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En este trabajo se ha realizado el estudio de diferentes alternativas del proceso de
obtencion y purificacion de ectoina a partir de bacterias metanétrofas crecidas en medios
altamente salinos, alimentadas con residuos en plantas de tratamiento de gases, partiendo
de estudios previos de laboratorio y referencias bibliogréaficas.

El proceso consta de dos etapas principales: una primera en la que se extrae la ectoina de
las bacterias mediante un proceso conocido como bio-milking y un proceso de
purificacion de ectoina en el que se ha estudiado el uso de diferentes acidos, con el
objetivo de separar la ectoina del resto de sélidos (ST) presentes en la disolucidn obtenida
tras el bio-milking.

La extraccion de la ectoina presente en las células cultivadas en una disolucion
fuertemente salina en la etapa de bio-milking se realiza con un choque hipo-osmatico con
agua destilada y un centrifugado. Se han probado diferentes relaciones agua/biomasa y
distintos tiempos de agitacién con el objetivo de optimizar el proceso, obteniendo los
mejores resultados para una relacion agua /biomasa 1:4 y un tiempo de agitacion de 5
minutos, con un rendimiento de extraccion de ectoina en esta etapa del 24 %.

El proceso de purificacion consta en primer lugar de una electrodidlisis que elimina las
sales de nuestra disolucion. En los dos experimentos realizados, con acido sulfarico y
acido clorhidrico, se obtuvo en esta etapa una recuperacion de ectoina del 66 %, con una
eliminacidn de sales (objetivo de esta parte del experimento) del 98 % em ambos casos.

A continuacién, la disolucion desalinizada se procesa en una columna de intercambio
i6nico con una resina que, en medio acido (pH 2), retiene la ectoina que es recuperada
posteriormente empleando como eluyente una disolucién de NaOH 1.3M. Este trabajo
evalla el empleo de dos acidos diferentes: acido sulfurico y acido clorhidrico. Una vez
recuperada la ectoina, la muestra se neutraliza con uno u otro acido, segun el experimento.
Para el &cido sulfurico se obtuvo en una recuperacion de ectoina del 70 % con acido
sulfarico respecto de la etapa anterior, y del 66 % en el caso del &cido clorhidrico. Si bien
debido al uso de los diferentes acidos y bases, la concentracién de sales aumenta
significativamente en esta etapa en ambos experimentos, el objetivo era eliminar sélidos
volatiles (SV) diferentes de la ectoina que no se consiguio, disminuyendo la relacién
ectoina/SV en esta etapa, en contra de lo esperado.

Cuando se usa acido sulfurico, el siguiente paso es una precipitacion de los sulfatos con
metanol. En el experimento con &cido clorhidrico, la muestra neutralizada se trata
mediante una segunda electrodialisis. En la precipitacion con metanol se obtuvo una
recuperacion de ectoina del 53 %, mientras que en la segunda electrodidlisis se obtuvo un
92 % de recuperacion de ectoina. El objetivo de la precipitacion y de la segunda
electrodidlisis era la reduccion de las sales presentes, con una reduccion del 99.8 % en la
precipitacion con metanol y del 99 % en la segunda electrodialisis. De forma global, en
el experimento con acido sulfdrico se ha conseguido una reduccion de sales del 99.5 % y
con acido clorhidrico del 99.8 %. Aunque este no era, en principio el objetivo de esta



etapa, se redujeron también un 93 % los SV en la precipitacion con metanol y un 95 % en
la segunda electrodialisis. Se logré asi una reduccion global de los SV en todo el proceso
del 96 % con &cido sulfarico y del 90 % con acido clorhidrico.

Finalmente, en ambos casos, la disolucion final se cristaliza en un evaporador para
obtener el producto final, con un porcentaje de recuperacion final de ectoina del 24.3 %
con &cido sulfarico y 38 % con acido clorhidrico. En el proceso global la pureza aumento
de un porcentaje ectoina/ST inicial de 0.8 % hasta un porcentaje ectoina/ST de 28.3 %
con acido sulfarico y 39 % con acido clorhidrico.



In this work, a study was conducted on different alternatives for the process of obtaining
and purifying ectoine from methanotrophic bacteria grown in highly saline media, fed
with waste from gas treatment plants, based on previous laboratory studies and
bibliographic references.

The process consists of two main stages: the first one involves extracting ectoine from
the bacteria through a process known as bio-milking, and a purification process in which
the use of different acids was studied with the aim of separating ectoine from the rest of
the solids (ST) present in the solution obtained after bio-milking.

The extraction of ectoine present in the cells cultivated in a highly saline solution during
the bio-milking stage is performed with a hypo-osmotic shock using distilled water and
centrifugation. Different water/biomass ratios and various agitation times were tested to
optimize the process, achieving the best results with a water/biomass ratio of 1:4 and an
agitation time of 5 minutes, resulting in an ectoine extraction yield of 24% in this stage.

The purification process first involves electrodialysis, which removes salts from our
solution. In the two experiments conducted with sulfuric acid and hydrochloric acid, an
ectoine recovery of 66% was achieved in this stage, with a salt removal (the goal of this
part of the experiment) of 98% in both cases.

Next, the desalinated solution is processed in an ion exchange column with a resin that,
in an acidic medium (pH 2), retains the ectoine, which is later recovered using a 1.3M
NaOH solution as an eluent. This work evaluates the use of two different acids: sulfuric
acid and hydrochloric acid. Once the ectoine is recovered, the sample is neutralized with
either acid, depending on the experiment. For sulfuric acid, an ectoine recovery of 70%
from the previous stage was obtained, and 66% in the case of hydrochloric acid. However,
due to the use of different acids and bases, the salt concentration increases significantly
in this stage in both experiments. The goal was to eliminate volatile solids (VS) different
from ectoine, which was not achieved, decreasing the ectoine/VS ratio in this stage,
contrary to expectations.

When sulfuric acid is used, the next step is sulfate precipitation with methanol. In the
experiment with hydrochloric acid, the neutralized sample is treated through a second
electrodialysis. In the methanol precipitation, an ectoine recovery of 53% was obtained,
while the second electrodialysis yielded a 92% ectoine recovery. The objective of the



precipitation and the second electrodialysis was the reduction of the present salts, with a
reduction of 99.8% in the methanol precipitation and 99% in the second electrodialysis.
Overall, the experiment with sulfuric acid achieved a salt reduction of 99.5%, and with
hydrochloric acid, 99.8%. Although this was not initially the goal of this stage, the VS
were also reduced by 93% in the methanol precipitation and 95% in the second
electrodialysis. Thus, a global reduction of VS in the entire process of 96% with sulfuric
acid and 90% with hydrochloric acid was achieved.

Finally, in both cases, the final solution is crystallized in an evaporator to obtain the final
product, with a final ectoine recovery percentage of 24.3% with sulfuric acid and 38%
with hydrochloric acid. In the overall process, the purity increased from an initial
ectoine/ST percentage of 0.8% to an ectoine/ST percentage of 28.3% with sulfuric acid
and 39% with hydrochloric acid.



Ectoina, bio-milking, electrodidlisis, intercambio ionico, precipitacion, cristalizacion,
evaporacion.

Ectoine, bio-milking, electrodialysis, ion exchange, precipitation, crystallization,
evaporation.



En las ultimas décadas, las excesivas emisiones de gases de efecto invernadero (GEI),
debido principalmente a la quema de combustibles fosiles para la generacion de energia,
ha contribuido significativamente al aumento de la temperatura de la Tierra y, por tanto,
al calentamiento global (Jeffry et al., 2021). Entre los GEI destacan el didxido de carbono
(CO2) y el metano (CHa4), cuya concentracion en la atmaésfera ha aumentado en los Gltimos
afios en un 30 y un 70%, respectivamente (Bacéninaite et al., 2022).

El metano representa el 20% del total del GEI con una capacidad para contribuir al
calentamiento global 25 veces superior a la del CO2, cuya presencia en la atmdsfera
aumenta anualmente entre un 0.2 y un 1%, principalmente debido a actividades humanas
(60%) y fuentes naturales (40%) (UNEP, 2021; Mundra and Lockley, 2024).

386Gt 26t 53Gt 596Gt 59+ 6.6 Gt [ Fluorinater
+0.7% yr! +2.1% yr! +1.3% yr! o

gases (F-g

I Vitrous
: " oxide (N,C
0 s I Vethane (

Net CO, fre
use, land-t
change, fo
(CO,-LULU

I co,from f

fuel and in
(CO,-FFI)

60

50

30

20

GHG emissions (GtCO,-eq yr)

10

0

1990 2000 2010 2019 2019

lHustracion 1. Emisiones globales anuales de la GEI antropogénico entre 1990 y 2020. Fuente: Panel
Intergubernamental para el Cambio Climatico (IPPC 2023).

El metano se genera en procesos de digestion anaerobia, y su presencia en la atmosfera
ha llegado a ser hasta un 150% més elevada que en la era preindustrial. Segun el Programa
de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (UNAP), la agricultura es la principal
fuente antropogénica de metano (40%) incluyendo la ganaderia y el cultivo de arroz,
seguido por las emisiones generadas en el sector de los combustibles fosiles (35%) y la
descomposicion de materia organica (residuos alimentarios) y corrientes de aguas
residuales (20%) (Jackson et al. 2020).
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llustracion 2. Fuentes antropogénicas de emision de metano. Adaptado de Mundra and Lockley (2024).

En los ultimos afios ha aumentado el interés del metano como combustible en la
generacion de energia para lo que se requieren concentraciones superiores al 30% en
volumen en las emisiones gaseosas. Estas condiciones se encuentran principalmente en
entornos especificos como grandes vertederos o plantas de tratamiento de aguas
residuales (Cantera et al., 2018; Estrada et al., 2014). Concentraciones de metano
inferiores se consideran residuos que requieren tratamiento y aprovechamiento.

La continua emision de metano debido a la actividad humana ha alcanzado niveles muy
por encima del umbral de la capacidad de eliminacidn de este gas en sumideros naturales.
Por ello, en los ltimos afios ha surgido la necesidad de desarrollar nuevas tecnologias
que permitan reducir los altos niveles de metano atmosférico (Ngoc et al., 2023).

Los miembros de las Naciones Unidas, a través del Pacto de Paris en la Convencion de
las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico, se han comprometido a reducir las
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) con el objetivo de limitar el aumento de
la temperatura media global a 2°C por encima de los niveles preindustriales, lo que resalta
la importancia de reducir la liberacion de estos gases a la atmosfera (Jeffry et al. 2021).
En este contexto, la bioconversion de metano presente en bajas concentraciones en gases
residuales en productos de alto valor afiadido como la ectoina puede ser una interesante
alternativa para el control de las emisiones de metano, convirtiendo la reduccion de GEI
en un proceso sostenible y rentable (Cantera et al., 2017).

La ectoina es un compuesto ciclico derivado del aspartato, también conocido como (acido
2-metil-3,4,5,6-tetra-4-pirimidinocarboxilico). Debido a sus caracteristicas estructurales,
la ectoina presenta una gran capacidad para unirse al agua, lo que permite equilibrar la
presion osmotica dentro y fuera de las celulas (Dubencovs et al., 2022). Ademas, este
compuesto puede ayudar a estabilizar la estructura de enzimas y macromoléculas, asi



como influir en el plegamiento y la agregacion de proteinas y péptidos, protegiendo la
piel del dafio oxidativo y envejecimiento (Feng et al., 2024). Investigaciones han revelado
que la ectoina puede inhibir la agregacion y neurotoxicidad de péptidos asociados con
enfermedades pridnicas, como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, causadas por
acumulacion de proteinas mal plegadas llamadas priones. Estas proteinas pueden inducir
a otras proteinas normales a plegarse incorrectamente, lo que lleva a la formacion de
agregados toxicos y neurodegeneracion (Girigoswami et al., 2023).

La ectoina estabiliza las proteinas nativas y previene su desnaturalizacion y agregacion
bajo condiciones de estrés. Al interactuar con las proteinas, la ectoina puede impedir que
adopten conformaciones mal plegadas evitando asi la formacidn de agregados prionicos,
lo que reduce la neurotoxicidad asociada a estas formaciones y evita la muerte celular
inducida por estrés proteotoxico (Reshetnikov et al. 2020).

La ectoina es un osmdlito compatible, lo que significa que puede equilibrar el estrés
osmotico en las células sin interferir con la funcién celular normal. Esto contribuye a la
estabilidad y funcidon de las proteinas y las membranas celulares (Czech, et al., 2018).

@) OH

H-’-‘rr,.
NH

N”)\cm

lustracion 3. Estructura quimica de la ectoina. (Ectoina-Wikipedia, La Enciclopedia Libre).

Este compuesto, que actia como extremolito y osmoprotector, fue identificado por
primera vez en la bacteria metanotrofa Halorhodospira halochloris, y es el componente
mas relevante de aquellos derivados del metano (Carmona-Martinez et al., 2021).

Las bacterias que habitan en entornos con altas concentraciones salinas han desarrollado
la capacidad de producir compuestos como la ectoina que les ayudan a sobrevivir al estrés
osmotico, asi como a otros desafios ambientales como cambios de temperatura,
desecacion, radiacion y agentes desnaturalizantes (Li et al., 2024).

La ectoina es producida por un amplio rango de bacterias hal6filas y halotolerantes ante
situaciones de estrés, manteniendo un equilibrio osmético sin afectar sus funciones vitales
ni su metabolismo celular. En concreto, la produccion comercial de ectoina es llevada a
cabo normalmente por bacterias del género Halomonas como Halomonas elongata que
produce ectoina como el principal soluto compatible (Orhan et al., 2023).

Uno de los mecanismos protectores de la ectoina es la formacion de una capa de
hidratacién alrededor de macromoléculas como el ADN, las proteinas y los lipidos, lo que



contribuye a mantener su estructura y funcionalidad. La ectoina, gracias a sus propiedades
osmoprotectoras, es un compuesto con interesantes aplicaciones en el sector cosmético,

médico y farmacéutico cuyo valor de mercado se estima entre 600 y 1000 €/kg (Cantera
etal., 2018).

En términos comerciales, la ectoina se emplea normalmente como ingrediente en la
formulacién de compuestos cosméticos protegiendo las células de la piel contra
alérgenos, calor, sequedad y radiacion UV. En cosmética, la ectoina mejora la hidratacion
de la piel y fortalece su barrera protectora sin causar alergias ni irritaciones. También se
utiliza en el sector farmacéutico en productos de inhalacion y sprays nasales (Patel et al.,
2021).

En el &mbito médico, se ha reportado el uso de ectoina en terapias anti-amiloides para
tratar enfermedades como el Alzheimer, al inhibir la formacion de amiloide AB42, un
péptido directamente relacionado con esta enfermedad, y reducir la toxicidad de las
células del neuroblastoma humano. Ademas, se ha demostrado que la administracion de
ectoina puede inhibir la actividad de nanoparticulas que desencadenan reacciones
inflamatorias en las células epiteliales pulmonares (Bethlehem and Echten-Deckert,
2021).

Como se ha comentado previamente, dada la relevancia del metano como GEI y las
diversas aplicaciones de la ectoina, una de las principales alternativas para aprovechar
bajas concentraciones de este gas es utilizarlo como fuente de alimentacion para bacterias
capaces de producir ectoina.

En la actualidad, la ectoina se produce a escala industrial a partir de cultivos de la bacteria
metandtrofa Halomonas elongata, que puede ser reutilizada hasta nueve veces por cultivo
para la produccion de ectoina debido a su alta tolerancia a la sal y eficacia en la sintesis
del compuesto.

Esta bacteria que se encuentra en entornos salinos es conocida por su capacidad para
sintetizar ectoina como un mecanismo de adaptacion al estrés osmotico.

Para ello, el primer paso de la ruta metabolica consiste en una conversion de acido
aspartico en acido diaminobutirico, catalizado por la enzima L-aspartado-p-semialdehido
deshidrogenasa. A continuacion, el acido diaminobutirico se transforma en N-y-acetil-L-
2,4-diaminobutirico en una reaccion catalizada por la enzima acido diaminobutirico
aminotransferasa. Por Gltimo, el compuesto se cicla gracias a la enzima ectoina sintasa
para formar la ectoina.

En ambientes con altas concentraciones de sal se induce la expresion de genes
involucrados en la biosintesis de ectoina, lo que lleva a la produccién de ectoina



intracelular cuyos niveles aumentan de forma proporcional a la concentracion de sal en
el medio (Czech et al., 2018). Ademaés, se han reportado en la bibliografia estudios
recientes que exploran la posibilidad de usar cultivos de M. alcaliphilum 20Z con este
objetivo (Yao et al., 2023).

Algunos estudios sugieren que las poblaciones bacterianas compuestas por maltiples
especies son mas robustas y producen mas ectoina que las poblaciones de un solo tipo de
bacteria. Ademas, factores como el pH, la temperatura, los nutrientes y la salinidad del
medio afectan la produccidn de ectoina, al igual que la presencia de tungsteno, que evita
la acumulacién de acido formico, un inhibidor de la produccion de ectoina (Oren, 2013).

Para suministrar metano a las bacterias, es necesario tratar el gas mediante una
desulfuracion previa para eliminar el sulfuro de hidrégeno (H2S), evitando dafios en el
biorreactor y el equipo de purificacion. Se ha determinado que el método maés eficaz para
este proceso es el uso de un filtro andxico de biotrickling, consiguiéndose una mayor
eficacia de eliminacién (Pérez et al., 2021). La concentracion de ectoina obtenida se sitla
entre 12-16 mg/100 mg de biomasa utilizando un medio con una concentracion de sal del
6% NaCl, lo que equivale a una produccion de 1-3 g de biomasa por litro de medio.

El proceso de obtencion de la ectoina, denominado biomilking, se basa en una
fermentacion long-fed batch con variaciones en las concentraciones de NaCl. El
biomilking es un proceso biotecnoldgico disefiado para maximizar la produccion de
compuestos bioactivos, como la ectoina, en cultivos bacterianos. El proceso consta de 3
etapas:

1. Fermentacion Long-Fed Batch, que es una variante de la fermentacion en lotes en
la que se afiade continuamente el medio de cultivo fresco durante un periodo
prolongado. Esto permite mantener el cultivo bacteriano en un estado productivo
por mas tiempo, optimizando la produccién de ectoina.

2. Variaciones en las concentraciones de NaCl: La fermentacion comienza con una
determinada concentracion inicial de NaCl en el medio de cultivo. Las bacterias
comienzan a crecer y a producir ectoina en respuesta al estrés osmético inducido
por la sal. Durante el proceso, la concentracion de NaCl se incrementa
gradualmente. Este aumento continuo de la salinidad fuerza a las bacterias a
producir mas ectoina para equilibrar el estrés osmotico. Mantener un equilibrio
adecuado de nutrientes y salinidad es un factor clave para asegurar la viabilidad y
productividad de las bacterias durante el proceso.

3. Extraccién de ectoina: Una vez que se ha alcanzado la concentracion deseada de
ectoina, las células bacterianas se lisian para liberar el compuesto; A continuacion,
la ectoina se separa del resto de medio de cultivo y se purifica mediante diferentes
operaciones de separacion para obtener el producto final de alta pureza (Zhang et
al., 2022).



En la Universidad de Valladolid, en el Instituto de Procesos Sostenibles, se estan llevando
a cabo estudios sobre la produccion de ectoina a partir de gases residuales de metano. Se
utilizan diversos tipos de reactores, incluido un reactor aislado de columna de burbujeo y
una instalacion con dos biorreactores interconectados. Se han obtenido resultados
prometedores mediante un proceso de bio-milking, que incluye una centrifugacion inicial
del cultivo, seguida de la mezcla con agua destilada para liberar la ectoina, y una
centrifugacion adicional para separar la biomasa del sobrenadante que contiene la ectoina.
Con este proceso se han obtenido 87 mg de ectoina por gramo de solidos volatiles
suspendidos (VSS) en el biorreactor con un 6% de NaCl y 1246 mg de ectoina por gramo
de VSS en el biorreactor con un 0% de NaCl.
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llustracion 4. Reactor de Flujo de Taylor para la produccion de ectoina empleado en el laboratorio del Instituto en
Procesos Sostenibles (Universidad de Valladolid).



La purificacion de la ectoina es una etapa crucial en su produccién comercial,
especialmente para aplicaciones farmacéuticas y cosméticas que requieren altos niveles
de pureza. En este contexto, se estan investigando diferentes alternativas que permitan
procesos viables de purificacion tanto desde un punto de vista técnico como econdmico.
De acuerdo con la bibliografia, uno de los métodos de concentracion y purificacion de
ectoina mas prometedores en términos de escalabilidad y rentabilidad se basa en el
empleo de una cromatografia de intercambio idnico seguida de una cristalizacion con
metanol (Pérez et al., 2022). De forma maés concreta, el proceso consta de varias etapas:

- Tras el bio-milking, se lleva a cabo una electrodialisis para desalinizar la solucion
que contiene ectoina.

- Como paso previo a la columna de intercambio ionico, la corriente liquida
resultante de la electrodidlisis se acidifica hasta pH 2 con el objetivo de ionizar la
muestra.

- El caldo sin sales, pero conteniendo ain diferentes metabolitos, se procesa en un
equipo de columna de intercambio i6nico para la adsorcion de la ectoina que se
eluye con una disolucion de NaOH. Esta es una etapa clave en el proceso de
purificacién de ectoina por lo que la seleccion de resinas altamente activas,
selectivas y compactas es un factor determinante que influye en la cantidad y
calidad del producto final.

- Ladisolucién alcalina que contiene la ectoina se neutraliza con H2SO4 y se seca
por evaporacion hasta obtener una concentracion del 95% en solidos.

- Tras esto, la ectoina concentrada se purifica mediante cristalizacion con metanol,
donde el metanol precipita el sulfato de sodio formado durante la neutralizacién.

- Finalmente, tras un filtrado se recupera la solucion con ectoina y metanol y se
Ileva a cabo una cristalizacion evaporativa para obtener el producto final.

Para recuperar el 90% del metanol utilizado, se somete la disolucion a un ciclo de
evaporacion-condensacion con vapor a baja presion y agua de refrigeracion.

Ademaés de este método, existen otras alternativas en investigacion, como la purificacion
mediante métodos cromatograficos o la extraccion con sistemas acuosos bifésicos (ABS).
Los ABS emplean dos fases liquidas inmiscibles para recuperar biomateriales, ofreciendo
un entorno biocompatible para el procesamiento de las biomoléculas. Aungue esta técnica
estd en desarrollo, muestra potencial para una purificacion eficiente de la ectoina (Ng et
al., 2023).



Este trabajo forma parte de dos proyectos europeos en curso en los que el Instituto de
Procesos Sostenibles de la Universidad de Valladolid:

CHEERS:

En colaboracion con varias empresas europeas, entre las que destacan Mahou y Aqualia
de Espafa, asi como Symrise AG (Alemania), Conservation Education and Research
Trust (Reino Unido) y Entogourment (Paises Bajos), el proyecto CHEERS tiene como
objetivo valorizar residuos de la industria alimentaria y de bebidas. En particular, en este
proyecto se plantean alternativas de valorizacion de residuos generados en la industria
cervecera como el bagazo de cerveza, aguas residuales, CO2 y CHa con el objetivo de
obtener productos de alto valor afiadido (proteinas de insectos, acido caproico, hipoclorito
y ectoina), competitivos e innovadores de aplicacidn en diferentes sectores.

La Universidad de Valladolid (UVa) llevara a cabo el disefio de un reactor de flujo Taylor
a escala de laboratorio cuya tecnologia mejorard el transporte de masa de gas-
microorganismo del metano. Ademas, la UVa, en colaboracion con Genia Bioenergy,
llevard a cabo el disefio y escalado a nivel industrial del proceso de biomilking y
purificacion de ectoina.

DEEP PURPLE:

Este proyecto, coordinado por Aqualia, se centra en el tratamiento integrado de tres tipos
de residuos: la fraccién organica de residuos solidos urbanos, los lodos de estaciones
depuradoras de aguas residuales y las aguas residuales urbanas. Utilizando una
fotobiorrefineria multiplataforma basada en bacterias purpuras fototroficas, DEEP
PURPLE tiene como objetivo generar cinco nuevos bioproductos (fertilizantes, PHAS,
celulosa, nanofibras de celulosa y ectoina) con aplicaciones comerciales en varios
sectores. En este proyecto, la UVa llevard a cabo un estudio de la bioconversion de
metano en ectoina utilizando biorreactores de alta transferencia de masa. Ademas,
trabajara en la optimizacion de las diferentes etapas del proceso de purificacion de ectoina
a escala de laboratorio.

Estos proyectos representan esfuerzos innovadores para transformar residuos en recursos
valiosos y reducir el impacto ambiental de las industrias alimentaria y de tratamiento de
aguas residuales. La participacion de la UVa en la obtencion y purificacion de ectoina
demuestra su compromiso con la investigacion y el desarrollo sostenible.



El objetivo principal de este trabajo es el estudio del efecto de diferentes variables de
operacion en las etapas criticas del proceso de extraccion y purificacion de ectoina
producida por bacterias metanotrofas a partir de gases residuales de la industria cervecera
con baja composicion en hidrogeno y metano. Con este fin, se han planteado los
siguientes objetivos especificos:

Estudio del efecto de diferentes parametros (relacion agua/biomasa, tiempo de
agitacion) en el bio-milking para maximizar la extraccion de ectoina.

- Realizacion de una electrodialisis y una columna de intercambio i6nico en la
purificacién de ectoina.

- Evaluacién del uso de diferentes acidos (HCI y H2SOs4) en la etapa de
intercambio idnico.

- Comparacion de los procesos posteriores de purificacion de ectoina
para cada uno de los acidos evaluados en el intercambio ionico.

ionico con Metanol

I::> Intercambio ' Prempntaclon' Cristalizacién'
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En primer lugar, se estudiaron diferentes variables de operacion en la etapa de bio-
milking, en concreto relacion agua/biomasa y tiempo de agitacion, utilizando volumenes
pequefios de bio-milking para aumentar la concentracion inicial de ectoina y reducir los
costes de la purificacion. Trabajar con disoluciones iniciales concentradas aumenta
ademas los rendimientos de recuperacion y de eliminacion de impurezas.

Una vez obtenida la biomasa del reactor, se centrifugd durante 10 minutos a 4000 rpm y
se descartd el sobrenadante. El objetivo de este paso es la recuperacién de la biomasa, asi
como la eliminacion de la mayor cantidad de disolucién salina que acompafa a la
biomasa. A continuacién, el pellet se resuspendié en agua en diferentes relaciones
agua/biomasa: 1:4; 1.5:4 y 2:4 y se agité con un agitador Lbx instruments HO3D series a
diferentes tiempos (0,5, 15 y 30 minutos) para determinar las mejores condiciones de bio-
milking y optimizar asi la extraccion de ectoina. Para llevar a cabo este estudio se analizd
la concentracion de ectoina en mg/L.

La electrodialisis es un proceso que consiste en la separacién de iones en solucion
mediante el uso de una corriente eléctrica a través de membranas selectivamente
permeables. Se utiliza principalmente para desalinizar o desmineralizar agua, pero tiene
también aplicaciones en el campo del tratamiento de aguas residuales o en la produccion
de productos quimicos.

En este proceso se utilizan dos tipos de membranas; una permite el paso de cationes y
otra el paso de aniones que se disponen de forma alterna entre los dos electrodos formando
una serie de celdas que se llenan con la solucion a tratar.

Mediante la aplicacion de una corriente eléctrica los cationes se desplazan hacia el cdtodo
y los aniones hacia el anodo.

Cuando se aplica la corriente eléctrica, los iones disueltos en la solucion son atraidos por
sus respectivos electrodos y pasan a través de las membranas ion-selectivas. Este proceso
da lugar a dos corrientes de solucién: una con menor concentracion de iones (agua
desmineralizada) y otra con mayor concentracion de iones (solucién concentrada).
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lustracién 5. Funcionamiento esquematico de la electrodidlisis

Para estudiar el funcionamiento de la electrodidlisis se realizan varios experimentos con
muestras de 500 mL y corrientes de 11.5 V.

Este proceso se llevo a cabo utilizando un equipo de electrodialisis al que se conectaron
tres corrientes diferentes con un volumen de 500 mL cada una: la muestra para
desalinizar, agua destilada que servira para concentrar las sales eliminadas de la muestra
y una disolucion polar de NaCl al 3%.

La conductividad de la muestra se midié de forma continua durante todo el proceso, ya
que a medida que disminuya la concentracion de NaCl disminuira la conductividad,
pudiendo seguir asi el avance del proceso. En este apartado también se analizaron ST,
SV, pH y concentracién de ectoina.

En este trabajo se estudiaron 2 alternativas, diferenciadas por el &cido empleado en esta
etapa del proceso: HCI o H»SOs. Estudios preliminares han mostrado buenos
rendimientos de recuperacion de ectoina trabajando con H2SOs, tanto para la acidificacion
de la disolucién como para la regeneracion de la resina. Sin embargo, la eliminacion de
los sulfatos generados requiere una etapa de concentracion por evaporacion, cristalizacion
drowning-out por adicién de alcoholes u una nueva evaporacion. Como alternativa, el
empleo de HCI podria ser menos efectivo en la regeneracion y limpieza de la columna de
intercambio i6nico, pero simplificaria la posterior purificacion, pudiendo realizar una
segunda electrodilisis para eliminar el NaCl y una evaporacion.

A continuacidn, con la ayuda de una bomba peristéltica, se pasa la disolucién acida con
ectoina a través de la columna con un didmetro de 3 cm y una altura de 21 cm con una
velocidad de 0.030 cm/s con el objetivo de separarla de otros compuestos organicos
presentes en el caldo. Una vez adsorbida la ectoina en la resina, se recupera utilizando



como eluyente una disolucién de NaOH 1.3 M con un volumen de 1.0 L y una velocidad
de paso de 0.030 cm/s. El eluido se recuperd en 4 fracciones correspondientes a un
volumen de columna cada una (250 mL). En cada una de estas fracciones se analizé el
contenido en ST, SV, concentracion de ectoina, pH y conductividad.

Las fracciones eluidas que contenian ectoina se neutralizaron empleando acido sulfurico
al 96 % (v/v) o HCl al 37 % (w/w) en funcion del experimento hasta un pH de 7.

Una vez recuperada la ectoina, se llevé a cabo la regeneracion de la resina de intercambio
ionico con 0.5 L de H2SO4 0.5 M o HCI en la misma concentracion, dependiendo del
acido utilizado previamente para acidificar la disolucién, con el objetivo de volver a
ionizarla y se lavé con agua (0.5 L) para eliminar los residuos. Regeneracién y lavado se
realizaron con flujos de 0.020 L/h.

La bibliografia (Pérez et al., 2022) propone la regeneracién de la columna con &cido
sulfurico concentrado (98 % w/w) y a continuacion un lavado con agua destilada. Sin
embargo, el uso de este acido en estas concentraciones y elevados volumenes presentan
riesgos elevados para la seguridad y un impacto ambiental importante. Por ello, en este
trabajo se estudio el empleo de una disolucién de &cido sulfdrico o de &cido clorhidrico
0.5 M como regenerante en funcion de cada experimento.

En los experimentos en los que se empled H2SO4 se realizd una etapa de precipitacion de
los sulfatos presentes en la disolucion eluida y neutralizada, mediante adicién de metanol.
Para ello, es necesario previamente concentrar la disolucién eluida eliminando agua hasta
alcanzar una humedad de solo 5 % de agua. Con este objetivo, se utilizé un rotavapor con
una bomba de vacio con una temperatura de 70 °C y una bomba de presion que trabaje a
0.3 bar para evaporar el agua hasta alcanzar un 95 % en masa de ectoina y poder trabajar
con volumenes menores de metanol reduciendo los costes del proceso.

A continuacion, se afiadié metanol a la disolucién concentrada (120 mL) formandose un
precipitado de Na>SO4 que se filtrd utilizando una bomba de vacio y se recuperé el
sobrenadante que contenia una solucion de metanol y ectoina ya libre de sales.

Se analizo el contenido en ectoina, ST y SV de este sobrenadante.

En el experimento realizado empleando HCI para acidificar y regenerar la columna de
intercambio iénico, se realiz6 una nueva electrodialisis para eliminar las sales presentes
en la disolucion de ectoina eluida y neutralizada. Al igual que en la primera etapa de
electrodidlisis, se utiliz6 un equipo de electrodialisis, nuestra muestra, una disolucién



donde se concentrara toda la sal eliminada de la muestra y una disolucion de NaCl al 3 %
como disolucion polar, todas ellas en volimenes de 0.5 L.

Se siguio la evolucion de la conductividad durante todo el proceso como indicativo de la
eliminacion de sales. Ademas, en las diferentes corrientes obtenidas se analiz6 de nuevo
el contenido en ST, SV y ectoina.

Como ultima etapa, para obtener el producto final, ectoina solida, se evapord el disolvente
de la disolucion de ectoina en metanol en el proceso con H2SO4 y en agua cuando se uso
HCI. Se empled un rotavapor a una temperatura de 50 °C y 0.56 bar con una bomba de
vacio que nos ayuda a reducir la temperatura de ebullicién de nuestro disolvente. Se
determind la masa y el contenido en ectoina, ST y SV del producto final.



7.7. MATERIALES

Se utilizaron los siguientes materiales y equipos:

- Un caldo de cultivo de bacterias metanotrofas proporcionado por el proyecto
DEEP PURPLE,

- Agua destilada.

- NaCl de 99 % de pureza de Panreac AppliChem.

- 0.05 kg de una resina comercial de intercambio idnico DOWEX 50x X8.

- Acido sulfarico al 96 % (v/v)

- Acido clorhidrico al 37 % (w/w).

- Metanol al 99 % extra puro Thermo Scientific Chemicals.

- Una Centrifuga Sorvall ST 16.d serie.

- Un Agitador Lbx Instruments HO3

- Un pH-metro Crison GLP 22 para controlar el pH en cada paso.

- Una columna con un diametro de 3 cm y una altura de 21 cm cargada con la
resina de intercambio i6nico mencionada y un volumen de lecho de 0.25 L.

lustracion 6. Montaje de la columna de intercambio iénico

- Una bomba peristaltica para impulsar la disolucion a través de la membrana, asi
como tubos que conectan la muestra con el equipo.
- Un equipo de electrodidlisis de la marca Gouchu Technology GCM-E-10.



lustracion 7. Equipo de electrodidlisis

Un conductivimetro Conductimeter basic 30 Crison.
Un rotavapor con una bomba de vacio, filtros de microfibra de vidrio con un
tamario de poro de 1.5 pm y un soporte para el filtro

llustracion 6. Rotavapor utilizado para la reduccion de volumen



lustracion 7. Equipo utilizado para el filtrado formado tras la adicion del metanol

= Un cristalizador con un volumen de 500 mL.

7.9. TECNICAS ANALITICAS

Para la determinacion de ST y SV se peso la muestra y se introdujo en un horno a 105 °C
durante el tiempo necesario para evaporar todos los liquidos presentes. Tras esto, la
muestra se pesa nuevamente para determinar los sélidos totales por diferencia de pesada.
Posteriormente, la muestra se llevé a una mufla a 550 °C para eliminar los solidos
volatiles. Después de este proceso, la muestra se pesa de nuevo, y la diferencia entre el
peso inicial de los s6lidos totales y el peso de los sélidos no volatiles corresponde a los
solidos volatiles.

La concentracion de ectoina en las muestras liquidas se analiz6 mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC) utilizando un cromatégrafo 717 plus auto-sampler
(Waters) con una columna Amino Spherisorb. La fase movil utilizada fue
acetonitrilo/agua (75:25), un flujo de 0.6 mL/miny una temperatura de columna constante
de 40 °C.
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llustracion 8. Cromatografo de liquidos utilizado para la determinacion de las concentraciones de ectoina

Para cuantificar la concentracion de ectoina de la biomasa inicial, se emple6 un protocolo
estandar desarrollado por el grupo de investigacion, en el que se centrifugan 2 mL del
caldo de cultivo con la biomasa a 9000 G durante 10 minutos y se desecha el
sobrenadante. Se agregan 1.8 mL de una solucion de NaCl al 6% en agua tipo 1
(desionizada) para resuspender la biomasa con un vortex, se centrifuga nuevamente a
9000 G durante 10 minutos y se descarta de nuevo el sobrenadante, repitiendo el lavado
de la biomasa.

Tras los lavados, se afiaden 1.8 mL de etanol al 70% a la biomasa, se resuspende y se
afiaden 25-30 mg de zirconia. Esta mezcla se lleva a un homogeneizador de bolas
Minibeadbeater donde se agita durante 10 minutos para romper las células. Una vez
liberada la ectoina, se centrifuga nuevamente, se desecha la biomasa residual y el
sobrenadante se analiza mediante HPLC para determinar la concentracion de ectoina.



Para comenzar este experimento, se debe obtener la solucion con ectoina con la que se va
a trabajar. La concentracion inicial de ectoina en las células es de 272.4 mg/kg. Para ello,
en primer lugar, se llevd a cabo un proceso de bio-milking en el que se estudiaron
diferentes variables, en concreto la relacion agua/biomasa y tiempo de agitacion, con el
objetivo de optimizar esta primera etapa.

La figura 6 muestra los resultados de la concentracion de ectoina obtenidos a partir de las
diferentes condiciones de bio-milking analizadas. COmo cabia esperarse, a medida que
aumenta el volumen de agua utilizado, disminuye la concentracion de ectoina,
obteniéndose una concentracion maxima de 259 mg/L en el bio-milking con la relacion
agua/biomasa 1:4 (24 % de recuperacion de ectoina). Aumentar la cantidad de agua en la
relacién aumenta el rendimiento de la extraccién, pero disminuye la concentracion. Sin
embargo, como la concentracién final obtenida es tan baja, se ha primado trabajar en la
posterior purificacion con la concentracién mayor posible. Ademas, hay que tener en
cuenta que las células tras el bio-milking se devuelven al reactor para seguir acumulando
ectoina, con lo que la ectoina no extraida vuelve a poder recuperarse en la siguiente
extraccion.

Respecto al tiempo de agitacion, se observé un aumento entre un 14 y un 20% en la
concentracion de ectoina en los primeros tiempos de agitacion. Sin embargo, en las tres
relaciones agua/biomasas utilizadas, a partir de los 5 minutos de tratamiento no se
obtuvieron diferencias significativas en la concentracion de ectoina.

Concentraciones de ectoina
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llustracion 9. Concentraciones de ectoina en ppm para las diferentes relaciones agua/biomasa de las muestras y
diferentes tiempos de agitacion



Con la relacion liquido/solido de 1:4 tras 5 minutos de agitacion fue posible extraer una
concentracion de ectoina adecuada (250 mg/L) para utilizar como caldo inicial en el
proceso de purificacion de ectoina (un rendimiento de extraccion de ectoina de 23 %). A
pesar de que el rendimiento de extraccion es menor, no buscamos la maxima extraccion
en esta etapa, si no la maxima concentracion con un rendimiento aceptable. Por ello, se
puede considerar que una relacion agua/biomasa 1:4 y un tiempo de agitacion de 5
minutos permiten liberar al medio una concentracion de ectoina lo suficientemente alta
para llevar a cabo el proceso de purificacion posterior.

Una vez realizado este proceso, se seleccionaron como mejores condiciones para el bio-
milking una relacién de agua/biomasa de 1:4 y un tiempo de agitacion de 5 minutos. Si
bien es cierto que a mayores tiempos de agitacion se obtuvieron mayores concentraciones
de ectoina, desde el punto de vista préctico para la optimizacion y el escalado del proceso
a nivel industrial, reducir el tiempo de agitacion hace el proceso més sencillo y abarata
costes. Las concentraciones iniciales para los ST, SV y ectoina en las condiciones de
biomilking seleccionado y que servirdn como materia prima para el resto de las etapas del
proceso son 21.8, 1.45y 189.44 mg/L respectivamente. Se parte de 500 mL de disolucion,
con lo que las cantidades iniciales son 10900 mg de ST, 725 mg de SV y 94.72 mg de
ectoina. El valor de concentracion de ectoina es diferente al obtenido durante el bio-
milking debido a que se utilizaron muestras diferentes y esta concentracion puede variar
en funcién de como esté la biomasa en ese momento. La pureza inicial de la ectoina es de
0.87 %.

A continuacidn, se llevo a cabo un proceso de electrodialisis, con el objetivo de reducir
el contenido de sal de las muestras obtenidas tras el bio-milking. Se utiliza el mismo caldo
de cultivo, pero se alcanzaron resultados ligeramente diferentes en ambos experimentos
en la electrodialisis. La diferencia de estos valores en ambos experimentos puede ser
debida al montaje y funcionamiento del equipo de electrodialisis o al tiempo de aplicacién
de la misma. En ambos casos se logré una reduccion de sales del 98%, una reduccion de
SV de 76% y 74 % en el experimento con acido sulfdrico y con acido clorhidrico,
respectivamente y un porcentaje de recuperacion de ectoina del 66 % en ambos
experimentos.

En los dos experimentos se observa una pérdida de ectoina en el proceso de electrodialisis,
por lo que seria necesario evaluar diferentes variables de operacion en trabajos futuros
para reducir estas pérdidas.

Como se puede observar en la llustracion 12, la conductividad de la muestra disminuyé
de forma rapida en los primeros minutos del proceso haciéndose mas lenta a medida que



Evolucion de la conductividad de las muestras
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el proceso avanzaba. Con el proceso de electrodialisis fue posible reducir la conductividad
de la muestra de 32 mS/cm hasta 0.08 mS/cm.
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lustracién 10. Evolucion de la conductividad durante la electrodialisis

Tras el paso por el equipo de electrodialisis, se analiz6 el contenido en ST, SV y ectoina
de las diferentes corrientes del proceso en los experimentos de sulfarico y clorhidrico,
cuyos resultados se recogen respectivamente en las tablas 1 y 2:

Tabla 1. Resultados tras la electrodidlisis en el experimento con acido sulfirico

Inicial 21.8 1.45 7.6 32 189.44 500 94.72 10900 725
Electrodialisis 1.1 0.5 6.68 1.36 178.05 350 62.32 450 175
Disolucion ] ~ | 847 25.4 42.19 500 21.10 ] ]

concentrada

Tabla 2. Resultados tras la electrodidlisis en el experimento con &cido clorhidrico

Inicial 218 | 145 | 7.6 32 189.44 500 94.72 10900 | 725
Electrodialisis| 0.9 | 054 | 557 1.02 179.65 350 62.88 315 189
Disolucion ; - |8s4 30.2 20.93 500 10.46 - ;

concentrada

Como se observa en la Tabla 1, la del acido sulfurico, el contenido en solidos totales se
ha reducido de 10900 mg hasta 450 mg, lo que indica que se ha eliminado una gran parte
del NaCl de la muestra inicial. La cantidad de solidos voléatiles pasa de 725 mg a 175 mg,
Por lo tanto, se puede concluir que el objetivo de esta etapa de desalinizacion se ha




logrado. Respecto a la concentracion de ectoina, el porcentaje de recuperacion de ectoina
fue de 66 % respecto a la muestra inicial, lo que supone un 34% de pérdida de ectoina.
Este resultado indica una mala recuperacion de ectoina, siendo necesario mejorar el
proceso modificando algun parametro o condicion del proceso, como volumenes mayores
de las corrientes, para reducir este porcentaje y maximizar la recuperacion de ectoina.
Respecto a la pureza de la ectoina, se paso de un 0.87 % de pureza a un 13.8 %.

Los resultados de la tabla 2 correspondientes al segundo experimento con &cido
clorhidrico muestran que el contenido en sélidos totales se ha reducido de 10900 mg hasta
315 mg, datos muy parecidos a la electrodidlisis realizada en el experimento con acido
sulfurico (reduccion de ST de 10900 mg a 450 mg). La cantidad de sélidos volatiles ha
pasado de 725 mg a 189 mg. Podemos concluir también que se ha logrado el objetivo en
esta etapa de desalinizacion. El porcentaje de recuperacion de ectoina en este experimento
es de un 66%, como el obtenido previamente. Al igual que en el estudio con &cido
sulfarico, seria interesante evaluar otros pardmetros del proceso para optimizar esta etapa
de electrodialisis con el objetivo de reducir la pérdida de ectoina al maximo. La pureza
de la ectoina en este caso pas6 de un 0.87 % a un 20 %.

Una vez obtenida la muestra sin sales, se procedio al paso de esta por la columna de
intercambio i6nico. Para que la muestra quede retenida es necesario acidificarla antes por
lo que se ajustd el pH a 2 con acido sulfurico en el primer experimento y con &cido
clorhidrico en el segundo. Una vez adsorbida la ectoina en la resina, se eluy6 con una
disolucion de NaOH 1.3 M obteniéndose cuatro fracciones diferentes en las que se analizo
el contenido en ST, SV y ectoina. Los resultados se pueden observar en las Tablas 3y 4
para el &cido sulfarico y clorhidrico respectivamente.

Tabla 3. Resultados de ST, SV, ectoina, pH y conductividad tras la elucion en columna en el experimento del acido

sulfarico
Muestra ST SV oH Conductividad | Ectoina | Volumen Ectoina ST SV
(9/kg) | (9/kg) (mS/cm) (mg/L) | (mL) (mg) (mg) (mg)
Tras

acidificar | ) 4 05 | 2.03 218 177.89 350 62.26 450 175
la muestra

(pH=2)

Muestra
e'“'ﬂgtras 127 | 08 | 1.97 2.87 - 350 ; 4445 | 280
retencion

Elucion 1 13.63 124.4 139.80 | 250 34.95

Elucion 2 13.8 187.1 34.17 250 8.54

Elucion 3 13.73 196.8 0 250 0

Elucion 4 13.81 196.3 0 250 0




Tabla 4. Resultados de ST, SV, ectoina, pH y conductividad tras la elucién en columna en el experimento del acido

clorhidrico
Muestra ST sV pH Conductividad | Ectoina | Volumen Ectoina ST sV
(9/kg) | (9/kg) (mS/cm) (mg/L) | (mL) (mg) (mg) (mg)
Tras
acidificar |, g9 | 35 | 196 224 168.72 | 350 59.05 6615 | 122.5
la muestra
(pH=2)
Muestra
e'“'“:‘;”as 182 | 031 | 1.08 7.81 - 350 ; 637 | 1085
retencion
Fraccion 1 13.60 127.3 134.02 250 33.51
Fraccién 2 13.67 178.6 22.17 250 5.54
Fraccion 3 13.66 180.3 0 250 0
Fraccién 4 13.64 181.7 0 250 0

Los resultados obtenidos mostraron que el uso de ambos acidos en bajas concentraciones
apenas degrada la ectoina (62.26 mg en el experimento con acido sulfurico y 59.05 mg/L
en el de &cido clorhidrico, siendo el mismo volumen de entrada para ambos, de 0.35 L).
En ambos experimentos sélo se detectdo ectoina en las dos primeras fracciones
recuperadas. Una vez se ha recuperado toda la ectoina adsorbida en la resina, esta se
regenero para lo que se utilizo en el primer experimento &cido sulfarico 0.5 M y en el
segundo &cido clorhidrico al 6%.

Como se puede observar en la tabla 3, tras acidificar la muestra la concentracién de
ectoina (62.26 mg) detectada es practicamente la misma que la obtenida tras el proceso
de electrodialisis (62.32 mg) por lo que se puede concluir que el &cido sulfurico a bajas
concentraciones (1.5 M) no parece tener un efecto de degradacion en la concentracion de
ectoina. Asimismo, como era de esperar, no se detectd ectoina en la muestra una vez
pasada por la columna lo que indica que ha quedado retenida en la resina de intercambio
iénico.

La informacion observable en la Tabla 4 nos muestra qué, tras la acidificacion de la
muestra, la concentracion de ectoina detectada (59.05 mg) es ligeramente diferente que
la obtenida tras el proceso de electrodialisis (62.88 mg), por lo que se concluye que el
acido clorhidrico a bajas concentraciones (1.5 M) degrada un poco la concentracién de
ectoina (6 % de degradacion). En este experimento, y como era de esperar, tampoco se
detecto ectoina en la muestra una vez pasada por la columna, indicador de que toda la
ectoina ha quedado retenida en la resina de intercambio ionico.

Los resultados mostraron que el uso de acido sulfdrico permite una regeneracion mas
eficaz de la resina de intercambio i6nico, alargando su vida util. Esto podemos saberlo
gracias a las concentraciones de sélidos en las muestras. En el caso del acido clorhidrico




se han obtenido unas cantidades de solidos muy altas, indicador de que la columna no
esta limpia y arrastra suciedad.

Respecto a las fracciones obtenidas tras pasar NaOH 1.3M como eluyente, se observo la
presencia de ectoina en las dos primeras fracciones mientras que en las otras dos no se
detecto este compuesto. El rendimiento de recuperacion de ectoina en esta etapa es de
aproximadamente del 70 %, respecto a la etapa anterior en el experimento con acido
sulfurico y 66 % en el caso del clorhidrico. Este porcentaje de recuperacion esta lejos al
porcentaje esperado de recuperacion de ectoina.

Una vez se ha terminado el paso por la columna de intercambio ionico, las fracciones que
contienen ectoina se juntan y evaporan hasta eliminar el 95 % del agua presente.

A la disolucion resultante se le afiaden 125 mL de metanol y se filtra.

Tras el filtrado se analizaron de nuevo los ST, SV y la concentracion de ectoina en esta
etapa del proceso, como se muestra en la tabla 5:

Tabla 5. Resultados finales de ST, SV, concentracion de ectoina, pH y conductividad en el experimento con &cido

sulfarico
Muestra ST SV oH Conductividad | Ectoina | Volumen | Ectoina ST SV
(9/kg) | (97kg) (mS/cm) (mg/L) | (mL) (mg) (mg) | (mg)
Neutralizado | 62.74 | 0.95 | 7.26 53.4 77.48 500 43.49 | 31370 | 475
Precipitacion | , . | 5 | 581 0.257 184.08 125 2301 | 8125 | 325
con metanol

Como se observa en la Tabla 5, la muestra inicial proveniente del intercambio iénico,
presenta una elevada cantidad de solidos totales y de solidos volatiles, lo que indica que
la resina de intercambio i6nico no ha cumplido la funcién esperada, eliminar sélidos
volatiles diferentes de la ectoina. La relacion ectoina/SV se ha reducido con el paso por
el intercambio ionico, en lugar de aumentar como estaba previsto. Sin embargo, tanto los
solidos totales como los solidos volatiles presentes en la muestra disminuyen
considerablemente en la etapa de precipitacién con metanol, con una reduccion de sales
del 99.8% y una reduccion de SV del 93%. En esta etapa se consigue un elevado aumento
de la pureza de la ectoina, que pasa de un 0.14% a un 28%. En la precipitacién con
metanol, el rendimiento de recuperacion de ectoina respecto al neutralizado es del 53 %,
resultado que indica que la adicion de metanol para la precipitacion de sulfatos afecta a
la concentracion de ectoina, debido a que, probablemente, la ectoina quede retenida en el
precipitado. En futuros experimentos seria interesante utilizar métodos que impidan la
coprecipitacion de la ectoina.




Los resultados obtenidos durante esta segunda electrodialisis en el experimento con acido
clorhidrico se muestran en la tabla 6:

Tabla 6. Resultados finales de ST, SV, concentracion de ectoina, pH y conductividad en el experimento con acido

clorhidrico
Muestra ST sV oH Conductividad | Ectoina | Volumen | Ectoina ST SV
(9/kg) | (9/kg) (mS/cm) (mg/L) | (mL) (mg) (mg) (mg)
Neutralizado | 54.41 | 298 | 6.84 76.6 92.84 500 39.05 27205 1490
Electrodialisis | 0.23 | 0.18 | 6.49 0.5 89.92 400 35.97 92 72
Bisollcion i - | 7.69 25.9 1.25 500 0.63 i i
concentrada

En la tabla 6 se puede observar nuevamente la elevada concentracion de solidos totales y
solidos volétiles en la disolucion procedente del intercambio i6nico, que confirma la no
efectividad de esta etapa de proceso. En la segunda electrodialisis, sin embargo, el
contenido de sélidos totales disminuye de 27205 mg hasta 92 mg, un porcentaje de
reduccion mayor que en la anterior electrodialisis (99.7 % frente a 97 %) y mejor también
que en la electrodidlisis del experimento con &cido sulfarico (96 %). Estos resultados
ponen de manifiesto la efectividad del proceso de electrodialisis en muestras con un alto
contenido en sales (en las muestras iniciales teniamos 10175 mg de sales y en la segunda
electrodidlisis tenemos 25715 mg). La eliminacidn de sales en esta segunda electrodilisis
es de 99.9%, pero también hay una elevada eliminacion de SV del 95%. En esta etapa se
consigue un elevado aumento de la pureza de la ectoina, que pasa de un 0.14% a un 39%.

El porcentaje de recuperacion de ectoina durante esta segunda electrodialisis es de 92%,
un porcentaje mayor que en la primera electrodialisis (66%). Comparandolo con la
precipitacion con metanol del experimento con &cido sulfdrico, podemos observar que el
porcentaje de recuperacion de ectoina es menor en la precipitacion con metanol (53 %)
que al realizar una segunda electrodialisis (92%).

Por ultimo, en ambos experimentos, se evapora la disolucidn con la muestra para obtener
el producto final.

La ectoina recuperada con la precipitacion con metanol es 23.01 mg mientras que con la
segunda electrodialisis en el experimento con &cido clorhidrico es del 35.97 mg. La
pureza de este producto se calculd en funcion de la relacion de mg de ectoina obtenidos
y de mg se ST, obteniendo una pureza del 28.3 % en el experimento con acido sulfurico
y 39.1 % en el experimento con acido clorhidrico.




Ilustracion 11 Ectoina obtenida tras el proceso de purificacion.

El proceso continuard siendo optimizado en un futuro para poder alcanzar una
recuperacion de producto 6ptimo y una mejor pureza.



Como conclusion a este trabajo fin de méaster podemos afirmar que los dos procesos de
purificacion evaluados permiten recuperar un porcentaje de ectoina bastante bajo (24.3 %
y 38.0 % respectivamente para los experimentos con acido sulfarico y acido clorhidrico
con una pureza del 28.3 y 39 %), respecto al caldo inicial (0.87 % de pureza). El mayor
problema a nivel experimental han sido las pérdidas de esta en las diferentes etapas del
proceso. Si bien se obtienen en ambos casos resultados esperanzadores, sera necesario
optimizar las condiciones de todas las unidades del proceso para aumentar el rendimiento
de recuperacion de ectoina y conseguir aumentar la pureza del producto. Por ello, en
trabajos futuros sera interesante tratar de aumentar estos porcentajes, reduciendo por
ejemplo el aporte de sales que se generan durante el proceso y evitando posibles
degradaciones.

Los peores resultados se han obtenido en la etapa de intercambio i6nico, que no ha
cumplido con la eliminacion de sélidos volatiles distintos de la ectoina para la que estaba
disefiada. La pureza de la ectoina ha disminuido considerablemente en esta etapa del
proceso. Es necesario investigar para conocer las razones de este mal funcionamiento.

Finalmente, respecto al uso de diferentes acidos en el proceso de purificacion, los
resultados han mostrado que el uso de &cido clorhidrico durante el proceso permite
alcanzar rendimientos y purezas ligeramente superiores a los obtenidos con &cido
sulfarico en un proceso mas sencillo y econémicamente mas rentable ya que evita el uso
de disolventes organicos y su consiguiente gestion.
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