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Downstream Processing:
il cuore dell’industria biotecnologica

del futuro

FOCUS ENEA B

Dal laboratorio alla scala pilota, le tecnologie DSP trasformano biomasse e matrici biologiche in biofarmaci, mole-
cole nutraceutiche e composti ad alto valore per green chemistry, ottimizzando rese, qualita e sostenibilita della

produzione biotecnologica.
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di Gian Paolo Leone, Daniele Pizzichini, Claudio Russo, Divisione Sistemi Agroalimentari Sostenibili, Laboratorio Bioeconomia Circolare Rige-

nerativa- ENEA

industria  biotecnologica
da cui derivano biofarmaci
(es. anticorpi monoclonali,
vaccini, enzimi terapeu-
tici), molecole per applicazioni in
ambito food/nutraceutica e di green
chemistry (es. agrofarmaci, interme-
di per materiali biobased, pigmenti)
ha conosciuto nellultimo ventennio
una crescita senza precedenti. Il
passaggio alla scala industriale av-
venuto a cavallo degli anni 2000 ha
pertanto assegnato un ruolo centrale
al downstream processing (DSP), in-
teso come le operazioni che seguono
f'upstream, ossia la crescita/raccolta
della biomassa cellulare (fermenta-
zioni, colture cellulari/batteriche,
processi di lisi spontanea o per via
enzimatica), fino allottenimento del
prodotto finale. [l valore economico di
tale comparto nel 2024 & stato pari a
$41,8 Mld: al 2030 si prevede varra pit
del doppio, trainato dalla crescente
domanda di anticorpi, vaccini e pro-
teine ricombinanti’. In termini gene-
rali, il DSP include (Figura 1):
 la fase di recupero/estrazione che
attua un primo disassemblaggio della
massa cellulare prodotta in upstream
con rimozione del materiale grossola-
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Figura 1 - Upstream e downstream processing applicato a produzioni biotecnologiche e principali

tecnologie utilizzate.

no. Tecnologie di riferimento includo-
no la centrifugazione, la flocculazione,
la filtrazione di profondita o la micro-
filtrazione;

« la purificazione in cui, con passaggi
successivi, si isola la molecola target.
Processi cromatografici in varie archi-
tetture sono usati per la separazione
chemoselettiva di pool molecolari (es.
frazioni proteico-peptidiche indesi-
derate dal pool proteico/peptidico di
interesse); ad essi possono essere
accoppiate fasi di concentrazione/
purificazione preliminare mediante
ultrafiltrazione;

il polishing e la formulazione in
cui si avvicendano fasi di ulteriore
purificazione e di miscelazione con
componenti/eccipienti, per creare il

biofarmaco/bioformulato finale. Lul-
trafiltrazione e la diafiltrazione sono
qui utilizzate per il fine-tuning di se-
parazioni tramite lallontanamento di
molecole di piccola dimensione come
i sali presenti nelle soluzioni tampo-
ne. Processi di diafiltrazione a pas-
saggio singolo favoriscono lesercizio
in continuo?. In fase di formulazione
il principio attivo target & sottoposto
allaggiunta di componenti minori, o
stabilizzato in forma di polvereg, liofilo o
estratto oleoso.

Un caso a parte riguarda i proces-
si estrattivi a fluidi supercritici per
l'ottenimento di molecole lipofile
(es. provitamine, pigmenti, moleco-
le antiossidanti) a partire da matrici
algali o batteriche® che consente il
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recupero del prodotto target nelle
fasi precoci della produzione e da cui
possono derivare ulteriori fasi di valo-
rizzazione a cascata del pannello di-
soleato, spesso di natura proteica™®.

Applicazioni ENEA delle tecnologie
DSP in ambito biotecnologico

La Divisione AGROS ha di recente im-
piegato tecnologie di norma applica-
te a matrici agroalimentari primarie
e secondarie, per la messa a punto di
processi DSP di produzioni biotecno-
logiche.

Processi a membrana sono at-
tualmente utilizzati nel progetto
PANHUB, parte della strategia eu-
ropea e nazionale di contrasto alle
pandemie e antibiotico-resistenze,
per processare anticorpi terapeutici
prodotti attraverso la tecnologia del
plant molecular farming. ll ricorso alla
ultrafiltrazione ceramica ha permes-
so la concentrazione/purificazione
a freddo dellestratto vegetale da av-
viare alla fase di cromatografia. Studi
ulteriori sono invece necessari per la
messa a punto della fase di chiarifi-
cazione dellomogenizzato vegetale
mediante microfiltrazione ceramica.
Riferendosi a modelli biologici come
gli esosomi (nanovescicole presenti
in matrici vegetali, ricche di composti
bioattivi quali acidi nucleici, polifeno-
li, lipidi e proteine), ENEA in collabora-
zione con Navhetec S.r.l e Agrumaria
Corleone, ha brevettato® un processo
di purificazione e incapsulamento di
esosomi estratti dal succo di limone
mediante ricorso a tecnologie di fil-
trazione e spray-drying con formula-
zione di polveri ad uso nutraceutico
e cosmetico. Il processo, validato su
scala pilota, ha consentito la com-
mercializzazione di un ingrediente
funzionale (CitraVes™) destinato a
integratori, alimenti, bevande e co-
smetici con azione antinfiammatoria,
antiossidante e preventiva di malattie
cardiovascolari.
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Tecniche di spray-drying sono sta-
te adottate su scala laboratorio nel
Proof of Concept VEG4FUN (Cellule
VEGetali per il manufacturing di Food
ad alto valore Nutrizionale) per il mi-
croincapsulamento di colture cellula-
ri (basilico, perilla, carciofo) attraver-
so il ricorso a carrier commerciali 0
derivati da sottoprodotti agroalimen-
tari (siero di latte), ottenendo polveri
con proprieta antiossidanti e ricche
in polifenoli. Un approccio analogo ha
permesso il trattamento di estratti di
biomassa batterica con produzione di
una polvere idrosolubile ricca di vio-
laceina, pigmento naturale con pro-
prieta antimicrobiche, antitumorali e
immunostimolanti”’.

Nel campo della tecnologia a fluidi
supercritici, ENEA ha brevettato® un
processo per lestrazione selettiva
della torularodina da biomassa dei-
dratata di cellule microbiche lisate. Il
processo, costituito da due step suc-
cessivi, ha permesso di ottenere un
primo estratto oleoso ricco dei caro-
tenoidi apolari (torulene, y-carotene
e p-carotene) e un secondo estratto
con contenuto di torularodina supe-
riore al 85% in carotenoidi totali con
proprieta antiossidanti, anticoleste-
rolemiche e antinfiammatorie, an-
timicrobiche e antitumorali. Con La
medesima tecnologia validata sino
alla scala pilota, & stato messo a pun-
to un processo estrattivo di microal-
ghe nel Progetto Horizon 2020 BBI
VALUEMAG (Valuable Products from
Algae Using New Magnetic Cultivation
and Extraction Techniques) ottenen-
do molecole ad alto valore biologico
quali carotenoidi antiossidanti (es.
astaxantina, luteina) e acidi grassi
mono e polinsaturi (es. w3 - EPA) per
utilizzi in ambito food, nutraceuti-
co, cosmetico®. Sono attualmente in
corso attivita analoghe nel Progetto
Horizon Europe PROTEIN4IMPACT
(IMpact of alternative PROtein sour-
cestoimproVE nutrition)in un quadro

piu ampio di sfruttamento a cascata
della risorsa biologica attraverso il
recupero della frazione proteica dalla
biomassa disoleata.

Il posizionamento ENEA nel

quadro delle sfide industriali

La presenza di Hall Tecnologiche (Fi-
gura 2) ospitanti le principali tecnolo-
gie di DSP utilizzate nellindustria bio-
tecnologica (filtrazione a membrana,

Figura 2 - Centro di Innovazione Integrato
Agrobiopolis (CR Trisaia, Rotondella, MT)

fluidi supercritici, spray-drying), rap-
presenta un elemento centrale del
Dip. SSPT per lo studio dei processi
biotecnologici dalla produzione alla
formulazione finale.

La capacita di R&S su scala banco e
pilota consente la validazione di pro-
cessi DSP su matrici biotecnologiche
in termini di rese e qualita finali e abi-
lita al successivo passaggio verso la
scala preindustriale. L'acquisizione in
linea di parametri operativi, anche in
condizioni di processo continuo (Fi-
gura 3) (es. stima in tempo reale del
fouling di membrana), supporta lo svi-
luppo di modelli predittivi che, insie-
me ai sistemi di Big Data e machine
learning, diventano la chiave per indi-
rizzare la produzione biotecnologica
secondo i principi di Quality by Design
(ObD), sfruttando a pieno il potenzia-
le delle tecnologie analitiche di pro-
cesso, secondo un rigoroso controllo
in-process.

Lintensificazione del DSP rappre-
senta un'ulteriore sfida per superare
il collo di bottiglia che ad esso si as-
socia e ridurne lincidenza sul costo
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menti o stoccaggi intermedi (minori
spazi/apparecchiature), rappresenta
uno degli aspetti strategici auspi-
cabili consentendo la riduzione dei
tempi di processamento, delle per-
dite e il miglioramento della qualita
dei prodotti. In questa direzione il
Dip. SSPT & in grado di coniugare le
competenze maturate sul DSP con la
capacita di elaborazione di nuovi ma-
teriali, promuovendo cosi lo sviluppo
di soluzioni di cromatografia avanza-
ta (a membrana') per la realizzazione
di separazioni “fini” in modalita con-
tinue; inoltre, il ricorso a tecnologie
di spray-drying o sistemi supercritici
possono favorire la messa a punto di
processi evaporativi continui’2.

Figura 3 - Sistemi continui di filtrazione (micro e ultrafiltrazione; nanofiltrazione e osmosi inversa)
tangenziale a membrana presso Hall Tecnologica Processi Agroindustriali (CR Casaccia, Roma). perinfo: gianpaolo.leone@enea.it

totale di produzione che attualmente ne in continuo del prodotto in fase di
pud arrivare all80%'. Lelaborazio-  DSP, senza necessita di condiziona-
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Biotecnologie marine: progetto RAISE

Nellambito del progetto RAISE, il Dipartimento SSPT di ENEA ha sviluppato una soluzione innovativa basata su un
approccio Nature Based coerente con il paradigma dellEconomia Circolare. Liniziativa prevede, infatti, la realizza-
zione di reef artificiali tramite stampa 3D utilizzando gusci di mitili come materia prima seconda. Queste strutture
favoriscono la rinaturalizzazione degli ambienti marini degradati e il recupero di specie vulnerabili, nel caso speci-
fico lostrica piatta(Ostrea edulis). | primi risultati, ottenuti nella Baia di Santa Teresa, mostrano un rapido processo
di colonizzazione biologica e un significativo potenziale di rigenerazione ecosistemica.

D0110.12910/EAI2025-077

di Cristian Chiavetta (SSPT - Laboratorio Strumenti per la Sostenibilita e Circolarita dei Sistemi Produttivi e Territoriali*; Chiara Lombardi(La-

boratorio Biodiversita ed Ecosistemi)

Introduzione e background

el 2021, la Commissione Eu-
ropea haintrodotto un nuovo
approccio per un'Economia
Blu sostenibile in Europa,
allineando le attivita marine e ma-
rittime agli obiettivi del Green Deal
Europeo. Questo nuovo approccio
promuove la coesistenza tra i settori
dellEconomia Blu e integra le iniziati-
ve della Commissione su biodiversita,
alimentazione, mobilita e sicurezza.
La Blue Economy (BE) deve, quindi,
contribuire alla mitigazione dei cam-
biamenti climatici, utilizzare approcci
piu circolari per il riutilizzo e lo smalti-
mento di attrezzature da pesca e ac-
quacoltura, navi o piattaforme, e pro-
muovere lo sviluppo di infrastrutture
verdi a livello costiero per preservare
la biodiversita e il paesaggio.
Solo unanno prima, nel 2020, la Com-
missione Europea aveva pubblicato la
Strategia sulla Biodiversita: un piano
ambizioso per proteggere la Natura e
invertire il degrado degli ecosistemi
entro il 2030, con azioni e piani speci-
fici da attuare a livello internazionale,
nazionale e regionale/locale per pro-
teggere le persone, il clima e il pia-
neta. Per realizzare azioni concrete
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al fine di raggiungere l'obiettivo della
Strategia sulla Biodiversita, e recen-
temente entratain vigore la Legge sul
Ripristino della Natura che mira a ri-
pristinare gli ecosistemi, gli habitat e
le specie in Europa, sia sulla terra che
in mare, per consentire il ripristino a
lungo termine di un ambiente natura-
le biodiverso e resiliente, contribuire
agli obiettivi di mitigazione e adat-
tamento al cambiamento climatico
dellEuropa e raggiungere gli obiettivi
internazionali entro il 2050.

In questo quadro, al fine di contribu-
ire al raggiungimento degli obiettivi
suddetti il Dipartimento per la Soste-
nibilita, la Circolarita e 'Adattamento
al Cambiamento Climatico di ENEA
(SSPT) ha intrapreso un percorso di
innovazione, finanziato dal progetto
RAISE - Robotics and Al for Socio-e-
conomic Empowerment (finanziato
dalla Missione 4, Componente 2, In-
vestimento 1.5 del Piano Nazionale
di Ripresa e Resilienza - PNRR) per
integrare l'approccio Nature Based(le
Nature Based Solution(NBS) sono so-
luzioni che, ispirandosi alle dinamiche
naturali, sono in grado di rigenerare
I'ambientale) con i principi delleco-
nomia circolare tramite applicazioni

biotecnologiche. Le biotecnologie
rappresentano, infatti, uno strumen-
to strategico di primaria importanza
per la chiusura dei cicli, contribuen-
do a trasformare il modello econo-
mico lineare in un sistema capace di
autorigenerarsi. Nello specifico, Le
biotecnologie marine (biotecnologie
blu) si applicano agli organismi mari-
ni per sviluppare prodotti innovativi
in ambito biomedico, farmaceutico,
ambientale e industriale e contribu-
iscono alla creazione di farmaci, alla
depurazione delle acque, alla riduzio-
ne dellinquinamento e alla produzio-
ne di biofertilizzanti ed enzimi. Inoltre,
valorizzano scarti della blue economy;,
promuovendo la sostenibilita e l'eco-
nomia circolare, proprio come nel
caso dei reef artificiali sviluppati nel
contesto del progetto RAISE.

| reef circolari sviluppati da
ENEA nel progetto RAISE

ENEA ha sviluppato nel contesto del-
le attivita del progetto RAISE dei reef
artificiali per la rinaturalizzazione de-
gli ambienti marini degradati ottenuti
dalla valorizzazione degli scarti della
mitilicoltura in ottica di economia
circolare. | gusci dei mitili, un sotto-



