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Estrazioni di brodi di coltura microbiologiciEstrazioni di brodi di coltura microbiologici

Un brodo di fermentazione è una complessa miscela di componenti che

spesso contiene solo tracce del prodotto ricercato. I microrganismi

producono il prodotto desiderato a concentrazioni generalmente <3%

p/v (<30g/l), ed anzi, nei primi stadi di ricerca e sviluppo, quando le

31/05/201131/05/2011 ESTRATTIVA (Lez. 8)ESTRATTIVA (Lez. 8) 22

p/v (<30g/l), ed anzi, nei primi stadi di ricerca e sviluppo, quando le

condizioni dei metodi di produzione per via fermentativa non sono state

ancora ottimizzate, il nostro prodotto può essere presente in

concentrazioni di pochi ppm (~20 mg/l, ad es. 1-12 ppm per la

tienamicina), così da rendere il suo isolamento un vero problema.



Estrazioni di brodi di coltura microbiologiciEstrazioni di brodi di coltura microbiologici

I successivi stadi dell'estrazione possono essere così

schematizzati:

1) separazione del prodotto dalla biomassa

2) concentrazione del prodotto
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2) concentrazione del prodotto

3) purificazione da contaminanti molto diversi

4) purificazione da contaminanti similari.

In molti casi sono le fasi iniziali a richiedere maggior sforzo



Estrazioni di brodi di coltura microbiologiciEstrazioni di brodi di coltura microbiologici

Questo capitolo comprende quattro sezioni, tutte incentrate su metodi

in scala di laboratorio, che si rivolgono ai primi stadi di estrazione e che

sono:

1) rimozione del solido (filtrazione e centrifugazione)
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1) rimozione del solido (filtrazione e centrifugazione)

2) estrazioni con solventi (con solventi sia miscibili che immiscibili con

acqua)

3) estrazione su fase solida

4) adsorbimento su fase espansa (che può essere utilizzata direttamente su

brodi di coltura non chiarificati).



Separazione solidoSeparazione solido--liquidoliquido
Un problema caratteristico nell’isolamento dei metaboliti secondari ottenuti
mediante fermentazione, è la loro separazione da cellule o omogenati; questo
stadio iniziale di separazione solido/liquido è detto chiari ficazione del
brodo .

La chiarificazione dei brodi può essere fatta mediante centrifugazione o
filtrazione. La scelta dipende dalle proprietà fisiche del brodo e quindi dalla
morfologia del solido.

I solidi sono spesso compressibili e gelatinosi (proprietà che influenzano la
filtrazione) con piccole differenze di densità (proprietà che influenza la
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filtrazione) con piccole differenze di densità (proprietà che influenza la
centrifugazione) rispetto alla fase liquida. Le proprietà fisiche dei brodi di
fermentazione dipendono dalle differenti morfologie dei solidi (principalmente
dalle dimensioni).

Lo stadio di chiarificazione spesso viene effettuato dopo lo stadio di estrazione.
Per esempio, la centrifugazione di un brodo di fermentazione contenente un
particolato solido di piccole dimensioni e di bassa densità, può trarre beneficio
da un aumento della differenza di densità tra il solido e la fase liquida costituita
da un solvente acquoso.



Separazione solidoSeparazione solido--liquidoliquido

I fattori principali che guidano la scelta tra centrifugazione o filtrazione

sono la differenza di densità e le dimensioni delle particelle. La

centrifugazione è maggiormente influenzata dalle dimensioni delle

particelle, mentre la filtrazione è solo leggermente influenzata da
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particelle, mentre la filtrazione è solo leggermente influenzata da

questo fattore entro un certo limite. Al diminuire delle dimensioni delle

particelle, la difficoltà di separazione mediante centrifugazione aumenta

maggiormente che nella filtrazione. Le dimensioni al di sotto delle quali

la filtrazione è da preferire alla centrifugazione è dell’ordine di 1–2 µm,

più o meno le dimensioni dell’Escherichia coli.



Separazione solidoSeparazione solido--liquidoliquido

La differenza di densità è un fattore importante per la centrifugazione,

mentre ha un effetto trascurabile per la filtrazione.

Gli svantaggi della filtrazione sono che piccole particelle determinano
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Gli svantaggi della filtrazione sono che piccole particelle determinano

una bassa velocità di permeazione, con i pori delle membrane che

spesso si ostruiscono diminuendo ulteriormente la velocità di

filtrazione.



Estrazioni di brodi di coltura microbiologiciEstrazioni di brodi di coltura microbiologici

1) rimozione del solido (filtrazione e centrifugazione )

2) estrazioni con solventi (con solventi sia miscibili che immiscibili

con acqua)
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con acqua)

3) estrazione su fase solida

4) adsorbimento su fase espansa (che può essere utilizzata

direttamente su brodi di coltura non chiarificati).



CentrifugazioneCentrifugazione

La centrifugazione è stata applicata da almeno 100 anni nel recupero di

lieviti da brodi di fermentazione. Poiché i lieviti sono circa un ordine di

grandezza più grandi dei batteri, la capacità di centrifugazione per i

lieviti è circa 100 volte maggiore che per i batteri. La viscosità tipica dei
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brodi di fermentazione dei batteri è circa 1-2 cP (centiPoise). Poichè i

batteri sono costituiti per il 70-80% di acqua, la differenza di densità tra

loro ed il mezzo acquoso è generalmente piccola (0.1 g/L o meno).

Sebbene la differenza di densità sia bassa, il fattore dominante che

determina il tempo e la forza g necessaria per separare le cellule dal

medio è la grandezza delle particelle.



CentrifugazioneCentrifugazione

LaLa tabellatabella seguenteseguente forniscefornisce alcunealcune caratteristichecaratteristiche didi microrganismimicrorganismi
rappresentativirappresentativi..
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CentrifugazioneCentrifugazione
Per particelle sferiche e fluidi Newtoniani, la velocità di sedimentazione
sotto l'influsso di un forza centrifuga applicata, è stata descritta da Hsu:

V = d2 (δρ) ωr/18µ

V è la velocità di sedimentazione
d è il diametro delle particelle
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d è il diametro delle particelle
ω è la velocità angolare
r è la posizione radiale dell particella
µ è la viscosità del liquido
δρ è la differenza di densità tra particella e liquido

Anche se ci sono spesso deviazioni dal caso ideale, l'equazione
fornisce un utile guida per la manipolazione delle caratteristiche fisiche
del brodo per migliorare la separazione.



CentrifugazioneCentrifugazione
PerPer esempio,esempio, sese lala densitàdensità delladella particelleparticelle èè 11..0505 g/Lg/L ee lala densitàdensità deldel
liquidoliquido èè 11..0202,, unauna piccolapiccola diminuzionediminuzione delladella densitàdensità deldel liquidoliquido aa 00..9696..
AdAd eses.. perper aggiuntaaggiunta didi metanolometanolo dovrebbedovrebbe triplicaretriplicare lala velocitàvelocità didi
sedimentazionesedimentazione.. SeSe ilil metanolometanolo diminuiscediminuisce ancheanche lala viscosità,viscosità, lala
velocitàvelocità dovrebbedovrebbe aumentareaumentare ulteriormenteulteriormente.. PoichéPoiché lala velocitàvelocità èè
proporzionaleproporzionale alal quadratoquadrato deldel diametrodiametro delladella particella,particella, lala semplicesemplice
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proporzionaleproporzionale alal quadratoquadrato deldel diametrodiametro delladella particella,particella, lala semplicesemplice
riduzioneriduzione delledelle dimensionidimensioni allaalla metà,metà, quadruplicaquadruplica ilil tempotempo richiestorichiesto..
AmmessoAmmesso cheche ilil pp..aa.. nonnon siasia termolabile,termolabile, l'aumentol'aumento delladella temperatura,temperatura,
abbassandoabbassando lala viscosità,viscosità, miglioramigliora lala velocitàvelocità.. LaLa velocitàvelocità angolareangolare ee lala
posizioneposizione radialeradiale delladella particellaparticella sonosono determinatedeterminate dalledalle caratteristichecaratteristiche
delladella centrifugacentrifuga.. UnaUna tipicatipica centrifugacentrifuga dada laboratoriolaboratorio concon 44 bottigliebottiglie didi 11
LL didi capacitàcapacità operaopera aa 35003500--60006000 rpmrpm ee applicaapplica unauna forzaforza centrifugacentrifuga didi
30003000--50005000gg..



Estrazioni di brodi di coltura microbiologiciEstrazioni di brodi di coltura microbiologici

1) rimozione del solido (filtrazione e centrifugazione)

2) estrazioni con solventi (con solventi sia miscibili che immiscibili

con acqua)
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con acqua)

3) estrazione su fase solida

4) adsorbimento su fase espansa (che può essere utilizzata

direttamente su brodi di coltura non chiarificati).



FiltrazioneFiltrazione

Alla base della filtrazione troviamo la differenza di pressione tra le

superficie della membrana, e questa può essere controllata sia

applicando una pressione sopra la membrana, sia facendo del vuoto

sotto la membrana. La pressione dà numerosi vantaggi: minimizza la
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sotto la membrana. La pressione dà numerosi vantaggi: minimizza la

denaturazione delle proteine ed altre molecole biologiche riducendo la

formazione di schiume sotto la membrana; riduce l'evaporazione del

solvente dal filtrato. La pressione che può essere applicata è spesso

limitata dalla compressibilità del solido.



FiltrazioneFiltrazione

Ci sono due configurazioni base per la filtrazione: la filtrazione a vicolo-cieco e
la centrifugazione a flusso laminare (crossflow). Nel primo caso la
sospensione fluisce perpendicolarmente alla superficie della membrana, ed il
solido si accumula sulla superficie della membrana. Nel secondo caso il liquido
si muove parallelamente alla superficie della membrana.
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Filtrazione a flusso perpendicolare (vicolo cieco)Filtrazione a flusso perpendicolare (vicolo cieco)

TaleTale tipotipo didi filtrazionefiltrazione deidei brodibrodi didi fermentazionefermentazione èè complicatocomplicato daldal problemaproblema

delladella bassabassa porositàporosità ee compressibilitàcompressibilità deidei solidisolidi accumulati,accumulati, cheche determinanodeterminano

unauna gradualegraduale diminuzionediminuzione delladella permeabilitàpermeabilità durantedurante lala filtrazionefiltrazione.. ConCon solidisolidi

compressibili,compressibili, unun aumentoaumento delladella differenzadifferenza didi pressionepressione tratra lala membranamembrana puòpuò

addiritturaaddirittura portareportare adad unauna riduzioneriduzione delladella velocitàvelocità didi permeazionepermeazione.. QuestoQuesto

problemaproblema puòpuò essereessere ridottoridotto utilizzandoutilizzando additiviadditivi che,che, aggiuntiaggiunti alal brodobrodo oo postiposti
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problemaproblema puòpuò essereessere ridottoridotto utilizzandoutilizzando additiviadditivi che,che, aggiuntiaggiunti alal brodobrodo oo postiposti

direttamentedirettamente sulsul filtro,filtro, facilitanofacilitano lala filtrazionefiltrazione.. L’additivoL’additivo piùpiù usatousato èè lala diatomitediatomite

(roccia(roccia sedimentariasedimentaria formatasiformatasi perper accumuloaccumulo deidei guscigusci siliceisilicei d’organismid’organismi

acquatici,acquatici, principalmenteprincipalmente diatomee)diatomee) ee lala perliteperlite (simile(simile allaalla pomice,pomice, SiOSiO22 6565--

7070%% -- AlAl22OO33 1010--2020%% -- HH22OO 22--55%%),), derivantederivante dada roccerocce vulcanichevulcaniche.. La quantità di

additivo da aggiungere dipende dalle caratteristiche del brodo, ma un punto di

partenza può essere 50 g/L.



Filtrazione a flusso perpendicolare (vicolo cieco)Filtrazione a flusso perpendicolare (vicolo cieco)

gli apparecchi per la filtrazione sono abbastanza

semplici e noti (buchner, gooch etc).
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Filtrazione a flusso laminare (crossflow filtration)Filtrazione a flusso laminare (crossflow filtration)

La tecnica più comune per realizzare il movimento di un liquido parallelo alla

superficie della membrana è di utilizzare pompe. Un tipico sistema di base da

laboratorio è illustrato in fig.2; esso consiste di una pompa (per gli usi più

comuni con deboli o moderate sovrapressioni, si usa una pompa peristaltica.

Altrimenti è necessario utilizzare pompe a lobi rotanti), un recipiente per la

raccolta del filtrato ed uno per il recupero del brodo concentrato, manometri,
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valvole e modulo filtrante. Le dimensioni dei pori più comuni nelle separazioni

solido-liquido in biotecnologie sono compresi tra 0.1 e 0.65 µm dei microfiltri, e

le dimensioni ancora minori degli ultrafiltri, che sono classificati in base al peso

molecolare minimo che sono in grado di trattenere (NMWC: nominal molecular-

weight cutoff) Gli ultrafiltri più comuni hanno un intervallo compreso tra i 10.000

ed i 500.000 NMWC.



Filtrazione a flusso laminare (crossflow filtration)Filtrazione a flusso laminare (crossflow filtration)
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Filtrazione a flusso laminare (crossflow filtration)Filtrazione a flusso laminare (crossflow filtration)

Un problema con questo tipo di filtrazione è costituito dalla limitata

capacità di trattare liquidi con concentrazioni di particolato

relativamente alte (> 10% vol), o particolato grosso. Questo non perché
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tali condizioni determinino un’occlusione del filtro, ma esse sono

spesso incompatibili con gli altri elementi del sistema, come i tubi, la

pompa, le valvole etc: in alcuni casi, allo scopo di eliminare particolato

di dimensioni > di 100 µm, sono effettuate delle prefiltrazioni

grossolane.



Estrazioni di brodi di coltura microbiologiciEstrazioni di brodi di coltura microbiologici

1) rimozione del solido (filtrazione e centrifugazione)

2) estrazioni con solventi (con solventi sia miscibili che immiscibili

con acqua)
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con acqua)

3) estrazione su fase solida

4) adsorbimento su fase espansa (che può essere utilizzata

direttamente su brodi di coltura non chiarificati).



Estrazione con solventi Estrazione con solventi 

L’estrazione con solventi è ampiamente utilizzata nei primi

stadi di purificazione di un prodotto naturale, prima degli

stadi finali quali la cromatografia, la cristallizzazione o la

precipitazione. Infatti i principali obiettivi dell’estrazione
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precipitazione. Infatti i principali obiettivi dell’estrazione

con solventi sono (1) la concentrazione del p.a. e (2) una

parziale purificazione del p.a.



Estrazione con solventiEstrazione con solventi

Per l’estrazione possono essere utilizzati liquidi sia miscibili sia

immiscibili con acqua. Molto spesso, come vedremo, può essere
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utilizzato un multiapproccio con la combinazione di diversi solventi.

Lo scopo di questo paragrafo è di dare indicazioni pratiche per la

realizzazione, in scala di laboratorio, di un’estrazione con solventi.



Estrazione con solventiEstrazione con solventi

Dovendo sviluppare un procedimento d’estrazione

è necessario decidere se:

1) procedere prima alla separazione dei solidi od
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1) procedere prima alla separazione dei solidi od

estrarre direttamente l’intero brodo di fermentazione

2) quale solvente usare ed in particolare se usarne uno

miscibile o immiscibile con acqua



Estrazione con solventiEstrazione con solventi
Per quanto riguarda il primo punto (separazione dei solidi od estrazione

diretta), esso dipende principalmente dalla localizzazione del principio attivo: se

esso in altre parole è nel liquido, associato alla parte solida (cellule) o se è

ripartito tra queste due fasi. In quest’ultimo caso, probabilmente l’estrazione

diretta del brodo è la decisione migliore. Se il p.a. è completamente nel mezzo

liquido, è preferibile prima separare le cellule mediante filtrazione o

centrifugazione e quindi procedere al recupero del prodotto mediante
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centrifugazione e quindi procedere al recupero del prodotto mediante

estrazione o adsorbimento . Quando il p.a. è completamente associato alle

cellule, esistono due approcci generali: il primo consiste nell’estrarre

direttamente il brodo e nel procedere quindi alla separazione delle fasi

solido/liquido mediante centrifugazione; il secondo consiste nel separare le

cellule, che saranno successivamente sottoposte ad estrazione con un

solvente miscibile con acqua ed infine separate per filtrazione o centrifugazione



Estrazione con solventiEstrazione con solventi

Per quanto riguarda la seconda decisione (scelta del solvente), l’uso di

solventi miscibili con l’acqua determina la diluizione della soluzione,
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mentre l’uso di solventi immiscibili, se consente un’immediata

concentrazione della soluzione del p.a., d’altra parte spesso conduce

ad emulsioni..



Coefficienti di ripartizioneCoefficienti di ripartizione

L’estrazione liquido-liquido si basa su una diversa distribuzione di un

soluto tra due fasi immiscibili ed è solitamente espressa in termini di

coefficiente di distribuzione o di ripartizione

K = Ca/Cb
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dove Ca/Cb sono le concentrazioni all’equilibrio rispettivamente nella fase a e b.

Usualmente le fasi iniziali dell’estrazione sono il mezzo di coltura ed un

solvente immiscibile, ma nelle successive estrazioni le fasi possono

essere due solventi immiscibili (es. metanolo/esano,

tetraidrofurano/soluzione acquosa satura di NaCl).



Coefficienti di ripartizioneCoefficienti di ripartizione
I coefficienti di ripartizione sono influenzati dalle proprietà della

soluzione acquosa (pH, forza ionica) e del solvente (idrofobicità,

polarità). I coefficienti di ripartizione sono abbastanza insensibili alla

temperatura e, entro certi limiti, alla concentrazione dei soluti. Tra le

proprietà della fase acquosa, il pH riveste una particolare importanza,

particolarmente per acidi o basi deboli. Molti metaboliti secondari, come
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particolarmente per acidi o basi deboli. Molti metaboliti secondari, come

la penicillina, sono acidi o basi deboli, ed il pH può essere utilizzato per

controllare ed eventualmente invertire il coefficiente di ripartizione. La

tabella seguente, mostra una lista di prodotti farmaceutici che sono

acidi o basi deboli e che sono estratti con i solventi indicati. Poiché

alcuni composti possono essere instabili a valori estremi di pH, è

necessario controllarne preventivamente la stabilità.
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SolventiSolventi

La tabella seguente elenca una serie di solventi che possono essere

utilizzati nelle estrazioni. I criteri di scelta sono principalmente la

selettività e solubilità. Per estrazioni su scala di laboratorio la scelta è

più ampia, poiché limitazioni di carattere economico, tossicologico e di
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più ampia, poiché limitazioni di carattere economico, tossicologico e di

sicurezza sono meno vincolanti che non per operazioni estrattive su

scala industriale; se tuttavia c’è la possibilità che la procedura sia poi

trasferita in scala più grande, altri fattori (costi, tossicità, possibilità di

recupero…) devono essere considerati.
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SolventiSolventi

Criteri di scelta:
– costo
– caratteristiche tossicologiche
– reperibilità
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– reperibilità
– selettività verso determinati soluti
– facilità di recupero
– proprietà fisiche (solubilità in H2O, densità, 

viscosità, P.E.)
– pericolosità (volatilità, infiammabilità)



SolventiSolventi

Solventi immiscibili con H2O: alcoli (isobutanolo, n-butanolo) 

chetoni (metil isobutil chetone) 

acetati (butil, etil, isopropil) 

idrocarburi (toluene, esano, benzene, etere di 

Poco costosi, 
facilmente reperibili, 
buone proprietà 
fisiche (bassa 
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idrocarburi (toluene, esano, benzene, etere di 

petrolio) 

alogenati (cloroformio, cloruro di metilene, di 

cloroetano). 

 

Solventi miscibili con H2O: alcoli (principalmente metanolo). 

fisiche (bassa 
viscosità e differente 
densità rispetto 
all’H 2O) 
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Metodi ed esempiMetodi ed esempi

QuestiQuesti procedimentiprocedimenti possonopossono essereessere utilizzatiutilizzati perper l’estrazionel’estrazione inizialeiniziale

concon ilil solventesolvente didi solutisoluti lipofililipofili ee perper unauna purificazionepurificazione liquidoliquido--liquidoliquido deldel

solventesolvente estrattoestratto..

SeSe ilil coefficientecoefficiente didi ripartizioneripartizione èè sufficientementesufficientemente elevato,elevato, basteràbasterà unauna
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solasola estrazione,estrazione, altrimentialtrimenti èè necessarionecessario piùpiù didi un’estrazioneun’estrazione perper

ottenereottenere reserese soddisfacentisoddisfacenti..

LoLo scoposcopo didi ciascunciascun esempioesempio èè didi ottenereottenere unun estrattoestratto cheche possapossa

essereessere facilmentefacilmente concentratoconcentrato sottosotto vuotovuoto eded usatousato perper ii successivisuccessivi

stadistadi finalifinali didi purificazionepurificazione (cromatografia,(cromatografia, cristallizzazione,cristallizzazione,

precipitazione)precipitazione)..



Example 1: Initial Acetonitrile Extraction Followed Example 1: Initial Acetonitrile Extraction Followed 
by Acetonitrile/Aqueous NaCI Purificationby Acetonitrile/Aqueous NaCI Purification

ToTo thethe fermentationfermentation brothbroth heldheld inin anan ErlenmeyerErlenmeyer flaskflask containingcontaining aa magneticmagnetic stirstir bar,bar, addadd
thethe minimumminimum amountamount ofof acetonitrileacetonitrile neededneeded toto solubilizesolubilize solutesolute.. AgitateAgitate vigorouslyvigorously untiluntil
equilibriumequilibrium hashas beenbeen establishedestablished.. AfterAfter reachingreaching steadysteady state,state, transfertransfer thethe wholewhole brothbroth--
acetonitrileacetonitrile mixturemixture toto centrifugecentrifuge bottlesbottles andand centrifugecentrifuge toto separateseparate solidssolids fromfrom thethe
supernatantsupernatant.. IfIf maximummaximum yieldyield isis desired,desired, thethe wetwet solidssolids shouldshould bebe extractedextracted againagain withwith
moremore aqueousaqueous acetonitrileacetonitrile (the(the samesame compositioncomposition asas thethe initialinitial wholewhole brothbroth--acetonitrile)acetonitrile)..
CombineCombine thethe supernatantssupernatants inin anan ErlenmeyerErlenmeyer flaskflask containingcontaining aa magneticmagnetic stirstir bar,bar, andand
whilewhile mixing,mixing, graduallygradually addadd sodiumsodium chloridechloride untiluntil thethe supernatantsupernatant formsforms twotwo liquidliquid
phases,phases, anan acetonitrileacetonitrile--richrich phasephase andand anan aqueousaqueous--richrich phasephase.. TransferTransfer thethe contentscontents toto aa
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phases,phases, anan acetonitrileacetonitrile--richrich phasephase andand anan aqueousaqueous--richrich phasephase.. TransferTransfer thethe contentscontents toto aa
graduatedgraduated separatingseparating funnel,funnel, andand allowallow thethe phasesphases toto separateseparate byby gravitygravity.. NoteNote thethe
volumevolume ofof eacheach andand removeremove aa samplesample ofof eacheach usingusing aa pipetpipet oror syringesyringe.. MeasureMeasure thethe
solutesolute concentrationconcentration inin eacheach phase,phase, determinedetermine thethe partitionpartition coefficient,coefficient, andand calculatecalculate thethe
totaltotal amountamount ofof solutesolute containedcontained inin thethe upperupper andand lowerlower phasesphases.. IfIf solutesolute recoveryrecovery inin thethe
acetonitrileacetonitrile phasephase isis acceptable,acceptable, discarddiscard thethe lowerlower aqueousaqueous phasephase.. IfIf recoveryrecovery isis
unacceptable,unacceptable, therethere areare twotwo optionsoptions toto increaseincrease recoveryrecovery.. OneOne isis simplysimply toto backback--extractextract
thethe aqueousaqueous phasephase withwith moremore acetonitrileacetonitrile.. TheThe otherother isis toto simultaneouslysimultaneously increaseincrease thethe
acetonitrileacetonitrile volumevolume andand decreasedecrease thethe aqueousaqueous volumevolume.. ThisThis isis donedone byby returningreturning thethe
contentscontents toto thethe ErlenmeyerErlenmeyer flaskflask andand addingadding moremore sodiumsodium chloride,chloride, mixingmixing well,well, andand thenthen
separatingseparating thethe phasesphases..
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Example 2: Initial Acetonitrile Extraction Followed Example 2: Initial Acetonitrile Extraction Followed 
by Aqueous Acetonitrileby Aqueous Acetonitrile--Toluene PurificationToluene Purification

ToTo thethe fermentationfermentation brothbroth heldheld inin anan ErlenmeyerErlenmeyer flaskflask containingcontaining aa mag-neticmag-netic stirstir bar,bar, addadd

thethe minimumminimum amountamount ofof acetonitrileacetonitrile neededneeded toto solubilizesolubilize solutesolute (Note(Note 11)).. AgitateAgitate

vigorouslyvigorously untiluntil equilibriumequilibrium hashas beenbeen establishedestablished AfterAfter reachingreaching steadysteady state,state, transfertransfer thethe

wholewhole brothbroth--acetonitrileacetonitrile mixturemixture toto centrifugecentrifuge bottlesbottles andand centrifugecentrifuge toto separateseparate solidssolids

fromfrom thethe supernatantsupernatant.. IfIf maximummaximum yieldyield isis desired,desired, thethe wetwet solidssolids shouldshould bebe extractedextracted

againagain withwith moremore aqueousaqueous acetonitrileacetonitrile (the(the samesame compositioncomposition asas thethe initialinitial wholewhole brothbroth--

acetonitrile)acetonitrile).. CombineCombine thethe supernatantssupernatants intointo aa ErlenmeyerErlenmeyer flaskflask containingcontaining aa magneticmagnetic stirstir
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bar,bar, andand whilewhile mixing,mixing, graduallygradually addadd toluenetoluene untiluntil thethe superna-tantsuperna-tant formsforms twotwo liquidliquid

phases,phases, aa toluenetoluene--acetonitrileacetonitrile upperupper phasephase andand anan aqueousaqueous acetonitrileacetonitrile lowerlower phasephase

(Note(Note 44)).. TransferTransfer thethe contentscontents toto aa graduatedgraduated separat-ingseparat-ing funnel,funnel, andand allowallow thethe phasesphases

toto separateseparate byby gravitygravity.. NoteNote thethe volumevolume ofof eacheach phasephase andand removeremove aa samplesample ofof eacheach

usingusing aa pipetpipet oror syringesyringe.. MeasureMeasure thethe solutesolute concentrationconcentration inin eacheach phase,phase, determinedetermine thethe

partitionpartition coefficient,coefficient, andand cal-culatecal-culate thethe totaltotal amountamount ofof solutesolute containedcontained inin thethe upperupper andand

lowerlower phasesphases.. IfIf solutesolute recoveryrecovery inin thethe acetonitrileacetonitrile--toluenetoluene phasephase isis acceptable,acceptable, discarddiscard

thethe lowerlower aqueousaqueous phasephase.. IfIf recoveryrecovery isis unacceptable,unacceptable, backback--extractextract thethe aqueousaqueous phasephase

withwith moremore acetonitrileacetonitrile--toluenetoluene..
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Example 3: Ethyl Acetate Extraction Followed by Example 3: Ethyl Acetate Extraction Followed by 
pH Swing PurificationpH Swing Purification

AcidifyAcidify thethe wholewhole brothbroth toto aa pHpH valuevalue belowbelow thethe solute'ssolute's pKapKa valuevalue.. AddAdd 100100 mLmL ethylethyl acetateacetate toto 200200
mLmL acidifiedacidified wholewhole brothbroth inin aa 500500--mLmL centrifugecentrifuge bottlebottle.. PlacePlace bottlebottle onon shakershaker andand agitateagitate vigorouslyvigorously
untiluntil equilibriumequilibrium hashas beenbeen establishedestablished.. AfterAfter reachingreaching steadysteady state,state, centrifugecentrifuge inin aa smallsmall laboratorylaboratory
tabletable--toptop centrifugecentrifuge equippedequipped withwith aa swingingswinging--bucketbucket rotorrotor inin orderorder toto separateseparate thethe liquidliquid phasesphases..
SiphonSiphon toto removeremove thethe upperupper ethylethyl acetateacetate phasephase.. IfIf thethe partitionpartition coefficientcoefficient doesdoes notnot stronglystrongly favorfavor thethe
ethylethyl acetateacetate andand maximummaximum yieldyield isis desired,desired, thethe aqueousaqueous phasephase shouldshould bebe extractedextracted againagain withwith moremore
ethylethyl acetateacetate.. CombineCombine thethe ethylethyl acetateacetate extractsextracts inin aa ErlenmeyerErlenmeyer flaskflask containingcontaining aa magneticmagnetic stirstir barbar
andand addadd 5050 mLmL waterwater.. AdjustAdjust thethe pHpH toto aa valuevalue aboveabove thatthat ofof thethe solute'ssolute's pKapKa valuevalue usingusing basebase.. MixMix
thethe solutionssolutions forfor approxapprox 1010 minmin andand thenthen transfertransfer toto bottlesbottles andand centrifugecentrifuge toto separateseparate thethe liquidliquid
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thethe solutionssolutions forfor approxapprox 1010 minmin andand thenthen transfertransfer toto bottlesbottles andand centrifugecentrifuge toto separateseparate thethe liquidliquid
phasesphases (Note(Note 66)).. UsingUsing aa pipet,pipet, removeremove thethe lowerlower aqueousaqueous phasephase containingcontaining thethe solutesolute andand transfertransfer toto
anan ErlenmeyerErlenmeyer flaskflask.. IfIf thethe partitionpartition coefficientcoefficient doesdoes notnot stronglystrongly favorfavor thethe aqueousaqueous phase,phase, oror ifif
recoveryrecovery ofof aqueousaqueous phasephase isis lowlow duedue toto emulsionemulsion formation,formation, thethe ethylethyl acetateacetate shouldshould bebe extractedextracted
againagain withwith moremore waterwater.. TransferTransfer thethe aqueousaqueous bufferbuffer toto anan ErlenmeyerErlenmeyer flaskflask containingcontaining aa magneticmagnetic stirstir
barbar andand addadd 2525 mLmL ethylethyl acetateacetate.. AcidifyAcidify thethe mixturemixture toto thethe desireddesired pHpH usingusing acidacid.. TransferTransfer thethe
contentscontents toto aa graduatedgraduated separatingseparating funnelfunnel andand allowallow phasesphases toto separateseparate byby gravitygravity (Note(Note 77)).. NoteNote thethe
volumevolume ofof eacheach phasephase andand removeremove aa samplesample ofof eacheach usingusing aa pipetpipet oror syringesyringe.. MeasureMeasure thethe solutesolute
concentrationconcentration inin eacheach phase,phase, determinedetermine thethe partitionpartition coefficient,coefficient, andand calculatecalculate thethe totaltotal amountamount ofof
solutesolute containedcontained inin thethe upperupper andand lowerlower phasesphases.. IfIf solutesolute recoveryrecovery inin thethe ethylethyl acetateacetate phasephase isis
acceptable,acceptable, discarddiscard thethe lowerlower aqueousaqueous phasephase.. IfIf recoveryrecovery isis unacceptable,unacceptable, backback--extractextract thethe aqueousaqueous
phasephase withwith moremore ethylethyl acetateacetate..
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