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DESCRIPCION
Separacion de azucares, alcoholes de azucar, carbohidratos y mezclas de los mismos
Campo de la Invencion

La presente invencion se refiere a un método para separar azicares y alcoholes de azucar los unos de los otros.
Mas particularmente la presente invencion se refiere al uso de una resina de intercambio aniénico débilmente basica
seleccionada de un grupo que consiste en polimero poliacrilico reticulado aminado y resina de epiclorhidrin-
trietilentetramina en un procedimiento de separacion cromatografica.

Fundamento de la invencion

La solicitud de patente japonesa JP-1990000281929 describe el uso de una columna de cromatografia liquida
rellena con carga que tiene un radical intercambiable aniénico débilmente basico para analizar sacaridos
(monosacarido u oligosacarido). La carga tiene radical amino de primera clase, radical amino de segunda clase y/o
radical amino de tercera clase. La columna se eluye primero con disolucion de HNO3; 0,1 N y agua y después a
columna se eluye con metanol absoluto.

La patente de EE.UU. 5 482 631 describe un método para separar inositol de azicar y alcoholes de azucar. El
método comprende una resina, que comprende una resina de intercambio de aniones de base fuerte en forma de
cloruro. El método se realiza en un sistema cromatografico de lecho moévil simulado.

Tanaka H. et al. describen en su articulo "Determination of Component Sugars in Soil Organic Matter by HPLC" en
Zentralbl. Mikrobiol. 145 (1990), 621 - 628, un método para determinar azicares componentes de carbohidratos del
suelo. En el método se us6 una columna de resina de intercambio anidnico de base fuerte y se separaron glucosa,
galactosa, manosa, xilosa, ramnosa y ribosa. Sin embargo, la arabinosa, fucosa y fructosa se eluyeron en el mismo
pico y no pudieron separarse las unas de las otras.

La Patente de EE.UU. 6 153 791 describe un procedimiento para la purificacion de acido 2-ceto-L-gulénico por
cromatografia liquida continua usando un intercambiador de iones débilmente basico. Segun la publicacion la resina
de intercambio idnico débilmente basica comprende resina de intercambio anidnico que tiene funcionalidad piridina.
Sin embargo, el método sdlo es capaz de separar acido 2-ceto-L-gulénico de sorbosa y por lo tanto los aziicares no
pueden separarse unos de los otros con este método.

Paskach, T. et al. han descrito en su articulo "High-performance anion-exchange chromatography of sugars and
sugar alcohols on quaternary ammonium resins under alkaline conditions" en Carbohyd. Res. 215 (1991) 1 - 14, el
uso de cromatografia liquida de alto rendimiento fuertemente basica con resinas de amonio cuaternarias para
separar azucares y alcoholes de azucares.

Murphy, P.T. et al. han afirmado en su articulo "A reversible reaction between reducing sugars and a weak-base
anion-exchange resin" en Carbohyd. Res., 7 (1968) 460 - 467, que deberia ejercitarse la precaucion en el uso de
una resina de intercambio aniénico de base débil en presencia de azucares reductores. Segun el articulo se sabe
bien que el contacto entre una resina de intercambio anidnico de base fuerte y azicares reductores lleva a la
epimerizacion y la sorcion irreversible. En el articulo se muestra que en intentos para usar resinas de intercambio
anionico de base débil en presencia de azucares libres, los investigadores han detectado frecuentemente pérdidas
significativas de azucares neutros. En el articulo se muestra que el efecto esta provocado por la formacion reversible
de un compuesto covalente entre la resina y el aztcar reductor.

La publicacion WO 00/42225 describe un método para separar azlicares mientras aun se permite la rapida desorcion
de la resina. El método comprende el uso de una resina de intercambio aniénico de base fuerte en forma de cloruro.
La resina se ha condicionado con una suficiente concentracion de i6n hidroxilo.

Bilik, V. et al. en su articulo en Chem zvesti 33 (1) 118 - 122 (1979) han descrito la separacion de cetosas y aldosas
con intercambiador de iones de polietilenimina en la forma de Cl u OH eluido con agua. Con el método descrito se
separaron 9 cetosas y 14 aldosas. Sin embargo, las cetosas y aldosas no pueden separarse las unas de las otras.
Ademas la fabricacion de particulas esféricas, comenzando a partir de polietilenimina y epiclorhidrina, es mas dificil
en comparacion con materiales de partida convencionales como estireno, acrilatos, acrilonitrilo y divinilbenceno. La
etilenimina se considera ademas que es un material bastante peligroso.

Lindberg B. et al. en Carbohyd. Res. 5 (1967) 286 - 291, han estudiado el uso de resina de intercambio anidnico
fuertemente basica en la forma de bisulfito para la separacién preparativa de azlcares. La utilidad del método de
columna de bisulfito se demostré no solo por la separacién de cetosas a partir de aldosas sino ademas por la
preparacion de D-fructosa, D-glucosa y D-galactosa cromatograficamente puras a partir de productos comerciales.

Oshima R. et al. han estudiado la separacién de andmeros de sacaridos mediante resina de intercambio anidénico
macroreticular fuertemente basica en la forma de sulfato. La resina tiene un grado relativamente alto de reticulado.
El método se lleva a cabo a temperatura ambiente y el eluyente es disolucion de etanol-agua (80%/20%). Los
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experimentos mostraron que el mayor porcentaje de etanol mejoraba la separacién. Se separaron por el
procedimiento 2-desoxi-ribosa, ramnosa, fucosa, galactosa, xilosa, manosa, fructosa, sorbitol, galactosa, glucosa,
lactosa, maltosa, sacarosa y rafinosa.

Bauer y Voelter han descrito una técnica de separacion analitica para carbohidratos en Chromatographia, Vol 9,
Num. 9, Septiembre de 1976. Segun Bauer y Voelter los azlcares reaccionan con acido boérico para formar
complejos anidnicos y son de esta forma separables en resinas de intercambio iénico fuertemente basicas. En el
método la optimizacion de las condiciones de separacion y deteccidon permitieron la separacion y deteccion de 10
azucares que tienen lugar mas rapido que con los métodos anteriores.

Brown, W. ha descrito la selectividad de adsorbentes de gel de poliacrilamida para azucares en el articulo en J.
Chromatog. 53 (1970) 572 - 575. La resina usada en el método es una resina de poliacrilamida, y los azlucares
separados por el procedimiento son rafinosa, sacarosa, ramnosa, galactosa, glucosa, fructosa/manosa y xilosa. Sin
embargo, los grupos amida de poliacrilamida no poseen capacidad de intercambio de iones.

Malan, A. et al. han descrito en su articulo en Ann. Fals. Exp. Chim., Julio - Agosto, 1988, 81, nium. 869, pags. 275 -
281, un método para separar por ejemplo sacarosa, maltosa, lactosa, manosa, fructosa, arabinosa, xilosa, glucosa y
sus azucares invertidos con una resina de intercambio anidnico fuertemente basica.

Breve descripcion de la invencion

Sorprendentemente se ha encontrado que los azulcares y alcoholes de azicar pueden separarse eficazmente de
corrientes de carbohidrato usando una resina de intercambio aniénico débilmente basica (WBA) seleccionada de un
grupo que consiste en polimero poliacrilico reticulado aminado y resina de epiclorhidrintrietilentetramina. La ventaja
de la presente invencion comparado con la técnica anterior es que es especialmente adecuada para separar
azucares reductores en condiciones acidas ademas de por ejemplo en condiciones débilmente acidas.

La presente invencion se refiere a un método para separar azucares, alcoholes de azucar y otros compuestos de
carbohidrato a partir de una disolucién que contiene al menos dos de ellos mediante un método que usa la
separacion cromatografica que comprende al menos una etapa donde una resina de intercambio aniénico
débilmente basica se usa para la separacion cromatografica. La disolucion a separar cromatograficamente contiene
monosacaridos, disacaridos, trisacaridos, oligosacaridos, alcoholes de azucar correspondientes, polioles y mezclas
de los mismos. Los monosacaridos son por ejemplo, monosacaridos de pentosa, hexosa, tetrosa, desoxihexosa,
desoxipentosa y anhidroalditoles. Los disacaridos son por ejemplo, disacaridos de tetrosa, pentosa o hexosa. Los
alcoholes de azucar y polioles son por ejemplo, xilitol, eritritol, inositol, manitol y glicerol. Preferiblemente la resina de
intercambio anidnico débilmente basica se usa para separar xilosa, arabinosa, ramnosa, glicerol, inositol y betaina.
Preferiblemente la resina de intercambio anionico débilmente basica se usa para separar inositol y glicerol de la
betaina.

El método contiene preferiblemente etapas adicionales que comprenden el uso de columnas cromatograficas que
contienen resinas de intercambio catiénico débilmente acida (WAC), resinas de intercambio catiénico fuertemente
acidas (SAC), resinas de intercambio anionico fuertemente basicas (SBA), evaporacion, cristalizacion, procesos de
membrana, etc.

Una ventaja del método y la disposicion de la invencion es que la separacion puede realizarse en un intervalo de pH
donde los azlcares son mas estables. La separacion puede llevarse a cabo en condiciones acidas y no se necesitan
compuestos quimicos, por ejemplo, NaOH, para ajustar el pH en comparacion con la separacion cromatografica con
una resina de intercambio catidnico débilmente acida. El procedimiento de separacion cromatografica es ademas
menos complicado y resultan beneficios econdmicos de esto. Una de las ventajas es ademas que la resina puede
empaquetarse en condiciones acidas. En contraste, la resina de intercambio catiénico débilmente acida ha sido
dificil de empaquetar en condiciones acidas.

Breve descripcion de los dibujos

En lo siguiente la invencion se describira en mayor detalle por medio de realizaciones preferidas con referencia a los
dibujos adjuntos, en que

La Figura 1 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y pH segun el Ejemplo 1;
La Figura 2 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y pH segun el Ejemplo 2;
La Figura 3 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y pH segun el Ejemplo 3;
La Figura 4 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y pH segun el Ejemplo 4;
La Figura 5 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y pH segun el Ejemplo 5;

La Figura 6 es una presentacion grafica de los perfiles de eluciéon y pH segun el Ejemplo 6;
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La Figura 7 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y pH segun el Ejemplo 8;

La Figura 8 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y pH segun el Ejemplo 9;

La Figura 9 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y pH segun el Ejemplo 10;

La Figura 10 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y pH segun el Ejemplo 11;

Las Figuras 11 y 12 son presentaciones graficas de las selectividades de diferentes resinas segun el Ejemplo 12.
Descripcion detallada de la invencién

Segun la presente invencion una disolucién que contiene al menos dos de los azlcares, alcoholes de azicar y/u
otros carbohidratos o mezclas de los mismos se somete a un método que usa separacion cromatografica que
comprende al menos una etapa donde una resina de intercambio anidnico débilmente basica seleccionada de un
grupo que consiste en polimero poliacrilico reticulado aminado y resina epiclorhidrintrietilentetramina se usa en una
columna cromatografica o en una parte de una columna. La resina de intercambio aniénico débilmente basica es en
este contexto una resina, que contiene principalmente grupos anionicos débilmente basicos.

Los azucares a separar se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en monosacaridos, disacaridos,
trisacaridos y oligosacaridos. Los monosacaridos son por ejemplo, monosacaridos de pentosa, hexosa, tetrosa,
desoxihexosa, desoxipentosa y anhidroalditoles. Los disacaridos son por ejemplo, disacaridos de tetrosa, pentosa o
hexosa. Los alcoholes de azicar a separar se seleccionan preferiblemente de un grupo que consiste en xilitol,
eritritol e inositol. Los demas carbohidratos a separar son por ejemplo, polioles, tales como glicerol. Preferiblemente
la resina de intercambio anidnico débilmente basica se usa para separar xilosa, arabinosa, ramnosa, glicerol, inositol
y betaina. Preferiblemente la resina de intercambio aniénico débilmente basica se usa también para separar inositol
y glicerol de la betaina.

El método segun la invencion puede comprender preferiblemente etapas adicionales, tales como usar columnas
cromatograficas que contienen resinas de intercambio catiénico débilmente acidas, resinas de intercambio catiénico
fuertemente acidas, resinas de intercambio anidnico fuertemente basicas, evaporacion, cristalizacion, intercambio
iénico, procesos de membrana, etc., para mejorar la separacion efectiva del producto o productos deseados.

Materias primas de partida adecuadas son disoluciones, hidrolisatos y extractos de plantas que contienen los
azucares, alcoholes de azucar y/o carbohidratos mencionados anteriormente o materias primas convertidas de las
mismas que contienen los azucares, alcoholes de azucar y/o carbohidratos mencionados anteriormente. Ejemplos
de dichos materiales de partida son por ejemplo hidrolisatos de biomasa, molasas, vinasa, corrientes de proceso de
xilosa, corrientes de proceso de sacarosa, y sus corrientes laterales, corrientes basadas en almidén o sacarosa, por
ejemplo, corrientes de proceso de maltosa, glucosa o fructosa o sus corrientes laterales.

La columna cromatografica o una parte de la columna usada en el método de la presente invencion se rellena con
una resina de intercambio aniénico débilmente basica, preferiblemente con una resina de intercambio anidnico
débilmente basica que tiene un esqueleto acrilico. La resina de intercambio aniénico débilmente basica se deriva
preferiblemente de ésteres acrilicos (H,=CR-COOR’, donde R es H o CH3 y R' es grupo alquilo, como metilo, etilo,
isopropilo, butilo, etc.), como acrilato de metilo, acrilato de etilo, acrilato de butilo, metacrilato de metilo, acrilonitrilo o
acidos acrilicos o mezclas de los mismos. La matriz acrilica esta reticulada con un reticulador adecuado que puede
ser por ejemplo, de tipo aromatico como divinilbenceno (DVB) o de tipo alifatico, como isopreno, 1,7-octadieno,
trivinilciclohexano, dietilenglicol-divinil-éter, N,N'-metilenbisacrilamida, N,N'-alquilen-bisacrilamidas, dimetacrilato de
etilenglicol y otros di-, tri-, tetra-, pentacrilatos y pentametacrilatos. Un grado de reticulado adecuado con
divinilbenceno es de 1 a 10% en peso de DVB, preferiblemente de 3 a 8% en peso. La resina anionica débilmente
basica se fabrica del polimero poliacrilico reticulado por aminacién con amina adecuada como mono-, di-, tri-, tetra-,
penta- o hexaminas u otras poliaminas. Por ejemplo, dimetilamina, dietilen-triamina, trietilen-tetramina, tetraetilen-
pentamina, pentaetilen-hexamina y dimetilaminopropilamina son aminas adecuadas.

Otra estructura de resina de intercambio anidnico débilmente basica es intercambiadores aniénicos de
policondensacion basados en epiclorhidrina. El grupo clorometilo y epoxi de la epiclorhidrina reaccionan con
poliaminas formando intercambiadores anidnicos tipo gel reticulado. Por ejemplo, la reaccion de condensacion de
epiclorhidrina con trietilenteramina resulta la siguiente estructura de resina aniénica. Este tipo de resina aniénica
contiene tanto grupos funcionales débilmente basicos (amina terciaria) como fuertemente basicos (amonio
cuaternario).
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En comparacion con las resinas tipo poliacrilicas las resinas basadas en epiclorhidrina son mas dificiles de producir
en forma de gotas por técnica de polimerizacion en suspension, que es una forma fisica favorable de un producto de
intercambio i6nico para propdsitos cromatograficos. Por ejemplo, la patente de EE.UU. 4 184 019 muestra algunos
métodos para producir las resinas basadas en epiclorhidrina en forma de gotas. Esta claro a partir de la patente de
EE.UU. que los métodos son dificiles de realizar ya que necesitan el uso de disolventes especiales.

El tamafio de particula promedio de la resina es normalmente de 10 a 2000 micrémetros, preferiblemente de 100 a
400 micrometros.

La resina puede regenerarse por ejemplo en forma de S042. Sin embargo, esto depende de la composicién iénica
de la disolucién circundante.

El procedimiento de separacion cromatografica usando resina de intercambio anidnico débilmente basica se ha
llevado a cabo como procedimientos de carga en los Ejemplos de la presente aplicacion. Sin embargo, en
aplicaciones industriales son preferibles sistemas de lecho movil simulado (SMB, del inglés simulated moving bed).
El sistema de lecho movil simulado es o bien secuencial o continuo.

La columna se eluye preferiblemente a temperaturas que se seleccionan en base de la estabilidad de la disolucion a
separar y la resina a usar en la separacion.

Un eluyente preferido en la separacion cromatografica de la presente invenciéon es agua, por ejemplo, agua
desmineralizada o agua condensada, o alguna disolucion acuosa, alcohol o una mezcla de los mismos.
Preferiblemente el eluyente es agua y lo mas preferiblemente el eluyente es agua condensada.

El pH de la disoluciéon de alimentacion es o bien, acido, neutro o basico. Preferiblemente el pH de la disolucién de
alimentacion es débilmente acido. El contenido de sustancia seca de la disolucion de alimentacion se ajusta a un
nivel apropiado y después de que la disolucion de alimentacion se precalienta.

Ventajosamente un dispositivo de alimentacion especial puede usarse para alimentar la disolucién a la columna para
asegurar la alimentacion constante. La disolucion de alimentacion se eluye en la columna por un eluyente de
alimentacion, por ejemplo, agua, por ejemplo, agua de intercambio i6nico precalentada por la parte superior de la
columna. El pH y la forma idnica de la resina pueden equilibrarse mediante varias alimentaciones antes de
alcanzarse el equilibrio. El caudal en la columna se ajusta a un nivel apropiado. Las fracciones de las disoluciones
de salida se recogen a intervalos adecuados y se analizan. El término "fracciones de las disoluciones de salida"
significa en esta aplicacion todas las fracciones que salen de la columna.

Es obvio para un experto en la técnica que los parametros del procedimiento se seleccionan cada vez de forma
individual, dependiendo de los compuestos a separar. Por ejemplo, la temperatura de la columna, la disolucion de
alimentacion y el eluyente puede ser de 10 a 95°C, preferiblemente de 40 a 95°C.

Es claro para un experto en la técnica que el método puede alterarse reorganizando el orden de las unidades de
procedimiento o afiadiendo o eliminando algunas unidades del procedimiento. Un experto en la técnica puede
ademas afiadir o alterar el orden de otras unidades de separacion, recuperacion y concentracion.

Ademas, es posible disponer dos 0 mas columnas cromatograficas en secuencia, en donde al menos una columna o
parte de una columna contiene una resina de intercambio anidnico débilmente basica y las otras columnas o parte
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de las columnas contienen otros materiales de relleno de columnas, por ejemplo, resina de intercambio catiénico
fuertemente acida o resina de intercambio anidnico fuertemente basica. Por ejemplo, es posible separar una fraccion
que contiene ramnosa de la disolucion de alimentacion con una resina de intercambio catidnico débilmente acida y
después alimentar la fraccion que contiene ramnosa de la separacién débilmente acida a una separacion
cromatografica de intercambio aniénico débilmente basica y separar adicionalmente una fraccién que contiene
ramnosa de los demas componentes. Es ademas posible separar simultaneamente otros productos posiblemente
deseados de la fraccion que contiene ramnosa. Por otro lado es posible purificar una cierta fraccion, por ejemplo
fraccion de betaina, con una resina de intercambio catidnico fuertemente acida después de que se ha separado
primero de la disolucién de alimentacién con una resina de intercambio aniénico débilmente basica. Segun una
realizacion de la presente invencion la disolucién de alimentacién puede ademas someterse primero a una resina de
intercambio catidnico fuertemente acida y después la resultante disolucion que contiene ramnosa puede someterse
a una resina de intercambio aniénico débilmente basica.

Diversas posibilidades para combinar resinas de intercambio catiénico débilmente acidas, resinas de intercambio
catiénico fuertemente acidas y resinas de intercambio catiénico débilmente basicas se muestran en los Ejemplos. La
separacion del escurrido de la cristalizacion de xilosa con resina de intercambio catiénico fuertemente acida se
muestra en el Ejemplo 2, después de cuya separacion la fraccion de xilosa se alimenta a una resina de intercambio
catiénico débilmente acida segun el Ejemplo 3. La fraccion que contiene ramnosa producida segun el Ejemplo 3 se
alimenta entonces a una resina de intercambio catiénico débilmente acida segun el Ejemplo 4 o a una resina de
intercambio anidnico débilmente basica segun el Ejemplo 5. El rendimiento de ramnosa de ambos Ejemplos 4 y 5
fue bueno.

La separacion cromatografica adicional de la fraccion que contiene ramnosa del Ejemplo 4 con una resina de
intercambio catidnico fuertemente acida se muestra en el Ejemplo 6 y la separacion de la fraccion que contiene
ramnosa, que se ha obtenido de la misma forma como en el Ejemplo 5 con una resina de intercambio catidnico
fuertemente acida, se muestra en el Ejemplo 7.

La separacion cromatografica de glicerol e inositol a partir de betaina se muestra en el Ejemplo 8. Una resina de
intercambio catiénico fuertemente acida puede usarse para purificar la fraccion de betaina cuando las sales se
eliminan. Por otro lado puede alimentarse también vinasa a una columna que contiene una resina de intercambio
cationico fuertemente acida antes de la separacion cromatografica con una resina de intercambio aniénico
débilmente basica.

La separacion cromatografica de oligosacaridos, maltosa y glucosa unos de otros con una resina de intercambio
anionico débilmente basica se muestra en el Ejemplo 9. Con resina de intercambio anidnico débilmente basica
puede separarse la maltosa en buen rendimiento a partir de los demas componentes.

La separacion cromatografica de maltosa a partir de hidrolisato de almidén con una resina de intercambio cationico
fuertemente acida se muestra en el Ejemplo 10.

La separacion cromatografica de betaina e inositol a partir de una disolucién que los contiene con una resina de
intercambio aniénico débilmente basica se muestra en el Ejemplo 11.

La comparacién de selectividades de diferentes compuestos con resina de intercambio catiénico débilmente acida,
resina de intercambio catidnico fuertemente acida y resina de intercambio aniénico débilmente basica se muestra en
el Ejemplo 12.

Se sabe generalmente que cuando se usa la resina de intercambio anionico débilmente basica con esqueleto
acrilico la resina es mas tolerante, por ejemplo, para el ensuciamiento organico, que ha sido un problema en la
separacion cromatografica, por ejemplo, con intercambiadores aniénicos fuertemente basicos. Los azlcares tienden
a descomponer en altos valores de pH. Una ventaja de la presente invencion es que la separacion se lleva a cabo
en valores menores de pH y los azlcares reductores tienen una buena estabilidad en valores de pH de 3 a 5. En
condiciones acidas la resina de intercambio catiénico débilmente basica esta en forma idnica. Otra ventaja de la
presente invencion es que la separacion puede llevarse a cabo en una disolucién de azlcar acida. La resina de
intercambio aniénico débilmente basica es especialmente ventajosa cuando se separan azucares reductores.

Sera obvio para un experto en la técnica que, como la tecnologia avanza, el concepto inventivo puede
implementarse de varias formas. La invencion y sus realizaciones no estan limitadas a los ejemplos descritos sino
que pueden variar dentro del alcance de las reivindicaciones.

Ejemplos
Ejemplo 1

Separacion cromatografica del escurrido de la cristalizacion de xilosa con una resina de intercambio catiénico
débilmente acida en forma H'/Mg**
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El escurrido de la cristalizacion de xilosa a partir de un/el procedimiento de produccion de xilosa basado en lejias
residuales de Mg-si (madera de haya) se sometio a una separacion cromatografica. La separacion se realizd en una
columna cromatografica como un procedimiento en cargas. El equipo consistid en contenedores de alimentacion y
agua eluyente que tienen una camisa de calentamiento, una columna de separacién cromatografica, tuberias para
entrada de disolucion de alimentacion ademas de tuberias de agua eluyente, una bomba y un colector de muestra
para la descarga. La columna con un didametro de 0,045 m se rellend con una resina de intercambio catidnico
débilmente acida acrilica (Finex CA 12 GC) fabricada por Finex Ltd., Finlandia. La resina era una resina basada en
acrilato de etilo. La altura del lecho de resina fue aproximadamente 0,70 m. El grado de reticulado de la resina fue
6,0% de DVB y el tamafio de particula promedio de la resina fue 0,26 mm. La resina se regener6 principalmente en
forma H* (94%) y parcialmente en forma Mg®* (6%) y un dispositivo de alimentacion se coloco en la parte superior
del lecho de resina. La temperatura de la columna y disolucion de alimentacion y agua eluyente fue
aproximadamente 65°C. El caudal en la columna se ajust6é a 4 ml/min. La filtracion de la disolucion de alimentacion
se llevd a cabo por filtracion al vacio antes de los ensayos.

La separacion cromatografica se llevé a cabo como sigue:

Etapa 1: El contenido de sustancia seca de la disolucién de alimentacion se determind y ajusté a 25 g de
sustancia seca en 100 g de disoluciéon segun el indice refractivo (IR) de la disolucion. El pH de la
disolucion de alimentacion fue 3,5.

Etapa 2: 100 ml de disolucion de alimentacion precalentada se inyecto a la parte superior del lecho de resina (a
través del dispositivo de alimentacion).

Etapa 3: La disolucion de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua intercambiada en
iones precalentada a la parte superior de la columna. El pH y forma i6énica de la resina se equilibré por
varias alimentaciones antes del muestreo.

Etapa 4: Muestras de 10 ml de la disolucion de salida se recogieron a intervalos de 3 min. La composicion de
las muestras se analizé con HPLC (PED).

La resina dio una buena separacion de ramnosa de otros monosacaridos. La ramnosa se eluye al final del perfil
cuando la ramnosa se eluye antes de los demas monosacaridos con resina WAC en forma Na'. La ramnosa se
eluye ademas antes de otros monosacaridos con resina WBA aunque la ramnosa se eluye con resina SAC de forma
simultanea con otros monosacaridos.

Ejemplo 2

Separacion cromatografica del escurrido de la cristalizacion de xilosa con una resina de intercambio catiénico
fuertemente acida en forma Na".

El escurrido de la cristalizacion de xilosa a partir de un/el procedimiento de produccion de xilosa basado en lejias
residuales de Ca-si (madera de abedul) se sometié a una separacion cromatografica en una columna de separacion
por cargas. La separacion se realizd6 en una columna de separacion cromatografica a escala piloto como un
procedimiento por cargas.

El equipo consistié en un tanque de alimentacién, una bomba de alimentacién, un intercambiador de calor, una
columna de separacidon cromatografica, contenedores de producto, tuberias para entrada de disolucion de
alimentacion ademas de agua eluyente, tuberias para la salida y control de flujo para el liquido de salida.

La columna con un diametro de 0,225 m se rellené con una resina de intercambio de cationes fuerte (fabricada por
Finex Ltd, Finlandia). La altura del lecho de resina fue aproximadamente 5,1 m. El grado de reticulado fue 5,5% de
DVB y el tamafio de particula promedio de la resina fue 0,41 mm. La resina se regeneré en forma de sodio (Na*) y
se colocé un dispositivo de alimentacion en la parte superior del lecho de resina. La temperatura de la columna,
disolucién de alimentacion y agua eluyente fue aproximadamente 65°C. El caudal en la columna se ajusté a 30 I/h.

La disolucién de alimentacion se pre-tratd por filtracion usando un filtro de presion y tierra diatomea como auxiliar de
filtro. La disolucion de alimentacion se calenté entonces a 65°C y el pH se ajustdé a pH 6, después de lo cual la
disolucion se filtro.

La separacion cromatografica se llevé a cabo como sigue:

Etapa 1. El contenido de sustancia seca de la disolucién de alimentacion se determind y ajusté a 35 g de
sustancia seca en 100 g de disolucion segun el indice refractivo (IR) de la disolucion.

Etapa 2. 151 de la disolucion de alimentacion precalentada se bombe6 a la parte superior del lecho de resina (a
través del dispositivo de alimentacion).
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Etapa 3. La disolucion de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua intercambiada en
iones precalentada a la parte superior de la columna. El pH y forma iénica de la resina se equilibraron
por varias alimentaciones antes del muestreo.

Etapa4. La densidad y conductividad de la disolucién de salida se midié continuamente. La disoluciéon de salida
se recogio y se dividié en dos fracciones en el siguiente orden: fraccion residual (contiene la mayoria de
las sales) y fraccion de xilosa (contiene xilosa, ramnosa, arabinosa y otros monosacaridos).

La cantidad de sustancia seca ademas del contenido de ramnosa, arabinosa y xilosa en la disolucion de
alimentacion y en la fraccion de producto (fraccion de xilosa) se presentan en la Tabla 1. Las concentraciones de los
componentes se expresan como porcentajes de la sustancia seca total en la fraccion particular. El rendimiento de
ramnosa, arabinosa y xilosa en una/la fraccion de producto se presentan también (la cantidad del componente en la
fraccion particular en relacion con la cantidad total de ese componente en todas las fracciones de salida). El color
(ICUMSA, medido a pH 5) de la disolucién de alimentacion y fraccion de producto se presenta también, ademas del
% de eliminacion de color.

Tabla 1. Composiciones, rendimientos y colores

Disolucion de Fraccion de xilosa (analizada a Fraccion residual (analizada
alimentacién (nominal) partir de muestras) a partir de muestras)
SS en fraccion, kg 5,9 4.3 2,1
SS g/100 g de disolucion 34,5 9,3 3,5
Ramnosa, % en SS 5,6 7.1 0,04
Arabinosa, % en SS 2,8 3,9 0,03
Xilosa, % en SS 26,0 37,7 0,1
Color, ICUMSA 38 900 5000
Ramnosa, rendimiento en % 99,7
Arabinosa, rendimiento en % 99,6
Xilosa, rendimiento en % 99,9
Eliminacion de color, % 87,1

La mayoria de las sales y color se eliminaron a partir del escurrido de la cristalizacion de xilosa con una resina de
intercambio cationico fuerte acida con forma Na'. Ademas del contenido de ramnosa, arabinosa y xilosa fueron
mayores en la fraccion de producto que en la disolucién de alimentacion.

Ejemplo 3

Separacion cromatografica de fraccion de xilosa que contiene ramnosa y arabinosa con resina de intercambio
cationico débilmente acida

La fraccion de xilosa preparada segun el Ejemplo 2 (que contiene xilosa, ramnosa, arabinosa y otros
monosacaridos) se someti® a una separacion cromatografica en una columna de separacion por cargas. La
separacion se realizd en una columna de separacion cromatografica a escala piloto como un procedimiento por
cargas.

El equipo consistié en un tanque de alimentacién, una bomba de alimentacién, un intercambiador de calor, una
columna de separacidon cromatografica, contenedores de producto, tuberias para entrada de disolucion de
alimentacion ademas de agua eluyente, tuberias para la salida y control de flujo para el liquido de salida.

La columna con un diametro de 1,0 m se rellend con una resina de intercambio catiénico débilmente acida (Finex CA
16 GC) fabricada por Finex Ltd, Finlandia. La resina era una resina basada en acrilato de metilo. La altura del lecho
de resina fue aproximadamente 5,0 m. El grado de reticulado fue 8% en peso de DVB y el tamafio de particula
promedio de la resina fue 0,28 mm. La resina se regener6 en forma de sodio (Na') y se colocé un dispositivo de
alimentacién en la parte superior del lecho de resina. La temperatura de la columna, disolucién de alimentacién y
agua eluyente fue 65°C. El caudal en la columna se ajusté a 785 I/h.
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El pH de la disolucion de alimentacion se ajusto a pH 6,5 después de lo cual la disolucion se filtro.

La separacion cromatografica se llevé a cabo como sigue:

Etapa 1.  El contenido de sustancia seca de la disoluciéon de alimentacion se ajusté a 35 g de sustancia seca en
100 g de disolucion segun el indice refractivo (IR) de la disolucion.

Etapa 2. 400 | de la disolucién de alimentacion precalentada se bombearon a la parte superior del lecho de resina.

Etapa 3. La disolucion de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua intercambiada en
iones precalentada a la parte superior de la columna. El pH y forma i6nica de la resina se equilibraron
por varias alimentaciones antes del muestreo.

Etapa4. La densidad y conductividad de la disolucion de salida se midié continuamente. La disoluciéon de salida
se recogio y se dividio en tres fracciones (cuando los perfiles de alimentacion no se superpusieron) en el
siguiente orden: fraccion residual (que contiene la mayoria de las sales), fraccién rica en ramnosa (que
contiene la mayoria de la ramnosa) y fraccion rica en xilosa (que contiene la mayoria de la xilosa,
arabinosa y otros monosacaridos).

La cantidad de sustancia seca ademas del contenido de ramnosa y xilosa en la disoluciéon de alimentacién y en las
fracciones de producto se presentan en la Tabla 2. Las concentraciones de los componentes se expresan como
porcentajes del contenido de sustancia seca total en la fraccion particular. El rendimiento de ramnosa y xilosa en
fracciones de producto se presenta también (la cantidad del componente en la fraccion particular en relacion con la
cantidad total de ese componente en todas las fracciones de salida).

Tabla 2. Composiciones y rendimientos, composicion de fracciones se analizaron a partir de las muestras

moeonde, ) Frcoende PRGN hracugn esua
SS en fraccion, kg 160 44 114 11
SS g/100 g de disolucion 36,1 6,2 10,6 2,3
Ramnosa, % en SS 6,7 21,9 0,9 0,2
Xilosa, % en SS 37,4 245 36,5 2,3
Ramnosa, rendimiento en % 90,4 -- --
Xilosa, rendimiento en % - 79,0 -

El contenido en ramnosa (% del contenido de sustancia seca total) en una/la fraccién de producto rica en ramnosa
fue de 3,3 veces en comparacion con el contenido en ramnosa en unal/la disolucién de alimentacion. La ramnosa se
separé de la disolucion de alimentaciéon con un buen rendimiento.

Ejemplo 4
Separacion cromatografica de fraccion rica en ramnosa con una resina de intercambio cationico débilmente acida

Una/la fraccioén rica en ramnosa preparada segun el Ejemplo 3 se sometié a una separacion cromatografica en una
columna de separacion por cargas. La separacion se realizé en una columna de separacion cromatografica a escala
industrial como un procedimiento por cargas.

El equipo consistié en un tanque de alimentacién, una bomba de alimentacién, un intercambiador de calor, una
columna de separacion cromatografica, contenedores de producto, tuberias para la entrada de disolucién de
alimentacién ademas de agua eluyente, tuberias para la salida y control de flujo para el liquido de salida.

La columna con un diametro de 1,0 m se rellend con una resina de intercambio catiénico débilmente acida (Finex CA
16 GC) fabricada por Finex Ltd, Finlandia. La resina era resina basada en acrilato de metilo. La altura del lecho de
resina fue aproximadamente 5,0 m. El grado de reticulado fue 8% en peso de DVB y el tamafio de particula
promedio de la resina fue 0,28 mm. La resina se regener6 en forma de sodio (Na') y se colocé un dispositivo de
alimentacioén en la parte superior del lecho de resina. La temperatura de la columna, disolucién de alimentacién y
agua eluyente fue 65°C. El caudal en la columna se ajusto a 785 I/h.

El pH de la disolucion de alimentacion se ajusto a pH 6,5, después de lo cual la disolucion se filtro.
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La separacion cromatografica se llevé a cabo como sigue:

Etapa 1.  El contenido de sustancia seca de la disolucién de alimentacion se ajusté a 35 g de sustancia seca en
100 g de disolucion segun el indice refractivo (IR) de la disolucion.

Etapa 2. 250 | de la disolucién de alimentacién precalentada se bombeé a la parte superior del lecho de resina.

Etapa 3. La disolucidon de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua intercambiada en
iones precalentada a la parte superior de la columna. El pH y forma i6nica de la resina se equilibraron
por varias alimentaciones antes del muestreo.

Etapa4. La densidad y conductividad de la disolucion de salida se midieron continuamente. La disolucion de
salida se recogid y se dividi6 en tres fracciones (cuando los perfiles de alimentaciéon no se
superpusieron) en el siguiente orden: primera fraccion residual (que contiene la mayoria de las sales),
fraccion rica en ramnosa (que contiene la mayoria de la ramnosa) y segunda fraccion residual (que
contiene la mayoria de la xilosa y otros monosacaridos).

La cantidad de sustancia seca ademas del contenido de ramnosa y xilosa en la disolucion de alimentacién y en la
fraccion de producto se presentan en la Tabla 3. Las concentraciones de los componentes se expresan como
porcentajes del contenido de sustancia seca total en la fraccion particular. El rendimiento de ramnosa en la fraccion
de producto se presenta también (la cantidad del componente en la fraccion particular en relacion con la cantidad
total de ese componente en todas las fracciones de salida).

Tabla 3. Composiciones y rendimientos

Disolucién de alimentacion Fraccion de ramnosa Fraccion residual
(nominal) (analizada a partir de (analizada a partir de
muestras) muestras)

SS en fraccion, kg 100 39 67

SS g/100 g de disolucion 35,5 8,6 45

Ramnosa, % en SS 21,6 47,0 45

Xilosa, % en SS 23,1 6,2 29,2

Ramnosa, rendimiento en 86,0

%

El contenido en ramnosa (% del contenido de sustancia seca total) en la fraccion de producto fue de 2,2 veces en
comparacién con el contenido en ramnosa en la disoluciéon de alimentacién. La ramnosa se separé de la disolucion
de alimentacién con un buen rendimiento y se eluyd de la columna esencialmente antes que los demas azucares.

Ejemplo 5
Separacion cromatografica de fraccion rica en ramnosa con una resina de intercambio aniénico débilmente basica

Una disolucidon preparada segun el Ejemplo 3 (que contiene ramnosa y xilosa) se someti6 a una separacion
cromatografica. La separacion se realizd en una columna de separacion cromatografica como un procedimiento por
cargas. El equipo consistid6 en contenedores de alimentacion y agua eluyente, un intercambiador de calor, una
columna de separacion cromatografica que tiene una camisa de calentamiento, tuberias para entrada de disolucion
de alimentacion ademas de agua eluyente, tuberias, una bomba y un colector de muestra para la salida. La columna
con un diametro de 0,09 m se rellend con una resina de intercambio aniénico débilmente basica (Finex AA 545 GC)
fabricada por Finex Ltd., Finlandia. La resina era un metilacrilato aminolizado con resina basada en
dimetilaminopropilamina. La altura del lecho de resina fue aproximadamente 1,4 m. El grado de reticulado de la
resina fue 4% en peso de DVB y el tamafio de particula promedio de la resina fue 0,385 mm. La resina se regenero
en forma de SO4* y se coloco un dispositivo de alimentacion en la parte superior del lecho de resina. La temperatura
de la columna y disolucién de alimentacion y agua eluyente fue 50°C. El caudal en la columna se ajusté a 43 ml/min.
El pH de la disolucién de alimentacion se ajusté a pH 4 con &acido sulfurico. La filtracion de la disolucion de
alimentacion se hizo por filtracion al vacio antes de los ensayos.

10
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La separacion cromatografica se llevé a cabo como sigue:

Etapa 1: El contenido de sustancia seca de la disolucion de alimentacion se ajusté a 30 g de sustancia seca en
100 g de disolucion segun el indice refractivo (IR) de la disolucion.

Etapa 2: 750 ml de la disolucién de alimentacion precalentada se bombeé a la parte superior del lecho de
resina.

Etapa 3: La disolucion de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua intercambiada en

iones precalentada a la parte superior de la columna. El pH y forma iénica de la resina se equilibraron
mediante varias alimentaciones antes del muestreo.

Etapa 4: Muestras de 43 ml de la disolucion saliente se recogieron a intervalos de 3 min. La composicion de las
muestras se analiz6 con equipo Dionex HPLC con detector electroquimico pulsado y columna de
intercambio aniénico CarboPac PA1™ (agua y NaOH 0,2 M como eluyentes).

La resina da una buena separacion de ramnosa de otros monosacaridos. Las primeras sales se eluyeron de la
columna. La ramnosa eluyé de la columna antes que otros monosacaridos y se superpuso parcialmente con sales.
Otros monosacaridos eluyeron de la columna después de la ramnosa. El perfil de separacion de salida se dividié en
cinco fracciones en el siguiente orden: primera fraccion residual (que contiene la mayoria de las sales), primera
fraccion reciclada, fraccion rica en ramnosa (que contiene la mayoria de la ramnosa), segunda fraccion reciclada y
segunda fraccion residual (que contiene la mayoria de la xilosa y otros monosacaridos).

el pH del efluente estuvo entre 2,5 y 3. Los resultados se muestran de forma grafica en la FIG. 5.

La cantidad de sustancia seca ademas del contenido de ramnosa y xilosa en la disoluciéon de alimentacién y en las
fracciones de producto se presentan en la Tabla 4. Las concentraciones de los componentes se expresan como
porcentajes del contenido de sustancia seca total en la fracciéon particular. El rendimiento de ramnosa en las
fracciones de producto se presenta también (la cantidad del componente en la fraccion particular en relacion con la
cantidad total de ese componente en todas las fracciones de salida).

Tabla 4. Composiciones y rendimientos

Disolucién de alimentaciéon Fraccion de ramnosa Fracciones residuales

(analizada a partir de combinadas (analizadas a
muestras) partir de muestras)

SS en fraccion, g 253 125 81

SS g/100 g de disolucion 29,7 13,2 3,4

Ramnosa, % en SS 26,8 39,2 9,7

Xilosa, % en SS 22,2 16,6 33,1

Ramnosa, rendimiento en 86,1

%

El contenido en ramnosa (% del contenido de sustancia seca total) en la fraccion de producto fue de 1,4 veces en
comparacién con el contenido en ramnosa en la disoluciéon de alimentacién. La ramnosa se separé de la disolucion
de alimentacién con un buen rendimiento.

Ejemplo 6

Separacic')zn cromatografica de fraccion rica en ramnosa con una resina de intercambio catiénico fuerte acida en
forma Ca®"

Una/la fraccioén rica en ramnosa preparada segun el Ejemplo 4 se sometié a una separacion cromatografica en una
columna de separacion por cargas. La separacion se realizé en una columna de separacion cromatografica a escala
piloto como un procedimiento por cargas.

El equipo consistié en un tanque de alimentacién, una bomba de alimentacién, un intercambiador de calor, una
columna de separacidon cromatografica, contenedores de producto, tuberias para entrada de disolucion de
alimentacion ademas de agua eluyente, tuberias para la salida y control de flujo para el liquido de salida.
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La columna con un diametro de 0,6 m se rellen6 con una resina de intercambio catiénico fuerte acida (Finex CS 11
GC) fabricada por Finex Ltd, Finlandia. La altura del lecho de resina fue aproximadamente 5,0 m. El grado de
reticulado fue 5,5% en peso de DVB y el tamafio de particula promedio de la resina fue 0,40 mm. La resina se
regeneré en forma de calcio (Ca®*) y se colocé un dispositivo de alimentacion en la parte superior del lecho de
resina. La temperatura de la columna, disolucion de alimentacion y agua eluyente fue 65°C. El caudal en la columna
se ajustd a 210 I/h.

El pH de la disolucion de alimentacion se ajusto a pH 6,5, después de lo cual la disolucion se filtro.

La separacion cromatografica se llevé a cabo como sigue:

Etapa 1.  El contenido de sustancia seca de la disoluciéon de alimentacion se ajusté a 30 g de sustancia seca en
100 g de disolucion segun el indice refractivo (IR) de la disolucion.

Etapa 2. 1101 de la disolucién de alimentacion precalentada se bombe6 a la parte superior del lecho de resina.

Etapa 3. La disolucion de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua intercambiada en
iones precalentada a la parte superior de la columna. El pH y forma iénica de la resina se equilibraron
mediante varias alimentaciones antes del muestreo.

Etapa4. La densidad y conductividad de la disolucion de salida se midié continuamente. La disoluciéon de salida
se recogio y se dividio en tres fracciones (cuando los perfiles de alimentacion no se superpusieron) en el
siguiente orden: primera fraccion residual (que contiene componentes distintos de monosacaridos),
fraccion rica en ramnosa (que contiene la mayoria de la ramnosa) y segunda fraccion residual (que
contiene otros monosacaridos y otros componentes).

La cantidad de sustancia seca ademas del contenido de ramnosa en la disolucién de alimentacion y en la fraccion de
producto se presenta en la Tabla 5. La concentracién de ramnosa se expresa como porcentaje del contenido de
sustancia seca total en la fraccién particular. El rendimiento de ramnosa en la fracciéon de producto se presenta
también (la cantidad del componente en la fraccion particular en relacion con la cantidad total de ese componente en
todas las fracciones de salida).

Tabla 5. Composiciones y rendimientos

Disolucién de alimentacion Fraccion de ramnosa Fracciones residuales
(nominal) (analizada a partir de combinadas (analizadas a
muestras) partir de
SS en fraccion, kg 37 34,8 3,7
SS g/100 g de disolucion 30 10,2 1,6
Ramnosa, % en SS 47,9 55,4 54
Ramnosa, rendimiento en 99,0

%

La pureza de la ramnosa se aumenté en 16%. El rendimiento de ramnosa fue excelente, siendo de 99%.
Ejemplo 7

Separacic')zn cromatografica de fraccidn rica en ramnosa con una resina de intercambio catidnico fuerte acida con
forma Ca®"

Unal/la fraccion rica en ramnosa preparada segun el método en el Ejemplo 5 aunque usando equipamiento mayor, se
sometidé a una separacion cromatografica en una columna de separacion por cargas. La separacion se realizé en
una columna de separaciéon cromatografica a escala piloto como un procedimiento por cargas.

El equipo consistié en un tanque de alimentacién, una bomba de alimentacién, un intercambiador de calor, una
columna de separacidon cromatografica, contenedores de producto, tuberias para entrada de disolucion de
alimentacién ademas de agua eluyente, tuberias para la salida y control de flujo para el liquido de salida.

La columna con un diametro de 0,6 m se rellen6 con una resina de intercambio catiénico fuerte acida (Finex CS 11
GC) fabricada por Finex Ltd, Finlandia. La altura del lecho de resina fue aproximadamente 5,0 m. El grado de
reticulado fue 5,5% en peso de DVB y el tamafio de particula promedio de la resina fue 0,40 mm. La resina se
regeneré en forma de calcio (Ca®*) y se colocé un dispositivo de alimentacion en la parte superior del lecho de
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resina. La temperatura de la columna, disolucion de alimentacion y agua eluyente fue 65°C. El caudal en la columna
se ajustd a 210 I/h.

El pH de la disolucion de alimentacion se ajusto a pH 6,5, después de lo cual la disolucion se filtro.

La separacion cromatografica se llevé a cabo como sigue:

Etapa 1.  El contenido de sustancia seca de la disoluciéon de alimentacion se ajusté a 30 g de sustancia seca en
100 g de disolucién segun el indice refractivo (IR) de la disolucion.

Etapa 2. 1101 de la disolucién de alimentacion precalentada se bombe6 a la parte superior del lecho de resina.

Etapa 3. La disolucion de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua intercambiada en
iones precalentada a la parte superior de la columna. El pH y forma iénica de la resina se equilibran
mediante varias alimentaciones antes del muestreo.

Etapa4. La densidad y conductividad de la disolucion de salida se midié continuamente. La disoluciéon de salida
se recogid y se dividié en cinco fracciones (cuando los perfiles de alimentacién no se superpusieron) en
el siguiente orden: primera fraccion residual (que contiene principalmente componentes distintos de
monosacaridos), primera fraccion de reciclado (que contiene ademas pequefias cantidades de ramnosa
y otros monosacaridos), fraccion rica en ramnosa (que contiene la mayoria de la ramnosa), segunda
fraccion de reciclado y segunda fraccion residual (que contiene otros monosacaridos y otros
componentes).

La cantidad de sustancia seca ademas del contenido de ramnosa en la disolucién de alimentacion, en las fracciones
de producto y ademas en la fraccion de reciclado combinada, se presenta en la Tabla 6. La concentracion de
ramnosa se expresa como porcentaje del contenido de sustancia seca total en la fraccion particular. El rendimiento
de ramnosa en la fraccion de producto se presenta ademas (la cantidad del componente en la fraccidn particular en
relacion con la cantidad total de ese componente en todas las fracciones de salida - excluyendo la fraccion de
reciclado).

Tabla 6. Composiciones y rendimientos

Disolucién de alimentaciéon  Fraccion de ramnosa  Fraccion residual Fraccion de reciclado

SS en fraccion, kg 37 23,8 6,4 6,4
SS g/100 g de disolucion 30 14,2 2,0 7.4
Ramnosa, % en SS 40,3 52,3 7,9 24,6

Ramnosa, rendimiento en 96,1
%

La pureza de ramnosa se aumenté en 30%. El rendimiento de ramnosa fue excelente, siendo de 96,1%.
Ejemplo 8
Separacién cromatografica de vinasa con una resina de intercambio aniénico débilmente basica

Una disolucion de vinasa, que contiene, por ejemplo, sales, betaina, inositol y glicerol, se sometié a una separacion
cromatografica. La separacion se realizd en una columna de separacion cromatografica como un procedimiento por
cargas. El equipo consistid6 en contenedores de alimentacion y agua eluyente, un intercambiador de calor, una
columna de separacion cromatografica que tiene una camisa de calentamiento, tuberias para la entrada de
disolucion de alimentacion ademas de agua eluyente, tuberias y una bomba para la salida y un colector de muestra.
La columna con un diametro de 0,09 m se rellend con una resina de intercambio aniénico débilmente basica (Finex
AA 545 GC) fabricada por Finex Ltd., Finlandia. La resina era una resina basada en acrilico. La altura del lecho de
resina fue aproximadamente 1,4 m. El grado de reticulado de la resina fue 4% en geso de DVB vy el tamafo de
particula promedio de la resina fue 0,385 mm. La resina se regeneré en forma de SO~ y se colocé un dispositivo de
alimentacion en la parte superior del lecho de resina. La temperatura de la columna y disolucién de alimentacion y
agua eluyente fue 50°C. El caudal en la columna se ajusté a 43 ml/min. El pH de la disolucion de alimentacion fue
pH 5,4. La filtracion de la disolucion de alimentacion se llevo a cabo por filtracion al vacio antes de los ensayos.
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La separacion cromatografica se llevé a cabo como sigue:

Etapa 1:  El contenido de sustancia seca de la disoluciéon de alimentacion se ajusté a 30 g de sustancia seca en
100 g de disolucion segun el indice refractivo (IR) de la disolucion.

Etapa 2: 750 ml de la disolucién de alimentacién precalentada se bombed a la parte superior del lecho de resina.

Etapa 3: La disolucion de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua intercambiada en
iones precalentada a la parte superior de la columna. El pH y forma iénica de la resina se equilibraron
mediante varias alimentaciones antes del muestreo.

Etapa4: Muestras de 43 ml de la disolucidn de salida se recogieron a intervalos de 3 min. La composicién de las
muestras se analizé con equipo HPLC con un detector de indice refractivo (IR) y columna de intercambio
cationico de forma Ca® (Ca(NOs); 0,001M como un eluyente) y ademas con una columna de
intercambio catiénico de forma Na* (Na;SO4 0,003M como un eluyente).

La resina separa glicerol e inositol de la betaina y la mayoria de los demas compuestos. Los resultados se muestran
de forma grafica en la FIG. 7. Unal/la fraccion de betaina puede purificarse por ejemplo con resina SAC con forma
Na®, que elimina las sales. En contraste, la disolucién de vinasa puede someterse al principio a resina SAC y
después a resina WBA.

Ejemplo 9
Separacion cromatografica de hidrolisato de maltosa con una resina de intercambio aniénico débilmente basica

Una disolucién que contiene maltosa, glucosa y oligosacaridos se sometié a una separacion cromatografica. La
separacion se realizé en una columna de separacion cromatografica como un procedimiento por cargas. El equipo
consistié en contenedores de alimentacion y agua eluyente, un intercambiador de calor, una columna de separacion
cromatografica que tiene una camisa de calentamiento, tuberias para entrada de disolucién de alimentacién ademas
de agua eluyente, tuberias y una bomba para la salida y un colector de muestra. La columna con un diametro de
0,09 m se rellend con una resina de intercambio aniénico débilmente basica (Finex AA 545 GC) fabricada por Finex
Ltd., Finlandia. La resina era una resina basada en acrilico. La altura del lecho de resina fue aproximadamente 1,5
m. El grado de reticulado de la resina fue 4% en peso de DVB y el tamafio de particula promedio de la resina fue
0,385 mm. La resina se regenerd en forma de S04 y se coloco un dispositivo de alimentacion en la parte superior
del lecho de resina. La temperatura de la columna y disolucion de alimentacién y agua eluyente fue 50°C. El caudal
en la columna se ajusté a 43 ml/min. El pH de la disolucion de alimentacion fue pH 4,7. La filtracion de la disolucion
de alimentacion se hizo por filtracién al vacio antes de los ensayos.

La separacion cromatografica se llevé a cabo como sigue:

Etapa 1: El contenido de sustancia seca de la disolucion de alimentacion se ajusté a 20 g de sustancia seca en
100 g de disolucion segun el indice refractivo (IR) de la disolucion.

Etapa 2: 750 ml de la disolucién de alimentacién precalentada se bombed a la parte superior del lecho de
resina.
Etapa 3: La disolucion de alimentacion se eluy6 hacia abajo en la columna alimentando agua intercambiada en

iones precalentada a la parte superior de la columna. El pH y forma iénica de la resina se equilibraron
mediante varias alimentaciones antes del muestreo.

Etapa 4: Muestras de 43 ml de la disolucion de salida se recogieron a intervalos de 3 min. La composicion de
las muestras se analizé con equipo HPLC con un detector de indice refractivo (IR) y columna de
intercambio catidnico en forma Na* (Na2SO4 0,003M como un eluyente).

La resina separa oligosacaridos, maltosa y glucosa los unos de los otros. Los oligosacaridos se eluyeron de la
columna en la parte delantera y la glucosa en la pendiente de salida del perfil de separacion de la maltosa. el pH del
efluente estaba entre 3 a 4. Los resultados se muestran de forma grafica en la FIG. 8.

La cantidad de sustancia seca ademas del contenido de maltosa en la disolucion de alimentacion y en la fraccion de
producto se presenta en la Tabla 7. El perfil de separacion se cort6 en tres fracciones: primera fraccion residual (que
contiene oligosacaridos y alguna maltosa), fraccion rica en maltosa (que contiene la mayoria de la maltosa) y
segunda fraccion residual (que contiene la mayoria de la glucosa). La concentracion de maltosa se expresa como
porcentaje del contenido de sustancia seca total en la fraccién particular. El rendimiento de maltosa en la fraccion de
producto se presenta ademas (la cantidad del componente en la fraccién particular en relacion con la cantidad total
de ese componente en todas las fracciones de salida). También se presentan las eliminaciones de oligosacaridos y
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glucosa. La eliminacién se expresa como la cantidad del componente en fracciones residuales en comparacion con
la cantidad de ese componente en fracciones residuales y en la fraccion de producto.

Tabla 7. Composiciones y rendimientos

Disolucién de alimentaciéon  Fraccion de maltosa Fraccion residual

combinada
SS en fraccién, g 165 137 28
SS g/100 g de disolucion 20 8,6 1,4
Maltosa, % en SS 85,1 94,0 421
Glucosa, % en SS 8,1 1,7 36,9
Oligosacaridos,% en SS 5,8 4,2 13,8
Maltosa, rendimiento en % 91,5
Eliminacion de oligosacarido, en % 41
Eliminacion de glucosa, en % 81

La resina WBA separé maltosa bien a partir de otros componentes. Especialmente, la resina separd maltosa bien de
glucosa. La pureza y rendimiento de la maltosa fueron buenos.

Ejemplo 10

Separacion cromatografica de maltosa a partir de hidrolisato de almidén con una resina de intercambio catidnico
fuertemente acida

El hidrolisato de almidén (hidrolisato de maltosa) se sometié a una separacién cromatografica en una columna de
separacion por cargas. La separacion se realizé en una columna de separacion cromatografica a escala piloto como
un procedimiento por cargas.

El equipo consistié en un tanque de alimentacién, una bomba de alimentacién, un intercambiador de calor, una
columna de separacidon cromatografica, contenedores de producto, tuberias para entrada de disolucion de
alimentacién ademas de agua eluyente, tuberias para la salida y control de flujo para el liquido de salida.

La columna con un diametro de 0,225 m se rellené con una resina de intercambio catidnico fuertemente acida. La
altura del lecho de resina fue aproximadamente 5,2 m. El grado de reticulado fue 4% en peso de DVB y el tamafio
de particula promedio de la resina fue 0,36 mm. La resina se regener6 en forma de sodio (Na‘) y se colocé un
dispositivo de alimentaciéon en la parte superior del lecho de resina. La temperatura de la columna, disolucién de
alimentacion y agua eluyente fue 80°C. El caudal en la columna se ajusté a 30 I/h.

La separacion cromatografica se llevé a cabo como sigue:

Etapa 1.  El contenido de sustancia seca de la disoluciéon de alimentacion se ajusté a 36 g de sustancia seca en
100 g de disolucion segun el indice refractivo (IR) de la disolucion.

Etapa 2. 151 de la disolucidon de alimentacién precalentada se bombeé a la parte superior del lecho de resina.

Etapa 3. La disolucion de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua intercambiada en
iones precalentada a la parte superior de la columna. El pH y forma iénica de la resina se equilibraron
mediante varias alimentaciones antes del muestreo.

Etapa4. La densidad y conductividad de la disolucion de salida se midié continuamente. La disoluciéon de salida
se recogid y se dividio en cinco fracciones en el siguiente orden: primera fraccion residual (que contiene
oligosacaridos), fraccion de reciclado (que contiene principalmente maltosa y maltotriosa), fraccion rica
en maltosa (que contiene la mayoria de la maltosa), segunda fraccion de reciclado (que contiene
principalmente maltosa y glucosa) y segunda fraccion residual (que contiene principalmente glucosa).
Ambas fracciones de reciclado se combinaron con la disolucion de alimentacién para diluir la
alimentacién a una concentracion adecuada.

La cantidad de sustancia seca ademas del contenido de maltosa en la disolucion de alimentacion y en la fraccion de
producto se presentan en la Tabla 8. La concentracién de maltosa se expresa como porcentaje del contenido de
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sustancia seca total en la fraccién particular. El rendimiento de maltosa en la fraccion de producto se presenta
también (la cantidad del componente en la fraccion particular en relacion con la cantidad total de ese componente en
todas las fracciones de salida). También se presentan las eliminaciones de oligosacarido, maltotriosa y glucosa. La
eliminacion se expresa como la cantidad del componente en fracciones residuales en comparaciéon con la cantidad
de ese componente en fracciones residuales y en la fraccion de producto.

Tabla 8. Composiciones y rendimientos

Disolucién de alimentaciéon Fraccion de maltosa Fraccion residual

combinada

SS en fraccion, kg 6,0 2,8 0,9
SS g/100 g de disolucion 36 16 2,3
Maltosa, % en SS 83 89 54
Maltotriosa, % en SS 2,0 0,3 9,6
Glucosa, % en SS 6,5 9,0 1,8
Oligosacaridos,% en SS 6,2 0,1 32,0
Maltosa, rendimiento en % 84

Eliminacion de oligosacarido, en % 99

Eliminacién de maltotriosa, en % 92

Eliminacion de glucosa, en % 6,1

Una resina con 4% en peso de DVB separ6 maltosa bien de los demas componentes. Especialmente, la resina
separé maltosa bien de oligosacaridos y maltotriosa. La pureza de la maltosa se aumentd en 7%. El rendimiento de
maltosa fue bueno, siendo 84%.

Ejemplo 11

Separacion cromatografica de disolucion que contiene betaina e inositol con una resina de intercambio anidnico
débilmente basico

Una disolucién que contiene sacarosa, betaina, manitol, inositol y sal (Na;SO4) en la relacién de 15:50:15:15:5 se
sometié a una separacion cromatografica. La separacion se realizé en una columna de separacion cromatografica
como un procedimiento por cargas. El equipo consisti6 en contenedores de alimentacién y agua eluyente, un
intercambiador de calor, una columna de separacidon cromatografica que tiene una camisa de calentamiento,
tuberias para entrada de disolucidon de alimentacién ademas de agua eluyente, tuberias y una bomba para la salida
y un colector de muestra. La columna con un diametro de 0,09 m se rellené con una resina de intercambio aniénico
débilmente basica (Finex AA 545 GC) fabricada por Finex Ltd., Finlandia. La resina era una resina basada en
acrilico. La altura del lecho de resina fue aproximadamente 1,5 m. El grado de reticulado de la resina fue 4% en
peso de DVB y el tamafio de particula promedio de la resina fue 0,385 mm. La resina se regeneré en forma de S04
y se coloco un dispositivo de alimentacion en la parte superior del lecho de resina. La temperatura de la columna y
disolucién de alimentacion y agua eluyente fue 50°C. El caudal en la columna se ajusté a 43 ml/min. El pH de la
disolucién de alimentacion se ajustd a pH 4,4 con acido sulfurico. La filtracion de la disolucion de alimentacion se
hizo por filtracion al vacio antes de los ensayos.

La separacion cromatografica se llevé a cabo como sigue:

Etapa 1:  El contenido de sustancia seca de la disoluciéon de alimentacion se ajusté a 20 g de sustancia seca en
100 g de disolucion segun el indice refractivo (IR) de la disolucion.

Etapa 2: 750 ml de la disolucién de alimentacion precalentada se bombed a la parte superior del lecho de resina.

Etapa 3: La disolucion de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua intercambiada en
iones precalentada a la parte superior de la columna. El pH y forma iénica de la resina se equilibraron
mediante varias alimentaciones antes del muestreo.

Etapa4: Muestras de 43 ml de la disolucion de salida se recogieron a intervalos de 3 min. La composicién de las
muestras se analizé con equipo HPLC con un detector de indice refractivo (IR) y columna de intercambio
catiénico en forma Na* (Na2S0O4 0,003M como un eluyente).
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Con esta resina es posible separar, por ejemplo, inositol de betaina. La composicion de la disolucién de alimentacion
ademas de algunas purezas maximas analizadas a partir de las muestras de perfil se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. La composicién de la disolucién de alimentacién

% en SS % de pureza max. en IR-SS
Na2S04 5
Sacarosa 15
Manitol 15 55,9
Inositol 15 341
Betaina 50 76,8

Los volumenes de elucion, coeficientes de particion y un factor de separacion para el inositol y la betaina se
muestran en la Tabla 10. Un/el coeficiente de particion K(d) para un componente particular se calcula a partir de la
siguiente ecuacion:

K(d) = [V(e) - V(0)] / V(i) (1)
donde:

- V(e) es el volumen de eluciéon de un componente particular (por ejemplo, el volumen de efluente a partir del
comienzo de la alimentacion hasta el mayor pico de concentracion de ese componente).

- V(0) es el volumen hueco (por ejemplo, el volumen de efluente desde el comienzo de la alimentacion hasta
que las sales comienzan a eluir de la columna).

- V(i) es el volumen interno de la gota de resina (por ejemplo, aproximadamente el 45% del volumen del
lecho de resina).

El factor de separacion a es la proporciéon de coeficientes de particion de diferentes componentes.

Tabla 10. Volumenes de elucion, coeficientes de particion y factores de separacion

Volumen de elucién V(e) (ml) Coeficiente de particion K(d) Factor de separacion o de
Inositol/betaina

Betaina 5676 0,49 1,24
Inositol 6149 0,6
Ejemplo 12

Valores de selectividad de diferentes resinas WBA comparadas con resinas SAC y WAC

Las selectividades de tres resinas WBA basadas en acrilico que tienen diferentes funcionalidades aminas y una
resina WBA basada en epiclorhidrina se estudiaron usando disoluciones de ramnosa-arabinosa-xilosa y betaina-
inositol-manitol-glicerol. Los coeficientes de particion para cada componente se determinaron con el método del tubo
de ensayo. La selectividad se calculé a partir de los coeficientes de particion para cada par de componentes.

La funcionalidad amina en 1. WBA (Finex AA 546 GC) fue tetraetilenpentamina, en 2. WBA (AA 547 GC) fue
pentaetilenhexamina y en 3. WBA (Finex AA 548 GC) fue trietilentetramina. El grado de reticulado de estas resinas
fue 4% de DVB. La funcionalidad amina en resina WBA de policondensacion basada en epiclorhidrina (nim. 4)
fabricada también por Finex fue trietilentetramina. Las resinas se regeneraron en forma de ién SO, antes de los
ensayos.

Por comparacion, los parametros se determinaron ademas para una resina SAC (resina de intercambio catiénico
fuertemente acida, 5,5% de DVB) y una resina WAC (resina de intercambio catiénico débilmente acida, 8% de DVB).
Ambas resinas se regeneraron en forma de i6n Na* antes de los ensayos.
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Las disoluciones que se estudiaron se prepararon como sigue:

Disolucién A: 1,9 g de arabinosa, 19 g de xilosa y 3,8 g de ramnosa se pesaron en 100 ml.

Disolucién B: Arabinosa, xilosa y ramnosa, 8,3 g de cada una se pesaron en 100 ml.

Disolucién C: 15 g de betaina, 3,75 g de inositol, 2,5 g of manitol y 3,75 g de glicerol se pesaron en 100 ml.

El pH de las tres disoluciones anteriores se ajustd para ensayos de resina WBA a pH 3, para ensayos de resina SAC
a pH 6 y para ensayos de resina WAC a pH 8,5.

Todas las resinas se secaron superficialmente por centrifugado (15 min/ 2000 rpm) y después aproximadamente 6 g
de cada resina seca superficialmente se pesé exactamente en tubos para sangre de cristal. 4 ml de la disolucion en
cuestion se afiadieron y los tubos se templaron durante 1 hora en 65°C. La resina nim. 4 se templd toda la noche.
Una muestra se succiond con una jeringa a través del tapon y la concentracion de los componentes "fuera de la
resina" (Cryera) S€ analizaron por HPLC.

Las muestras que contenian disoluciones A y B se analizaron mediante equipo HPLC con detector de indice
refractivo (IR) y agua de columna de intercambio catidnico con forma de Pb®* como eluyente. La composicion de las
muestras que contenian disoluciéon C se analizaron con equipo HPLC con detector de indice refractivo (IR) y
columna de intercambio catidnico con forma Ca* (Ca(NOs); 0,001M como un eluyente.

La concentracién de componente dentro de la resina se calculé usando la siguiente ecuacion,

Cresina = mjr V

resina

donde m es la masa del componente en la resina y Viesina €s €l volumen de la resina. Viesina S€ calculd dividiendo la
cantidad de resina pesada con la densidad de la resina. El volumen de disolucion afadido original V; se asumié que
era constante (Vsaiga = 4 ml).

El coeficiente de particiéon para cada azucar respectivamente se calculé usando la ecuacién de

K = C 3 {C Fuera

resing

La selectividad se calculé de forma separada para cada par de componentes estudiados: a = Ki/K.. Las
selectividades se muestran en las Figuras 11 (disoluciones A y B) y 12 (disolucion C).

Segun los resultados todas las resinas WBA estudiadas tienen una gran selectividad para separar ramnosa de
arabinosa y xilosa. Ademas de esto, las resinas WBA que tienen tri-, tetra- o pentaetilentetramina como una
funcionalidad amina parecen ser capaces de separar, por ejemplo, inositol y glicerol de betaina mejor que las
resinas WAC o SAC. La resina WBA de policondensacion basada en epiclorhidrina que tiene trietilentetramina como
una funcionalidad amina tiene casi las mismas selectividades que la resina WAC.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para separar azucares, alcoholes de azucar, otros carbohidratos y mezclas de los mismos a partir de
una disolucién que contiene al menos dos de ellos, caracterizado por que el método comprende al menos una etapa
en que la resina de intercambio anidnico débilmente basica seleccionada de un grupo que consiste en polimero
poliacrilico reticulado aminado y resina epiclorhidrintrietilentetramina se usa en la separacién cromatografica.

2. El método segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la disolucion que contiene azlcares, alcoholes de
azucar y otros carbohidratos se alimenta en una columna cromatografica que contiene resina de intercambio
anionico débilmente basica, eluyendo dicha columna con un eluyente y separando y recuperando un producto y/o
productos.

3. El método segun la reivindicacién 1 o 2, caracterizado por que la resina de intercambio catiénico débilmente acida
se usa ademas en una columna cromatografica.

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que se usa ademas resina de
intercambio catidnico fuertemente acida en una columna cromatografica.

5. El método segun la reivindicacién 1 o 2, caracterizado por que la resina esta reticulada con un reticulador aromatico.
6. El método segun la reivindicacion 5, caracterizado por que la resina esta reticulada con divinilbenceno.

7. El método segun la reivindicacion 6, caracterizado por que el grado de reticulado es de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10% en peso de divinilbenceno.

8. El método segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que la resina puede reticularse con un reticulador
alifatico, tal como isopreno, 1,7-octadieno, trivinilciclohexano, dietilenglicol-diviniléter, N,N'-metilenbisacrilamida,
N,N'-alquilenbisacrilamidas, dimetacrilato, di-, tri-, tetra-, pentacrilato o pentametacrilato de etilenglicol.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la temperatura de la
columna, la disolucién de alimentacion y el eluyente esta entre 10 y 95°C.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el tamafo de particula de
la resina de intercambio aniénico débilmente basica es de 10 a 2000 micrometros, preferiblemente de 100 a 400
micrometros.

11. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el pH de la disolucion de
alimentacion esta en el lado acido del intervalo de pH.

12. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el eluyente es agua, una
disolucién acuosa, un alcohol o una mezcla de los mismos.

13. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que los azicares a separar son
monosacaridos, disacaridos, trisacaridos u oligosacaridos.

14. El método segun la reivindicacion 13, caracterizado por que los monosacaridos a separar son monosacaridos de
pentosa, hexosa, tetrosa, desoxihexosa, desoxipentosa o anhidroalditoles.

15. El método segun la reivindicacion 13, caracterizado por que los disacaridos a separar son disacaridos de tetrosa,
pentosa o hexosa.

16. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 12, caracterizado por que los alcoholes de
azucar a separar son xilitol, eritritol o inositol.

17. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que los demas carbohidratos a
separar son polioles.

18. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 12, caracterizado por que los azucares y
alcoholes de azucar se separan de la betaina.

19. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 13, caracterizado por que el azlicar separado es ramnosa.
20. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 13, caracterizado por que €l azlcar separado es maltosa.
21. El método segun la reivindicacion 16, caracterizado por que el alcohol de azlcar separado es inositol.

22. El método segun la reivindicacion 17, caracterizado por que el poliol separado es glicerol.

23. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 14, caracterizado por que el aziicar separado es xilosa.
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