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Estrazione in fase solida Estrazione in fase solida 
L’estrazioneL’estrazione inin fasefase solidasolida evitaevita ii problemiproblemi derivantiderivanti dalledalle emulsioniemulsioni cheche spessospesso sisi

formanoformano nellenelle estrazioniestrazioni liquidoliquido--liquidoliquido ee permettepermette didi ottenereottenere unauna concentrazioneconcentrazione eded unauna

purificazionepurificazione deldel prodottoprodotto.. L’estrazioneL’estrazione inin fasefase solidasolida utilizzautilizza adsorbentiadsorbenti susu estrattiestratti grezzigrezzi

provenientiprovenienti dada brodibrodi didi fermentazionefermentazione dopodopo l’estrazionel’estrazione inizialeiniziale oo dopodopo lala separazioneseparazione

delledelle fasifasi perper

(1)(1) purificarepurificare ilil campionecampione,,

(2)(2) l’arricchimentol’arricchimento didi traccetracce
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(2)(2) l’arricchimentol’arricchimento didi traccetracce

(3)(3) ilil frazionamentofrazionamento deidei prodottiprodotti desideratidesiderati

QuandoQuando èè utilizzatautilizzata perper purificarepurificare ilil campione,campione, lala cartucciacartuccia puòpuò tratteneretrattenere ii solutisoluti

desideratidesiderati mentrementre lascialascia passarepassare ii composticomposti indesiderati,indesiderati, oo viceversaviceversa.. L’arricchimentoL’arricchimento didi

traccetracce consenteconsente lala concentrazioniconcentrazioni didi componenticomponenti cheche eranoerano presentipresenti sottosotto ilil limitelimite didi

rilevabilitàrilevabilità.. IlIl frazionamentofrazionamento utilizzautilizza unun gradientegradiente aa stadistadi perper eluireeluire componenticomponenti concon

diversadiversa polaritàpolarità..



Estrazione in fase solidaEstrazione in fase solida
L’estrazioneL’estrazione inin fasefase solidasolida sfruttasfrutta lele stessestesse interazioniinterazioni presentipresenti nellanella
cromatografiacromatografia liquidaliquida.. L’efficienzaL’efficienza delladella separazioneseparazione èè principalmenteprincipalmente
funzionefunzione delladella velocitàvelocità didi flussoflusso concon cuicui èè immessoimmesso ilil grezzogrezzo ee deldel
rapportorapporto volumetricovolumetrico tratra campionecampione ee adsorbenteadsorbente.. BasseBasse velocitàvelocità didi
flussoflusso miglioranomigliorano lala separazioneseparazione mama aumentanoaumentano ii tempitempi;; velocitàvelocità
elevateelevate possonopossono impedireimpedire unun sufficientesufficiente contattocontatto deldel prodottoprodotto concon
l’adsorbentel’adsorbente..
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l’adsorbentel’adsorbente..

LeLe conseguenzeconseguenze didi un’eccessivaun’eccessiva velocitàvelocità didi caricamentocaricamento possonopossono
essereessere::

–– perditaperdita didi risoluzionerisoluzione

–– insoddisfacenteinsoddisfacente adsorbimentoadsorbimento deldel prodottoprodotto

–– bassobasso recuperorecupero



Estrazione in fase solidaEstrazione in fase solida
ComeCome guidaguida generale,generale, cartuccecartucce contenenticontenenti menomeno didi 300300 mgmg didi
adsorbenteadsorbente dovrebberodovrebbero essereessere caricatecaricate adad unun flussoflusso didi circacirca 00..22--11..00
mL/minmL/min mentrementre cartuccecartucce piùpiù grandigrandi possonopossono essereessere caricatecaricate aa 22--55
mL/minmL/min.. SebbeneSebbene bassebasse velocitàvelocità didi flussoflusso dannodanno unun migliormiglior recuperorecupero ee
selettività,selettività, un’eccessivaun’eccessiva lentezzalentezza puòpuò determinaredeterminare minoreminore resaresa..

UnUn rapportorapporto insufficienteinsufficiente tratra ii volumivolumi deldel campionecampione ee dell’adsorbentedell’adsorbente
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UnUn rapportorapporto insufficienteinsufficiente tratra ii volumivolumi deldel campionecampione ee dell’adsorbentedell’adsorbente
puòpuò portareportare aa perditaperdita didi risoluzionerisoluzione ee recuperorecupero insoddisfacenteinsoddisfacente.. II fattorifattori
cheche determinanodeterminano ilil rapportorapporto sonosono::

–– concentrazioneconcentrazione deidei prodottiprodotti

–– concentrazioneconcentrazione deldel compostocomposto rispettorispetto allealle impurezzeimpurezze

–– fattorefattore didi capacitàcapacità k’k’ deidei prodottiprodotti ee deidei materialimateriali interferentiinterferenti..



Estrazione in fase solidaEstrazione in fase solida
IlIl fattorefattore didi capacitàcapacità k’k’ èè unauna misuramisura didi volumivolumi addizionaliaddizionali didi fasefase mobilemobile richiestirichiesti
nelnel sistemasistema perper fluirefluire unun solutosoluto seguendoseguendo l’eluizionel’eluizione didi unun componentecomponente nonnon
trattenutotrattenuto ee quindiquindi èè unauna misuramisura direttadiretta delladella ritenzioneritenzione deldel solutosoluto stessostesso.. ValoriValori
didi k’k’ compresicompresi tratra 11 ee 1010 sonosono utili,utili, mentrementre valorivalori >> 2020 sisi riferisconoriferiscono adad eluizionieluizioni
troppotroppo protratteprotratte nelnel tempotempo

             tR – t0 
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             tR – t0 
k' = -------------------   (espresso in termini di tempo di ritenzione) 

                 t0 

tR = tempo di ritenzione del soluto 

t0 = tempo di non adsorbimento 

 

oppure si usa il coefficiente di distribuzione kd 

             VR – V0 
kd = -------------------   (espresso in termini di volume di ritenzione) 

                 V0 



Estrazione in fase solidaEstrazione in fase solida
LaLa capacitàcapacità èè inin funzionefunzione didi diversidiversi fattorifattori:: concentrazioneconcentrazione totaletotale didi tuttitutti ii

componenticomponenti nelnel campione,campione, polaritàpolarità deldel grezzo,grezzo, affinitàaffinità deidei componenticomponenti

perper l’adsorbentel’adsorbente.. UnUn eccessivoeccessivo caricamentocaricamento puòpuò determinaredeterminare unun

recuperorecupero scarsoscarso oo variabilevariabile.. SeSe lala ritenzioneritenzione deldel prodottoprodotto desideratodesiderato èè

troppotroppo scarsa,scarsa, lala polaritàpolarità deldel grezzogrezzo puòpuò essereessere troppotroppo altaalta oo
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troppotroppo scarsa,scarsa, lala polaritàpolarità deldel grezzogrezzo puòpuò essereessere troppotroppo altaalta oo

l’adsorbentel’adsorbente puòpuò essereessere troppotroppo deboledebole.. PerPer esempio,esempio, sese l’estrattol’estratto alal

5050%% inin metanolometanolo didi unun brodobrodo didi colturacoltura nonnon èè sufficientementesufficientemente

trattenutotrattenuto dada unauna cartucciacartuccia inin fasefase inversainversa CC--88,, sisi puòpuò ridurreridurre lala

concentrazioneconcentrazione didi metanolometanolo (diluendo(diluendo concon acquaacqua odod evaporandoevaporando ilil

metanolo),metanolo), oo sisi puòpuò sostituiresostituire l’adsorbentel’adsorbente concon unauna fasefase inversainversa CC--1818..



Estrazione in fase solidaEstrazione in fase solida

QuandoQuando sisi richiederichiede ilil recuperorecupero deldel 100100%% deidei prodotti,prodotti, ilil caricamentocaricamento deldel

campionecampione grezzogrezzo èè limitatolimitato daldal prodottoprodotto concon ilil piùpiù bassobasso fattorefattore didi

capacitàcapacità.. SeSe sisi richiederichiede ilil recuperorecupero deldel 100100%% didi unun prodotto,prodotto, ilil
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caricamentocaricamento deldel campionecampione grezzogrezzo continueràcontinuerà finofino allaalla comparsacomparsa didi quelquel

prodottoprodotto.. AggiustamentiAggiustamenti nellanella composizionecomposizione deldel solventesolvente deldel campionecampione

grezzogrezzo possonopossono essereessere usatiusati perper aumentareaumentare lele differenzedifferenze tratra ii fattorifattori didi

capacitàcapacità deidei prodottiprodotti ee deglidegli interferentiinterferenti..



Materiali ed attrezzatureMateriali ed attrezzature

LeLe classiclassi d’adsorbentid’adsorbenti generalmentegeneralmente utilizzateutilizzate nellanella SPESPE sonosono tretre::

polari,polari, nonnon polaripolari ee aa scambioscambio ionicoionico..

SeSe èè notanota lala strutturastruttura chimicachimica eded ii gruppigruppi funzionalifunzionali deldel prodottoprodotto

desiderato,desiderato, questequeste conoscenzeconoscenze possonopossono essereessere utilizzateutilizzate perper lala sceltascelta

deldel tipotipo d’adsorbented’adsorbente (vedi(vedi tabella)tabella) LaLa capacitàcapacità didi ritenzioneritenzione
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deldel tipotipo d’adsorbented’adsorbente (vedi(vedi tabella)tabella) LaLa capacitàcapacità didi ritenzioneritenzione

dell’adsorbentedell’adsorbente èè generalmentegeneralmente deldel 55%% deldel suosuo peso,peso, %% cheche puòpuò ridursiridursi

inin casocaso didi miscelemiscele complessecomplesse.. LeLe figfig.. 44 ee 55 mostranomostrano delledelle tipichetipiche

cartuccecartucce contenenticontenenti l’adsorbentel’adsorbente preimpaccatopreimpaccato.. LaLa quantitàquantità

d’adsorbented’adsorbente perper cartucciacartuccia generalmentegeneralmente variavaria dada 5050 mgmg aa 1010 gg.. LeLe

colonnecolonne piùpiù grandigrandi sonosono utilizzateutilizzate perper maggiorimaggiori capacitàcapacità didi ritenzioneritenzione oo

perper grandigrandi volumivolumi didi campionecampione..
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Preparazione dell’estratto grezzoPreparazione dell’estratto grezzo

IlIl metodometodo didi preparazionepreparazione dell’estrattodell’estratto grezzogrezzo primaprima deldel caricamentocaricamento

sullasulla colonnacolonna dipenderàdipenderà dalladalla compatibilitàcompatibilità delladella colonnacolonna ee deldel

solventesolvente.. PerPer esempio,esempio, sese unun estrattoestratto metanolometanolo acquaacqua devedeve essereessere

caricatocaricato susu unauna colonnacolonna didi silicesilice oo allumina,allumina, ilil campionecampione devedeve primaprima
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essereessere completamentecompletamente anidrificatoanidrificato eliminandoeliminando l’acqua,l’acqua, cheche èè

incompatibileincompatibile concon adsorbentiadsorbenti inin fasefase normale,normale, ee quindiquindi devedeve essereessere

risolubilizzatorisolubilizzato inin unun solventesolvente nonnon polarepolare comecome etileetile acetato,acetato, toluene,toluene,

esanoesano.. SeSe sisi devonodevono usareusare adsorbentiadsorbenti inin fasefase inversa,inversa, questiquesti inveceinvece

nonnon sonosono compatibilicompatibili concon solventisolventi qualiquali ilil toluenetoluene (solubilizza(solubilizza lala fasefase

stazionaria),stazionaria), cheche devonodevono quindiquindi essereessere preventivamentepreventivamente eliminatieliminati..



Preparazione dell’estratto grezzoPreparazione dell’estratto grezzo

AncheAnche sese ilil solventesolvente èè compatibile,compatibile, lala preparazionepreparazione puòpuò essereessere
necessarianecessaria aa secondaseconda cheche ilil nostronostro prodottoprodotto debbadebba essereessere trattenutotrattenuto
dalladalla colonnacolonna oo debbanodebbano inveceinvece essereessere trattenutetrattenute lele impurezzeimpurezze.. PuòPuò
essereessere necessarionecessario variarevariare lala polaritàpolarità deldel solventesolvente aggiungendoaggiungendo adad
esempioesempio esano,esano, sese inin fasefase normale,normale, oo acqua,acqua, sese inin fasefase inversainversa;; oo puòpuò
essereessere necessarionecessario evaporareevaporare parzialmenteparzialmente l’estrattol’estratto.. LaLa diluizionediluizione haha ilil
vantaggiovantaggio didi richiedererichiedere pocopoco tempotempo ee didi avereavere menomeno probabilitàprobabilità didi
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vantaggiovantaggio didi richiedererichiedere pocopoco tempotempo ee didi avereavere menomeno probabilitàprobabilità didi
determinaredeterminare lala precipitazioneprecipitazione deldel prodottoprodotto;; tuttaviatuttavia essaessa aumentaaumenta ii
tempitempi didi caricamentocaricamento eded inoltreinoltre puòpuò ridurreridurre lala capacitàcapacità didi adsorbimentoadsorbimento..
LaLa concentrazioneconcentrazione sottosotto vuotovuoto haha ilil vantaggiovantaggio didi abbreviareabbreviare ii tempitempi didi
caricamentocaricamento ee didi aumentareaumentare lala capacitàcapacità didi adsorbimentoadsorbimento;; ii suoisuoi
svantaggisvantaggi sonosono didi richiedererichiedere unun equipaggiamentoequipaggiamento extraextra ee deldel tempotempo perper
lala concentrazioneconcentrazione..
OgniOgni grossogrosso contaminantecontaminante cheche sisi formiformi durantedurante lala diluizionediluizione oo lala
concentrazioneconcentrazione dovrebbedovrebbe essereessere eliminatoeliminato concon unun prefiltroprefiltro aa 2020 µµmm



Precondizionamento della colonna

PrimaPrima deldel caricamentocaricamento deldel campione,campione, lala cartucciacartuccia SPESPE dovrebbedovrebbe

essereessere pretrattatapretrattata concon unun eluenteeluente forteforte (adsorbenti(adsorbenti aa fasefase inversainversa concon

66--1010 volumivolumi didi holdupholdup didi acetonitrileacetonitrile oo metanolometanolo.. ResineResine aa scambioscambio

ionicoionico concon 66--1010 volumivolumi didi holdupholdup didi metanolometanolo;; fasifasi normalinormali nonnon

richiedonorichiedono prelavaggi)prelavaggi).. DopoDopo ilil prelavaggioprelavaggio lala cartucciacartuccia devedeve essereessere
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richiedonorichiedono prelavaggi)prelavaggi).. DopoDopo ilil prelavaggioprelavaggio lala cartucciacartuccia devedeve essereessere

equilibrataequilibrata concon 66--1010 volumivolumi didi holdupholdup (un(un volumevolume didi holdupholdup èè

approssimativamenteapprossimativamente equivalenteequivalente adad 11 mLmL perper 00..55 gg didi adsorbente)adsorbente) didi

eluenteeluente didi polaritàpolarità similesimile aa quellaquella delladella soluzionesoluzione deldel campionecampione.. LaLa

velocitàvelocità didi flussoflusso nonnon èè criticacritica inin questaquesta fasefase eded èè approssimativamenteapprossimativamente

didi 55--1010 mL/minmL/min.. UnaUna voltavolta equilibrata,equilibrata, èè importanteimportante cheche lala colonninacolonnina

nonnon vadavada aa seccosecco..



Caricamento del campioneCaricamento del campione
IlIl campionecampione dovrebbedovrebbe essereessere caricatocaricato adad unauna velocitàvelocità << didi 55 mL/min,mL/min, alal
finefine didi ottenereottenere unauna bandabanda strettastretta deidei prodottiprodotti adsorbitiadsorbiti allaalla sommitàsommità
delladella cartucciacartuccia.. LaLa quantitàquantità adsorbitaadsorbita dovrebbedovrebbe essereessere appenaappena inferioreinferiore
allaalla capacitàcapacità massimamassima dell’adsorbentedell’adsorbente (saturazione)(saturazione)..

ComeCome regolaregola generale,generale, cartuccecartucce contenenticontenenti menomeno didi 300300 mgmg didi
adsorbenteadsorbente dovrebberodovrebbero essereessere caricatecaricate concon 00..22--11..00 mL/min,mL/min, mentrementre
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adsorbenteadsorbente dovrebberodovrebbero essereessere caricatecaricate concon 00..22--11..00 mL/min,mL/min, mentrementre
cartuccecartucce concon piùpiù didi 300300 mgmg didi adsorbenteadsorbente possonopossono essereessere caricatecaricate aa 22--
55 ML/minML/min.. TuttaviaTuttavia mentrementre velocitàvelocità bassebasse didi flussoflusso produconoproducono unun
migliormiglior recuperorecupero ee selettività,selettività, unun flussoflusso troppotroppo bassobasso riduceriduce ilil passaggiopassaggio
deldel campionecampione ee dovrebbedovrebbe essereessere evitatoevitato.. PerPer misuraremisurare l’effettol’effetto deldel
flussoflusso sisi possonopossono eseguireeseguire unauna serieserie didi proveprove aa differentidifferenti velocitàvelocità didi
flussoflusso..



LavaggiLavaggi

DopoDopo ilil caricamento,caricamento, lala cartucciacartuccia devedeve essereessere lavatalavata concon almenoalmeno unun

paiopaio didi volumivolumi didi holdupholdup didi eluenteeluente aa polaritàpolarità similesimile aa quellaquella delladella

soluzionesoluzione contenentecontenente ilil campionecampione.. RaccogliereRaccogliere aa parteparte gligli eluati,eluati,
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separatamenteseparatamente daldal campionecampione esaurito,esaurito, perper recuperarerecuperare eventualeeventuale

prodottoprodotto eluitoeluito..



EluizioneEluizione
AggiungereAggiungere l’eluentel’eluente desideratodesiderato allaalla sommitàsommità delladella cartucciacartuccia nellonello

spaziospazio didi riservariserva soprasopra l’adsorbentel’adsorbente.. GocciolareGocciolare ilil solventesolvente moltomolto

lentamentelentamente.. LaLa quantitàquantità minimaminima didi eluenteeluente corrispondecorrisponde aa duedue volumivolumi didi

holdupholdup.. LaLa quantitàquantità ee lala forzaforza dell’eluentedell’eluente devonodevono essereessere determinatedeterminate

sperimentalmentesperimentalmente ee dipendedipende daglidagli obiettiviobiettivi delladella SPESPE:: sese lolo scoposcopo èè
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semplicementesemplicemente quelloquello didi ottenereottenere unauna concentrazioneconcentrazione delladella soluzionesoluzione

contenentecontenente tuttitutti ii prodottiprodotti inin unun piccolopiccolo volume,volume, alloraallora sisi useràuserà unun

eluenteeluente forteforte (ad(ad esempioesempio metanolometanolo oo acetonitrileacetonitrile perper fasifasi inverse)inverse)..

AltrimentiAltrimenti sisi puòpuò giàgià inin questaquesta fasefase ottenereottenere unun primoprimo frazionamentofrazionamento

utilizzandoutilizzando unun gradientegradiente aa stadistadi didi eluentieluenti didi forzaforza diversa,diversa, tipotipo unauna

colonnacolonna cromatograficacromatografica tradizionaletradizionale..



Adsorbimento a letto espanso Adsorbimento a letto espanso 
(expanded(expanded--bed)bed)

IntroduzioneIntroduzione:: AlloAllo scoposcopo didi miglioraremigliorare gligli stadistadi inizialiiniziali didi purificazionepurificazione didi

prodottiprodotti derivantiderivanti dada unauna fermentazione,fermentazione, recentementerecentemente èè statastata introdottaintrodotta unauna

tecnicatecnica chiamatachiamata ““ExpandedExpanded--bedbed AbsorptionAbsorption”” (adsorbimento(adsorbimento aa lettoletto espanso)espanso)

cheche consenteconsente didi eliminareeliminare lolo stadiostadio didi separazioneseparazione deldel solidosolido (chiarificazione),(chiarificazione),

aumentandoaumentando lala resaresa deldel prodottoprodotto eded accorciandoaccorciando ii tempitempi..
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TaleTale tecnicatecnica nonnon èè concettualmenteconcettualmente nuova,nuova, inin quantoquanto eraera giàgià statastata applicataapplicata

neglinegli annianni ’’5050 perper l’isolamentol’isolamento delladella streptomicina,streptomicina, ee successivamentesuccessivamente neglinegli

annianni ’’7070 perper lala novobiocinanovobiocina.. TaliTali applicazioni,applicazioni, tuttavia,tuttavia, nonnon prevedevanoprevedevano l’usol’uso

d’adsorbentid’adsorbenti specificamentespecificamente preparatipreparati perper questaquesta tecnicatecnica ee spessospesso

richiedevanorichiedevano attrezzatureattrezzature complessecomplesse.. LaLa disponibilitàdisponibilità inin commerciocommercio didi

adsorbentiadsorbenti specificispecifici perper EBAEBA haha recentementerecentemente rinnovatorinnovato l’interessel’interesse perper questaquesta

metodicametodica..



Adsorbimento a letto espanso Adsorbimento a letto espanso 
(expanded(expanded--bed)bed)

GliGli adsorbentiadsorbenti utilizzatiutilizzati nell’EBAnell’EBA consentonoconsentono contemporaneamentecontemporaneamente didi

procedereprocedere adad unauna concentrazioneconcentrazione ee purificazionepurificazione deldel prodotto,prodotto, mentrementre ilil

particolatoparticolato passapassa attraversoattraverso lala colonnacolonna senzasenza essereessere trattenutotrattenuto..

LaLa principaleprincipale diversitàdiversità dell’EBAdell’EBA rispettorispetto allealle colonnecolonne convenzionaliconvenzionali risiederisiede nelnel

modomodo inin cuicui l’adsorbentel’adsorbente èè impaccatoimpaccato.. MentreMentre nellanella cromatografiacromatografia

convenzionaleconvenzionale essoesso èè tenutotenuto rigidamenterigidamente sulsul supporto,supporto, cosacosa che,che, sese dada unauna

31/05/201131/05/2011 ESTRATTIVA (Lez. 8)ESTRATTIVA (Lez. 8) 1818

convenzionaleconvenzionale essoesso èè tenutotenuto rigidamenterigidamente sulsul supporto,supporto, cosacosa che,che, sese dada unauna

parteparte aumentaaumenta l’efficienza,l’efficienza, dall’altradall’altra richiederichiede cheche siasia caricatocaricato unun campionecampione privoprivo

didi particolato,particolato, nell’EBA,nell’EBA, poichépoiché c’èc’è nellanella parteparte superioresuperiore delladella colonnacolonna unun certocerto

spaziospazio riempitoriempito didi eluente,eluente, èè possibilepossibile ottenereottenere un’espansioneun’espansione dell’adsorbentedell’adsorbente

inin gradogrado didi consentireconsentire ilil passaggiopassaggio deldel particolatoparticolato tratra ii granuligranuli d’adsorbented’adsorbente;; èè

tuttaviatuttavia necessarionecessario cheche quest’espansionequest’espansione siasia lala piùpiù uniformeuniforme possibile,possibile, perper

prevenireprevenire ilil possibilepossibile passaggiopassaggio deldel liquidoliquido senzasenza contattocontatto concon l’adsorbentel’adsorbente..



Adsorbimento a letto espanso Adsorbimento a letto espanso 
(expanded(expanded--bed)bed)

BackgroundBackground:: InIn unauna EBA,EBA, ilil liquidoliquido cheche entraentra daldal bassobasso causacausa ilil trascinamentotrascinamento
deidei granuligranuli didi adsorbenteadsorbente cosìcosì cheche sisi avràavrà unauna espansioneespansione deldel lettoletto nonnon appenaappena
sisi raggiungeraggiunge lala velocitàvelocità minimaminima d’espansioned’espansione.. ManMan manomano cheche lala velocitàvelocità deldel
liquidoliquido aumenta,aumenta, ilil lettoletto sisi espandeespande ulteriormenteulteriormente concon lala formazioneformazione didi
(relativamente)(relativamente) grandigrandi spazispazi vuotivuoti tratra ii singolisingoli granuligranuli.. SeSe lala velocitàvelocità continuacontinua adad
aumentare,aumentare, l’adsorbentel’adsorbente raggiungeràraggiungerà l’apicel’apice delladella colonna,colonna, ee sisi saràsarà alloraallora
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aumentare,aumentare, l’adsorbentel’adsorbente raggiungeràraggiungerà l’apicel’apice delladella colonna,colonna, ee sisi saràsarà alloraallora
raggiuntaraggiunta lala velocitàvelocità terminaleterminale.. EssaEssa èè determinatadeterminata dalladalla lunghezzalunghezza delladella
colonnacolonna ee dalledalle caratteristichecaratteristiche fisichefisiche dell’adsorbentedell’adsorbente ee deldel liquidoliquido.. TantoTanto piùpiù
densodenso ee viscosoviscoso èè ilil brodo,brodo, tantotanto minoreminore èè lala velocitàvelocità terminale,terminale, mentrementre tantotanto
piùpiù densodenso ee viscosoviscoso èè l’adsorbente,l’adsorbente, tantotanto maggioremaggiore èè lala velocitàvelocità terminaleterminale.. FinoFino
aa cheche lala velocitàvelocità èè compresacompresa tratra lala velocitàvelocità minimaminima ee lala velocitàvelocità terminaleterminale,,
l’adsorbentel’adsorbente rimarràrimarrà inin unouno statostato d’espansioned’espansione stabilestabile determinatodeterminato
dall’equilibriodall’equilibrio tratra lala forzaforza gravitazionalegravitazionale ee lala forzaforza didi trascinamentotrascinamento..



Adsorbimento a letto espanso Adsorbimento a letto espanso 
(expanded(expanded--bed)bed)

SeSe ilil liquidoliquido contienecontiene unun particolato,particolato, concon unauna velocitàvelocità terminaleterminale inferioreinferiore
aa quell’operativa,quell’operativa, essoesso semplicementesemplicemente passeràpasserà attraversoattraverso gligli spazispazi
vuotivuoti tratra l’adsorbentel’adsorbente senzasenza essereessere trattenutotrattenuto dalladalla colonnacolonna..
SebbeneSebbene cici sianosiano delledelle variazioni,variazioni, grangran parteparte delledelle EBAEBA consisteconsiste didi
cinquecinque stadistadi didi base,base, comecome mostratomostrato nellanella figurafigura seguenteseguente..

1.1. lolo stratostrato didi adsorbenteadsorbente èè convertitoconvertito inin lettoletto espansoespanso usandousando unun liquidoliquido
privoprivo didi particolatoparticolato
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privoprivo didi particolatoparticolato
2.2. ilil campionecampione (ad(ad eses.. ilil brodo)brodo) contenentecontenente ilil particolatoparticolato èè caricatocaricato sullasulla

colonnacolonna finofino adad avereavere lala saturazionesaturazione dell’adsorbentedell’adsorbente
3.3. lala colonnacolonna vieneviene lavatalavata dada sottosotto perper rimuovererimuovere ilil materialemateriale particolatoparticolato

ancoraancora rimastorimasto neglinegli spazispazi vuotivuoti deldel lettoletto
4.4. ilil lettoletto espandoespando èè convertitoconvertito inin lettoletto impaccatoimpaccato oo perper gravita,gravita, oo invertendoinvertendo ilil

flussoflusso eded ilil prodottoprodotto èè eluitoeluito dall’adsorbentedall’adsorbente
5.5. l’adsorbentel’adsorbente èè ripulitoripulito dalledalle impurezzeimpurezze legatelegate tenacementetenacemente ee quindiquindi

riequilibratoriequilibrato perper unun nuovonuovo ciclociclo..



Adsorbimento a letto espanso Adsorbimento a letto espanso 
(expanded(expanded--bed)bed)
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Adsorbimento a letto espanso Adsorbimento a letto espanso 
(expanded(expanded--bed)bed)

PrimaPrima deglidegli annianni ’’8080 nonnon c’eranoc’erano adsorbentiadsorbenti specificamentespecificamente preparatipreparati

perper l’EBAl’EBA ee questoquesto costituivacostituiva unouno deidei principaliprincipali problemiproblemi perper utilizzareutilizzare

questaquesta tecnicatecnica siasia aa livellolivello didi laboratoriolaboratorio siasia industrialeindustriale.. GliGli adsorbentiadsorbenti

devonodevono possederepossedere lala capacitàcapacità didi fluidificarefluidificare ee didi legarelegare possibilmente,possibilmente,

ancheanche inin manieramaniera selettiva,selettiva, ii prodottiprodotti.. NegliNegli ultimiultimi annianni sonosono statistati
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ancheanche inin manieramaniera selettiva,selettiva, ii prodottiprodotti.. NegliNegli ultimiultimi annianni sonosono statistati

preparatipreparati adsorbentiadsorbenti destinatidestinati esclusivamenteesclusivamente all’EBA,all’EBA, concon particolariparticolari

caratteristichecaratteristiche didi densità,densità, uniformitàuniformità didi dimensioni,dimensioni, etcetc..

GranGran parteparte delledelle applicazioniapplicazioni sonosono statestate nell’isolamentonell’isolamento delledelle proteine,proteine,

ancheanche sese sonosono statestate riportateriportate applicazioniapplicazioni sull’isolamentosull’isolamento didi molecolemolecole

relativamenterelativamente piccolepiccole (ad(ad eses.. immunomycin,immunomycin, concon PM<PM<900900))..



Materiali: solventi ed adsorbentiMateriali: solventi ed adsorbenti
PerPer prodottiprodotti nonnon polari,polari, èè necessarionecessario aggiungereaggiungere preventivamentepreventivamente alal
brodobrodo didi colturacoltura unun solventesolvente miscibilemiscibile concon acquaacqua (tabella(tabella 88)) alloallo scoposcopo
didi solubilizzaresolubilizzare ilil prodottoprodotto.. E’E’ importanteimportante cercarecercare didi minimizzareminimizzare lala
quantitàquantità didi solventesolvente alloallo scoposcopo didi nonnon ridurreridurre lala capacitàcapacità
dell’adsorbentedell’adsorbente;; questoquesto dipendedipende siasia dalladalla diminuzionediminuzione dell’isotermadell’isoterma
d’adsorbimentod’adsorbimento (aumento(aumento deldel poterepotere eliotropo),eliotropo), dovutadovuta alal solvente,solvente, siasia
dalladalla diminuzionediminuzione delladella concentrazioneconcentrazione deldel prodottoprodotto nelnel solventesolvente;; taletale
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dalladalla diminuzionediminuzione delladella concentrazioneconcentrazione deldel prodottoprodotto nelnel solventesolvente;; taletale
diminuzione,diminuzione, sese sisi operaopera inin unun intervallointervallo linearelineare dell’isotermadell’isoterma
d’adsorbimento,d’adsorbimento, portaporta adad unauna proporzionaleproporzionale diminuzionediminuzione delladella capacitàcapacità
delladella resinaresina.. D’altraD’altra parte,parte, l’aggiuntal’aggiunta didi unun solventesolvente conduceconduce adad unauna
diminuzionediminuzione delladella densitàdensità ee viscositàviscosità deldel brodo,brodo, cheche sisi traducetraduce inin unauna
maggioremaggiore velocitàvelocità terminaleterminale dell’adsorbentedell’adsorbente che,che, aa suasua volta,volta, determinadetermina
unauna riduzioneriduzione deldel tempotempo d’adsorbimentod’adsorbimento.. IlIl solventesolvente nonnon haha influenzainfluenza
sullasulla differenzadifferenza relativarelativa tratra lala velocitàvelocità terminaleterminale dell’adsorbentedell’adsorbente ee deldel
particolatoparticolato..



Materiali: solventi ed adsorbentiMateriali: solventi ed adsorbenti
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Materiali: solventi ed adsorbentiMateriali: solventi ed adsorbenti

Una lista parziale d’adsorbenti disponibili in commercio è data dalla

tabella 9.

La Sepabeads fu introdotta in commercio nella metà degli anni ’80 ed è

stata preparata con una densità di circa 1.2 g/mL, ottenuta attraverso la

31/05/201131/05/2011 ESTRATTIVA (Lez. 8)ESTRATTIVA (Lez. 8) 2525

bromurazione della base polimerica stirene-divinilbenzene. La

bromurazione, oltre ad aumentare la densità, aumenta anche la

lipofilicità della resina rispetto al polimero puro.

La Streamline, adsorbente per proteine, anche ha una densità di 1.2

g/mL, ottenuta mediante inclusione di un nocciolo di materiale inerte

nella matrice.
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Adsorbimento a letto espanso Adsorbimento a letto espanso 
(expanded(expanded--bed)bed)

Attrezzatura. Colonna, collettore di frazioni, pompa peristaltica
connessa con tubi flessibili, ed, eventualmente, rivelatore.
Una differenza rispetto alla cromatografia convenzionale è la lunghezza
della colonna: in genere, una colonna per laboratori ha un diametro di
2-5 cm per una lunghezza di 50-100 cm; poiché non c’è una caduta
apprezzabile di pressione, non c’è un reale limite alla lunghezza della
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apprezzabile di pressione, non c’è un reale limite alla lunghezza della
colonna.
Molto importanti sono l’estremità della colonna (figura 8). Il basso
(ingresso del brodo) deve consentire il libero passaggio del particolato,
che deve essere distribuito uniformemente su tutta la sezione della
colonna, e nello stesso tempo, deve trattenere la resina quando
s’interrompe il flusso o quando questo è invertito (si usa un reticolo con
aperture di 200-600 µm).
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Adsorbimento a letto espanso Adsorbimento a letto espanso 
(expanded(expanded--bed)bed)

La parte superiore (uscita effluente) dovrebbe essere mobile così da

poter essere alzata, durante la fase di caricamento, appena sopra il

letto espanso e quindi riabbassata durante la fase di eluizione. Da

questa parte non c’è bisogno di un reticolo. Nel dis. A, è necessario
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questa parte non c’è bisogno di un reticolo. Nel dis. A, è necessario

che il brodo sia filtrato per eliminare il particolato che non passerebbe

nel reticolo. Nel dis. B, il brodo è introdotto dall’alto e quindi deflesso

dalla base; un vantaggio è che in questo caso non c’è la possibilità

d’ostruzione del reticolo (che non c’è).



MetodicaMetodica
Preparazione del brodo. Una caratteristica preliminare è che il
particolato debba avere una velocità terminale più bassa rispetto a
quella dell’adsorbente.
Mentre alcuni brodi di fermentazione possono essere utilizzati come
tali, altri richiedono opportuni aggiustamenti.
Alcuni brodi possono formare miceli filamentosi od aggregati che
potrebbero bloccare il reticolo od avere una velocità limite troppo
elevata, così da accumularsi alla base della colonna. In questi casi si
può passare preventivamente il brodo su un colino prima di immetterlo
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può passare preventivamente il brodo su un colino prima di immetterlo
nella colonna. Se il p.a. è intracellulare, il filtraggio dovrebbe essere
condotto solo dopo aver aggiunto un adatto solvente estraente.
Un’alternativa è quella di omogeneizzare il brodo.
Se il brodo è troppo viscoso, così che la velocità terminale
dell’assorbente può essere troppo bassa e richiedere tempi
inaccettabilmente lunghi, esso può essere diluito o, se il p.a. è
termostabile, si può ricorrere ad un aumento della temperatura.
Alcuni brodi possono contenere troppa biomassa così da intasare la
colonna; in questi casi si può diluire o trattare il brodo a porzioni.



MetodicaMetodica

Formazione del letto espanso. Prima di introdurre il flusso contenente

il brodo, bisogna convertire il letto impaccato in un letto espanso.

Questo è effettuato pompando del liquido privo di particolato nella

colonna ed aumentando gradualmente il flusso fino a quando il letto si
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è espanso di 1.5-3 volte il suo volume iniziale e la sua altezza si sono

stabilizzate. Questo liquido può essere acqua o una soluzione acqua-

solvente nella stessa proporzione presente nel brodo.

Bisogna assolutamente evitare di introdurre aria che potrebbe formare

delle bolle nel letto e spingere l’adsorbente verso l’alto.



MetodicaMetodica

Adsorbimento del prodotto. Una volta stabilizzato il letto espanso, si
può pompare all’interno della colonna direttamente il brodo con il
particolato, eventualmente addizionato di solvente. Poiché le proprietà
fisiche del brodo (densità, temperatura, viscosità) sono probabilmente
differenti da quelle del liquido utilizzato per l’equilibrazione, spesso è
necessario un aggiustamento della velocità di flusso onde mantenere lo
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necessario un aggiustamento della velocità di flusso onde mantenere lo
stesso livello di espansione. Tipici valori di velocità di flusso attraverso
la colonna, sono di 3-10 volumi d’adsorbente l’ora. Quando tutto il
brodo è stato caricato, si raccoglie l’eluato mediante un frazionatore e
si analizzano le singole frazioni per l’eventuale uscita del prodotto. In
genere si continua a pompare il brodo nella colonna fino a quando la
concentrazione di prodotto nell’eluato raggiunge un determinato
rapporto con la concentrazione nel brodo.



MetodicaMetodica
Lavaggi. I lavaggi dopo lo stadio di adsorbimento servono innanzitutto
ad eliminare i residui di brodo contenente il particolato dalla colonna e
secondariamente le impurezze debolmente legate. Lo stadio iniziale di
lavaggio deve essere fatto nello stato di letto espanso. Le proprietà
fisiche del solvente di lavaggio devono essere scelte in modo da
evitare perdita di prodotto e lunghi tempi di lavaggio. Dopo aver
rimosso il particolato, si possono continuare i lavaggi per rimuovere le
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rimosso il particolato, si possono continuare i lavaggi per rimuovere le
impurezze adsorbite ed ogni residuo della fase liquida del brodo.
Quest’operazione può essere effettuata sia con letto espanso o
impaccato; in questo secondo caso, s’interrompe il flusso del solvente,
si attende che l’adsorbente si depositi per gravità, eventualmente si
abbassa la parte superiore della colonna fino al livello del letto ed infine
s’immette l’eluente. Uno dei vantaggi è che il flusso di questo non è
determinato dalla necessità di fluidificare il letto. Inoltre si ha una
riduzione del volume del letto e quindi la necessità di volumi minori.



MetodicaMetodica
Eluizione e pulizia. Quest’ultimo stadio viene sempre effettuato con il

letto impaccato. La scelta del protocollo d’eluizione è effettuata

seguendo i criteri generali cromatografici. Dopo l’eluizione del prodotto

è necessario provvedere ad una pulizia della colonna utilizzando

opportuni eluenti.

Conclusioni. Sebbene la EBA sia ancora agli stadi preliminari di

31/05/201131/05/2011 ESTRATTIVA (Lez. 8)ESTRATTIVA (Lez. 8) 3434

sviluppo (o rinascita), essa si può già considerare una promessa per il

diretto isolamento di prodotti dal brodo di fermentazione non

chiarificato. In un singolo stadio, piuttosto semplice, il prodotto è

concentrato, purificato e chiarificato senza la necessità di centrifughe o

filtri. Tali metodologie potranno ulteriormente svilupparsi quando

saranno disponibili in commercio altre resine opportunamente

realizzate.


