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Determinazione della natura Determinazione della natura 
(polarità) del composto(polarità) del composto

Prima di iniziare una estrazione è necessario conoscere qualcosa circa

la natura del composto da isolare, allo scopo di selezionare un metodo

di separazione.

Le caratteristiche generali di una molecola che sono utili conoscere a

questo stadio includono: solubilità, proprietà acido/base, carica,
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questo stadio includono: solubilità, proprietà acido/base, carica,

stabilità, dimensioni.

Queste informazioni preventive sono assolutamente necessarie se il

nostro scopo è quello di isolare una molecola completamente

sconosciuta.

In altri casi, in base alle finalità della estrazione, alcune informazioni

possono essere già note.



Fonti di informazioneFonti di informazione
1. Se lo scopo è quello di isolare tutti i metaboliti secondari di un organismo,

senza focalizzarsi su una specifica molecola, si può già avere una idea di quali
siano le caratteristiche generali dei composti che si intendono isolare; infatti i
metaboliti secondari tendono ad avere una distribuzione tassonomicamente
ristretta; quindi, solitamente, si conosce la classe di appartenenza di tali metaboliti
(steroidi, flavonoidi, terpenoidi, alcaloidi etc.) e quindi si può già avere una idea
sulle caratteristiche generali delle sostanze da isolare. Bisogna tuttavia precisare
che, anche appartenendo alla stessa classe, i vari metaboliti possono contenere
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che, anche appartenendo alla stessa classe, i vari metaboliti possono contenere
una varietà di funzionalità chimiche (OH, OCH3, OAc, OSO3-, NH2…) ciascuna
delle quali ha la capacità di modificare anche radicalmente le caratteristiche
chimico-fisiche dei composti e quindi il metodo di purificazione.

2. Se si intende isolare un composto noto, gran parte delle informazioni saranno
già disponibili o saranno deducibili dalla struttura chimica.

3. Se il composto che si vuole isolare non è noto , molto probabilmente si
avranno a disposizione pochissime informazioni.



InIn moltimolti casicasi lala classeclasse chimicachimica deldel

compostocomposto presentepresente nell’organismonell’organismo

puòpuò essereessere dedottadedotta sullasulla basebase delladella

classificazioneclassificazione tassonomica,tassonomica, ancheanche

sese questoquesto nonnon sempresempre consenteconsente didi

definiredefinire unun semplicesemplice metodometodo didi

purificazionepurificazione.. (Schema(Schema 11)).. InIn
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purificazionepurificazione.. (Schema(Schema 11)).. InIn

questoquesto casocaso (spirocardine),(spirocardine), lala

conoscenzaconoscenza delladella tassonomiatassonomia èè

statastata d’aiutod’aiuto nell’assegnazionenell’assegnazione

delladella struttura,struttura, mama nonnon nelnel definiredefinire ilil

metodometodo didi purificazionepurificazione



Idrofilicità/liposolubilità (1)Idrofilicità/liposolubilità (1)

Una indicazione della polarità del composto in questione può essere determinata

essiccando una porzione della miscela e cercando di risolubilizzarla in pochi,

forse tre o quattro, solventi coprenti tutto il range di polarità. Tali solventi
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includono: acqua, metanolo, acetonitrile, etile acetato, diclorometano, cloroformio

etere di petrolio, esano.

La stessa informazione può essere ottenuta anche conducendo esperimenti di

ripartizione liquido/liquido, tipicamente acqua/etile acetato - cloroformio - esano.



Idrofilicità/liposolubilità (2)Idrofilicità/liposolubilità (2)
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pKa (proprietà 
acido/base)

Ulteriori informazioni possono

essere tratte conducendo gli
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esperimenti di ripartizione suddetti

a particolari valori di pH (tipi-

camente 3, 7, 10)



Carica

Informazioni circa la carica possono essere ottenute eseguendo dei

saggi mediante resine a scambio ionico.

Ad aliquote di miscele acquose (le resine agiscono in acqua) vengono

aggiunte porzioni di differenti resine. Una quantità approssimata può
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aggiunte porzioni di differenti resine. Una quantità approssimata può

essere di 100 mg di resina/ml di brodo di coltura. Dopo l’aggiunta viene

saggiato il liquido sopranatante. Tali saggi possono anche condotti a

diversi valori di pH (es. 3,0-7,0-10,0), deducendo in tal modo le

caratteristiche acido o basiche del composto.



Stabilità al calore 
Se un prodotto naturale biologicamente attivo non è stabile al calore, esso è
probabilmente una proteina (o peptide). In tal caso, l’attività biologica può essere
dovuta all’attività di un enzima o più semplicemente a legami non-specifici a
componenti del saggio biologico, che danno luogo ad interferenze o ‘falsa’ attività.
In genere tuttavia c’è un maggiore interesse per sostanze attive non-proteiche, di
basso PM, e le proteine vengono considerate indesiderate.

Un tipico test di stabilità al calore consiste nell’incubare il campione a 80/90°C per
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Un tipico test di stabilità al calore consiste nell’incubare il campione a 80/90°C per
10’ in un bagno ad acqua (tenendo conto della perdita di volume e di ogni altro
cambiamento fisico), e quindi effettuare un saggio biologico. I saggi fisici sono
meno appropriati per determinare la stabilità al calore.

Bisogna tuttavia ricordare che anche molecole non-proteiche possono subire
modificazioni con il calore. Per evitare l’estrazione delle proteine, il campione può
essere estratto con metanolo completamente anidro (le proteine sono solubili in
acqua).



Dimensioni molecolari

Le dimensioni delle proteine possono essere determinate mediante

l’ultrafiltrazione su membrane (e quindi anche eliminate). I filtri, che possono

operare sotto-pressione, sotto-vuoto o mediante centrifugazione, hanno un cut-
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off ad un determinato peso molecolare e possono quindi essere utilizzate per

separare proteine da piccole molecole. Non sono generalmente utili per

separare molecole aventi un PM < 2000.

Allo stesso scopo può essere utilizzata la dialisi.



Selezione delle condizioni generali d’estrazione (1)

LetteraturaLetteratura .. ÈÈ sempresempre opportunoopportuno verificareverificare sese inin letteraturaletteratura èè riportatoriportato unun
metodometodo d’isolamentod’isolamento cheche possapossa essereessere inin qualchequalche modomodo adattabileadattabile alal nostronostro
caso,caso, magarimagari apportandoapportando delledelle variazionivariazioni alal casocaso inin questionequestione (diversa(diversa fontefonte
naturalenaturale oo tipotipo didi attrezzatureattrezzature disponibili)disponibili) ancheanche perper unauna eventualeeventuale
ottimizzazioneottimizzazione dell’estrazionedell’estrazione..
LaLa ricercaricerca bibliograficabibliografica puòpuò basarsibasarsi suisui seguentiseguenti puntipunti::

1.1. AttivitáAttivitá biologicabiologica:: sisi ricercanoricercano composticomposti cheche esibisconoesibiscono un’attivitàun’attività biologicabiologica
similesimile..
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2.2. TassonomiaTassonomia:: sisi ricercanoricercano composticomposti provenientiprovenienti dada fontifonti tassonomicamentetassonomicamente
analogheanaloghe

3.3. CaratteristicheCaratteristiche chimichechimiche ee fisichefisiche quantificabiliquantificabili:: sisi ricercanoricercano composticomposti aventiaventi
analogieanalogie strutturalistrutturali (e(e quindiquindi lele stessestesse oo analogheanaloghe proprietàproprietà chimichechimiche ee fisiche)fisiche) ee
cheche probabilmenteprobabilmente avrannoavranno metodimetodi estrattiviestrattivi similarisimilari..

TaliTali ricerchericerche possonopossono essereessere combinatecombinate;; adad esempioesempio ricercarericercare composticomposti
d’analogad’analoga origineorigine tassonomicatassonomica aventiaventi determinatedeterminate proprietàproprietà biologichebiologiche.. NonNon
didi radorado lala ricercaricerca bibliograficabibliografica portaporta allaalla conclusioneconclusione cheche ilil principioprincipio attivoattivo èè
giàgià notonoto ((dereplicationdereplication ))..



Estrazione in fase solida (1)

Consiste nell’estrazione di soluti da una fase liquida da parte di un

solido adsorbente, che agisce con gli stessi meccanismi operanti dalle

fasi stazionarie delle cromatografie. Questi adsorbenti si presentano

Selezione delle condizioni generali d’estrazione (2)
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spesso come cartucce (da poche centinaia di mg. a qualche grammo)

attraverso cui il campione è forzato a passare o a pressione o sotto

vuoto. Le fasi solide includono fasi inverse, fasi normali, scambiatori di

ioni.



Estrazione in fase solidaEstrazione in fase solida
Solid-phase extraction (SPE) is an extraction method that uses a solid phase
and a liquid phase to isolate one, or one type, of analyte from a solution. It is
usually used to clean up a sample before using a chromatographic or other
analytical method to quantitate the amount of analyte(s) in the sample.
The general procedure is to load a solution onto the SPE phase, wash away
undesired components, and then wash off the desired analytes with another
solvent into a collection tube.

Instrumention
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Instrumention
Solid-phase extractions use the same type of stationary phases as are used in
liquid chromatography columns. The stationary phase is contained in a glass or
plastic column above a frit or glass wool. The column might have a frit on top of
the stationary phase and might also have a stopcock to control the flow of
solvent through the column. Commercial SPE cartridges have 1-10 mL
capacities and are discarded after use. The picture below shows a 3 mL
cartridge on a vacuum manifold, which increases the solvent flow rate through
the cartridge. A collection tube is placed beneath the SPE cartridge (inside the
vacuum manifold for the example in the picture) to collect the liquid that passes
through the column



Estrazione in fase solidaEstrazione in fase solida
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Illustration of a solid-phase extraction set-up                   Cartucce SPE



Estrazione in fase solida (2)

Gli usi dell’estrazione in fase solida sono:

1. Determinazione della natura di un composto incognito: la
determinazione delle resine che legano il composto fornisce
informazioni circa la natura del composto stesso. Per es. se il
composto è trattenuto da una fase inversa, esso deve possedere

Selezione delle condizioni generali d’estrazione (3)
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composto è trattenuto da una fase inversa, esso deve possedere
un certo grado d’idrofilicità.

2. Selezione delle condizioni di separazione: per le stesse ragioni,
è possibile ottenere qualche informazione circa un adatto
metodo di purificazione. Eluendo il materiale legato usando una
serie di solventi a diversa polarità, piuttosto che un unico stadio
d’eluizione, è possibile dedurre le condizioni cromatografiche che
legano selettivamente ed eluiscono un particolare composto.



3. Caratterizzazione: le caratteristiche di legame del composto su un
certo numero di resine può essere utilizzato per confrontare il nostro
composto con altri composti noti (dereplicazione). Composti che si
legano differentemente devono essere diversi, inoltre, se si sospetta
che una serie d’estratti contenga lo stesso sconosciuto principio
attivo, (ad es. tutti mostrano stessa attività biologica), il fatto che
essi esibiscano lo stesso profilo di legame può portare alla
decisione d’isolare il composto da un solo estratto e quindi di
utilizzarlo come standard per gli altri.

Selezione delle condizioni generali d’estrazione (4)
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4. Purificazione a scopo preparativo: può essere utilizzato come
metodo di separazione di per sé; può essere considerato una
ripartizione tra due fasi. Può essere utilizzata nei primi stadi di
separazione, per separare il prodotto dal grosso dei contaminanti, o
negli stadi finali, per ottenere il prodotto puro ed in forma
concentrata.

5. Concentrazione: può essere utilizzata anche per ottenere la
concentrazione del nostro composto.
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HPLC a gradiente

SullaSulla basebase deidei tempitempi didi ritenzione,ritenzione, dovrebbedovrebbe essereessere possibilepossibile

selezionareselezionare condizionicondizioni generaligenerali cromatografichecromatografiche perper lele successivesuccessive

purificazionipurificazioni preparativepreparative
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TLC

La TLC può essere utilizzata per la selezione delle condizioni

cromatografiche. Condizioni che determinano separazione tra i vari

componenti la miscela ed un Rf utile per il nostro prodotto, in altre

parole > di 0 e < di 1 (tipicamente 0.3), possono essere
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approssimativamente trasferite a colonne cromatografiche. Mediante la

TLC è anche possibile confermare l’identità del nostro prodotto con uno

standard. Già abbiamo parlato dei saggi sovrapposti, che consentono

di identificare i componenti biologicamente attivi.



Strategia generale d'estrazioneStrategia generale d'estrazione

1. Rilascio del principio attivo dal mezzo

intracellulare o dalla massa cellulare e
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rimozione del grosso della matrice biologica

2.2. separazioniseparazioni aa bassabassa risoluzionerisoluzione

3.3. separazioniseparazioni adad altaalta risoluzionerisoluzione



Strategia generale d'estrazione (1Strategia generale d'estrazione (1oo stadio)stadio)

RilascioRilascio deldel principioprincipio attivoattivo daldal mezzomezzo intracellulareintracellulare oo dalladalla massamassa cellularecellulare ee

rimozionerimozione deldel grossogrosso delladella matricematrice biologicabiologica.. GranGran parteparte delladella biomassabiomassa (piante(piante

oo microrganismi)microrganismi) sisi presentapresenta comecome unun materialemateriale inerte,inerte, insolubile,insolubile, spessospesso didi

naturanatura polimerica,polimerica, comecome lala cellulosacellulosa delledelle piantepiante oo funghifunghi ee lele paretipareti cellularicellulari deidei

microrganismimicrorganismi.. IlIl primoprimo stadiostadio dell'estrazionedell'estrazione consisteconsiste nelnel rilasciorilascio ee nellanella

solubilizzazionesolubilizzazione delledelle piccolepiccole molecolemolecole oo ioni,ioni, attraversoattraverso un'estrazioneun'estrazione concon
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solventisolventi oo concon acqua,acqua, ee nellanella loroloro separazioneseparazione dalladalla matricematrice biologicabiologica.. QuestaQuesta

operazioneoperazione puòpuò essereessere fattafatta oo concon unun solventesolvente unico,unico, adad esempioesempio ilil metanolo,metanolo,

cheche èè inin gradogrado didi discioglieredisciogliere grangran parteparte deidei metabolitimetaboliti secondarisecondari ee

contemporaneamentecontemporaneamente facilitarnefacilitarne ilil rilasciorilascio dalladalla matricematrice biologicabiologica (funzionando(funzionando

comecome permeabilizzantepermeabilizzante lele membranemembrane cellulari),cellulari), oo ancheanche attraversoattraverso unauna serieserie

d'estrazioni,d'estrazioni, mediantemediante solventisolventi didi variavaria polarità,polarità, ciòciò cheche costituiscecostituisce giàgià unun primoprimo

stadiostadio didi frazionamentofrazionamento.. IlIl grossogrosso delladella biomassabiomassa puòpuò essereessere rimossorimosso

attraversoattraverso filtrazionefiltrazione oo centrifugazionecentrifugazione..



Strategia generale d'estrazione (2Strategia generale d'estrazione (2oo stadiostadio))

UnaUna voltavolta fattafatta questaquesta primaprima separazione,separazione, generalmentegeneralmente sisi ottieneottiene unauna

miscelamiscela ancoraancora abbastanzaabbastanza complessacomplessa.. GranGran parteparte didi questoquesto materiale,materiale,

inin parteparte didi naturanatura inorganicainorganica oo comunquecomunque moltomolto polare,polare,

grossolanamentegrossolanamente differentedifferente daldal nostronostro composto,composto, èè inin generegenere

relativamenterelativamente pocopoco polarepolare.. LoLo scoposcopo didi questoquesto secondosecondo stadiostadio èè quelloquello
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relativamenterelativamente pocopoco polarepolare.. LoLo scoposcopo didi questoquesto secondosecondo stadiostadio èè quelloquello

didi eliminareeliminare grangran parteparte didi questoquesto materialemateriale mediantemediante separazioniseparazioni:: aa

bassabassa risoluzionerisoluzione.. TaleTale stadiostadio coinvolgecoinvolge generalmentegeneralmente unauna serieserie didi

estrazioniestrazioni liquidoliquido--liquidoliquido oo colonnecolonne aperteaperte didi silicesilice concon lolo scoposcopo didi

ottenereottenere unauna miscela,miscela, contenentecontenente ilil nostronostro prodotto,prodotto, adattaadatta agliagli stadistadi

finalifinali didi purificazionepurificazione..



Strategia generale d'estrazione (3Strategia generale d'estrazione (3oo stadiostadio))

IIII terzoterzo stadiostadio consisteconsiste inin separazioniseparazioni adad altaalta risoluzionerisoluzione deidei componenticomponenti lala

miscelamiscela effettuataeffettuata spessospesso mediantemediante HPLCHPLC [HPLC[HPLC 9090--100100..000000 PT/mPT/m;; TLCTLC 300300--

500500 PT/m]PT/m]..

----------------------------------------------------------------------------------------

ComeCome sisi vede,vede, durantedurante tuttotutto ilil processoprocesso d'estrazioned'estrazione ilil nostronostro compostocomposto subiscesubisce
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ComeCome sisi vede,vede, durantedurante tuttotutto ilil processoprocesso d'estrazioned'estrazione ilil nostronostro compostocomposto subiscesubisce

unauna progressivaprogressiva concentrazioneconcentrazione ee purificazionepurificazione;; ii processiprocessi didi purificazionepurificazione

devonodevono essereessere viavia viavia piùpiù sofisticati,sofisticati, inin quantoquanto lele impurezzeimpurezze cheche accompagnanoaccompagnano

ilil nostronostro prodottoprodotto hannohanno caratteristichecaratteristiche sempresempre piùpiù similisimili allealle suesue.. QuestaQuesta

descrizionedescrizione èè certamentecertamente unauna semplificazionesemplificazione.. MolteMolte separazioniseparazioni nonnon sisi

dividonodividono cosìcosì precisamenteprecisamente inin stadistadi definiti,definiti, ee spessospesso sisi possonopossono saltaresaltare alcunialcuni

stadistadi.. AA voltevolte (di(di rado,rado, purtroppo!),purtroppo!), alloallo stadiostadio d'estrazioned'estrazione puòpuò direttamentedirettamente

seguireseguire unauna cristallizzazionecristallizzazione deldel prodottoprodotto..
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