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Menetelma betaiinin erottamiseksi

Keksinnon ala

Esilla oleva keksintd liittyy menetelmaén betaiinin kromatografiseksi
erottamiseksi H'-muodossa olevalla heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla
sokerijuurikaspohjaisista liuoksista. Sopivia sokerijuurikaspohjaisia liuoksia
ovat esimerkiksi liuokset, jotka on saatu juurikkaasta johdettujen liuosten, me-
lassien, fermentaatioprosessiliuoksien ja vinassien kasittelystd. Esilla oleva
keksintd liittyy myés menetelmaén muiden yhdisteiden kromatografiseksi erot-
tamiseksi, kuten polyolien ja/tai karboksyylihappojen, H*-muodossa olevalla
heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla sokerijuurikaspohjaisista liuoksista.

Keksinnon tausta

Kromatografista erottamista on kéaytetty betaiinin talteenottamiseksi,
luonnonmateriaaleista, kuten juurikasmelasseista, betaiinimelasseista ja vi-
nassista. Tunnetuissa kromatografisissa erottamisissa yleisimmin kéaytetyt
hartsit ovat olleet vahvasti happamia kationinvaihtajia, eli sulfonoituja polysty-
reeneitd, jotka on silloitettu 3,5-8 paino-%:lla divinyylibentseenia, jolioin hartsi
on monovalentissa tai divalentissa muodossa. Vesi on yleensa ollut edullinen
eluentti, mutta ongelma vettad kaytettdessé on ollut se, etta eri tuotteilla, kuten
betaiinilla, erytritolilla, inositolilla, sakkaroosilla ja mannitolilla, on samanlaiset
retentioajat, jolloin fraktiot ovat limittyneet.

US-patentti 4 359 430 kuvaa prosessin betaiinin talteenottamiseksi
melasseista ja vinassista kayttdmallad polystyreenisulfonaattisuolaa kationin-
vaihtohartsina kromatografisessa kolonnissa ja eluoimalla vedella. Voimak-
kaasti hapan kationinvaihtohartsi on alkalimetallimuodossa. Ensimmaéinen ero-
tettu fraktio on jatefraktio, toinen fraktio siséitdé olennaisen osuuden syéttéliu-
oksen sokereista ja kolmas fraktio koostuu pdaasiassa betaiinista.

US-patenttihakemus 2002/0120135 kuvaa menetelmén ramnoosin
ja arabinoosin kromatografiseksi erottamiseksi muista monosakkarideista ksy-
loosin kiteytyksen ryénasta kayttamalla H’/Mg”-muodossa olevaa heikosti ha-
panta kationinvaihtohartsia.

US-patenttihakemus 2005/0161401 kuvaa kromatografisen mene-
telmén betaiinin, mannitolin, glyserolin ja inositolin erottamiseksi toisistaan
kayttamalla heikosti eméaksista anioninvaihtohartsia.

US-patentti 6 770 757 kuvaa prosessin betaiinin ja muiden yhdistei-
den, kuten erytritolin, inositolin, mannitolin, glyserolin ja aminohappojen, tal-
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teenottamiseksi ldhtdaineista, jotka sisaltévat vastaavat yhdisteet, kayttamalla
Na*-muodossa olevaa heikosti hapanta kationinvaihtohartsia kromatografises-
sa erottamisjarjestelmassa. Syottoliuosten pH-arvot vaihtelevat vilillad pH 6 ja
pH 11 ja effluentin, kolonnista ulos tulevan liuoksen, vaihtelee valilla 6,511.
Betaiini eluoidaan jarjestelmasta suolojen jélkeen, sen jalkeen erytritoli, manni-
toli ja glyseroli. Inositoli eluoidaan viimeiseksi erillisena piikkina.

US-patentti 5 032 686 kuvaa menetelméan sitruunahapon talteenot-
tamiseksi fermentaatioliuoksista kayttamallda H'-muodossa olevaa vahvasti
hapanta kationinvaihtohartsia. Ensimmaiset eluoidut fraktiot sisélsivat suurmo-
lekyylipainoisia yhdisteitd, kuten sakkaroosi, maltoosi ja isomaltoosi. Seuraa-
vat fraktiot sisalsivat sitruunahappoa ja viimeiset fraktiot sisélsivat esimerkiksi
betaiinia ja erilaisia orgaanisia happoja, kuten glukonihappoa, oksalihappoa.

Tanaka K. et al. (Journal of Chromatography 850 (1999), 187-196)
kuvaavat analyyttisen ioninpoiston kromatografisen menetelman karboksyyli-
happojen erottamiseksi H'-muodossa olevalla heikosti happamalla kationin-
vaihtohartsilla. Kun vetta kaytettiin eluenttina, karboksyylihappojen valinen pii-
kin muoto ja resoluutio eivét olleet tyydyttavia. Piikin muodon parantamiseksi
laimennettua rikkihappoliuosta testattiin eluenttina. Lisdksi metanolin lisaémi-
sen téhan eluenttiin havaittin vahentavan hydrofobisen luonteen omaavien
karboksyylihappojen retentioaikoja. Molekyylikokoekskluusion ja ioniekskluu-
sion lisdksi eluutiojarjestykseen vaikuttivat karboksyylihappojen pKa-arvot ja
hydrofobinen/hydrofiilinen luonne.

On yllattavasti havaittu, ettd kiytettdessad H'-muodossa olevaa hei-
kosti hapanta kationinvaihtohartsia, betaiini voidaan erottaa sokerijuurikaspoh-
jaisista liuoksista, kuten fermentaatioprosessiliuoksista, vinasseista ja muista
sokerijuurikkaasta, johdetuista liuoksista erillisena fraktiona, joka eluoituu nii-
den yhdisteiden jalkeen, joiden aikaisemmin tiedettiin eluoituvan betaiinin jal-
keen. Betaiinin eluutiojérjestys H'-muodossa olevalla heikosti happamalla ka-
tioninvaihtohartsilla on siten erilainen kuin aikaisemmin tunnettu vahvasti hap-
pamilla kationinvaihtohartseilla tai Na*-muodossa olevalla heikosti happamalla
kationinvaihtohartsilla. TAma ilmié on erityisen edullinen kun fraktioidaan mo-
nikomponenttisia liuoksia, jotka siséltévat betaiinia ja muita yhdisteita, joilla on
samanlaiset tai Idhes samanlaiset retentioajat muilla erotusvaliaineilla.

Keksinnon yhteenveto

Esilla oleva keksintd liittyy menetelmaén betaiinin kromatografiseksi
erottamiseksi sokerijuurikaspohjaisista liuoksista H'-muodossa olevalla hei-
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kosti happamalla kationinvaihtohartsilla. Esilla oleva keksinté liittyy myds me-
netelméin muiden yhdisteiden, kuten polyolien ja/tai karboksyylihappojen,
kromatografiseen erottamiseen sokerijuurikaspohjaisista liuoksista H*-muo-
dossa olevalla heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla. Lisiksi esilla oleva
keksinto liittyy menetelmaan betaiinin kromatografiseksi erottamiseksi muista
karboksyyliyhdisteistd H*-muodossa olevalla heikosti happamalla kationinvaih-
tohartsilla. Liséksi esilla oleva keksintd liittyy menetelmaan betaiinin erottami-
seksi sokerijuurikaspohjaisesta liuoksesta kromatografisessa erottamisjarjes-
telméssa, jossa H'-muodossa olevaa heikosti hapanta kationinvaihtohartsia
kaytetadn ainakin yhdessa kromatografisessa kolonnissa tai kolonnin osassa
kromatografista erottamista varten. Esilla oleva keksinté liittyy myos menetel-
maan betaiinin kromatografiseksi erottamiseksi sokerijuurikaspohjaisista liuok-
sista H'-muodossa olevalla heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla, jossa
kromatografisen jérjestelman pH:ta kdytetaédn saatdmaan ja/tai ohjaamaan be-
taiinin retentiotekijaa. Lisaksi esilld oleva keksintd liittyy H'-muodossa olevan
heikosti happaman kationinvaihtohartsin kayttéon betaiinin kromatografiseksi
erottamiseksi ja valinnaisesti myés muiden yhdisteiden, kuten polyolien ja/tai
karboksyylihappojen, sokerijuurikaspohjaisesta liuoksesta. Esillé oleva keksin-
to liittyy myds H'-muodossa olevan heikosti happaman kationinvaihtohartsin
kayttoon betaiinin kromatografiseksi erottamiseksi muista karboksyyliyhdisteis-
ta.

Piirrosten lyhyt kuvaus

Seuraavat piirrokset ovat keksinndn havainnollistavia suoritusmuo-
toja, eikd niitd ole tarkoitettu rajoittamaan patenttivaatimuksissa méariteltya
keksinnon piiria.

Kuvio 1 on graafinen esitys esimerkin 1 mukaisista eluutioprofiileista
ja pH:sta.

Kuvio 2 on graafinen esitys esimerkin 2 mukaisista eluutioprofiileista
ja pH:sta.

Kuvio 3 on graafinen esitys esimerkin 3 mukaisista eluutioprofiileista
ja pH:sta 3.

Kuvio 4 on graafinen esitys esimerkin 4 mukaisista eluutioprofiileista
ja pH:sta 4.

Kuvio 5 on graafinen esitys esimerkin 5 mukaisista eluutioprofiileista
ja pH:sta 5.
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Kuvio 6 on graafinen esitys esimerkin 6 mukaisista eluutioprofiileista
ja pH:sta 6.

Keksinnon yksityiskohtainen kuvaus

On olemassa jatkuva tarve kayttda hyvaksi lisdraaka-aineita teolli-
sesti ja/tai ravinnollisesti arvokkaiden yhdisteiden, kuten betaiinin, polyolien ja
karboksyylihappojen, talteenottamiseksi. Erds vaihtoehtoinen ratkaisu naiden
yhdisteiden talteenottamiseksi on kayttda sokerijuurikaspohjaisia fermentaa-
tioprosessiliuoksia, kuten esimerkiksi sitruunahappo-, hiiva- tai etanolifermen-
taatioprosessiliuoksia tai vinasseja, kuten esimerkiksi sitruunahappo- tai eta-
nolivinasseja raaka-aineina. Nyt on yllattden havaittu, ettd kun kaytetaan H'-
muodossa olevaa heikosti hapanta kationinvaihtohartsia, betaiini voidaan erot-
taa hyvin puhtaana fraktiona fermentaatioprosessiliuoksista. Liséksi happa-
man fermentaatioprosessiliuoksen tai vinassin yleensa, ja erityisesti sitruuna-
happofermentaatioliemestd saadun vinassin, havaittiin olevan sopiva kroma-
tografiseen erottamiseen H'-muodossa olevalla heikosti happamalla kationin-
vaihtohartsilla. Siten liuoksen esikéasittely pH:n sdatamiseksi ennen kromato-
grafista erottamista ei olisi tarpeen.

Ylldkuvatuissa olosuhteissa esimerkiksi H*-muodossa oleva voi-
makkaasti hapan kationinvaihtohartsi (SAC) ei pysyisi stabiilina. Kun sy6ttoliu-
oksessa on suoloja, SAC-hartsin funktionaalinen ryhma muuttuu hyvin helposti
H'-muodosta metallikationimuotoon jopa happamassa ympdaristéssa toisin
kuin heikosti hapan kationinvaihtohartsi.

Esilld olevan keksinnén mukaan H'-muodossa olevaa heikosti ha-
panta kationinvaihtohartsia kaytetddn menetelméssa betaiinin kromatografi-
seksi erottamiseksi sokerijuurikaspohjaisista liuoksista. Esilld olevan keksin-
nén mukaan H'-muodossa olevaa heikosti hapanta kationinvaihtohartsia kay-
tetdan my6s menetelméssa betaiinin lisdksi myds muiden yhdisteiden, kuten
polyolien ja karboksyylihappojen, kromatografiseksi erottamiseksi sokerijuuri-
kaspohjaisista liuoksista. Lisdksi esilla olevan keksinnén mukaan H'-
muodossa olevaa heikosti hapanta kationinvaihtohartsia kdytetadn menetel-
méassa betaiinin kromatografiseksi erottamiseksi muista karboksyyliyhdisteista.
Esilld olevan keksinnén mukaan H'-muodossa olevaa heikosti hapanta ka-
tioninvaihtohartsia kéytetaan ainakin yhdessa kromatografisessa erottamisvai-
heessa betaiinin erottamiseksi. Liséksi esilld olevan keksinnén mukaan H'-
muodossa olevaa heikosti hapanta kationinvaihtohartsia kaytetdan ainakin yh-
dessd kromatografisessa kolonnissa tai yhdessa kolonnin osittain pakatussa
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kerroksessa kromatografisessa erottamisjarjesteiméassa betaiinin erottamiseksi
sokerijuurikaspohjaisista liuoksista.

Esilld olevassa keksinndssé H'-muodossa oleva heikosti hapan ka-
tioninvaihtohartsi tarkoittaa paaasiassa dissosioitumattomassa COOH-muo-
dossa olevaa heikosti hapanta kationinvaihtohartsia. Keksinnén mukaisen dis-
sosioitumattomassa COOH-muodossa olevan heikosti happaman kationin-
vaihtohartsin maara on yli 50 %, edullisesti ainakin 67 % ja edullisemmin vyl
90 %.

Esilla olevan keksinnon mukainen sokerijuurikaspohjainen liuos on
miké tahansa sokerijuurikkaasta johdettu liuos, hydrolysaatti ja/tai uutos. Liuos
voidaan saada tallaisten juurikkaasta johdettujen liuosten jatkokasittelysta
fermentaatiolla, esimerkiksi sitruunahappo-, hiiva- tai etanolifermentaatiolla tai
sokerijuurikkaasta johdettujen liuosten, kuten juurikas ja/tai betaiinimelassit tai
vinassi, kasittelysta. Fermentaatioliuokset, melassit ja vinassi sisaltavat tyypil-
lisesti paljon epaorgaanisia suoloja ja seoksen erityyppisiéd orgaanisia yhdistei-
ta. Esilla olevan keksinnén mukaisella menetelmélla erotettavat muut yhdisteet
ovat polyoleja, kuten erytritoli, inositoli, mannitoli ja glyseroli ja/tai karboksyyli-
happoja, kuten sitruunahappo, maitohappo, etikkahappo, oksaalihappo ja pyr-
rolidonikarboksyylihappo ja/tai niiden seokset. Esilld olevan keksinndn mukai-
sessa kromatografisessa erottamisessa yhdisteet erotetaan fraktioihin, jotka
rikastetaan kohdeyhdisteen suhteen. Rikastettu fraktio siséltda korkeamman
konsentraation yhdisteen kuiva-ainepohjaisen painon mukaan kuin syéttoliu-
oksena kaytetty liuos.

Esilld olevan keksinndn mukainen menetelma voitaisiin suorittaa it-
senaisesti tai se voitaisiin yhdistaa muihin prosessivaiheisiin tai se voisi kasit-
taa sellaisia, kuten esimerkiksi ylimaarainen kromatografinen erottaminen, ki-
teyttdminen, haihduttaminen, ioninvaihto, suodattaminen, membraanin suodat-
taminen ja/tai jonkin muun tunnetun prosessivaiheen. Keksinnén mukainen
menetelméa voidaan edullisesti yhdistda yhteen tai useampaan yllamainittuun
liséprosessointivaiheeseen tai se voi kasittaa sellaisen.

Ylimaarainen kromatografinen erottamisvaihe voitaisiin suorittaa
kayttden esimerkiksi voimakkaasti hapanta kationinvaihtohartsia (SAC), voi-
makkaasti emaéksistd anioninvaihtohartsia (SBA) tai heikosti eméksista
anioninvaihtohartsia (WBA) sokerijuurikaspohjaisen lahtoliuoksen ja/tai erotet-
tavaksi valittujen yhdisteiden koostumuksen mukaan.
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Keksinnén mukainen menetelma voidaan edullisesti yhdistaa lisa-
vaiheeseen betaiinin talteenottamiseksi tai se voi kasittaa sellaisen. Betaiinin
talteenotto voitaisiin suorittaa esimerkiksi kiteyttdmalla. Keksinnén mukainen
menetelma voidaan valinnaisesti myds yhdistaa lisidvaiheeseen muun yhdis-
teen tai -yhdisteiden talteenottamiseksi, kuten polyolien ja/tai karboksyylihap-
pojen, tai se voi kasittaa sellaisen.

Kromatografinen kolonni tai kolonnin osa (kolonnin osittain pakattu
kerros), jota kaytetdan esilla olevan keksinnon mukaisessa menetelmassa tay-
tetaan H'-muodossa olevalla heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla, edul-
lisesti akryylikationinvaihtohartsilla, jossa on karboksyylin funktionaalisia ryh-
mia. Tallainen akryylihartsi johdetaan edullisesti metyyliakrylaatista, etyyliakry-
laatista, butyyliakrylaatista, metyylimetakrylaatista tai akrylonitriilista tai akryyli-
hapoista tai niiden seoksista. Hartsi voidaan silloittaa silloitusaineen kanssa,
esim. di-vinyylibentseenin (DVB). Sopiva silloitusaste on 1-20 %, edullises-
ti 3—8 %. Hartsin keskimaarainen partikkelikoko on tavallisesti 10-2000 pm,
edullisesti 100 - 400 um.

Kromatografinen erottaminen suoritetaan edullisesti lampdétiloissa
valilla 10-95 °C, edullisemmin 30-95 °C, edullisimmin 65-95°C. On tunnet-
tua, ettd korkeampi erotuslampétila alentaa viskositeettia ja parantaa erotuk-
sen suorituskykya, mutta on haitallisempi syéttéliuoksen herkille yhdisteille.

Esilla olevan keksinnén mukaisessa kromatografisessa erottami-
sessa kaytetty eluentti on edullisesti vesi tai pH-saadetty vesi.

Fraktioitava sokerijuurikaspohjainen liuos esikésitelldan valinnaises-
ti ennen kromatografista erottamista suodattamalla, joka voidaan suorittaa
kayttdmalla painesuodatinta suodatinavun kanssa tai iiman sita. Lisaksi tarvit-
taessa syéttéliuoksena kaytettévéan livoksen pH sdadetaan pH-arvon 6 alapuo-
lelle, edullisesti pH-arvon 5,1 alapuolelle, edullisemmin pH-arvojen 1,4-5,1 vi-
lille ja edullisimmin pH-arvojen 3—4,5 vilille. Kun syottdliuoksen pH on korkea
(> 4,2), keksinndn mukainen heikosti hapan kationinvaihtohartsi muuttuu osit-
tain alkuperdisestd H'-muodostaan ionimuotoon ja balansoituu siten tietylle
H*-muodon tasolle. lonimuodon tyyppi on riippuvainen syéttéliuoksen ioneista.

Syoéttoliuos voidaan suodattaa ennen pH-s&atéa tai sen jalkeen.
Ennen kromatografista erottamista syo6ttoliuoksen kuiva-aine sadadetdin sopi-
valle tasolle.

Syottdlaitetta kdytetdan liuoksen sydttamiseksi kolonniin. Kolonnin,
syottoliuoksen ja eluentin lAmpdtila on edullisimmin likim&arin sama kuin kro-
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matografisen erottamisen lampétila. Tama saavutetaan esilammittamalla syot-
toliuos. Syottoliuos eluoidaan kolonnissa sy6ttdmalla vettd, esimerkiksi de-
mineralisoitua vettd tai kondensaattivetta tai jotakin muuta vesiliuosta kolon-
niin. Edullisesti kaytetdan esilammitettyd eluenttia. Virtausnopeus kolonnissa
saadetédan sopivalle tasolle. Ulos tulevien liuosten fraktiot kerétaan sopivin va-
lein ja analysoidaan. Ulosvirtausta kolonnista voidaan monitoroida on-line-
instrumenteilla. Fraktioidut tuotteet, esim. betaiini, ja valinnaisesti myés poly-
olit, kuten erytritoli, mannitoli, inositoli, glyseroli ja/tai karboksyylihapot, kuten
sitruunahappo, oksaalihappo, maitohappo, etikkahappo ja/tai pyrrolidonikar- ‘
boksyylihappo voidaan ottaa talteen sopivilla menetelmilla, kuten esimerkiksi
kiteyttamalla.

Esilld olevan keksinndn mukainen menetelma voitaisiin suorittaa
erillisend vaiheena monivaiheprosessissa kun kaytetadan lisdksi esimerkiksi
kromatografista erottamista, kiteyttdmistd, haihduttamista ja/tai suodattamista
ainakin kerran monivaiheprosessin lisdvaiheena. Liséksi on mahdollista jarjes-
taa kaksi tai useampi kromatografinen kolonni sekvenssiin, jossa ainakin yksi
kolonni tai osa kolonnista siséltdd H'-muodossa olevaa heikosti hapanta ka-
tioninvaihtohartsia, jolloin toinen kolonni tai toiset kolonnit siséltavat samaa tai
erityyppistd hartsia, kuten esimerkiksi voimakkaasti hapanta kationinvaihto-
hartsia. Kéytetty kromatografinen jarjestelma voi olla joko panosprosessi tai
simuloitu liikkuva peti -jarjestelma. Simuloitu liikkkuva peti -jérjestelma voi olla
joko jatkuva tai sekventiaalinen.

On myds mahdollista yhdistaa toisiinsa joillain muilla prosessiyksi-
koilld kaksi kromatografista kolonnia tai kolonnin osaa, jotka sisaltavat H'-
muodossa olevaa heikosti hapanta kationinvaihtohartsia. Prosessiyksikot voi-
vat olla esimerkiksi suodattaminen, membraanisuodattaminen, pH-s&aato tai
konsentroiminen haihduttamalla. Alan ammattilaiselle on ilmeisté, etti proses-
siyksikoiden jarjestys voidaan valita ja siti voidaan vaihdella.

Erdassé suoritusmuodossa keksinndn mukainen menetelmé suori-
tetaan itsenaisend prosessina. Téssé suoritusmuodossa sokerijuurikaspohjai-
nen liuos voidaan fraktioida H'-muodossa olevalla heikosti happamalla ka-
tioninvaihtohartsilla betaiinia siséltavaksi fraktioksi ja valinnaisesti myés muun
yhdisteen siséltévaksi fraktioksi. Edullisesti betaiini ja valinnaisesti myés muu
yhdiste otetaan liséksi talteen spesifisen yhdisteen sisaltavasta fraktiosta. Esil-
l& olevan keksinndn mukaisella menetelmalla eroteltavat muut yhdisteet ovat
polyoleja, kuten erytritoli, inositoli, mannitoli, glyseroli ja/tai karboksyylihappoja,
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kuten sitruunahappo, maitohappo, etikkahappo ja pyrrolidonikarboksyylihappo
jaltai niiden seokset.

Eradssa toisessa suoritusmuodossa keksinndn mukainen menetel-
ma suoritetaan erillisend vaiheena monivaiheprosessissa, jolloin se yhdiste-
taan ainakin yhteen lisdprosessivaiheeseen. Tassa suoritusmuodossa sokeri-
juurikaspohjainen liuos voidaan fraktioida ensimmaisella kolonnilla, joka sisal-
taa esimerkiksi voimakkaasti hapanta kationinvaihtohartsia, joka on yhdistetty
toiseen kolonniin, joka sisaltda H'-muodossa olevaa heikosti hapanta ka-
tioninvaihtohartsia, betaiinia sisaltavaksi fraktioksi ja valinnaisesti myds muun
yhdisteen siséltavaksi fraktioksi. Edullisesti betaiini ja valinnaisesti myés muu
yhdiste otetaan liséksi talteen spesifisen yhdisteen sisaltavasta fraktiosta. Tal-
lainen jarjestely parantaa edelleen erotuksen suorituskykyé ja lisda tuotteiden
saantoja ja puhtautta. Betaiinin saanto paranee myds kun sivutuotteet poiste-
taan prosessista.

Viela erddssa toisessa suoritusmuodossa keksinndn mukainen me-
netelma kasittdd ainakin yhden lisdprosessivaiheen, jossa keksinnén mukai-
nen menetelma on erillinen vaihe monivaiheprosessissa. Lisaprosessivaihe
voisi olla esimerkiksi kromatografinen erottaminen, kiteyttdminen, haihdutta-
minen, suodattaminen ja/tai membraanisuodattaminen.

Yleensé eri yhdisteiden eluutiojarjestykseen heikosti happamilla ka-
tioninvaihtohartseilla nayttda vaikuttavan molekyylikokokoekskiuusion ja io-
niekskluusion lisdksi yhdisteiden hydrofobinen/hydrofiilinen interaktio hartsin
kanssa. Aikaisempien tutkimusten mukaan eri yhdisteiden eluutiojarjestykseen
(esim. karboksyylihappojen) H'-muodossa olevalla heikosti happamalla ka-
tioninvaihtohartsilla vaikuttaa yhdisteiden pKa-arvo. Yleensa mitd alhaisempi
pKa-arvo, sitd lyhyempi saman yhdisteen retentioaika on. Betaiinin eluutiojéar-
jestys (pKa = 1,832) H'-muodossa olevalla heikosti happamalla kationinvaih-
tohartsilla ei kuitenkaan noudata néita saantdja. Yllattden vaikuttaa silta, etta
H'-muodossa oleva heikosti hapan kationinvaihtohartsi on hydrofobisempi
kuin metallikationimuoto ja silla on erittdin korkea affiniteetti betaiinille, joka on
hydrofobinen molekyyli.

Esilld olevan keksinndn mukaisessa menetelméssa erotettujen yh-
disteiden eluutiojérjestys kromatografisessa kolonnissa on erilainen kuin se
jarjestys, joka saatiin aikaisemmilla menetelmilla esim. perustuen Na'-muo-
dossa olevan heikosti happaman kationinvaihtohartsin kayttoén tai voimak-
kaasti happamien kationinvaihtohartsien kayttoon, ja tatad piirrettd voidaan
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edullisesti kayttdd monikomponenttiyhdisteen komponenttien erottamisessa
toisistaan. Esilld olevan keksinndn mukaan betaiini eluoituu erytritolin, inosito-
lin, mannitolin, glyserolin ja karboksyylihappojen jalkeen. Lisaksi esimerkiksi
inositoli eluoituu ennen glyserolia ja betaiinia keksinnén mukaisessa menetel-
massa.

Yllattavasti betaiinin retentiovolyymin ja retentiotekijan havaittiin
vaihtelevan kromatografisen erottamisen pH:n kanssa, erityisesti syottoliuok-
sen pH:n kanssa; mita alempi pH, sitéd korkeampi retentiotekija. Betaiinin eluoi-
tumiseen kromatografisesta erotuskolonnista vaikuttavat syéttéliuoksen pH-
muutokset kun taas useimmat karboksyyliyhdisteet eluioituvat likimaarin sa-
manaikaisesti huolimatta syottéliuoksen pH:sta. Betaiinin retentiotekijaa voi-
daan kontrolloida ja/tai saadellda saatamalld kromatografisen erottamisen
pH:ta. Kromatografisen erottamisen pH:n sdatdminen voidaan suorittaa saa-
tamalla eluentin ja/tai syotteen pH:ta, mutta se suoritetaan edullisesti saata-
malla syottdliuoksen pH halutulle tasolle. Esimerkiksi muuttamalla syéttoliuok-
sen pH 5,1:sta pH 1,4:4an, betaiinin retentiotekija muuttuu 1,3:sta 2,9:44n. Ta-
ten saatamalla syottdliuoksen pH:ta, betaiinin kromatografinen erottaminen
muista yhdisteistd sokerijuurikaspohjaisissa liuoksissa voidaan optimoida H'-
muodossa olevalla heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla. Sy6ttéliuoksen
pH:n s&&téa voidaan myos kayttaa betaiinin kromatografisen erottamisen kont-
rolloimiseksi ja/tai saatelemiseksi muista karboksyyliyhdisteistd H'-muodossa
olevalla heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla.

Esilld olevan keksinnén mukainen menetelma mahdollistaa betaii-
nin rikastamisen sokerijuurikaspohjaisesta liuoksesta betaiinifraktioksi, jonka
maksimipuhtaus on yli 50 % kuiva-aineesta laskettuna (DS), edullisesti yli
70 % DS.

Esilla olevan keksinnon mukainen menetelméa mahdollistaa betaii-
nin erottamisen ja valinnaisesti myds talteenottamisen hyvilld saannoilla ja
!(orkealla puhtaudella (80-95 % DS) sokerijuurikaspohjaisesta liuoksesta, ku-
ten fermentaatioprosessiliuoksista ja/tai vinasseista, miké on ollut tydlasta tun-
netuilla menetelmills kayttamalla esim. Na*-muodossa olevaa heikosti hapanta
kationinvaihtohartsia tai voimakkaasti hapanta kationinvaihtohartsia. Esimer-
kiksi, kun voimakkaasti hapanta kationinvaihto (SAC) hartsia kaytetaan betaii-
nin kromatografiseksi erottamiseksi, saavutetaan samat saanto- ja puhtausta-
sot kahdella kromatografisella erottamisella samaan aikaan kun tarvitaan vain
yksi erotus H'-muodossa olevalla heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla.
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Lisaksi esilla olevan keksinndn mukainen menetelma mahdollistaa myds mui-
den yhdisteiden erottamisen ja talteenoton, kuten polyolien, kuten erytritoli,
inositoli, mannitoli, glyseroli ja/tai karboksyylihappojen, kuten sitruunahappo,
maitohappo ja/tai pyrrolidonikarboksyylihappo, hyvélla saannolla ja puhtaudel-
la fermentaatioprosessiliuoksista tai vinasseista, mikd on myés ollut tydlasta
tunnetuilla menetelmilla.

Eraassa keksinndén mukaisen menetelméan suoritusmuodossa kayt-
tamalla sitruunahappovinassia syoéttdliuoksena, betaiini voidaan rikastaa beta-
iinifraktioksi, jonka puhtaus on yli 60 % DS, edullisemmin yli 80 % DS ja sit-
ruunahappo erilliseksi fraktioksi, jonka puhtaus on yli 20 % DS, edullisemmin
yli 35 % DS.

Esilld olevan keksinndn mukaisen menetelman eras etu on se, etta
yhta eluenttia, vetta, voitaisiin kayttaa tehokkaasti haluttujen yhdisteiden erot-
tamiseksi H'-muodossa olevalla heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla ja
my0s valinnaisissa ylimaaraisissé kromatografisissa vaiheissa. Kun vetta kay-
tetddn eluenttina kromatografisessa erottamisessa, kasittely on helpompaa,
kustannukset ovat alhaisempia ja luotettavuus on parempi. Betaiinin ja esi-
merkiksi inositolin erottamisen erilainen eluoitumisjarjestys tuottaa lisdetua
esilld olevan keksinndn mukaisessa menetelméassa, tehden mahdolliseksi
erottaa betaiinin lisdksi myds muita yhdisteitd, kuten erytritoli, inositoli, manni-
toli, glyseroli, sitruunahappo, maitohappo ja/tai pyrrolidonikarboksyylihappo.

IUPAC:n (International Union of Pure ja Applied Chemistry) mu-
kaan, kromatografiseen prosessiin ja kromatografiateoriaan liittyviin termeihin
kuuluvat:

* Hold-up-volyymi (aika) (VM, tM) on yhté kuin ei-retentoidun yhdisteen re-
tentiovolyymi (aika).

» Saadetty retentiovolyymi (aika) (VR', tR') on kokonaiseluoitumisvolyymi
(aika) miinus hold-up-volyymi (aika).

* Retentiotekija (k) on matemaattisesti sdaddetyn retentiovolyymin (aika)
suhde hold-up-volyymiin (aika): k = VR'/VM = tR'AM.

Seuraavat esimerkit havainnollistavat esilla olevaa keksintéa. Esi-
merkkien tarkoitus ei ole rajoittaa patenttivaatimuksia millaan tavalla.
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ESIMERKKI 1
Vertaileva esimerkki, joka esittaa betaiinin ryonasta kromatografista erot-
tamista Na'-muodossa olevalla heikosti happamalla kationinvaihtohart-
silla (pH 8,9)

Betaiinin ryénd oli peraisin juurikasmelassien kromatografisesta
erottamisesta ja sisalsi useita yhdisteitd, kuten betaiini, inositoli, erytritoli,
mannitoli ja glyseroli. Sy6ttoliuoksena se altistettiin kromatografiselle erotuk-
selle, joka suoritettiin laboratoriomittakaavan kromatografisessa erotuskolon-
nissa panosprosessina. Kolonni, jonka halkaisija oli 0,045 m taytettiin akryyli-
sella heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla (Finex CA 12 GC), valmistaja
Finex Oy, Suomi. Hartsi oli etyyliakrylaattipohjainen hartsi. Hartsin korkeus oli
noin 0,70 m. Hartsin silloitusaste oli 6,0 % DVB ja hartsin keskimaarainen par-
tikkelikoko oli 0,26 mm. Hartsi oli Na'-muodossa. Hartsin pH oli korkea valmis-
tusprosessin jalkeen. Syéttdlaite asetettiin hartsikerroksen paélle. Kolonnin,
syottdliuoksen ja eluenttiveden lampétila oli noin 80 °C. Virtausnopeus kolon-
nissa saadettin 4 ml:aan/min. Syottdliuos suodatettiin suodattimen kautta
kayttaen piimaata suodatinapuna. Syéttéliuoksen pH oli 8,9.

Kromatografinen erottaminen suoritettiin seuraavasti

Vaihe 1: Syottéliuoksen kuiva-aine maaritettiin ja saadettiin 25

g:aan kuiva-ainetta 100 g:ssa liuosta liuoksen taittumiskertoimen

mukaan (RI).

Vaihe 2: 100 ml esilammitettya syottdliuosta pumpattiin hartsiker-

roksen paélle (syottélaitteen lapi).

Vaihe 3: Syo6ttdliuos eluoitiin alaspain kolonnissa syottamalla esi-

l@mmitettya ioninvaihtovetta kolonnin paalle.

Vaihe 4: 10 ml:n néytteita ulostulevasta liuoksesta kerattiin 3 minuu-
tin valein. Naytteiden konsentraatio, johtavuus (mS/cm) ja pH maaritettiin.
Naytteiden koostumus analysoitiin HPLC:lla (Ca®*-kolonni, 0,6 mi/min, 0,001 M
Ca(NO3)2, 85 °C.

Betaiini eluoitui kolonnista suolojen jalkeen. Sakkaroosilla oli 1ahes
sama retentioaika kuin betaiinilla. 99 minuutin hold-up-volyymilla ja 168 minuu-
tin eluoitumisajalla saatiin betaiinille retentiotekija 0,7. Erytritolilla, mannitolilla
ja glyserolilla oli I&hes sama retentioaika eluoituen lahes yhtené piikkina beta-
iinipiikin jélkeen. Inositoli eluoitui viimeiseksi erillisena piikkinad. Eluoitumisjar-
jestys néyttad olevan yhdenmukainen komponenttien hydrofobisen/hydro-
fiilisen luonteen mukaan. Hartsi erotti betaiinin ja inositolin hyvin muista paa-
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komponenteista. Effluentin (eli ulostulevan liuoksen) pH oli 8—11. Erotusprofiili
on esitetty kuviossa 1.

ESIMERKKI 2
Vinassin kromatografinen erottaminen H'-muodossa olevalla heikosti
happamalia kationinvaihtohartsilla (pH 3,6)

Erotukseen kaytetty aloitusliuos oli vinassi sitruunahapon fermen-
taatioprosessista. Vinassi sisélsi padasiassa betaiinia, glyserolia, epaorgaani-
sia suoloja ja orgaanisia happoja, kuten sitruunahappoa, ja sillé oli likim&arin
seuraava koostumus (% RDS:113):

Betaiini 17,1

Glyseroli 1,8

Sitruunahappo 7,8

Muut 73,3

Liuoksen pH oli 3,6.

Liuos suodatettiin suodattimen kautta kayttden piimaata suoda-
tinapuna. Vinassia kaytettiin syéttéliuoksena ja se alistettiin kromatografiselle
erottamiselle. Erottaminen suoritettiin koemittakaavan kromatografisessa ero-
tuskolonnissa panosprosessina. Kolonni, jonka halkaisija oli 0,09 m, taytettiin
heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla (Finex CA 16 GC, 8 % DVB, kapa-
siteetti 4,4 ekv/l), valmistaja Finex Oy, Suomi. Hartsi oli akrylaattipohjainen
hartsi ja hartsin keskima&rainen partikkelikoko natriummuodossa oli 0,41 mm.
Hartsi regeneroitiin vety (H") -muotoon, minka jalkeen hartsikerroksen korkeus
oli likimaarin 1,7 m. Kolonnin, syéttdliuoksen ja eluenttiveden lampdtila oli
75 °C. Virtausnopeus kolonnissa saadettiin 3 l:aan/h.

Kromatografinen erottaminen suoritettiin toistaen seuraavia vaihei-
ta:

Vaihe 1: Syottéliuoksen kuiva-aine saadettiin 35 g:aan kuiva-ainetta

100 g:ssa liuosta liuoksen taittumiskertoimen (RI) mukaan.

Vaihe 2: 640 ml esilammitettyd syottdliuosta pumpattiin hartsiker-

roksen paélle.

Vaihe 3: Syoéttoliuos eluoitiin alaspdin kolonnissa syottamélla esi-

lAmmitettya ioninvaihtovetta kolonnin paalle.

Vaihe 4: 50 ml:n naytteita ulostulevasta liuoksesta kerattiin 5 minuu-

tin valein. Naytteiden konsentraatio, johtavuus (mS/cm) ja pH méaa-

ritettiin. Naytteiden koostumus analysoitin HPLC:lla (Na*-kolonni,
0,6ml/min, 85 °C, 0,003 M Na;S0Q,).
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Eluoituminen alkoi epaorgaanisilla suoloilla ja jatkui orgaanisilla ha-
poilla ja alditoleilla. Betaiini eluoitui kolonnista viimeisena padkomponenteista.
Effluentin pH vaihteli valilla 1,9 ja 4,6. Tehtiin kaikkiaan 5 sy6tta, joiden aika-
na hartsin ionimuoto ei tdysin stabiloitunut. Naiden erotusten jalkeen 93 %

5 hartsista oli vetymuodossa hartsikerroksen paalla. Hartsi erotti betaiinin erittain
hyvin muista komponenteista; hold-up-volyymi oli 75 min ja eluoitumisaika 278
min. Betaiinin retentiotekija tissa erotuksessa oli 2,7. Betaiini voitaisiin kerata
korkean puhtauden (80-95 %/DS) fraktiona hyvalla saannolla (=90 %). Sitruu-
nahappo kerattiin fraktiona, jonka puhtaus oli 20-50% DS. Betaiinin ja joiden-

10  kin syottdliuvoksen orgaanisten happojen retentiotekijat (k) on esitetty taulukos-
sa 1. Taulukossa 1 esitetyt pKa-arvot on johdettu kirjasta Lange’'s Handbook
of Chemistry, (15th Edition), 1999. Voidaan nahda, ettd nama hapot eluoituvat
niiden pK, (1.) arvon mukaan. Yllattévasti betaiini, jonka pKs-arvo on 1,832,
muodostaa poikkeuksen ja eluoituu viimeisend komponenttina. Erotusprofiili

15 on esitetty kuviossa 2.

Taulukko 1

yhdiste Hold-up-aika k Eluoitumisaika pKa 1./2./3. dissosiaatiovakio

fmin] [min] 25 °C:ssa

oksaalihappo |75 0,6 120 1,271/4,272

sitruunahappo | 75 0,9 [141 3,128 /4,761 / 6,396

maitohappo |75 1,5 |186 3,858

etikkahappo |75 2,4 |258 4,756

betaiini 75 2,7 |278 1,832
ESIMERKKI 3
Vinassin kromatografinen erottaminen H'-muodossa olevalla heikosti

20 happamalla kationinvaihtohartsilla (pH 5,1)

Erotuksessa kaytetty aloitusliuos oli etanolin fermentaatioprosessis-
ta saatu vinassi. Vinassi sisélsi paaasiallisesti betaiinia, glyserolia, epaorgaani-
sia suoloja seka orgaanisia happoja ja silla oli likim&arin seuraava koostumus
(% RDS:lI&):

25 Betaiini 13,8

Glyseroli 12,3

Muut 73,9

Liuoksen pH oli 5,1.
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Liuos suodatettiin suodattimen kautta kayttden piimaata suoda-
tinapuna. Vinassia kaytettiin sy6ttéliuoksena ja se altistettiin kromatografiselle
erottamiselle. Erottaminen suoritettiin koemittakaavan kromatografisessa ero-
tuskolonnissa panosprosessina. Kolonni, jonka halkaisija oli 0.09 m, taytettiin
heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla (Finex CA 16 GC, 8 % DVB, kapa-
siteetti 4,4 ekv/l), valmistaja by Finex Oy, Suomi. Hartsi oli akrylaattipohjainen
hartsi ja hartsin keskiméaarainen partikkelikoko natriummuodossa oli 0,41 mm.
Hartsi regeneroitiin vety (H") -muotoon, minké jalkeen hartsikerroksen korkeus
oli likimaarin 1,7 m. Kolonnin, syéttoliuoksen ja eluenttiveden lampétila oli
75 °C. Virtausnopeus kolonnissa saédettiin 3 l:aan/h. Kromatografinen erotta-
minen suoritettiin seuraavasti

Vaihe 1: Syoéttéliuoksen kuiva-aine saadettiin 35 g:aan kuiva-ainetta

100 g:ssa liuosta liuoksen taittumiskertoimen (RI) mukaan.

Vaihe 2: 0,6 | esilammitettya syottdliuosta pumpattiin hartsikerrok-

sen paalle.

Vaihe 3: Syo6ttoliuos eluoitiin alaspéin kolonnissa sydttamalla kolon-

nin paalle esilammitettya ioninvaihtovetta, jonka pH saadettiin 3—

4:4an muurahaishapolla.

Vaihe 4: 50 ml:n naytteitd ulostulevasta liuoksesta kerattin 5 min

vélein. Naytteiden konsentraatio, johtavuus (mS/cm) ja pH méaritet-

tiin. Naytteiden koostumus analysoitin HPLC:ll& (Na®-kolonni, 0,6

ml/min, 85 °C, 0,003 M NazSO,).

Eluoituminen alkoi epaorgaanisilla suoloilla ja jatkui orgaanisilla ha-
poilla ja alditoleilla. Betaiini eluoitui kolonnista my6hemmin kuin muut paa-
komponentit. Betaiinipiikin paikka siirtyi taaksepain (eli lahemmaksi muiden
komponenttien piikkeja) ennen kuin hartsin ionimuodon tasapaino saavutettiin.
53 sybtteen jalkeen 67 % hartsista hartsikerroksen paalla oli H-muodossa.
Siind vaiheessa betaiinin hold-up-volyymi oli 75 min ja eluoitumisaika oli 180
min. Betaiinin retentiotekija oli 1,3 ja betaiinipiikin maksimipuhtaus oli yli
75 %/DS. Effluentin pH vaihteli vélilla 4,4 ja 6,3. 53. syitteen erotusprofiili on
esitetty kuviossa 3.

ESIMERKKI 4
Vinassin kromatografinen erottaminen H'-muodossa olevalla heikosti
happamalla kationinvaihtohartsilla (pH 4,2)

Erotukseen kaytetty aloitusliuos oli vinassi etanolin fermentaatio-
prosessista. Vinassi sisdlsi paaasiassa betaiinia, glyserolia, epaorgaanisia
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suoloja seka orgaanisia happoja ja silla oli likimaarin seuraava koostumus (%
RDS:114):

Betaiini 15,8

Glyseroli 11,5

Muut 72,7,

Vinassia kaytettiin syottdliuoksena ja se altistettiin kromatografiselle
erottamiselle. Erottaminen suoritettiin koemittakaavan kromatografisessa ero-
tuskolonnissa panosprosessina. Kolonni, jonka halkaisija oli 0,09 m, taytettiin
heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla (Finex CA 16 GC, 8 % DVB, kapa-
siteetti 4,4 ekv/l). Hartsi oli akrylaattipohjainen hartsi ja hartsin keskimaarainen
partikkelikoko natriummuodossa oli 0,41 mm. Hartsi regeneroitiin vety (H")
-muotoon, minka jalkeen hartsikerroksen korkeus oli likimaérin 1,7 m. Kolonnin
ja syottéliuoksen ja eluenttiveden lampétila oli 75 °C. Virtausnopeus kolonnis-
sa sdadettin 3 l:aan/h. Syéttéliuvoksen pH saadettiin 4,2:een rikkihapolla
(H2S04). Syéttéliuos suodatettiin suodattimen kautta kayttden piimaata suoda-
tinapuna.

Kromatografinen erottaminen suoritettiin seuraavasti:

Vaihe 1: Syéttdliuoksen kuiva-aine saadettiin 35 g:aan kuiva-ainetta

100 g:ssa liuosta liuoksen taittumiskertoimen (RI) mukaan.

Vaihe 2: 2 | esilammitettya sydttéliuvosta pumpattiin hartsikerroksen

paalle.

Vaihe 3: Syéttéliuos eluoitiin alaspain kolonnissa sydttamalla kolon-

nin paalle esildmmitettyd ioninvaihtovettd, jonka pH saadettiin

4,2:een muurahaishapolla.

Vaihe 4: 50 ml:n naytteita ulostulevasta liuoksesta keréttiin 5 minuu-

tin valein. Néaytteiden konsentraatio, johtavuus (mS/cm) ja pH maa-

ritettiin. Naytteiden koostumus analysoitin HPLC:lla (Na*-kolonni,

0,6 ml/min, 85 °C, 0,003 M Na;S0O,).

Eluoituminen alkoi epdorgaanisilla suoloilla ja jatkui orgaanisilla ha-
poilla ja alditoleilla. Betaiini eluoituivat kolonnista myéhemmin kuin muut paa-
komponentit, mutta jonkin verran aikaisemmin verrattuna esimerkissa 2 esitet-
tyyn erotukseen, jossa syétén pH oli matalampi. Hold-up-volyymi oli 75 min ja
eluoitumisaika oli 205 min. Betaiinin retentiotekija tassa pH:ssa oli 1,7 ja beta-
iinifraktiossa saavutettiin yli 80 %:n maksimipuhtaus DS:lla. Glyserolifraktion
puhtaus, joka eluoitui ennen betaiinia, oli yli 20 % DS:lla. Tehtiin yhteensa 20
syotettd, joiden aikana hartsin ionimuoto stabiloitui; 89 % hartsista oli vety-
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muodossa hartsin paalla ja pohjalla. Effluentin pH vaihteli valilla 4,0 ja 6,4. 20.
syotteen erotusprofiili on esitetty kuviossa 4.

ESIMERKKI 5
Vinassin kromatografinen erottaminen heikosti H'-muodossa olevalla

happamalia kationinvaihtohartsilla (pH 3,1)

Erotukseen kaytetty aloitusliuos oli vinassi sitruunahapon fermen-
taatioprosessista. Vinassi sisalsi paaasiassa betaiinia, glyserolia, epaorgaani-
sia suoloja ja orgaanisia happoja ja silla oli likim&arin seuraava koostumus (%
RDS:113):

Betaiini 19,8

Glyseroli 3,0

Muut 77,2.

Vinassia kaytettiin sybttliuoksena ja se altistettiin kromatografiselle
erottamiselle. Erottaminen suoritettiin koemittakaavan kromatografisessa erot-
tamiskolonnissa panosprosessina. Kolonni, jonka halkaisija oli 0,09 m, taytet-
tiin heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla (Finex CA 16 GC, 8 % DVB,
kapasiteetti 4,4 ekv/l). Hartsi oli akrylaattipohjainen hartsi ja hartsin keskimaa-
rdinen partikkelikoko natriummuodossa oli 0,41 mm. Hartsi regeneroitiin vety
(H") -muotoon, minka jélkeen hartsikerroksen korkeus oli likimaéarin 1,6 m. Ko-
lonni ja syottoliuoksen ja eluenttiveden lampétila oli 75 °C. Virtausnopeus ko-
lonnissa saadettiin 3 l:aan/h. Sybttéliuoksen pH oli 3,1.

Kromatografinen erottaminen suoritettiin seuraavasti:

Vaihe 1: Syéttéliuoksen kuiva-aine sééadettiin 35 g:aan kuiva-ainetta

100 g:ssa liuosta liuoksen taittumiskertoimen (RI) mukaan.

Vaihe 2: 1,5 | esilammitettya syéttdliuosta pumpattiin hartsikerrok-

sen paalle.

Vaihe 3: Syéttéliuos eluoitiin alaspéin kolonnissa sydttdmalla kolon-

nin paalle esilammitettya ioninvaihtovetta, jonka pH saadettiin 3—

4:3an muurahaishapolla.

Vaihe 4: 50 ml:n naytteita ulostulevasta liuoksesta kerattiin 5 minuu-

tin valein. Néytteiden konsentraatio, johtavuus (mS/cm) ja pH méaa-

ritettiin. Naytteiden koostumus analysoitin HPLC:lla (Na®-kolonni,

0,6 ml/min, 85 °C, 0,003 M NazSQO,).

Eluoituminen alkaa epéaorgaanisilla suoloilla ja jatkuu orgaanisilla
hapoilla ja alditoleilla. Betaiini eluoituu kolonnista viimeisend pdakomponen-
teista. Betaiinin hold-up-volyymi oli 75 min, eluoitumisaika oli 245 min ja sen
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retentiotekija oli 2,3. Effluentin (esim. ulostuleva liuos) pH vaihteli valilla 2,4 ja
4,3. Tehtiin kaikkiaan 54 syoétetta, joiden aikana hartsin ionimuoto stabiloitui, ja
> 99 % hartsista oli vetymuodossa. Hartsi erottaa betaiinin erittdin hyvin muista
komponenteista ja betaiinifraktiossa saavutettiin yli 85 %:n maksimipuhtaus
DS:lla. Erotusprofiili on esitetty kuviossa 5.

ESIMERKKI 6
Vinassin kromatografinen erottaminen H'-muodossa olevalla heikosti

happamalla kationinvaihtohartsilla (pH 1,4)

Erotukseen kaytetty aloitusliuos oli vinassi etanolin fermentaatio-
prosessista. Vinassilla, joka sisélsi padasiassa betaiinia, glyserolia, epéor-
gaanisia suoloja ja orgaanisia happoja, oli likiméérin seuraava koostumus (%
RDS:lla):

Betaiini 14,0

Glyseroli 10,6

Muut 75,4,

Vinassia kaytettiin sy6ttdliuoksena ja se altistettiin kromatografiselle
erottamiselle. Erottaminen suoritettiin koemittakaavan kromatografisessa erot-
tamiskolonnissa panosprosessina. Kolonni, jonka halkaisija oli 0,09 m, taytet-
tiin heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla (Finex CA 16 GC, 8 % DVB,
kapasiteetti 4,4 ekv/l). Hartsi oli akrylaattipohjainen hartsi ja hartsin keskim&a-
rainen partikkelikoko natriummuodossa oli 0,41 mm, Hartsi regeneroitiin vety
(H') -muotoon, minka jélkeen hartsikerroksen korkeus oli likimaérin 1,6 m. Ko-
lonnin ja syéttéliuoksen ja eluenttiveden lampétila oli 75 °C. Virtausnopeus ko-
lonnissa saédettiin 3 l:aan/h. Sydttdliuoksen pH saédettiin vahvalla rikkihapolla
(H2504) 1,4:4an ja se suodatettiin suodattimen kautta kéyttden piimaata suo-
datinapuna.

Kromatografinen erottaminen suoritettiin seuraavasti:

Vaihe 1: Syéttdliuoksen kuiva-aine saadettiin 35 g:aan kuiva-ainetta
100 g liuosta liuoksen taittumiskertoimen (RI) mukaan,

Vaihe 2: 0,7 | esilammitettyd syéttbliuosta pumpattiin hartsikerrok-
sen paalle.

Vaihe 3: Syéttoliuos eluoitiin alaspéin kolonnissa syéttamalla kolon-
nin paalle esildAmmitettya ioninvaihtovetta, jonka pH siadettiin 2,2:een vahvalla
H2SO4:lla.

Vaihe 4: 50 ml:n naytteita ulostulevasta liuoksesta keréttiin 5 minuu-
tin valein. Naytteiden konsentraatio, johtavuus (mS/cm) ja pH maééritettiin.
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Naytteiden koostumus analysoitiin HPLC:lla (Na*-kolonni, 0,6 ml/min, 85 °C,
0,003 M NazS04).

Eluoituminen alkaa epéorgaanisilla suoloilla ja jatkuu orgaanisilla
hapoilla ja alditoleilla. Betaiini eluoituu kolonnista viimeisend paakomponen-
teista. Betaiinin hold-up-volyymi oli 75 min, eluoitumisaika oli 290 min ja sen
retentiotekija oli 2,9. Effluentin (esim. ulostuleva liuos) pH vaihteli valilla 1,3 ja
3,3. Hartsi erottaa betaiinin erittdin hyvin muista komponenteista ja betaiini-
fraktiossa saavutettiin yli 85 %:n maksimipuhtaus DS:lla. Erotusprofiili on esi-
tetty kuviossa 6.

ESIMERKKI 7
Betaiinin kiteyttaminen

Betaiinia siséltdva syoteneste lisattiin 400 litran kiehuvaan kiteytti-
meen. Haihduttaminen aloitettin. Ensimmaiset spontaanit kiteet havaittiin
DS:lla noin 79 %, lampétilassa 99 °C. Spontaanin siementdmisen jalkeen keit-
tokiteytysta jatkettiin 3 tuntia lampdtilassa noin 100 °C ja uutta sydtenestettd
lisattiin jatkuvasti kiehuvaan kiteyttimeen. 400 litran erd keittokiteytyksella
(massan DS 87 %) saatua massaa poistettiin. Massa sentrifugoitiin ja betaiinin
vedetdn tuote kuivattiin.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelma betaiinin kromatografiseksi erottamiseksi sokerijuuri-
kaspohjaisesta liuoksesta, jossa H'-muodossa olevaa heikosti hapanta ka-
tioninvaihtohartsia kdytetadn kromatografisessa erottamisessa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, jossa sokerijuuri-
kaspohjainen liuos on fermentaatioprosessiliuos.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelma, jossa fermentaa-
tioprosessiliuos on sitruunahappo-, hiiva- tai etanolifermentaatioliuos.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, jossa sokerijuuri-
kaspohjainen liuos on sokerijuurikkaasta johdettu prosessiliuos.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelma, jossa sokerijuurik-
kaasta johdettu prosessiliuos on vinassi, melassit tai betaiinimelassit.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, jossa ainakin yhta
kolonnia tai osaa kolonnista, joka siséltdd H'-muodossa olevaa heikosti ha-
panta kationinvaihtohartsia, kdytetaén kromatografisessa erottamisessa.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, jossa heikosti ha-
pan kationinvaihtohartsi on akryylihartsi.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmé, jossa akryylihartsi
johdetaan ryhmasta johon kuuluvat metyyliakrylaatti, etyyliakrylaatti, butyylia-
krylaatti, metyylimetakrylaatti ja akrylonitriili tai akryylihapot tai niiden seokset.

9. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelma4, jossa hartsi silloite-
taan divinyylibentseenin (DVB) kanssa.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmé, jossa hartsin silloi-
tusaste on 3-8 paino-%.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, jossa kromatogra-
fisessa erottamisessa kaytetty eluentti on vesi.

12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm3, jossa kromatogra-
fisessa erottamisessa kaytetyn eluentin lampétila on valilla 10 °C ja 95 °C.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelma, jossa eluentin
lampétila on vélilla 65 °C ja 95 °C.

14. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, jossa heikosti
happaman kationinvaihtohartsin partikkelikoko on 10-2000 um.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelméa, jossa heikosti
happaman kationinvaihtohartsin partikkelikoko on 100—400 um.
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16. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm3, jossa syottdliuok-
sen pH on alie 6.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelm3, jossa syottoliu-
oksen pH on alle 5,1.

18. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, jossa kromatogra-
finen erottaminen on panosprosessi.

19. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm4, jossa kromatogra-
finen erottaminen on simuloitu liikkuva peti -prosessi.

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen menetelma, jossa simuloitu
likkuva peti -prosessi on sekventiaalinen prosessi.

21. Patenttivaatimuksen 19 mukainen menetelma, jossa simuloitu
likkuva peti -prosessi on jatkuva prosessi.

22. Patenttivaatimuksen 1 mukainen meneteima, jossa menetel-
maan kuuluu lisdksi polyolin ja/tai karboksyylihapon erottaminen lisdyhdistee-
né.

23. Patenttivaatimuksen 22 mukainen menetelma, jossa polyoli on
inositoli ja/tai glyseroli.

24. Patenttivaatimuksen 22 mukainen menetelma, jossa karboksyy-
lihappo on sitruunahappo, maitohappo ja/tai pyrrolidonikarboksyylihappo.

25. Patenttivaatimuksen 22 mukainen menetelma, jossa betaiini-
fraktio ja sitruunahappofraktio erotetaan liuoksesta.

26. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé, jossa menetel-
maan liséksi kuuluu betaiinin talteenotto erotetusta fraktiosta.

27. Patenttivaatimuksen 26 mukainen menetelma, jossa talteenotto
suoritetaan kiteyttamalla.

28. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé, jossa kromatogra-
fisen erottamisen pH-sadatoa kaytetdan betaiinin retentiotekijan saatelemiseen
tai kontrolloimiseen.

29. Patenttivaatimuksen 28 mukainen menetelma, jossa kromato-
grafisen erottamisen pH saadetaan syottdliuoksen pH:lla.

30. Patenttivaatimuksen 28 mukainen menetelma, jossa betaiini
erotetaan muista karboksyyliyhdisteista ja/tai polyoleista.

31. Patenttivaatimuksen 30 mukainen menetelma, jossa karboksyy-
liyhdiste on sitruunahappo, maitohappo ja/tai pyrrolidonikarboksyylihappo.

32. Patenttivaatimuksen 30 mukainen menetelma, jossa betaiini-
fraktio ja sitruunahappofraktio erotetaan liuoksesta.
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33. Patenttivaatimuksen 30 mukainen menetelma, jossa betaiini

erotetaan polyoliyhdisteista.

34. Patenttivaatimuksen 33 mukainen menetelma, jossa polyoli on
inositoli ja/tai glyseroli.

35. H-muodossa olevan heikosti happaman kationinvaihtohartsin
kayttd betaiinin kromatografiseksi erottamiseksi sokerijuurikaspohjaisesta liu-

oksesta.
36. Patenttivaatimuksen 35 mukainen kaytto, jossa betaiini erote-

taan muista karboksyyliyhdisteista ja/tai polyoleista.
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Patentkrav

1. Forfarande for kromatografisk separation av betain fran en sock-
erbetsbaserad I6sning, vari ett svagt surt katjonbytesharts i H+ form anvands i
den kromatografiska separationen.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, vari den sockerbetsbaserade 16s-
ningen ar en fermentationsprocessldsning.

3. Forfarande enligt patentkrav 2, vari fermentationsprocesslos-
ningen ar en citronsyra-, jast- eller etanolfermentationslésning.

4. Forfarande enligt patentkrav 1, vari den sockerbetsbaserade 16s-
ningen &r en processlosning som harletts fran sockerbeta.

5. Forfarande enligt patentkrav 4, vari processlosningen som har-
letts frAn sockerbeta ar vinass, melasser eller betainmelasser.

6. Forfarande enligt patentkrav 1, vari atminstone en kolonn eller en
del av en kolonn, som innehaller ett svagt surt katjonbytesharts i H+ form, an-
vands i den kromatografiska separationen.

7. Forfarande enligt patentkrav 1, vari det svagt sura katjonbytes-
hartset ar akrylharts.

8. Forfarande enligt patentkrav 7, vari akrylhartset héarleds fran
gruppen bestaende av metylakrylat, etylakrylat, butylakrylat, metylmetakrylat
och akrylonitrol eller akrylsyror eller blandningar av dessa.

9. Férfarande enligt patentkrav 7, vari hartset tvarbinds med divinyl-
bensen (DVB).

10. Forfarande enligt patentkrav 9, vari hartsets tvarbindningsgrad
ar 3-8 vikt-%.

11. Forfarande enligt patentkrav 1, vari eluanten som anvands i den
kromatografiska separationen &r vatten.

12. Forfarande enligt patentkrav 1, vari temperaturen av eluanten
som anvéands i den kromatografiska separationen ar mellan 10 °C och 95 °C.

13. Forfarande enligt patentkrav 12, vari eluantens temperatur ar
mellan 65 °C och 95 °C.

14. Forfarande enligt patentkrav 1, vari det svagt sura katjonbytes-
hartsets partikelstoriek &r 10—2000 pum.

15. Forfarande enligt patentkrav 14, vari det svagt sura katjonbytes-
hartsets partikelstorlek ar 100-400 pm.
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16. Forfarande enligt patentkrav 1, vari matariésningens pH &r un-

der 6.
17. Forfarande enligt patentkrav 16, vari matarlésningens pH ar un-

der 5,1.
18. Forfarande enligt patentkrav 1, vari den kromatografiska sepa-

rationen ar en satsprocess.

19. Férfarande enligt patentkrav 1, vari den kromatografiska sepa-
rationen ar en simulerad rorlig baddprocess.

20. Forfarande enligt patentkrav 19, vari den simulerade rorliga

baddprocessen ar en sekventiell process.
21. Forfarande enligt patentkrav 19, vari den simulerade rorliga

baddprocessen ar en kontinuerlig process.

22. Forfarande enligt patentkrav 1, vari forfarandet ytterligare omfat-
tar separation av polyol och/eller karboxylsyra som en tillaggsférening.

23. Forfarande enligt patentkrav 22, vari polyolen &r inositol
och/eller glycerol.

24. Férfarande enligt patentkrav 22, vari karboxylsyran ar citronsy-
ra, mjolksyra och/eller pyrrolidonkarboxylsyra.

25. Forfarande enligt patentkrav 22, vari betainfraktionen och citron-
syrafraktionen separeras fran losningen.

26. Forfarande enligt patentkrav 1, vari forfarandet ytterligare omfat-
tar atervinning av betain fran den separerade fraktionen.

27. Forfarande enligt patentkrav 26, vari atervinningen utférs genom
kristallisering.

28. Forfarande enligt patentkrav 1, vari pH-reglering av den kroma-
tografiska separationen anvands for reglering eller kontrollering av betainets

retentionsfaktor.
20. Forfarande enligt patentkrav 28, vari den kromatografiska sepa-

rationens pH regleras med matarlésningens pH.

30. Forfarande enligt patentkrav 28, vari betain separeras fran kar-
boxylféreningarna och/eller polyolerna.

31. Forfarande enligt patentkrav 30, vari carboxylféreningen &r ci-

tronsyra, mjolksyra och/eller pyrrolidonkarboxylsyra.
32, Forfarande enligt patentkrav 30, vari betainfraktionen och citron-

syrafraktionen separeras fran losningen.
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33. Forfarande enligt patentkrav 30, vari betainet separeras fran po-

lyolféreningarna.
34. Forfarande enligt patentkrav 33, vari polyolen ar inositol

och/eller glycerol.
35. Anvandning av ett svagt surt katjonbytesharts i H+ form for kro-

matografisk separation av betain fran en sockerbetsbaserad l6sning.
36. Anvandning enligt patentkrav 35, vari betainet separeras fran

andra karboxylforeningar och/eller polyoler.
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