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DESCRIPCION
Método para separar betaina
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para la separacion cromatografica de betaina de otros compuestos
carboxilicos en una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H* a partir de disoluciones basadas
en remolacha azucarera. Las disoluciones adecuadas basadas en remolacha azucarera incluyen, por ejemplo,
disoluciones obtenidas del procesamiento de disoluciones derivadas de remolacha, melazas, disoluciones de
procedimientos de fermentacion y vinazas. La presente invencion también se refiere a un método para la separacion
cromatografica de compuestos adicionales, tales como polioles y/o acidos carboxilicos, en una resina de intercambio
catiénico débilmente acida en forma H' a partir de disoluciones basadas en remolacha azucarera.

Antecedentes de la invencion

La separacion cromatografica se ha utilizado para recuperar betaina de materiales naturales, tales como melazas de
remolacha, melazas de betaina y vinaza. Las resinas mas cominmente usadas en las separaciones cromatograficas
conocidas han sido intercambiadores de cationes acidos fuertes, es decir, poliestireno sulfonado reticulado de 3,5 a
8% en peso con divinilbenceno, estando la resina en forma monovalente o divalente. Generalmente, el agua ha sido
un eluyente preferido, pero el problema con el uso de agua ha sido que los diversos productos, tales como betaina,
eritritol, inositol, sacarosa y manitol tienen tiempos de retencién similares, por lo que las fracciones se solapan.

La patente de EE.UU. 4.359.430 describe un procedimiento para recuperar betaina de melazas y vinaza usando una
columna cromatografica de una sal de una resina de intercambio catiénico de poliestireno-sulfonato y eluyendo con
agua. La resina de intercambio catiénico acido fuerte esta en forma de metal alcalino. La primera fraccién separada
es una fraccion de desecho, la segunda fraccion contiene una proporcion sustancial de los azucares de la disolucion
de alimentacion y la tercera fraccion consiste principalmente en betaina.

La solicitud de patente de EE.UU. 2002/0120135 describe un método para la separacion cromatografica de ramnosa
y arabinosa de otros monosacaridos en las aguas de lavado de la cristalizacion de xilosa usando una resina de
intercambio catiénico débilmente acida en forma H*/ Mg?*.

La solicitud de patente de EE.UU. 2005/0161401 describe un método cromatografico para separar betaina, manitol,
glicerol e inositol entre si usando una resina de intercambio de aniones débilmente basica.

La patente de EE.UU. 6.770.757 describe un procedimiento para recuperar betaina y compuestos adicionales, tales
como eritritol, inositol, manitol, glicerol y aminoacidos, a partir de materiales de partida que contienen los
compuestos correspondientes usando una resina de intercambio catidénico débilmente acida en forma Na® en un
sistema de separacion cromatografica. Los valores de pH de las disoluciones de alimentacién varian entre pH 6 y pH
11 y los del efluente, la disolucién que sale de la columna, varian de 6,5 a 11. La betaina eluyd del sistema después
de las sales, seguida de eritritol, manitol y glicerol. El inositol eluyé al final como un pico separado.

El documento WO02/27038 describe el uso de una resina de intercambio catiénico débilmente acida para la
separacion de sacaridos hidréfobos, tales como desoxi, metil- y anhidroazicares y anhidroazucar-alcoholes de
sacaridos mas hidréfilos. Las disoluciones que contienen sacarosa, betaina y aminoacidos también se pueden
separar ventajosamente. La patente de EE.UU. 5.032.686 describe un método para recuperar acido citrico de licores
de fermentacién usando una resina de intercambio catiénico acido fuerte en forma H*. Las primeras fracciones
eluidas contenian compuestos de alto peso molecular tales como sacarosa, maltosa e isomaltosa. Las fracciones
posteriores contenian acido citrico y las ultimas fracciones contenian, por ejemplo, betaina y diversos acidos
organicos, tales como acido gluconico y acido oxalico.

Tanaka K., et al., (Journal of Chromatography 850 (1999), 187-196) describen un método analitico cromatografico de
exclusion idnica para separar acidos carboxilicos en una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma
H*. Cuando se us6 agua como eluyente, la forma del pico y la resolucién entre los acidos carboxilicos no fueron
satisfactorias. Para mejorar la forma del pico, se probd una disolucion diluida de acido sulfurico como eluyente.
Ademas, se encontréd que la adicion de metanol a este eluyente reduce los tiempos de retencion de los acidos
carboxilicos que tienen naturaleza hidréfoba. Ademas de la exclusiéon por tamafio molecular y la exclusion idnica, el
orden de elucion se vio afectado por los valores de pKa y la naturaleza hidroféba/hidrofila de los acidos carboxilicos.

La betaina existe en las plantas, como la remolacha azucarera, en cantidades menores y su recuperacion como un
producto puro a partir de extractos de remolacha azucarera y las corrientes secundarias de produccion de azucar o
fermentacion ha requerido métodos de enriquecimiento eficientes como la separacion cromatografica. Ahora se ha
encontrado sorprendentemente que cuando se usa una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma
H" para la separacion cromatografica de compuestos por fraccionamiento, la betaina puede separarse de
disoluciones basadas en remolacha azucarera, tales como disoluciones de procesos de fermentacion, vinazas y
otras disoluciones derivadas de remolacha azucarera, como una fraccion separada que eluye después de los
compuestos que previamente se sabe eluyen después de la betaina. El orden de elucién de betaina en una resina
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de intercambio catiénico débilmente acida en forma H* es por lo tanto diferente del previamente conocido en resinas
de intercambio catidnico fuertemente acidas o en una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma
Na’. Este fendmeno es particularmente ventajoso cuando se fraccionan disoluciones multicomponentes que
contienen betaina y otros compuestos que han tenido tiempos de retencién similares o casi similares en los otros
medios de separacion.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un método para la separacion cromatografica de betaina de otros compuestos
carboxilicos de disoluciones basadas en remolacha azucarera en una resina de intercambio catidnico débilmente
acida en forma H'. La presente invencién también se refiere a un método para la separacién cromatografica de
compuestos adicionales, tales como polioles y/o acidos carboxilicos, de disoluciones basadas en remolacha
azucarera en una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H'. Ademas, la presente invencién se
refiere a un método para la separacion cromatografica de betaina de otros compuestos carboxilicos en una resina de
intercambio catiénico débilmente acida en forma H' mediante el enriquecimiento de betaina en una fraccion
separada. Ademas, la presente invencion se refiere a un método para separar betaina de una disoluciéon basada en
remolacha azucarera en un sistema de separacion cromatografica, donde una resina de intercambio catiénico
débilmente &cida en forma H* se usa en al menos una columna cromatografica o una parte de una columna para la
separacion cromatografica. La presente invencion también se refiere a un método para la separacion cromatografica
de betaina de disoluciones basadas en remolacha azucarera en una resina de intercambio catidnico débilmente
4cida en forma H' en la que el pH del sistema cromatografico se usa para regular y/o controlar el factor de retencién
de la betaina. Ademas, la presente invencion se refiere al uso de una resina de intercambio catiénico débilmente
4cida en forma H* para la separacion cromatografica de betaina y opcionalmente también compuestos adicionales,
tales como polioles y/o acidos carboxilicos, a partir de una disolucion basada en remolacha azucarera. La presente
invencién también se refiere al uso de una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H' para la
separacion cromatografica de betaina de otros compuestos carboxilicos.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos son realizaciones ilustrativas de la invencién y no pretenden limitar el alcance de la invencion
como se define en las reivindicaciones.

La Figura 1 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y el pH de acuerdo con el Ejemplo 1.
La Figura 2 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y el pH de acuerdo con el Ejemplo 2.
La Figura 3 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y el pH de acuerdo con el Ejemplo 3.
La Figura 4 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y el pH de acuerdo con el Ejemplo 4.
La Figura 5 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y el pH de acuerdo con el Ejemplo 5.
La Figura 6 es una presentacion grafica de los perfiles de elucion y el pH de acuerdo con el Ejemplo 6.
Descripcion detallada de la invenciéon

Existe una demanda continua para explotar materias primas adicionales para la recuperaciéon de compuestos de
valor industrial y/o nutricional como betaina, polioles y acidos carboxilicos. Una solucion alternativa para la
recuperacion de tales compuestos es usar disoluciones de procesos de fermentacién basadas en remolacha
azucarera, tales como, por ejemplo, disoluciones de procesos de fermentacion de acido citrico, levadura o etanol, o
vinazas, tales como vinazas de acido citrico o de etanol como materias primas. Ahora se ha encontrado
sorprendentemente que cuando se usa una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H* como un
material de relleno de columna en una separacion cromatografica, la betaina se puede separar en condiciones
acidas como una fracciéon muy pura, p. €j., de disoluciones de procesos de fermentacion. Ademas, se encontré que
las disoluciones acidas de procesos de fermentacion o la vinaza en general, y la vinaza del caldo de fermentacion
del acido citrico en particular, eran disoluciones adecuadas para ser fraccionadas en una fracciéon de betaina
enriquecida con separacién cromatografica en una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H'. En
consecuencia, no seria necesario el pretratamiento de la disolucion para ajustar el pH antes de la separacion
cromatografica.

En las circunstancias descritas anteriormente, una resina de intercambio catidnico tipo acido fuerte (SAC) en forma
H", por ejemplo, no se mantendria estable. Cuando las sales estan presentes en la disolucion de alimentacion, el
grupo funcional de la resina SAC cambiara muy facilmente de la forma H* a una forma de catién metalico incluso en
un ambiente acido a diferencia de la resina de intercambio catidnico débilmente acida.

De acuerdo con la presente invencion, una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H* se utiliza
como material de relleno de columna en un método para la separacion cromatografica de betaina, opcionalmente
como una fraccién separada enriquecida con betaina, a partir de disoluciones basadas en remolacha azucarera. La
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betaina puede recuperarse de la fraccion enriquecida, p. ej., por cristalizacion. De acuerdo con la presente
invencién, una resina de intercambio catidnico débilmente acida en forma H' también se usa en un método para la
separacion cromatografica de compuestos adicionales, tales como polioles y acidos carboxilicos, ademas de
betaina, a partir de disoluciones basadas en remolacha azucarera. Ademas, de acuerdo con la presente invencion,
una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H' se usa en un método para la separacion
cromatografica de betaina de otros compuestos carboxilicos. De acuerdo con la presente invencion, una resina de
intercambio catiénico débilmente 4cida en forma H' se usa al menos en una etapa de separacion cromatografica
para separar la betaina. Ademas, de acuerdo con la presente invencion, una resina de intercambio catidnico
débilmente acida en forma H' se usa en al menos una columna cromatografica o un lecho empaquetado parcial de
una columna en un sistema de separacion cromatografica para separar betaina de disoluciones basadas en
remolacha azucarera.

En la presente invencién, una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H* (forma de hidrégeno) se
refiere a una resina de intercambio catidnico débilmente acida principalmente en forma COOH no disociada. La
cantidad de la forma COOH no disociada de la resina de intercambio catiénico débilmente acida de la invencién es
mas que 50%, preferiblemente al menos 67%, y mas preferiblemente mas que 90%.

La disolucién basada en remolacha azucarera de la presente invencion es cualquier disoluciéon, hidrolizado y/o
extracto derivado de remolacha azucarera. La disolucién puede obtenerse del procesamiento posterior de tales
disoluciones derivadas de remolacha azucarera por fermentacion, por ejemplo, una fermentacién de acido citrico,
levadura o etanol o del procesamiento de disoluciones derivadas de remolacha azucarera, tales como melazas de
remolacha azucarera, fracciones que contienen betaina, melazas de betaina, aguas madres de cristalizacion de
betaina o vinaza. Las disoluciones de fermentacion, las melazas y la vinaza son tipicamente ricas en sales
inorganicas y contienen tipicamente betaina 5-75% en DS (sustancia seca) y una mezcla de diversos tipos de
compuestos organicos adicionales. Los compuestos adicionales a separar por enriquecimiento solo o combinados
en una fraccion o fracciones separadas por el método de la presente invencion incluyen polioles, tales como eritritol,
inositol, manitol y glicerol y/o acidos carboxilicos, tales como acido citrico, acido lactico, acido acético, acido oxalico
y acido pirrolidona-carboxilico y/o mezclas de los mismos. En la separacion cromatografica de la presente invencion,
los compuestos se separan en fracciones, que estan enriquecidas con un compuesto diana. La fraccién enriquecida
contiene una mayor concentracion en peso, basada en la sustancia seca, del compuesto que la disolucion utilizada
como disolucién de alimentacion.

El método de la presente invencién podria realizarse independientemente o podria combinarse con o comprender
otras etapas de proceso, tales como p. €j., una separacion cromatografica adicional, cristalizacién, evaporacion,
intercambio iénico, filtracion, filtracién por membranas y/o alguna otra etapa de proceso conocida. El método segun
la invencién se puede preferiblemente combinar o comprender una o mas de las etapas de procesamiento
adicionales mencionadas anteriormente.

La etapa de separacion cromatografica adicional podria realizarse usando, por ejemplo, una resina de intercambio
catiénico fuertemente acida (SAC), una resina de intercambio de aniones fuertemente basica (SBA) o una resina de
intercambio aniénico débilmente basica (WBA) dependiendo de la composicion de la disolucion de partida basada en
remolacha azucarera y/o de los compuestos elegidos para ser separados.

El método de acuerdo con la invencion puede preferiblemente combinarse con o comprender una etapa adicional
para recuperar la betaina. La recuperacion de betaina podria realizarse, por ejemplo, por cristalizacion. El método de
acuerdo con la invencién también puede combinarse opcionalmente con o comprender una etapa adicional para
recuperar un compuesto o compuestos adicionales, tales como polioles y/o acidos carboxilicos.

La columna cromatografica o una parte de la columna (lecho empacado parcial de la columna) usada en el método
de la presente invencién se llena con una resina de intercambio catidnico débilmente acida en forma H,
preferiblemente una resina de intercambio cationico acrilica que tiene grupos funcionales carboxilicos. Dicha resina
acrilica se deriva preferiblemente de acrilato de metilo, acrilato de etilo, acrilato de butilo, metacrilato de metilo o
acrilonitrilo o acidos acrilicos o0 mezclas de los mismos. La resina se puede reticular con un agente de reticulacion, p.
ej., divinil benceno (DVB). Un grado de reticulacion adecuado es de 1 a 20%, preferiblemente de 3 a 8%. El tamafio
de particula promedio de la resina es normalmente de 10 a 2000 um, preferiblemente de 100 a 400 um.

La separacion cromatografica se realiza preferiblemente a temperaturas de 10 a 95°C, mas preferiblemente de 30 a
95°C, lo mas preferiblemente de 65 a 95°C. Se sabe que una temperatura de separacion mas alta disminuye la
viscosidad y mejora el rendimiento de separacion, pero es mas perjudicial para los compuestos sensibles de la
disolucion de alimentacion.

El eluyente utilizado en la separacion cromatografica de acuerdo con la presente invencion es preferiblemente agua
0 agua con el pH ajustado.

La disolucion basada en remolacha azucarera a fraccionar se pretrata de forma opcional antes de la separacion
cromatografica por filtracion, que se puede llevar a cabo utilizando un filtro a presién con o sin un compuesto auxiliar
de filtracion. Ademas, si es necesario, el pH de la disolucion a usar como disolucién de alimentacion se ajusta a un
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valor de pH inferior a 6, preferiblemente a un valor de pH inferior a 5,1, mas preferiblemente a valores de pH entre
1,4y 5,1, y lo mas preferiblemente a valores de pH entre 3 y 4,5. Cuando el pH de la disolucion de alimentacion es
alto (> 4,2), la resina de intercambio catidnico débilmente acida de la invencién cambia parcialmente de su forma H
"inicial a una forma i6nica y, en consecuencia, se equilibra en un nivel especifico de forma H*. El tipo de forma
idnica depende de los iones de la disoluciéon de alimentacion. En el intervalo de pH preferido de la disolucién de
alimentacion, a un valor de pH inferior a 4,2, la resina de intercambio catiénico débilmente acida permanece en su
forma de hidrégeno inicial, y para numerosas alimentaciones puede realizarse la separacion cromatografica eficiente
de acuerdo con la invencion sin regeneracion de la resina.

La disolucion de alimentacion puede filtrarse antes o después del ajuste del pH. Antes de la separacion
cromatografica, la sustancia seca de la disolucion de alimentacion se ajusta a un valor apropiado, preferiblemente a
un intervalo de 20-60%.

Se usa un dispositivo de alimentacién para alimentar la disolucién a una columna. La temperatura de la columna, de
la disolucion de alimentacion y del eluyente son mas preferiblemente aproximadamente las mismas que la
temperatura de la separacion cromatografica. Esto se logra precalentando la disolucion de alimentacion. La
disolucion de alimentacion afiadida periddicamente se eluye en la columna alimentando a la columna agua, por
ejemplo agua desmineralizada o agua condensada o alguna otra disolucion acuosa. Preferiblemente, se usa un
eluyente precalentado. El caudal en la columna se ajusta a un valor apropiado. Durante la elucién, la separacién o
particién de compuestos de la disolucién de alimentacién ocurre dentro de la columna debido a sus diferencias en
tamafio molecular y naturaleza ionica y/o interacciones hidrofébas/hidréfilas de los compuestos con la resina etc., y
consecuentemente los compuestos mas rapidos salen de la columna primero. Las fracciones enriquecidas con
compuestos diana se recogen a intervalos adecuados. El flujo de salida de la columna puede monitorizarse
mediante instrumentos en linea o analizarse en periodos adecuados. El producto enriquecido en una fraccion, p. €j.
betaina, y opcionalmente también polioles, tales como eritritol, manitol, inositol, glicerol y/o acidos carboxilicos, tales
como acido citrico, acido oxalico, acido lactico, acido acético y/o acido pirrolidona-carboxilico (PCA) pueden
recuperarse mediante métodos adecuados tales como, por ejemplo, cristalizacion.

El método de la presente invencién podria realizarse como una etapa separada en un procedimiento de multiples
etapas cuando una separacion cromatografica, cristalizacion, evaporacion y/o filtracion adicional, por ejemplo, se
usa al menos una vez como una etapa adicional del procedimiento de multiples etapas. Ademas, es posible disponer
dos o mas columnas cromatograficas en una secuencia en la que al menos una columna o una parte de la columna
contiene una resina de intercambio catidnico débilmente acida en forma H*, conteniendo la otra columna o columnas
el mismo tipo o un tipo diferente de resina tal como una resina de intercambio catiénico fuertemente acida. El
sistema cromatografico utilizado puede ser un procedimiento por lotes o un sistema de lecho mévil simulado. El
sistema de lecho mévil simulado puede ser continuo o secuencial.

También es posible conectar dos columnas cromatograficas o parte de las columnas que contienen resina de
intercambio catiénico débilmente acida en forma H' entre si mediante algunas otras unidades de proceso. Las
unidades de proceso pueden ser, por ejemplo, filtracion, filtracidn por membranas, ajuste del pH o concentracion por
evaporacion. Es obvio para una persona experta en la técnica que el orden de las unidades de proceso puede
seleccionarse y variarse.

En una realizacién, el método de la invencién se realiza como un procedimiento independiente. En esta realizacion,
la disolucién basada en remolacha azucarera se introduce en una columna llena de resina de intercambio catidnico
débilmente acida en forma H', y los componentes de la disolucién de alimentacién se eluyen con un eluyente para
separarlos en al menos dos fracciones en donde una de las fracciones esta enriquecida con betaina. La disolucion
de alimentacion puede asi fraccionarse en una fracciéon enriquecida con betaina y opcionalmente también en otra
fraccion u otras fracciones enriquecidas con compuestos adicionales. Preferiblemente, la betaina, y opcionalmente
también el compuesto adicional, se recuperan adicionalmente de la fraccidon que contiene el compuesto especifico.
Los compuestos adicionales a separar por el método de la presente invencioén incluyen polioles, tales como eritritol,
inositol, manitol, glicerol y/o acidos carboxilicos, tales como acido citrico, acido lactico, acido acético y acido
pirrolidona-carboxilico y/o mezclas de los mismos.

En otra realizacién, el método de la invencion se realiza como una etapa separada en un procedimiento de multiples
etapas en el que se combina con al menos una etapa de procedimiento adicional. En esta realizacién, la disolucion
basada en remolacha azucarera se puede fraccionar en una primera columna cromatografica que contiene, por
ejemplo, una resina de intercambio catidnico fuertemente acida que esta conectada a una segunda columna que
contiene una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H*, en una fraccién enriquecida con betaina
y opcionalmente la otra fraccién o fracciones enriquecidas con un compuesto o compuestos adicionales.
Preferiblemente, la betaina, y opcionalmente también el compuesto adicional, se recuperan adicionalmente de la
fraccion que contiene el compuesto especifico. Tal disposicion mejora adicionalmente el rendimiento de separacion y
aumenta los rendimientos y la pureza de los productos. El rendimiento de betaina también se mejora eliminando los
productos secundarios del procedimiento.

Todavia en otra realizacion, el método de la invencion comprende al menos una etapa de procedimiento adicional en
la que el método de la invencion es una etapa separada en un procedimiento de multiples etapas. La etapa de
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procedimiento adicional podria ser una separacion cromatografica, cristalizacion, evaporacion, filtracion y/o filtracion
por membranas, por ejemplo.

En general, el orden de elucion de compuestos diferentes en resinas de intercambio catiénico débilmente acidas
parece verse afectado, ademas de por la exclusion del tamafio molecular y la exclusion iénica, por las interacciones
hidréfobas/hidréfilas de los compuestos con la resina. De acuerdo con estudios previos, el orden de eluciéon de
compuestos diferentes (por ejemplo, acidos carboxilicos) en una resina de intercambio catiénico débilmente acida en
forma H' se ve afectado por los valores de pKa de los compuestos. Generalmente, cuanto menor es el valor de pKa,
mas corto es el tiempo de retencién del mismo compuesto. Sin embargo, el orden de elucion de la betaina (pKa =
1,832) en una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H' no sigue estas reglas exclusivamente.
Sorprendentemente, parece que la resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H' es mas hidréféba
que en la forma de catién de metal (tal como, Na*, K, etc.) y tiene una afinidad muy alta por la betaina, que es una
molécula hidréfoba.

En el método de la presente invencién, el orden de elucién de los componentes separados en una columna
cromatografica es diferente del orden obtenido por los métodos anteriores basados en, p. €j., el uso de una resina de
intercambio catiénico débilmente acida en forma Na® o en resinas de intercambio catidnico fuertemente acidas, y
esta caracteristica se puede usar ventajosamente para separar unos de otros los componentes de una composicion
multicomponente. De acuerdo con la presente invencion, la betaina se enriquece de manera eficiente y se separa de
las sales, el eritritol, el inositol, el manitol, el glicerol y los acidos carboxilicos debido a su elucion (mayor factor de
retencion) posterior a los enumerados. Ademas, en el método de la invencion, por ejemplo, el inositol se separa de
la betaina y del glicerol debido a su elucién antes del glicerol y la betaina.

Sorprendentemente, se encontré que el volumen de retencion y el factor de retencién de la betaina varian con el pH
de la separacion cromatografica, especialmente con el pH de la disolucion de alimentacion, cuanto menor es el pH,
mayor es el factor de retencion. La elucidon de betaina de la columna de separacién cromatografica se ve afectada
por cambios en el pH de la disoluciéon de alimentacion mientras que la mayoria de los compuestos carboxilicos
eluyen aproximadamente al mismo tiempo, independientemente del pH de la disolucién de alimentacion. El factor de
retencion de la betaina puede controlarse y/o regularse ajustando el pH de la separacion cromatografica. El ajuste
del pH de la separacion cromatografica se puede llevar a cabo ajustando el pH del eluyente y/o de la alimentacion,
pero preferiblemente se realiza ajustando el pH de la disolucidon de alimentacioén al valor deseado, a un pH inferior a
pH 6. Por ejemplo, al cambiar el pH de la disolucién de alimentaciéon de pH 5,1 a pH 1,4, el factor de retencion de
betaina cambia de 1,3 a 2,9. La reduccién del pH de la disolucién de alimentaciéon basada en remolacha azucarera
por debajo del valor de pH 5,1 puede usarse para retardar la velocidad de elucién de la betaina cuando en la
separacion cromatografica se utiliza una columna se llena con una resina de intercambio catidnico débilmente acida
en forma H' . En consecuencia, se puede lograr un enriquecimiento mas eficiente de betaina en la fraccion de
betaina. Por lo tanto, ajustando el pH de la disolucion de alimentacion, puede optimizarse la separacion
cromatografica de la betaina de otros compuestos en disoluciones basadas en remolacha azucarera en una resina
de intercambio catiénico débilmente acida en forma H'. El ajuste del pH de la disolucién de alimentacion también se
puede usar para controlar y/o regular la separacion cromatografica de la betaina de otros compuestos carboxilicos
en una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H".

El método de acuerdo con la presente invencién hace posible enriquecer la betaina de 1,5 a 50, preferiblemente de
2 a 5 veces, desde una disolucién basada en remolacha azucarera hasta una fraccion de betaina, por €j., con una
pureza maxima de mas que 50% respecto a DS, ventajosamente mas que 70% respecto a DS y mas
ventajosamente mas que 85% respecto a DS.

El método de acuerdo con la presente invencion permite separar y opcionalmente también recuperar betaina con
buenos rendimientos y con alta pureza (80 a 95% en solidos secos (DS)) a partir de una disolucion basada en
remolacha azucarera, tales como disoluciones de procedimientos de fermentacion y/o vinazas, lo cual ha sido
laborioso por métodos conocidos que usan, por €j., una resina de intercambio catidnico débilmente acida en forma
Na® o una resina de intercambio catiénico fuertemente acida. Por ejemplo, cuando se usa resina de intercambio
catiénico fuertemente acida (SAC) para la separacion cromatografica de betaina, se obtienen los mismos valores de
rendimiento y pureza con dos separaciones cromatograficas, mientras que solo es necesaria una separacion en una
resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H* . Ademas, el método de acuerdo con la presente
invencion también permite enriquecer y recuperar simultanea o separadamente compuestos adicionales, tales como
polioles como eritritol, inositol, manitol, glicerol y/o acidos carboxilicos, como acido citrico, acido lactico y/o acido
pirrolidona-carboxilico con buen rendimiento y pureza a partir de disoluciones de procedimientos de fermentacion o
vinazas, lo cual también ha sido laborioso por los métodos conocidos.

En una realizaciéon de acuerdo con el método de la invencion, el uso de vinaza de acido citrico como disoluciéon de
alimentacion permite recuperar betaina y acido citrico en fracciones separadas. La betaina y el acido citrico estan
ambos enriquecidos de 1,5 a 20, preferiblemente de 2 a 5 veces. La betaina puede enriquecerse en una fraccion de
betaina con una pureza superior al 60% respecto a DS, mas preferiblemente en mas que 80% respecto a DS y acido
citrico en una fraccién separada con una pureza superior al 20% respecto a DS, mas preferiblemente mas que 35%
respecto a DS, respectivamente.
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Una ventaja del método de la presente invencion es que se podria usar eficientemente un eluyente, agua, para
separar los compuestos deseados en una resina de intercambio catiénico débilmente 4cida en forma H* y también
en las etapas cromatograficas adicionales opcionales. Cuando se usa agua como eluyente en una separacion
cromatografica, el manejo es mas facil, los costos son mas bajos y la seguridad es mayor. En la separacion, el
diferente orden de elucién de la betaina y, por ejemplo, el inositol, ofrece un beneficio adicional en el método de la
presente invencién, haciendo también posible enriquecer de manera eficiente los compuestos adicionales, tales
como eritritol, inositol, manitol, glicerol, acido citrico, acido lactico y/o acido pirrolidona-carboxilico ademas de
betaina.

Segun la IUPAC (Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada), los términos relacionados con el procedimiento
cromatografico y la teoria de la cromatografia incluyen:

e El volumen muerto (tiempo) (VM, tM) es igual al volumen de retencion (tiempo) de un compuesto no retenido.

e El volumen de retencion ajustado (tiempo) (VR', tR') es el volumen de elucion total (tiempo) menos el volumen
muerto (tiempo).

e El factor de retencion (k) es matematicamente la relacion entre el volumen de retencion ajustado (tiempo) y el
volumen muerto (tiempo): k = VR '/ VM = tR'/tM.

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencion. Los ejemplos no deben interpretarse como limitantes de las
reivindicaciones de ninguna manera.

Ejemplo 1

Un ejemplo comparativo que muestra la separacion cromatografica de una corriente de elucion de betaina con una
resina de intercambio catiénico débilmente &cida en forma Na® (pH 8,9)

Se origind una corriente de elucién de betaina en una separacién cromatografica de melazas de remolacha y
contenia varios compuestos como betaina, inositol, eritritol, manitol y glicerol. Se someti6 a separacion
cromatografica como una disoluciéon de alimentacion, que se realizé en una columna de separacion cromatografica
de laboratorio como un procedimiento discontinuo. La columna con un diametro de 0,045 m se llené con una resina
acrilica de intercambio cationico tipo acido débil (Finex CA 12 GC) fabricada por Finex Oy, Finlandia. La resina era
una resina basada en acrilato de etilo. La altura de la resina era de aproximadamente 0,70 m. El grado de
reticulacion de la resina fue de 6,0% de DVB y el tamafio medio de particula de la resina fue de 0,26 mm. La resina
estaba en forma Na’. Después del proceso de fabricacién, el pH de la resina era alto. Se colocé un dispositivo de
alimentacion en la parte superior del lecho de resina. La temperatura de la columna, la disolucién de alimentacion y
el agua eluyente fue de aproximadamente 80°C. El caudal en la columna se ajusté a 4 mL/min. La disolucién de
alimentacion se filtré a través de un filtro utilizando tierra de diatomeas como coadyuvante de filtracion. El pH de la
disolucién de alimentacion fue 8,9.

La separacion cromatografica se llevd a cabo de la siguiente manera:

Etapa 1: Se determind la sustancia seca de la disolucion de alimentacion y se ajustd a 25 g de sustancia seca en
100 g de disolucién de acuerdo con el indice de refraccion (RI) de la disolucion.

Etapa 2: Se bombearon 100 mL de disolucién de alimentacion precalentada por la parte superior del lecho de resina
(a través del dispositivo de alimentacion).

Etapa 3: La disolucion de alimentacion se eluyé hacia abajo en la columna alimentando agua pretratada
intercambiada con iones a la parte superior de la columna.

Etapa 4: se recogieron muestras de 10 mL de la disolucién saliente a intervalos de 3 minutos. Se determinaron la
concentracion, la conductividad (mS/cm) y el pH de las muestras. La composicion de las muestras se analizdé con
HPLC (columna Ca2+, 0,6 mL/min, de Ca(NO3), 0,001 M, 85°C).

La betaina eluyé de la columna después de las sales. La sacarosa tuvo un tiempo de retencién casi idéntico al de la
betaina. El volumen muerto de 99 minutos y el tiempo de elucion de 168 minutos dieron a la betaina el factor de
retencion de 0,7. El eritritol, el manitol y el glicerol tuvieron tiempos de retencién casi similares y eluyeron casi como
un pico después del pico de betaina. El inositol eluyd el Gltimo como un pico separado. El orden de elucion es
consistente con la naturaleza hidréfoba/hidrofila de los componentes. La resina utilizada separé betaina e inositol de
los otros componentes principales, sales, glicerol, manitol y eritritol. EI pH del efluente (es decir, la disolucion
saliente) estuvo entre 8 y 11. El perfil de separacion se presenta en la Figura 1.

Ejemplo 2

Separacioén cromatografica de vinaza con una resina de intercambio catidénico débilmente acida en forma H' (pH 3,6)
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El licor de partida utilizado para la separacién fue vinaza de un procedimiento de fermentacién de acido citrico. La
vinaza contenia principalmente betaina, glicerol, sales inorganicas y acidos organicos como acido citrico y pequefias
cantidades de acido lactico, acido oxalico, acido acético, PCA y azlcares. La vinaza tenia aproximadamente la
siguiente composicion (% en RDS):

Betaina 17,1

Glicerol 1,8

Acido citrico 7,8

Otras sustancias 73,3

El pH de la disolucion fue 3,6.

La disolucion se filtré a través de un filtro utilizando tierra de diatomeas como coadyuvante de filtracién. La vinaza se
us6 como la disolucion de alimentacion y se sometié a separacion cromatografica. La separacion se realizé en una
columna de separacion cromatografica a escala piloto como un procedimiento discontinuo. La columna con un
diametro de 0,09 m se llend con una resina de intercambio catiénico débilmente acida (Finex CA 16 GC, 8% DVB,
capacidad 4,4 eqv/L) fabricada por Finex Oy, Finlandia. La resina era una resina basada en acrilato y el tamafio
medio de particula de la resina en forma de sodio fue de 0,41 mm. La resina se regener6 en forma de hidrégeno
(H+), después de lo cual la altura del lecho de resina fue de aproximadamente 1,7 m. La temperatura de la columna,
de la disolucion de alimentacion y del agua eluyente fue de 75°C. El caudal en la columna se ajusté a 3 L/h.

La separacion cromatografica se llevé a cabo repitiendo las siguientes etapas:

Etapa 1: La sustancia seca de la disolucién de alimentacion se ajustd a 35 g de sustancia seca en 100 g de
disolucion de acuerdo con el indice de refraccion (IR) de la disolucion.

Etapa 2: Se bombearon 640 mL de disolucién de alimentacion precalentada a la parte superior del lecho de resina.

Etapa 3: La disolucion de alimentacion se eluyé hacia abajo en la columna alimentando agua pretratada
intercambiada con iones por la parte superior de la columna.

Etapa 4: Se recogieron muestras de 50 mL de la disolucién saliente a intervalos de 5 minutos. Se determinaron la
concentracion, la conductividad (mS/cm) y el pH de las muestras. La composiciéon de las muestras se analizdé con
HPLC (columna Na®*, 0,6 mL/min, 85°C, Na,SO. 0,003 M).

La elucién comenzd con sales inorganicas y continué con acidos organicos y alditoles. La betaina eluyé de la
columna como el ultimo de los componentes principales. El pH del efluente varié entre 1,9 y 4,6. Se realizaron un
total de 5 alimentaciones, durante las cuales la forma del ion de resina no se estabilizd por completo. Después de
estas separaciones, el 93% de la resina estaba en forma de hidrogeno en la parte superior del lecho de resina. La
resina separa la betaina muy bien de otros componentes; el volumen muerto fue de 75 minutos y el tiempo de
elucion fue de 278 minutos. El factor de retencion de betaina en esta separacion fue 2,7. La betaina pudo recogerse
como una fraccion de alta pureza (80 a 95%/DS) con un buen rendimiento (>90%). El &cido citrico se recogié como
una fraccion con una pureza de 20 a 50% respecto a DS. Los factores de retencién (k) de betaina y algunos acidos
organicos de la disolucion de alimentacion se presentan en la Tabla 1. Los valores de pKa presentados en la Tabla 1
estan tomados del Lange’s Handbook of Chemistry, (152 Edicién), 1999. Se puede ver que estos acidos eluyen
segun su valor de pKj, (primer valor) Sorprendentemente, la betaina, cuyo valor de pK, es 1,832, constituye una
excepcion y eluye como el ultimo componente. El perfil de separacion se presenta en la Figura 2.

Tabla 1
compuesto Tiempo muerto [min] k Tiempo de elucién [min] pKa 12/28/3?2 constante de
disociacion a 25°C
Acido oxalico 75 0,6 120 1,271/4,272
Acido citrico 75 0,9 141 3,128/4,761/6,396
Acido lactico 75 1,5 186 3,858
Acido acético 75 2,4 258 4,756
Betaina 75 2,7 278 1,832

Ejemplo 3

Separacion cromatografica de vinaza con una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H' (pH 5,1)
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El licor de partida utilizado para la separacion fue vinaza de un procedimiento de fermentacion de etanol. La vinaza
contenia principalmente betaina, glicerol, sales inorganicas y acidos organicos y tenia aproximadamente la siguiente
composicion (% en RDS):

Betaina 13,8

Glicerol 12,3

Otros 73,9

El pH de la disolucion fue 5,1.

La disolucion se filtré a través de un filtro utilizando tierra de diatomeas como coadyuvante de filtracion. La vinaza se
us6 como la disolucion de alimentacion y se sometié a separacion cromatografica. La separacion se realizé en una
columna de separacion cromatografica a escala piloto como un procedimiento discontinuo. La columna con un
diametro de 0,09 m se llend con una resina de intercambio catiénico débilmente acida (Finex CA 16 GC, 8% DVB,
capacidad 4,4 eqv/L), fabricada por Finex Oy, Finlandia. La resina era una resina basada en acrilato y el tamafio
medio de particula de la resina en forma de sodio fue de 0,41 mm. La resina se regeneré en forma de hidrégeno
(H+), después de lo cual la altura del lecho de resina fue de aproximadamente 1,7 m. La temperatura de la columna,
de la disolucion de alimentacién y del agua eluyente fue de 75°C. El caudal en la columna se ajusté a 3 L/h. La
separacion cromatografica se llevo a cabo repitiendo el siguiente procedimiento:

Etapa 1: La sustancia seca de la disolucién de alimentacion se ajusté a 35 g de sustancia seca en 100 g de
disolucién de acuerdo con el indice de refraccion (IR) de la disolucion.

Etapa 2: Se bombearon 0,6 L de disolucion de alimentacion precalentada a la parte superior del lecho de resina.

Etapa 3: La disolucion de alimentacion se eluyé hacia abajo en la columna alimentando agua pretratada de
intercambio i6nico, cuyo pH se ajustd de 3 a 4 con acido férmico, por la parte superior de la columna.

Etapa 4: Se recogieron muestras de 50 mL de la disolucién saliente a intervalos de 5 minutos. Se determinaron la
concentracion, la conductividad (mS/cm) y el pH de las muestras. La composiciéon de las muestras se analizdé con
HPLC (columna Na®*, 0,6 mL/min, 85°C, Na,SO. 0,003 M).

La elucién comenzd con sales inorganicas y continué con acidos organicos y alditoles. La betaina eluy6 de la
columna mas tarde que los otros componentes principales. El lugar del pico de betaina se desplazé hacia atras (es
decir, mas cerca de los picos de otros componentes) antes de que se alcanzara el equilibrio de la forma i6nica de la
resina. Después de 53 alimentaciones, el 67% de la resina en la parte superior del lecho de resina estaba en forma
H*. En esa etapa, el volumen muerto de betaina fue de 75 minutos y el tiempo de elucién fue de 180 minutos. El
factor de retencion de betaina fue 1,3 y la pureza maxima del pico de betaina fue superior al 75%. El pH del efluente
vario entre 4,4 y 6,3. El perfil de separacion de la alimentacion 53 se presenta en la Figura 3.

Ejemplo 4
Separacién cromatografica de vinaza con una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H' (pH 4,2)

El licor de partida utilizado para la separacion fue vinaza de un procedimiento de fermentacion de etanol. La vinaza
contenia principalmente betaina, glicerol, sales inorganicas y acidos organicos y tenia aproximadamente la siguiente
composicion (% en RDS):

Betaina 15,8
Glicerol 11,5
Otros 72,7.

La vinaza se us6 como la disoluciéon de alimentacion y se sometié a separacion cromatografica. La separacion se
realizd en una columna de separacion cromatografica a escala piloto como un procedimiento discontinuo. La
columna con un diametro de 0,09 m se llend con una resina de intercambio catiénico débilmente acida (Finex CA 16
GC, 8% DVB, capacidad 4,4 eqv/L). La resina era una resina basada en acrilato y el tamafio medio de particula de la
resina en forma de sodio fue de 0,41 mm. La resina se regeneré en forma de hidrégeno (H") después de lo cual la
altura del lecho de resina fue de aproximadamente 1,7 m. La temperatura de la columna y de la disolucion de
alimentacion y del agua eluyente fue de 75°C. El caudal en la columna se ajust6 a 3 L/h. El pH de la disolucion de
alimentacion se ajusto a 4,2 por acido sulfurico (H2SO4) La disolucion de alimentacion se filtré a través de un filtro
utilizando tierra de diatomeas como coadyuvante de filtracion.

La separacion cromatografica se llevé a cabo de la siguiente manera:
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Etapa 1: La sustancia seca de la disolucién de alimentacion se ajustd a 35 g de sustancia seca en 100 g de
disolucion de acuerdo con el indice de refraccion (IR) de la disolucion.

Etapa 2: Se bombearon 2 L de disolucién de alimentacién precalentada por la parte superior del lecho de resina.

Etapa 3: La disolucion de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua pretratada de
intercambio i6nico, cuyo pH se ajusté a 4,2 con acido férmico, por la parte superior de la columna.

Etapa 4: Se recogieron muestras de 50 mL de la disolucién saliente a intervalos de 5 minutos. Se determinaron la
concentracion, la conductividad (mS/cm) y el pH de las muestras. La composicion de las muestras se analizdé con
HPLC (columna Na®, 0,6 mL/min, 85°C, Na,SO. 0,003 M).

La elucién comenzd con sales inorganicas y continué con acidos organicos y alditoles. La betaina eluyé de la
columna mas tarde que los otros componentes principales, pero algo antes comparado con la separacion de pH de
alimentacion inferior presentada en el Ejemplo 2. El volumen muerto fue de 75 minutos y el tiempo de elucion fue de
205 minutos. El factor de retencion de la betaina a este pH fue de 1,7 y se obtuvo una pureza maxima de mas que
80% respecto a DS en la fraccion de betaina. La pureza de la fraccion de glicerol, que eluyé antes de la betaina, fue
superior al 20% respecto a DS. Se realizaron un total de 20 alimentaciones, durante las cuales se estabilizé la forma
ion de la resina; El 89% de la resina estaba en forma de hidrégeno en la parte superior € inferior de la resina. El pH
del efluente estaba entre 4,0 y 6,4. El perfil de separacion de la 202 alimentacion se presenta en la Figura 4.

Ejemplo 5
Separacién cromatografica de vinaza con una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H' (pH 3,1)

El licor de partida utilizado para la separacién fue vinaza de un procedimiento de fermentacién de acido citrico. La
vinaza contenia principalmente betaina, glicerol, sales inorganicas y acidos organicos y tenia aproximadamente la
siguiente composicion (% en RDS):

Betaina 19,8
Glicerol 3,0
Otros 77,2.

La vinaza se us6 como la disoluciéon de alimentacion y se sometié a separacion cromatografica. La separacion se
realizd en una columna de separacion cromatografica a escala piloto como un procedimiento discontinuo. La
columna con un diametro de 0,09 m se llend con una resina de intercambio catiénico débilmente acida (Finex CA 16
GC, 8% DVB, capacidad 4,4 eqv/L). La resina era una resina basada en acrilato y el tamafio medio de particula de la
resina en forma de sodio fue de 0,41 mm. La resina se regeneré en forma de hidrégeno (H") después de lo cual la
altura del lecho de resina fue de aproximadamente 1,6 m. La temperatura de la columna y de la disolucion de
alimentacion, y el agua eluyente fue de 75°C. El caudal en la columna se ajusté a 3 L/h. El pH de la disolucion de
alimentacion fue 3,1.

La separacion cromatografica se llevé a cabo de la siguiente manera:

Etapa 1: La sustancia seca de la disolucién de alimentacion se ajustd a 35 g de sustancia seca en 100 g de
disolucion de acuerdo con el indice de refraccion (IR) de la disolucion.

Etapa 2: Se bombearon 1,5 L de disolucion de alimentacion precalentada por la parte superior del lecho de resina.

Etapa 3: La disolucion de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua pretratada de
intercambio i6nico, cuyo pH se ajusté a 3-4 con acido férmico, por la parte superior de la columna.

Etapa 4: Se recogieron muestras de 50 mL de la disolucién saliente a intervalos de 5 minutos. Se determinaron la
concentracion, la conductividad (mS/cm) y el pH de las muestras. La composicion de las muestras se analizdé con
HPLC (columna Na*, 0,6 mL/min, 85°C, Na,S0O. 0,003 M).

La elucidon comienza con sales inorganicas y continda con acidos organicos y alditoles. La betaina eluye de la
columna como el ultimo de los componentes principales. El volumen muerto para la betaina fue de 75 min, el tiempo
de elucion fue de 245 min y su factor de retencion fue de 2,3. El pH del efluente (por ejemplo, la disolucion saliente)
vario entre 2,4 y 4,3. Se hicieron un total de 54 alimentaciones, durante las cuales se estabilizé la forma ion de la
resina, y > 99% de la resina estaba en forma de hidrogeno. La resina separa muy bien la betaina de otros
componentes, y se obtuvo una pureza maxima de mas que 85% en la fraccidon betaina. El perfil de separacion se
presenta en la Figura 5.

Ejemplo 6

Separacién cromatografica de vinaza con una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H' (pH 1,4)
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El licor de partida utilizado para la separacién fue vinaza de un procedimiento de fermentacién de etanol. La vinaza,
que contenia principalmente betaina, glicerol, sales inorganicas y acidos organicos, tenia aproximadamente la
siguiente composicion (% en RDS):

Betaina 14,0
Glicerol 10,6
Otros 75,4.

La vinaza se us6 como la disoluciéon de alimentacion y se sometié a separacion cromatografica. La separacion se
realizd en una columna de separacion cromatografica a escala piloto como un procedimiento discontinuo. La
columna con un diametro de 0,09 m se llend con una resina de intercambio catiénico débilmente acida (Finex CA 16
GC, 8% DVB, capacidad 4,4 eqv/L). La resina fue una resina basada en acrilato y el tamafio medio de particula de la
resina en forma de sodio fue de 0,41 mm. La resina se regeneré en forma de hidrégeno (H") después de lo cual la
altura del lecho de resina fue de aproximadamente 1,6 m. La temperatura de la columna y de la disolucion de
alimentacion y del agua eluyente fue de 75°C. El caudal en la columna se ajust6 a 3 L/h. El pH de la disolucion de
alimentacion se ajusté mediante acido sulfurico fuerte (H2SO4) a 1,4 y se filtré a través de un filtro usando tierra de
diatomeas como coadyuvante de filtracion.

La separacion cromatografica se llevd a cabo de la siguiente manera:

Etapa 1: La sustancia seca de la disolucién de alimentacion se ajusté a 35 g de sustancia seca en 100 g de
disolucion de acuerdo con el indice de refraccion (IR) de la disolucion.

Etapa 2: Se bombearon 0,7 L de disolucion de alimentacion precalentada por la parte superior del lecho de resina.

Etapa 3: La disolucion de alimentacion se eluyd hacia abajo en la columna alimentando agua precalentada de
intercambio i6nico, cuyo pH se ajusto a 2,2 mediante H,SO, fuerte, por la parte superior de la columna.

Etapa 4: Se recogieron muestras de 50 mL de la disolucién saliente a intervalos de 5 minutos. Se determinaron la
concentracion, la conductividad (mS/cm) y el pH de las muestras. La composicion de las muestras se analizd con
HPLC (columna Na®*, 0,6 mL/min, 85°C, Na,SO. 0,003 M).

La elucidon comienza con sales inorganicas y continda con acidos organicos y alditoles. La betaina eluye de la
columna como el ultimo de los componentes principales. El volumen muerto para la betaina fue de 75 min, el tiempo
de elucion fue de 290 min y su factor de retencion fue de 2,9. El pH del efluente (por €j., la disolucién saliente) varié
entre 1,3 y 3,3. La resina separa muy bien la betaina de otros componentes, y se obtuvo una pureza maxima de mas
que 85% en la fraccion betaina. El perfil de separacion se presenta en la Figura 6.

Ejemplo 7
Cristalizacion de betaina

La betaina de la fraccion concentrada rica en betaina se cristalizé de la siguiente manera. El liquido de alimentacion
que contenia betaina se afiadié a un cristalizador de ebullicién de 400 litros. La evaporacién se inicid. Los primeros
cristales espontaneos se vieron a un contenido DS de aproximadamente el 79%, a una temperatura de 99°C.
Después de la siembra espontanea, se continué la cristalizacién a ebullicién durante 3 horas a una temperatura de
aproximadamente 100°C, y se afiadié continuamente nuevo liquido de alimentacion al cristalizador de ebullicion. Se
descarg6 un lote de 400 litros de la masa obtenida por cristalizacion en ebullicion (DS de masa 87%). La masa se
centrifugd y el producto anhidro de betaina se seco.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la separacion cromatografica de betaina de una disolucidon basada en remolacha azucarera,
en el que en la separacién cromatogréfica se usa una resina de intercambio catiénico débilmente 4cida en forma H' ;

donde la betaina se separa de otros compuestos carboxilicos.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que la disolucion basada en remolacha azucarera es una disolucion
de un procedimiento de fermentacion.

3. El método segun la reivindicacion 2, en el que la disolucion del procedimiento de fermentacion es una
disolucién de fermentacion de acido citrico, levadura o etanol.

4.  El método segun la reivindicacion 1, en el que la disolucidon basada en remolacha azucarera es una disolucion
de un procedimiento derivada de remolacha azucarera que comprende betaina, acidos carboxilicos, polioles y/o
PCA.

5. El método segun la reivindicacion 4, en el que la disolucion de procedimiento derivada de remolacha azucarera
es vinaza, melazas o melazas de betaina.

6. El método segun la reivindicacion 1, en el que en la separacion cromatografica se utiliza al menos una columna
o una parte de una columna que contiene una resina de intercambio catiénico débilmente &cida en forma H" .

7. El método segun la reivindicacion 1, en el que la resina de intercambio catiénico débilmente acida es una
resina acrilica.

8. El método segun la reivindicacion 7, en el que la resina acrilica se deriva del grupo que consiste en acrilato de
metilo, acrilato de etilo, acrilato de butilo, metacrilato de metilo y acrilonitrilo o acidos acrilicos o mezclas de los
mismos.

9. El método segun la reivindicacion 7, en el que la resina esta reticulada con divinil benceno (DVB).
10. EI método segun la reivindicacién 9, en el que el grado de reticulacién de la resina es de 3 a 8% en peso.
11. El método segun la reivindicacion 1, en el que un eluyente usado en la separacion cromatografica es agua.

12. El método segun la reivindicacién 1, en el que la temperatura del eluyente utilizado en la separacion
cromatografica esta entre 10°C y 95°C.

13. El método segun la reivindicacion 12, en el que la temperatura del eluyente esta entre 65°C y 95°C.

14. El método segun la reivindicacion 1, en el que el tamafio de particula de la resina de intercambio catiénico
débilmente acida es de 10 a 2000 pm.

15. El método segun la reivindicaciéon 14, en el que el tamafo de particula de la resina de intercambio catiénico
débilmente acida es de 100 a 400 pm.

16. El método segun la reivindicacion 1, en el que el pH de una disolucién de alimentacion esta por debajo de 6.
17. El método segun la reivindicacion 16, en donde el pH de la disolucién de alimentacion esta por debajo de 5,1.
18. El método segun la reivindicacion 1, en el que la separacion cromatografica es un procedimiento discontinuo.

19. El método segun la reivindicacion 1, en el que la separacion cromatografica es un procedimiento de lecho movil
simulado.

20. El método segun la reivindicacion 19, en el que el procedimiento de lecho mévil simulado es un procedimiento
secuencial.

21. El método segun la reivindicacion 19, en el que el procedimiento de lecho mévil simulado es un procedimiento
continuo.

22. El método segun la reivindicacion 1, en el que el método comprende ademas separar otra fraccion o fracciones
enriquecidas con un poliol y/o un acido carboxilico.

23. El método segun la reivindicacion 22, en el que el poliol es inositol y/o glicerol.

24. El método segun la reivindicacion 22, en el que el acido carboxilico es acido citrico, acido lactico y/o acido
pirrolidona-carboxilico.
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25. El método segun la reivindicacion 1, en el que se separan una fraccién enriquecida con betaina y una fraccion
enriquecida con acido citrico.

26. El método segun la reivindicacién 1, en el que el método comprende ademas recuperar betaina de la fraccion
enriquecida con betaina.

27. El método segun la reivindicacion 26, en el que la recuperacion se realiza por cristalizacion.

28. El método segun la reivindicacion 1, en el que el ajuste del pH de la separacién cromatografica se usa para
regular o controlar el factor de retencion de la betaina.

29. El método segun la reivindicacion 28, en el que la elucion de betaina se retarda disminuyendo el pH de la
alimentacién para que sea menor que pH 5,1.

30. El método segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto carboxilico es acido citrico, acido lactico y/o acido
pirrolidona-carboxilico.

31. El método segun la reivindicacion 28, en el que se separan de la disolucion una fraccién de betaina y una
fraccién de acido citrico.

32. El método segun la reivindicacion 28, en el que la betaina se separa de los compuestos tipo poliol.
33. El método segun la reivindicacion 32, en el que el poliol es inositol y/o glicerol.

34. Uso de una resina de intercambio catiénico débilmente acida en forma H* para la separacién cromatogréfica de
betaina de una disolucién basada en remolacha azucarera, en el que la betaina se separa de otros compuestos
carboxilicos.
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