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ES 2 560 862 T3

DESCRIPCION
Método para el relleno automatico de columnas de cromatografia

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos para rellenar una columna de cromatografia. Frecuentemente, es
deseable separar uno o mas componentes Utiles de una mezcla de fluidos que contiene otros componentes que
pueden no ser Utiles o ser menos valiosos. Para lograr esto, a menudo es necesario o deseable fraccionar tal mezcla
de fluidos para separar los componentes Utiles o deseados. Esto se puede realizar usando sistemas de
cromatografia liquida. Puede describirse la cromatografia liquida como el fraccionamiento de componentes de una
mezcla basado en diferencias de las caracteristicas fisicas o quimicas de los componentes. Los diversos sistemas
de cromatografia liquida fraccionan los componentes con una matriz de fraccionamiento. Algunos sistemas de matriz
de cromatografia liquida fraccionan los componentes de una mezcla basandose en parametros fisicos tales como el
peso molecular. Aun otros sistemas de cromatografia liquida fraccionaran los componentes de una mezcla
basandose en criterios quimicos tales como carga idnica, hidrofobicidad y la presencia de ciertas entidades
quimicas, tales como determinantes antigénicos o lugares de fijacion de lectina de los componentes.

Se usan sistemas de cromatografia de diversos tamafios tanto en operaciones de analisis de laboratorio como en
operaciones de produccion a escala industrial, en las que los pasos de separacién, tales como separar una fracciéon
de sangre humanada o separar impurezas de un farmaco, pueden realizarse a gran escala con un procesamiento
discontinuo.

Se ha realizado durante afios separaciones usando columnas de cromatografia llenas con medios cromatograficos.
Los medios cromatograficos comprenden tipicamente particulas con un diametro entre 5 y 100 ym. Para maximizar
la eficacia de la columna, es deseable disponer los medios de una manera tan apretada y uniforme como sea
posible. Este proceso, conocido con rellenado, elimina vacios y canales dentro de los medios. Sin embargo, el
relleno de columna de cromatografia, particularmente cuando estan implicadas grandes columnas, es altamente
variable y puede afectar marcadamente la eficiencia de la separacion. Muchos parametros del proceso de inicio
deben instrumentarse suavemente con el fin de lograr una columna rellena homogénea. Dependiendo del tamafio de
la columna, el proceso de relleno puede llevar una cantidad significativa de tiempo, en el rango de varias horas. No
obstante, a pesar del tiempo invertido en el relleno de la columna, a menudo menos del 50% de estas columnas
rellenas funcionan segun la especificacion. Durante el relleno y la operacion de cromatografia, la compactacion de
los medios cromatograficos tiene un impacto significativo sobre el rendimiento y repetitividad de la columna. Durante
el relleno de la columna, los medios son comprimidos tipicamente mediante un proceso alterno de hacer fluir liquido
a través de la columna para compactar los medios y posteriormente bajar el conjunto ajustador en un esfuerzo para
comprimir mecanicamente los medios.

En la referencia “Column packing for process-scale chromotography: Guidelines for reproducibility”: Guia
internacional de biofarma, paginas 23 a 30, publicada en julio de 2003, se describen procedimientos tipicos para
rellenar una columna de cromatografia.

Por tanto, existe la necesidad de un método mejorado para rellenar columnas, que reduzca el tiempo necesario y
mejore la repetitividad y rendimiento del proceso. Las mejoras en el disefio de la columna pueden reducir el error de
relleno del operador y conducir a mejores prestaciones, reproducibilidad y estabilidad de los lechos de
cromatografia, y lo mismo puede ocurrir con la incorporacién de medios controlados para realizar automaticamente
uno o mas procesos implicados en el relleno de la columna.

La presente invencién es como se reivindica en la reivindicacion 1.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La figura 1 ilustra un aparato util para ejecutar el método de la presente invencion;
La figura 2 representa una grafica que ilustra la relacion entre esfuerzo y deformacion para diversos tipos de
medios;
La figura 3 representa una grafica que ilustra las fuerzas durante un proceso de relleno a velocidad constante
de acuerdo con la presente invencion;
La figura 4 represente un diagrama de flujo que ilustra los pasos realizados durante un proceso de relleno a
velocidad constante de acuerdo con la presente invencion;
La figura 5 representa una grafica que ilustra la velocidad del ajustador durante un proceso de relleno a
presion constante (que no es segun la presente invencion); y
La figura 6 representa un diagrama de flujo que ilustra los pasos realizados durante un proceso de relleno a
presion constante (que no es segun la presente invencion).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Actualmente, la mayor parte de columnas de cromatografia se rellenan manualmente, lo cual puede ser un
procedimiento largo y tedioso. Los trabajadores que estan rellenando las columnas deben ser entrenados
especialmente y necesitan tiempo y practica para mejor su pericia. A pesar de esto, el rendimiento de columnas
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manualmente rellenadas rara vez supera el 50%. De este modo, mas de la mitad de las columnas que se rellenan no
cumplen sus requisitos, demandando asi ser rellenadas de nuevo. Esto da como resultado ineficiencia y, mas
especificamente, la pérdida de tiempo y medios. Puede usarse una automatizacion para mejorar significativamente
el rendimiento y reducir el tiempo necesario para rellenar una columna.

La presente invencion puede ser realizada utilizando una columna de cromatografia, usada junto con varios
componentes adicionales. El primero de tales componentes es un actuador, que es capaz de mover un soporte de
lecho ajustable, o ajustador, situado dentro de la columna. Este actuador puede accionarse por cualesquiera medios
adecuados, tal como medios accionados neumatica, eléctrica o hidraulicamente. Este soporte de lecho ajustable
puede ser movido por el actuador con el fin de aumentar o disminuir la presion ejercida sobre el lecho de medios. Un
segundo de tales componentes son unos medios para medir la presiéon o fuerza total ejercida sobre el lecho de
medios. Esto puede implementarse de muchas formas, tal como un sensor de presion, una pila piezoeléctrica o
mediante el uso de un cilindro hidraulico calibrado. Una de tales implementaciones se describe en la patente
estadounidense numero 7.238.282. La salida generada por estos medios puede tener una gran variedad de formas,
incluyendo, pero no limitandose a, tension analdgica, corriente analdgica y sefales digitales. Un tercer componente
consiste en unos medios para medir la presion del fluido que entra en la columna. Esto puede implementarse de
muchas formas, tal como una trampa de burbujas o un sensor de presion. Un cuarto componente es un controlador
capaz de recibir estas mediciones desde los dispositivos de medicion de presion y usar estas mediciones para
controlar el actuador. Una persona versada en la técnica apreciara que el controlador puede ser de diversos tipos,
incluyendo, pero no limitandose a, proporcional, proporcional-derivado (PD), proporcional-integral (Pl) o
proporcional-integral-derivado (PID), y que la invencidon no esta limitada por la eleccion del controlador.
Similarmente, la salida del controlador hacia el actuador puede ser de diversas formas incluyendo, pero no
limitandose a, tension analdgica, corriente, sefiales digitales o impulsos. Asimismo, se disponen unos medios para
medir la posiciéon del soporte de lecho ajustable dentro de la columna. La posicién del soporte de lecho puede
medirse usando sensores opticos, sensores acusticos, usando visualmente una columna transparente, tal como una
realizada de vidrio o plastico, y preferiblemente con un gradiente o escala marcados aplicados a la superficie de
pared, o puede determinarse basandose en las acciones del actuador. Por ejemplo, la posicion del soporte de lecho
puede determinarse basandose en el nimero de giros realizados por un engranaje helicoidal, o el nimero de
impulsos aplicados a un motor de pasos.

La figura 1 ilustra una disposicién preferida de dicho aparato. Un soporte de lecho ajustable 112 esta acoplado a un
vastago 130, que preferiblemente esta roscado. El vastago 130 atraviesa una abertura 141 en un yugo 140, cuya
abertura también esta preferiblemente roscada. El yugo 140 se mantiene en posicién mediante unos montantes 150,
que estan montados en una base 160, sobre la cual descansa preferiblemente la columna 110. En la disposicion
preferida, los montantes 150 se mantienen en contacto con la base mediante el uso de unos fijadores 161, tales
como pernos, que se extienden a través de unas aberturas 164 en la base y se acoplan con el montante mediante
unas ranuras 151 perforadas dentro del montante, que también estan roscadas. El fijador tiene un vastago 162, que
preferiblemente esta roscado, de un diametro dado, y una cabeza 163 que tiene un diametro mayor que el del
vastago. Las aberturas 164 de la base 160 son preferiblemente mayores que el diametro del vastago 162 del fijador,
pero menores que el diametro de la cabeza 163 del fijador, para permitir que el vastago del fijador se mueva
libremente a través de la abertura 164. El fijador 161 se inserta desde el lado inferior de la base 160, a través de la
abertura 164, de tal manera que el vastago 162 del fijador se acople con la ranura 151 del montante 150.

El yugo 140 esta fijado a una pluralidad de montantes 150. Dos montantes proporcionan tipicamente la estabilidad
estructural necesaria para columnas de menor diametro, mientras que pueden usarse montantes adicionales para
columnas de mayor diametro. Estos montantes 150 estan situados preferiblemente equidistantes uno respecto de
otro alrededor de la circunferencia de un circulo que es concéntrico con la columna 110, pero mayor que ella. Los
montantes 150 tienen una altura igual a la de la columna 110, o preferiblemente mayor que la misma.

En una disposicion, el yugo 140 esta conectado a los dos o mas montantes y abarca la anchura y linea central de la
columna 110. El yugo 140 esta retenido sobre los montantes 150 por medios tales como una ranura 152, un anillo u
otro dispositivo que pueda mantener al yugo 140 afirmativamente en su sitio. El yugo 140 puede fijarse
permanentemente a los montantes 150 o, mas preferiblemente, puede conectarse de forma retirable a los montantes
150 mediante pernos, pasadores de abrazadera, pasadores de aletas, abrazaderas y similares. En una disposicion
preferida, el yugo 140 esta fijado a un montante 150 mediante un perno y el otro montante mediante un pasador de
abrazadera de modo que cuando el soporte de lecho ajustable 112 se retira de la columna, el yugo 140 puede
hacerse pivotar verticalmente alrededor del montante 150 que contiene el perno y moverse hacia arriba y hacia fuera
del camino de la columna para permitir un facil acceso al interior de la columna.

Encima del yugo 140 estd un actuador 170 destinado a mover el vastago en la direccion vertical,
independientemente del yugo 140. Accionadores de actuador adecuados incluyen accionadores neumaticos,
eléctricos o hidraulicos. En la disposicién preferida, un motor, preferiblemente accionado eléctricamente, esta
equipado con un engranaje que hace contacto con el vastago roscado 130. El movimiento del motor provoca el giro
del engranaje, el cual, a su vez, provoca el giro del vastago roscado 130. El giro resultante del vastago roscado 130,
a través de la abertura roscada 141 del yugo 140, hace que el vastago 130 se mueva con relacion al yugo 140 en la
direccion vertical.
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El soporte de lecho ajustable 112, el vastago 130 y el actuador 170 constituyen el conjunto ajustador. Estos
componentes funcionan al unisono para ajustar la posicion del lecho de soporte ajustable 112 dentro de la columna
110, controlando asi también la presion ejercida sobre el lecho de medios.

El yugo 140 y los montantes 150 constituyen una estructura 155 de soporte. Esta estructura esta acoplada
rigidamente y fijada al vastago 130 y a la base 160, de tal manera que cualquier fuerza ejercida sobre el soporte de
lecho ajustable 112 es transferida por el vastago 130, a través de la estructura 155 de soporte, hasta el punto de
conexion entre la estructura 155 de soporte y la base 160.

Aunque esta disposicion comprende una disposicion preferida en la que se usa un Unico vastago con dos
montantes, la invencién no esta limitada de esta manera. Los expertos en la técnica apreciaran que esta dentro del
alcance de la presente invencion el uso de vastagos multiples y de un mayor nimero de montantes. Por ejemplo,
una columna de un diametro muy grande puede requerir un mayor numero de vastagos y montantes con el fin de
garantizar que el soporte de lecho ajustable descienda uniformemente y por igual sobre el lecho de medios.

En la disposicion preferida, una pila piezoeléctrica 180 esta situada entre la cabeza 163 del dispositivo de sujecion y
el lado inferior de la base 160. Sin embargo, la pila piezoeléctrica 180 puede estar colocada en cualquier posicién en
la que pueda medir la fuerza ejercida sobre el lecho de medios. Una pila piezoeléctrica es un dispositivo que traduce
la carga ejercida sobre ella en una salida eléctrica analdgica, tal como una tension o corriente, o una salida eléctrica
digital. La relacion entre la carga ejercida y la salida eléctrica esta bien establecida y es estrechamente controlada,
de tal manera que puede determinarse la carga exacta experimentada por la pila piezoeléctrica vigilando su salida
eléctrica. El término pila piezoeléctrica se usa en el presente documento para incluir cualquier dispositivo que realice
esta funcion.

La pila piezoeléctrica 180 es preferiblemente circular, con una abertura concéntrica en el medio, de tal manera que
el diametro de la abertura sea lo suficientemente grande para permitir que el vastago 162 se deslice a través de la
abertura. Sin embargo, el diametro de la abertura es preferiblemente menor que el diametro de la cabeza 163 del
fijador, de tal manera que la cabeza no pueda atravesar la abertura, provocando asi que la pila piezoeléctrica se
interconecte con el fijador de manera similar a la de una arandela tradicional. De este modo, el fijador es insertado a
través de la abertura concéntrica de la pila piezoeléctrica 180, a través de la abertura de la base 160, y dentro de la
ranura del montante 150. Preferiblemente, se usa una pila piezoeléctrica, con independencia del niumero de
montantes, pero también se contemplan multiples pilas piezoeléctricas, o una pila piezoeléctrica para cada
montante, como una disposicién de la presente invencion.

Los expertos en la técnica apreciaran que aunque la disposicion preferida comprende un soporte de lecho superior
ajustable y un soporte de lecho inferior fijo, la invencién no esta limitada a esto. El aparato también puede
construirse de tal manera que el soporte superior esté fijo y el soporte de lecho inferior sea ajustable.

En la disposicion preferida, el fluido que se ha de procesar por la columna 110 viaja en un conducto a través de una
cavidad hueca dentro del vastago 130 hasta el soporte de lecho ajustable 112. Alternativamente, el fluido también
puede viajar en un conducto paralelo al vastago y entrar posteriormente al soporte de lecho ajustable bajo un arco
hueco formado en la base del vastago. El soporte de lecho ajustable 112 también comprende una célula de flujo
que distribuye por igual el fluido de tal manera que éste entre uniformemente en el lecho de medios. El fluido
procesado sale entonces de la columna a través de una lumbrera inferior 113 de flujo. Los expertos en la técnica
apreciaran que la direccion del desplazamiento del fluido no esta limitada a ser de arriba abajo; el fluido también
puede ser forzado hacia el fondo de la columna y succionado desde la superficie superior. Similarmente, no se
requiere que la entrada de fluido y el soporte movil estén situados en el mismo extremo de la columna.

Se vigila la presién del fluido que entra en la columna. Existe una pluralidad de métodos conocidos en la técnica
para realizar esta vigilancia. Por ejemplo, puede insertarse una trampa de burbujas entre la fuente de fluido y la
entrada al vastago 1. Puede usarse un sensor de presion asociado a la trampa de burbujas para suministrar la
presion de fluido medida. En la disposicion preferida, un sensor de presion 190, preferiblemente un transductor, esta
en comunicacion con el flujo de fluido mediante el uso de una conexién en T muy préxima al vastago 130. Se usa un
transductor de presion para convertir una medicion de presion en una sefial eléctrica analdgica o digital, tal como
una tensién o corriente. En este escenario, el transductor 190 mide la presién del fluido que esta siendo forzado a
través del conducto y hacia dentro de la columna 110.

Finalmente, se disponen unos medios 195 para medir la posicion del soporte de lecho ajustable 112 dentro de la
columna 110. Esta posicion puede medirse indirectamente vigilando las actividades del actuador. Alternativamente,
la posicion del soporte de lecho ajustable puede vigilarse mediante el uso de diversos tipos de sensores.

Usando el aparato antes descrito, se pueden realizar diferentes métodos para rellenar un lecho de medios como se
describe ahora. En un primer método (que no es segun la presente invencion), el sistema determina en primer lugar
el tipo de medios que estan presentes en la columna y usa esta informacién junto con un procedimiento
automatizado para compactar el tipo de medios especifico.
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El tipo de medios se determina segun el siguiente algoritmo. Se llena la columna con medios en papilla de un tipo
desconocido. A continuacion, el actuador mueve a velocidad constante el ajustador, preferiblemente un soporte de
lecho ajustable 112, hacia los medios. A medida que el soporte 112 del lecho es movido, se mide la fuerza ejercida
sobre el soporte de lecho ajustable, tal como por la pila piezoeléctrica 180. También se mide la posicion del soporte
de lecho superior 112 dentro de la columna 110, tal como por sensores 6pticos. La presion aplicada por el soporte
de lecho ajustable, calculada como la fuerza medida dividida por el area superficial del soporte de lecho ajustable, se
compara entonces con la distancia que ha recorrido el soporte de lecho ajustable.

La relacién puede representarse graficamente segun se ilustra en la figura 2. En esta figura, el eje vertical,
etiquetado como “esfuerzo”, se define como:

Esfuerzo = Fuerzamedida / Areasoporte de lecho ajustable
El eje horizontal, etiquetado como “deformacion”, se define como:
Deformacién = Altura de columnacomienzo del proceso/ Altura de columnaactyal

La figura 2 ilustra las diferencias relativas entre diversos tipos de medios. Los medios blandos 200 ofrecen el grado
mas inferior de resistencia a medida que se mueve hacia los mismos el soporte de lecho ajustable. Por el contrario,
los medios rigidos 220 ofrecen un grado grande de resistencia a medida que se mueve hacia los mismos el soporte
de lecho ajustable. Basandose en la grafica resultante, puede determinarse el tipo de medios. Alternativamente,
cada tipo de medios ilustrado en la figura 2 muestra una relacién casi lineal entre esfuerzo y deformacion. Por tanto,
en vez de trazar una serie de muchos puntos sucesivos, es posible computar la pendiente de la linea resultante
calculando el esfuerzo y deformacién en solo dos alturas de columna. Aun alternativamente, dado que la
deformacién se define como la altura de columna de partida dividida por la altura de columna actual, puede
determinarse el tipo de medios comparando la presién ejercida sobre el soporte de lecho ajustable con la altura de
columna actual. Dado que la grafica esfuerzo — deformacion es casi lineal, y la altura de columna actual es
inversamente proporcional a la deformacion, el producto de presioén y altura de columna actual es aproximadamente
una constante, para un tipo dado de medios, si la altura de columna de partida y el area del soporte de lecho
ajustable son valores fijos. Una vez determinada, esta constante puede usarse para determinar el tipo de medios
que se esta usando. Finalmente, la altura de columna actual también esta relacionada con la distancia que ha
recorrido el soporte de lecho ajustable 112. Por tanto, en otra disposicion, el movimiento del soporte lecho ajustable
puede compararse con la fuerza (o presion) aplicada al soporte de lecho para determinar el tipo de medios.

Una vez que se ha determinado el tipo de medios, la columna puede rellenarse de acuerdo con la presente
invencion. El tipo de medios se da a conocer al sistema, por una entrada adecuada. Esta entrada se puede
proporcionar de una serie de maneras, incluyendo, pero sin limitarse a, seleccionar en un mend que enumera tipos
de medios posibles, e introducir, mediante teclado numérico o alfanumérico, el nombre o un simbolo asociados con
un tipo de medios.

Una vez introducido, el sistema puede rellenar la columna de acuerdo con la presente invencion.

Se ilustra en la figura 4 un diagrama de flujo que muestra una realizacién de un algoritmo para un proceso de relleno
a velocidad constante. En el bloque 410, se da a conocer al algoritmo el tipo de medios. Esta determinacion se
realiza empiricamente usando las técnicas previamente descritas, puede introducirse en el sistema, tal como por
teclado o seleccién en un menu. El tipo de medios permite al controlador definir un nimero de parametros que
necesita el algoritmo, tales como la velocidad a la que se va a desplazar el soporte de lecho ajustable y la
sensibilidad del sistema (segun se describe a continuacién). Una vez que se han establecido estos parametros,
comienza el proceso. El sistema, particularmente el controlador, activa el ajustador, preferiblemente un soporte de
lecho ajustable, moviéndolo a una velocidad constante hacia los medios segin se muestra en la Casilla 430. En la
Casilla 440, se mide la fuerza de admisidon de columna, que es la fuerza ejercida por el fluido que entra en la
columna. En la disposicion preferida, la medicion se realiza por el sensor de presion 190 y el resultado se transmite
al controlador 100. En la Casilla de decisién 450, esta fuerza de admision, que se representa como la lectura de
presion procedente del sensor de presion 190 multiplicada por el area del soporte de lecho ajustable, se compara
con la fuerza medida en la pila piezoeléctrica 180.

La figura 3 es una representacion grafica que ilustra las fuerzas que se estan ejerciendo sobre el soporte de lecho
ajustable en funcién del tiempo. La linea 300 representa la fuera total medida por la pila piezoeléctrica 180. Esta
fuerza incluye la fuerza de la compresion de medios, ademas de la fuerza de contrapresion hidraulica. La linea 310
representa la fuerza relacionada con la presiéon de admisién, que es la fuerza de contrapresion hidraulica. De este
modo, la diferencia entre estas lineas es la fuerza causada por la compresién de medios. Cuando comienza el
proceso de relleno, la fuerza de admisién 310 de la columna representa una parte significativa de la fuerza total
experimentada por la pila piezoeléctrica 180, segiin se muestra en la linea 300. Esto es debido al hecho de que los
medidos estan bajo una pequefia o nula compresion, por lo que esta fuerza es minima. Sin embargo, cuando se
rellena la columna, la componente de fuerza de compresion de medios comienza a dominar a la fuerza total,
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haciendo que la linea 300 experimente un gran aumento de su pendiente. Después de este momento, la presion de
admision constituye un porcentaje mucho menor de la fuerza total.

La Casilla de decision 450 compara la presiéon de admision con la fuerza medida total. La variable C, mostrada en la
Casilla 450, indica la relacion deseada de la fuerza de admision respecto de la fuerza total y es una funcion del tipo
de medios. En tanto la relacion de la fuerza admision respecto de la fuerza total medida sea mayor que el valor de C,
el controlador habilitara el soporte lecho ajustable para que contintie desplazandose a su velocidad predeterminada.
Sin embargo, tan pronto como la fuerza de admision caiga por debajo de un porcentaje sefalado de la fuerza total
medida, el proceso finaliza en la Casilla 460. Por ejemplo, si C se fija con un valor de 0,9, el proceso terminara tan
pronto como la fuerza de admision sea menor del 90% de la fuerza total medida. En este punto, el controlador ya no
permite que el actuador mueva el soporte de lecho ajustable y se rellena la columna.

La tasa de incremento de la fuerza total medida 300 es funcion del tipo de medios. Por ejemplo, en unos medios
rigidos, el incremento a medida que los medios se aproximan a la compresion es drastico. Sin embargo, en medidos
mas blandos, el cambio es mucho menos obvio. Para acomodar estos tipos de medios diferentes, la sensibilidad del
sistema de control puede variarse en funcién del tipo de medios. El rechazo del ruido del sistema puede aumentarse
cuando se compactan medios rigidos, dado que el aumento de la fuerza es claramente obvio. Sin embargo, en
medios mas blandos, el rechazo del ruido no puede ser tan grande debido a la falta de un incremento obvio de la
fuerza total.

Ademas de este método preferido de rellenar una columna usando una velocidad constante, existen otros varios
métodos alternativos que también pueden usarse. Por ejemplo, en un método alternativo, el punto de terminacion
puede determinarse exclusivamente vigilando la fuerza medida total, segun se muestra en la figura 3. Esto se puede
hacer comparando la fuerza total medida con un valor absoluto o vigilando la pendiente (es decir, la derivada) de la
linea 300. Haciendo referencia a la figura 3, se ve que la fuerza medida total es aproximadamente lineal respecto del
tiempo hasta que finaliza el proceso de relleno. En ese punto 320, la pendiente de la linea 300 cambia
significativamente. De este modo, la derivada de la linea tendria un cambio de valor o una discontinuidad en este
momento en el tiempo. Evaluando la derivada de esta linea, el controlador puede determinar este punto, sin la
necesidad de una fuerza terminal predeterminada, o sin usar una relacion predeterminada entre la fuerza de
admision y la fuerza medida total. Este método es muy efectivo cuando se usa con medios rigidos, dado que las
fuerzas de compresion de medios asociadas con este tipo de medios son facilmente observables.

Alternativamente, en vez de comparar la fuerza de admisiéon con la fuerza medida total segin se muestra en la
Casilla de decision 450, el controlador puede evaluar la fuerza asociada exclusivamente con la compresion de
medios. Haciendo referencia a la figura 3, esta fuerza puede expresarse como la linea 300 menos la linea 310. Esta
fuerza se puede evaluar posteriormente segun cualquiera de los métodos descritos anteriormente, es decir, en
comparacion con la fuerza medida total, en comparacion con un valor predeterminado o vigilando su derivada.

Se ilustra en la figura 6 un diagrama de flujo que muestra una realizacion de un algoritmo para un proceso de relleno
(que no es segun la invencion). Las Casillas 600, 610 y 620 son analogas a las Casillas 400, 410 y 420 del algoritmo
de velocidad constante, porque es durante estos pasos cuando el controlador define los parametros constantes que
se van a usar por el algoritmo, basados en el tipo de medios. En la Casilla de decision 630, el algoritmo aumenta la
velocidad del ajustador, preferiblemente un soporte de lecho ajustable, hasta que alcanza el valor de presion
objetivo. En la tanto la presidon medida sea menor que el valor sefialado, el controlador continuara aumentando la
velocidad del soporte de lecho ajustable, segun se muestra en la Casilla 640. La figura 5 representa una grafica que
ilustra la velocidad del soporte de lecho ajustable en funcion del tiempo durante un proceso de relleno a presion
constante. La linea 500 representa la velocidad del ajustador en funcién del tiempo. El segmento 510 de linea se
corresponde con la Casilla 640 y la Casilla de decision 630 de la figura 6, porque esta es la porcion temporal en la
que se aumenta la velocidad del soporte de lecho ajustable. Una vez que se ha alcanzado la presion deseada,
mostrado como punto 520 en la figura 5, el algoritmo continda con la Casilla 650, en la que el controlador reduce la
velocidad del soporte de lecho ajustable. La presion medida se compara entonces con una valor objetivo en la
Casilla de decision 660. Este valor objetivo es uno de los parametros que se basa en el tipo de medios. Si la presion
medida es mayor que el valor objetivo, la velocidad del soporte de lecho ajustable continda siendo disminuida por el
controlador en la Casilla 667. Este conjunto de pasos se realiza repetidamente mientras la velocidad del ajustador
disminuye, segun se muestra en el segmento 530 de linea de la figura 5. La velocidad debe disminuirse
continuamente porque el lecho de medios esta creciendo en altura y asi esta creando una resistencia incrementada
al flujo. Esto continuara hasta que se haya formado todo el lecho. Una vez que se forme todo el lecho, la presion y la
velocidad alcanzaran un valor de estado estable durante un corto periodo, segin se muestra en un punto 540 en la
figura 5. En este momento, la presién de admision sera igual al valor objetivo. En este punto, el algoritmo avanza
hasta la Casilla 665, en donde se mide y almacena la velocidad actual del soporte de lecho ajustable para usarla
posteriormente como una referencia. Después de haber alcanzado este estado estable, ya no habra quedado dentro
de los medios fluido suficiente para mantener la presion hidraulica deseada. De este modo, sera necesario
incrementar la velocidad para mantener la presion deseada. Esto se ilustra en la Casilla 670, que se ejecuta cuando
la presion hidraulica llega a ser menor que el valor sefialado. Se aumenta la velocidad y se compara la nueva
velocidad con la velocidad de referencia que se almacend en la Casilla 665. Si la nueva velocidad es mayor que la
de referencia en una medida predeterminada, se completa el algoritmo y el proceso finaliza en la Casilla 690. Si la
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velocidad aun no es mayor que el valor de referencia en una medida predeterminada, el algoritmo vuelve a la Casilla
de decision 660 y se repite el bucle hasta que se completa el proceso.

Pueden existir situaciones en las que la presion de admision medida pase de ser menor que el valor objetivo a ser
mayor que el valor objetivo sin ni siquiera haber sido medida exactamente en el valor objetivo. En otras palabras, la
Casilla 665 nunca es ejecutada. En este caso, la Casilla 670, ademas de aumentar la velocidad del ajustador,
también comprobaria si se ha almacenado ya un valor de referencia. Si no se ha almacenado uno, el algoritmo
medira y almacenara la velocidad actual de la misma manera que se describié anteriormente con referencia a la
Casilla 665.

Las mediciones usadas en ambos diagramas de flujo se calculan preferiblemente por el controlador, que primero lee
los valores reales del dispositivo de medicion adecuado y luego procesa ese resultado usando un algoritmo, tal
como PID, de tal manera que se filtran fluctuaciones menores del andlisis. Los valores usados por los diagramas de
flujo son, por tanto, menos susceptibles a ruido y a lecturas erréneas.

En una realizacion de la presente invencion, la columna se rellena siguiendo unos parametros especificos
introducidos en el sistema. Por ejemplo, pueden existir situaciones en las que el uso de un bucle de control
computerizado para determinar el punto de relleno éptimo no resulte ventajoso. Por ejemplo, el usuario puede
desear ejecutar pruebas multiples en las que la columna se rellene exactamente igual cada vez. El uso de los
algoritmos antes mencionados produce resultados 6ptimos, pero los algoritmos no pueden garantizar el relleno de
columnas idénticas de manera idéntica con respecto a la altura idéntica debido a pequefias variaciones algoritmicas
y de mediciéon. Por ejemplo, dos columnas idénticas rellenas usando el algoritmo de velocidad constante antes
descrito pueden finalizar con alturas de columna ligeramente diferentes.

De este modo, la presente invencién, se disefia para repetir el proceso de relleno idéntico para cualquier nimero de
columnas. En esta realizacién, diversos parametros, tales como, pero sin limitarse a, tipo de medios, velocidad del
ajustador y altura de columna terminal, se dan a conocer al sistema, mediante menus o entrada por teclado. El
sistema realiza entonces un proceso de relleno a velocidad constante, utilizando la velocidad deseada suministrada.
El proceso se completa cuando la altura de columna iguala la altura de columna terminal que se introdujo en el
sistema. Se contempla que la velocidad que se use sea una funcién del tipo de medios, como en las realizaciones
anteriores. La altura de columna terminal o6ptima puede determinarse empiricamente. Por ejemplo, pueden
rellenarse varias columnas usando la segunda realizacién de la presente invencion, en la que el sistema determina
la altura de columna 6ptima usando el algoritmo de relleno a velocidad constante o a presion constante. Las alturas
de columna terminal de cada uno de estos procesos de relleno pueden usarse entonces para determinar una altura
de columna terminal 6ptima. Este valor 6ptimo junto con la velocidad o la presion especificas de los medios se dan a
conocer entonces al sistema. A continuacién, de acuerdo con la presente invencion, se rellena la columna.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para rellenar un lecho de medios de una columna de cromatografia a través de la cual se hace fluir un
fluido, teniendo dicha columna un ajustador y medios para determinar la posicion de dicho ajustador dentro de dicha
columna, comprendiendo dicho método:

(i) introducir en un sistema de relleno de columnas el tipo de medios, la velocidad del ajustador y la altura
de la columna terminal a través de menus o entradas de teclado.

(ii) realizar un proceso de rellenado a velocidad constante de una columna con la velocidad del ajustador
deseada facilitada.

(iii) completar el proceso de rellenado cuando la altura de la columna alcance la altura de la columna
terminal introducida en el sistema.

en el que la altura 6ptima de la columna introducida en el sistema se determina empiricamente rellenando varias
columnas que utilizan una velocidad constante o un algoritmo de presion constante;
en el que el algoritmo de velocidad constante comprende:

accionar dicho ajustador a una velocidad constante para comprimir dicho lecho de medios;

determinar la fuerza de entrada de columna ejercida por el fluido en una entrada por medio de un sensor de
presion colocado en dicha entrada;

determinar la fuerza total, que es la suma de dicha fuerza de entrada de columna y la fuerza de compresion
del medio, mediante una célula de carga; y

continuar el movimiento de dicho ajustador mientras que la relacion de dicha fuerza de entrada de columna
con dicha fuerza total sea mas grande que un nivel predeterminado, y cesar el movimiento de dicho ajustador
cuando dicha relacion proporcional descienda por debajo de dicho nivel predeterminado, en donde dicho
nivel predeterminado es una relacion deseada de dicha fuerza de entrada de columna con dicha fuerza total
y es en funcion del tipo de medios; y

en el que el algoritmo de presién constante comprende:

accionar dicho ajustador a una velocidad creciente hasta que la presion hidraulica alcance un nivel
predeterminado;

disminuir la velocidad de dicho ajustador para mantener dicha presion hidraulica a dicho nivel
predeterminado;

alcanzar un estado estable en donde la velocidad y la presion hidraulica permanezcan constantes;
almacenar la velocidad en dicho valor de estado estable;

incrementar la velocidad de dicho ajustador para mantener dicha presién hidraulica a dicho nivel
predeterminado después de alcanzar dicho valor de estado estable;

comparar la velocidad actual con dicha velocidad almacenada; y

continuar incrementando la velocidad de dicho ajustador para mantener dicha presion hidraulica si
dicha velocidad actual no es mas grande que dicha velocidad almacenada por una cantidad
predeterminada y cesar el movimiento de dicho ajustador cuando dicha velocidad actual sea mas
grande que dicha velocidad almacenada por dicha cantidad predeterminada.
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