej vody obsahujicej
7,8 g chloridu sodného a 5 g cetylpyrinium chloridu. Po rozpusteni sa vyzréZa opHt HYA
tromi objemami etanolu a po oddeleni sa zrazenina rozpusti v 2 1 0,0 M chloridu sodného.

K roztoku sa prid4d 1 ml Serstvo vyzrdZaného hydroxidu hlinitého o obsahu 10 % hmot. Al(OH)3,
guspenzia sa premie$a a ponechd 24 hodin v klIude s ob&asnym premie3anim. Po oddeleni zrazeni-,
ny sa roztok op#dt vyzrdZa 3 objemami etanolu. Rozpustenie a vyzrdZanie etanolom sa opakuje
eSte trikrdt a nakoniec sa zrazenina premy]e acetdnom a usuif za zniieného tlaku. Suchy
produkt sa sterilizuje ohrievanim na 145 °c po dobu 15 mintt.

Ziskalo sa 1,12 g produktu o molekuldrnej hmotnosti 2,84 milidnu a obsahu bielkovin
0,013 % hmot. (vyjadrené ako albumin).

Pr{klad 2

Hrebene kohitov ziskané ihned po por&Zke, odkrvené a povrchovo o&istené sa orefd
tak, %e sa oddeluji okraje a ¥pifky a zmrazia sa na -20 a% -40 °c.

1 kg zmrazeného materidlu sa rozdrvi a &isti opakovanou extrakciou etanclom v mnoZstve
3 1 etanolu na 1 kg drte za pohybu podas 12 hodin. Extrakcia sa opakuje ¥tyrikrdt. Potom
sa odvodnené tkanivo extrahuje tromi objemami redestilovanej vody za mierneho mie¥ania
v dusfkovej atmosfére, vZdy po dobu 24 hodin. V prvej a druheﬁ extrakcii sa do vodnej
fdze pridd 0,1 g chelatdnu 3. V druhej a tretej extrakcii sa pouZije pridavok 100 ml chloro-
formu. Vodné extrakty sa spoja a v nich sa rozpusti{ 1,3 kg chloridu sodného. Vzniknuty
roztok sa zmie$a s trichldéretylénom v objemovom pomere 1l:1 a mie¥a sa 4 hodiny za oby&ajnej
teploty. Po oddeleni fdz sa mieSanie opakuje eSte trikrdt. Potom sa vodnd féza upravi
na hodnotu pH 6 a%Z 7,5 pomocou zriedeného roztoku hydroxidu sodného a prid4 sa 2 g ethylbro-
midu a 2,5 g sodnej soli l-brém-2-sulfoetylénu a 0,5 g formaldehydu a 0,5 g cetylpyridinium
bromidu. Po rozpusteni sa roztok ponechd v klude 24 hodin na tmavom mieste. Po alkylAcii
sa upravi pH na hodnotu 3,5 aZ 4,0 a roztok sa premyje cez stlpec kyslého iontomenida
v H cykle. Koldna sa premyje 5-timi objemami vody a pH eludtu sa upravi pomocou 0,1 M
hydroxidu sodného na neutrdlnu hodnotu. Potom sa pridd trypsin v mnoZstve 0,001 g na 10 1
roztoku a volne sa mie$a 5 hodin.. K roztoku sa prid4 100 g/10 1 modoviny a v miedani sa
pokraduje dalSie dve hodiny za obydajnej teploty. Zmes sa nechd cez noc v klude. Na druhy
deli sa oddeli HYA vyzré%¥anim tromi objemami etanolu a oddelenim. Zrazenina sa rozpusti
v 4 1 vody obsahujicej 192 g chloridu sodného a prefiltruje sa cez membrénovy filter o
velkosti pdrov 0,35 um. 7z filtrdtu sa vyzr&Za HYA tromi objemami etanolu a po oddeleni
rozpusti v 2 1 vody obsahujicej 9,6 g chloridu sodného a op#t vyzrdZa etanolom. Toto zrAZanie
sa opakuje celkom ¥tyrikrdt. Potom sa zrazenina 3-krit premyje acetdnom a usu3{ pri teplote
40 °c. Nakoniec sa produkt sterilizuje za sucha pod dusikom pri 105 %c 15 mindt.

Ziskalo sa 1,7 g suchého produktu obsahujdceho 0,22 % hmot. bielkovin (ako albumin)

o molekulovej hmotnosti 1,62 milidna.
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Priklad 3

Surovinou pouZitou k extrakcii boli hrebene sliepok ziskané po pordike a vareni{ v hori-
cej vode, povrchove olistené, orezané a zmrazené pri -40 %c. ¥a pripravu bol poufity 1 kg
zmrazenej suroviny rozdrtenej na jemné &iastky. Tento materidl bol trikrédt extrahovany
védy 4 1 etanolu po dobu 24 hodin za mierneho mieSania. Spojené extrakty sa zmie3aji
a upravia pridavkom chloridu sodného na koncentrédciu 100 g/1 NaCl. Potom sa prid4 120 g mo-
goviny a extrakt sa mieZa 6 hodin a rovnakym mnoZstvom zmesi trichléretylénu a tetrachlér-
metdnu v pomere 1l:1. Potom sa oddelia fdzy, oddelend vodnd vrstva sa okyself pridavkom
zriedenej kyseliny chlorovodikovej na pH 4,0 a opakuje sa mieSanie so zmesou trichldretylén-~
-tetrachlormetdn za rovnakych podmienok po dobu 5 hodin. Vodnd fiza sa oddeli a neutralizuje
zriedenym roztokom uhliditanu sodného na pH 7,0 + 0,5. Potom sa pridd 1,5 g chloridu hore&na-
tého a extrakt sa ponechd po premieSani v klude pri S % najmenej 1 hod. Roztok sa prefiltruje
a filtr4t sa vyzrdZa tromi objemami etanolu. Zrazenina sa rozpusti{ v 1,5 1 vody obsahujdcej
9,2 g chloridu sodného a 1 % hmot. cetylpyridinium bromidu. Po rozpusteni sa opit vyzréd3a
3 objemami etanolu HYA a oddeli. Rozpustenie v 0,1 M roztoku chloridu sodného a vxzréianie
etanolom sa opakuje celkom Styrikrdt. Nakoniec sa zrazenina premyje tromi objemami acetdnu
a usu$i za zniZeného tlaku. V suchom stave sa produkt sterilizuje pri teplote 135 °c po
dobu 15 mindt. Pri priprave sa ziskalo 2,14 g produktu o obsahu 1,2 % hmot. bielkovin
(ako albulin) o molekuldrnej hmotnosti 3,8 milidnu. Tento produkt bol vhodny pre povrchové

aplikécie.

Priklad 4

Surovina pouZitd na pripravu hyalurondtu (o&istend pupoénd ¥nidra, hrebene kohitov,
oény sklovec alebo iny materidl obsahujdci hyaluronovd kyselinu) sa mechanicky rozmelni
v zmrazenom stave a vlo%i do extrak®nej nddoby opatrenej mie3adlom. Tu sa v pohybe extrahuje
trikrdt 90 a¥ 96 %-nym etanolom, vZdy po dobu 24 hodin, poslednd extrakcia trvad 48 hodin.
Extrahovand surovina sa pouZije na izoldciu hyalurondtu. Prvé extrakcia sa vykond 10 %-nym
roztokom chloridu sodného po dobu 24 hodin v mnoZstve 10 1 na kaZdy kilogram suroviny.
_ Na ostatné extrakcie sa’ pou¥ije destilovan& voda v rovnakom mnoistve, extrakcia trvé vidy
24 hodin za striedavého pobyhu a kludu extrahovanej zmesi. V3etky tri extrakty sa spoja

a pridavkom pevného chloridu sodného sa upravi koncentrdcia na 10 g/l.

Spojené extrakty sa mierne zalkalizujd na pH 7,4 aZ 7,8 pomocou hydrogenuhli&itanu
sodného, pridéd sa ﬁoéovina v mnoZstve 2,5 g/l a chldoroctan sodny v mnoZstve 1,5 g/l. Roztok
sa dobre premie$a a potom ponechd v klude v tmavom prostredi a pri teplote do 20 oC, po
dobu 20 hodin.

Vzniknuty homogénny roztok sa prefiltruje cez filtradnd membrénu o velkosti pbérov
0,5 um a z filtrdtu sa vyzrd¥a produkt etanolom v mno¥stve 100 $ objemovych, oddeli sedimen-
t4ciou a potom sa rozpustf v 10-kr&t men$om objeme redestilovanej vody, obsahujtdcej 5,6 g
NaCl/l a opdtovne prelisti zrdZanim etanolom, teraz v mnoZstve 300 % obj. Rozpi$tanie
-a grédZanie sa eSte 2-krdt opakuje a potom sa k vodnému roztoku hyalurondtu pridd pred
zr&Zanim. etanolom cetylpyridinium bromid v mnoZstve 0,5 g/l a ponech& sa 2 hodiny sterilizo-
vat za oby&ajnej teploty. Potom sa zmes vyzrdZa etanolom a dvakrdt opakuje. Nakoniec sa
roztok vyzrd¥a 3 objemami acetdnu, trikrit sa zrazenina dekantuje a premyje malym mno¥stvom

acetdnu a nakoniec usu${ za znf¥eného tlaku pri oby&ajnej teplote.




6 Cs 267 079 B1

PREDMET VYNALEZU

1. Spbsob éripravy apyroge¥hého derivdtu kyseliny hyaluronovej extrakciou biologickych
materidlov s vyuZitim &iasto®nej deproteinizdcie extraktu etanolom a chlorovanymi uhlovodik-
mi, vyznadujdci sa tym, Ze na vodni fézu po extrakcii upravend na hodnotu pH 5,5 a% 8,5
sa pbsobi alkyladnymi &inidlami®obecného vzorca X/n/-R alebo X/n/-R-P/m/, kde X je chlér,
brém alebo joéd, R je organickd skupina s po&tom uhlfkov 1 a% 14, n je celé &fslo z intervalu
1 aZ 5, P je poldrna skupina anionického typu ako -COOH, -OH, -COONa, -COOK, -COONH,, -SO,H
a m je celé &fslo z intervalu 1 aZ 5, v mnoZstve 0,1 aZ 15 % hmot. na hmotnost su¥iny
extraktu po dobu 1 a% 24 hodin a/alebo létkami poldrneho charakteru, ktoré si rozpustné
vo vode a maji hydrotropnd schopnost ako je molovina, guanidfn, alebo jodid draselny v mno¥-

3

stve 0,1 a% 10 % hmot. na hmotnost sufiny extraktu, vzniknuty roztok sa prefiltruje cez
filtradndi membrénu s velkostou pdrov 0,15 a% 0,50 um, z filtrdtu sa produkt vyzrd%a pridavkom
300 % obj. etanolu, po oddeleni sa rozpustl vo vode a sterilizuje cetylpyridinium chloridom
alebo bromidom, op#tovne vyzrd%a etanolom a nakoniec premyje acetdnom, vysu3i a sterilizuje
zahrievanim na 105 a¥ 150 °¢ po dobu 10 aZ 25 mindt.

2. Spbésob pripravy apyrogenného derivdtu kyseliny hyaluronovej podla bodu 1 vyznadujici
sa tym, Ze na roztok kyseliny hyaluronovej po odfiltrovan{ cez filtra&nd membrdnu sa pdsobi
2+ ca?t, 2n?t, Ba®', a1%*, cr3t jednotlivo alebo
v zmesi v mno%stvach 0,5 aZ 10 mélov na mél hyalurondtu.

zld¢eninami kovov vybranych zo skupiny Mg

3. Spdsob podla bodov 2 a 1 vyznadujici sa tym, %e po pridani alkylééného &inidla
sa pridé okrem cetylpyridinium halogenidu formaldehyd v mnoZstve 0,1 a%Z 10 g na 10 1 roztoku
hyalurondtu,

4. Spdsob podla bodov 1 a 3 vyznalujici sa tym, Ze po pridavku alkyla&ného &inidla
sa okyseleny extrakt premyva cez koldnu s kyslym iontomeni®om v H cykle a po zneutralizovani
sa pridd trypsin v mno¥stve 0,001 aZ 0,6 g na 10 1 roztoku.
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