ES 2671695 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2671695
Eint. a1

BO1D 15/18 (2006.01)

C11B 7/00 (2006.01)
A23D 9/04 (2006.01)
C11B 3/10 (2006.01)
C11C 1/08 (2006.01)

BO1D 15/42 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 09.01.2014  E 16201772 (7)
Fecha y numero de publicacién de la concesion europea: 21.03.2018  EP 3170543

T|’tu|0: Proceso de separacion de multiples etapas

Prioridad: @ Titular/es:
09.01.2013 GB 201300354 BASF PHARMA (CALLANISH) LIMITED (100.0%)
09.01.2013 US 201361750389 P PO Box 4, Earl Road, Cheadle Hulme
Cheadle, Cheshire SK8 6QG, GB
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: KELLIHER. ADAM
) y
03.06.2018 MORRISON, ANGUS
Agente/Representante:
PONS ARINO, Angel

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2671695 T3

DESCRIPCION
Proceso de separacién de multiples etapas

La presente invencion se refiere a un proceso de separacion cromatografica mejorado para purificar acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) y sus derivados. En particular, la presente invencion se refiere a un proceso de separacion
cromatografica mejorado que emplea un sistema mixto de disolventes.

Los acidos grasos, en particular, los AGPI y sus derivados son precursores de moléculas biolégicamente
importantes, que desempefian un papel importante en la regulaciéon de funciones biolégicas tales como la
agregacion plaquetaria, la inflamacion y las respuestas inmunolégicas. De este modo, los AGPI y sus derivados
pueden ser terapéuticamente Utiles en el tratamiento de una amplia selecciéon de afecciones patoldgicas incluyendo
afecciones del SNC; neuropatias, incluyendo neuropatia diabética; enfermedades cardiovasculares; afecciones del
sistema inmunitario general y afecciones inflamatorias, incluyendo las enfermedades inflamatorias de la piel.

Los AGPI se encuentran en materias primas naturales tales como los aceites vegetales y los aceites marinos. Sin
embargo, dichos AGPI con frecuencia estan presentes en dichos aceites en mezcla con acidos grasos saturados y
otras numerosas impurezas. Por lo tanto, seria deseable purificar los AGPl antes de un uso nutricional o
farmacéutico.

Desafortunadamente, los AGPI son sumamente fragiles. Asi pues, cuando se calientan en presencia de oxigeno,
tienden a la isomerizacién, peroxidacion y oligomerizacion. Por lo tanto, es dificil el fraccionamiento y la purificacion
de productos de AGPI para preparar acidos grasos puros. La destilacion, incluso al vacio, puede conducir a una
degradacion inaceptable del producto.

Las técnicas de separacidon cromatografica son muy conocidas por los expertos en la materia. Las técnicas de
separacion cromatografica que implican sistemas de lecho estacionario y sistemas de lecho mévil simulado o real
son familiares para un experto en la materia.

En un sistema cromatografico de lecho estacionario convencional, se filira una mezcla cuyos componentes se han
de separara través de un recipiente. En general, el recipiente es cilindrico, y normalmente se denomina columna. La
columna contiene un empaquetamiento de un material poroso (denominado, en general, fase estacionaria) que
presenta una alta permeabilidad a los fluidos. La velocidad de filtracion de cada componente de la mezcla depende
de las propiedades fisicas de ese componente de modo que los componentes salen de la columna de forma
sucesiva y selectiva. Asi pues, algunos de los componentes tienden a fijarse fuertemente a la fase estacionaria vy,
por tanto, se filtraran lentamente, mientras que otros tenderan a fijarse débilmente y a salir de la columna mas
rapidamente. Se han propuesto muchos sistemas cromatograficos de lecho estacionario diferentes, y se usan tanto
para fines analiticos como para la produccién industrial.

La cromatografia de lecho mévil simulado y real son técnicas conocidas y familiares para los expertos en la materia.
El principio de la operacion implica el movimiento en contracorriente de una fase eluyente liquida y una fase
adsorbente solida. Esta operacidon permite un uso minimo de disolvente, haciendo que el proceso sea
economicamente viable. Dicha tecnologia de separacion ha encontrado varias aplicaciones en diversos campos,
incluyendo hidrocarburos, productos quimicos industriales, aceites, azucares y API.

Asi pues, un aparato cromatografico de lecho mévil simulado consiste en una serie de columnas individuales que
contienen adsorbente, que estan conectadas entre si en serie. El eluyente se hace pasar a través de las columnas
en una primera direccion. Los puntos de inyeccion de la materia prima y el eluyente, y los puntos de recogida de los
componentes separados en el sistema se desplazan periédicamente por medio de una serie de valvulas. El efecto
general es simular el funcionamiento de una sola columna que contiene un lecho movil del adsorbente sdlido,
adsorbente sdélido que se mueve en una direccion a contracorriente al flujo del eluyente. Por lo tanto, un sistema de
lecho moévil simulado consiste en columnas que, como en un sistema de lecho estacionario convencional, contienen
lechos estacionarios de adsorbente sélido a través de los que se pasa el eluyente, pero en un sistema de lecho
mévil simulado, el funcionamiento es tal que simula un lecho mévil continuo a contracorriente.

Se ilustra un aparato cromatografico de lecho mévil simulado tipico con referencia a la Figura 1. El concepto de un
proceso de separacién cromatografica de lecho moévil simulado o real se explica considerando una columna
cromatografica vertical que contiene una fase estacionaria S dividida en secciones, mas concretamente, en cuatro
subzonas |, II, lll y IV superpuestas que van de abajo a arriba de la columna. El eluyente se introduce en la parte
inferior en IE por medio de una bomba P. La mezcla de los componentes A y B que han de separarse se introduce
en IA + B entre la subzona Il y la subzona lll. Se recoge un extracto que contiene principalmente B en SB entre la
subzona | y la subzona I, y se recoge un refinado que contiene principalmente A en SA entre la subzona lll y la
subzona IV.

En el caso de un sistema de lecho maévil simulado, el movimiento descendente simulado de la fase estacionaria S
esta provocado por el movimiento de los puntos de introduccion y de recogida con respecto a la fase sélida. En el
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caso de un sistema de lecho movil real, el movimiento descendente simulado de la fase estacionaria S esta
provocado por el movimiento de las diversas columnas cromatograficas con respecto a los puntos de introduccién y
de recogida. En la Figura 1, el eluyente fluye ascendentemente, y la mezcla A + B se inyecta entre la subzona Il y la
subzona Ill. Los componentes se moveran de acuerdo con sus interacciones cromatograficas con la fase
estacionaria, por ejemplo, la adsorcion sobre un medio poroso. El componente B que presenta mayor afinidad por la
fase estacionaria (el componente que se desplaza mas lentamente) sera arrastrado mas lentamente por el eluyente
y lo seguira con retardo. El componente A que presenta la afinidad mas débil por la fase estacionaria (el componente
que se desplaza mas rapidamente) sera arrastrado facilmente por el eluyente. Si se calculan y se controlan
correctamente el grupo correcto de parametros, en especial, el caudal de cada subzona, el componente A que
presenta la afinidad mas débil por la fase estacionaria se recogera entre la subzona Ill y la subzona IV como
refinado y el componente B que presenta la afinidad mas fuerte por la fase estacionaria se recogera entre la
subzona | y la subzona |l como extracto.

Por lo tanto, se apreciara que el sistema de lecho moévil simulado convencional ilustrado esquematicamente en la
Fig. 1 se limita al fraccionamiento binario.

Los procesos y equipos para la cromatografia en lecho movil simulado se describen en varias patentes, incluyendo
US 2.985.589, US 3.696.107, US 3.706.812, US 3.761.533, FR-A-2103302, FR-A-2651148 y FR-A-2651149, que se
incorporan en el presente documento en su totalidad por referencia. El tema también se trata extensamente en
"Preparative and Production Scale Chromatography”, editado por Ganetsos y Barker, Marcel Dekker Inc, Nueva
York, 1993, que se incorpora en el presente documento en su totalidad por referencia.

Un sistema de lecho movil real es similar en funcionamiento a un sistema de lecho mévil simulado. Sin embargo, en
lugar de desplazar los puntos de inyeccion de la mezcla de alimentacion y el eluyente, y los puntos de recogida de
los componentes separados por medio de un sistema de valvulas, se mueven fisicamente una serie de unidades de
adsorcion (es decir, columnas) con respecto a los puntos de suministro y de descarga. De nuevo, el funcionamiento
es tal que simula un lecho maévil continuo a contracorriente.

Los procesos y equipos para la cromatografia de lecho movil real se describen en varias patentes, incluyendo US
6.979.402, US 5.069.883 y US 4.764.276.

El documento WO 2007/075499 describe un método de preparacién de composiciones enriquecidas en compuestos
que contienen cadenas de atomos de carbono de diversos grados de insaturaciéon usando la cromatografia de
argentacion, que utiliza una resina catidnica argentizada o alumina argentizada acondicionada para separar
compuestos que contienen cadenas de atomos de carbono saturadas o monoinsaturadas de compuestos que tienen
cadenas de atomos de carbono poliinsaturadas presentes en una composicion inicial. EI documento WO
2007/075499 también describe un método de preparacion de un adsorbente de alumina argentizada acondicionado
que tiene una mayor selectividad hacia los compuestos que contienen una o mas cadenas de atomos de carbono
poliinsaturadas.

El documento WO 94/25552 describe un proceso de recuperacion de acidos grasos poliinsaturados purificados o sus
derivados a partir de mezclas que contienen dichos acidos grasos y sustancias no deseadas, en el que se somete el
suministro a una tratamiento preliminar usando bien cromatografia de lecho estacionario, siendo el eluyente
posiblemente un fluido a presion supercritica, o fraccionamiento en columna a contracorriente en multiples etapas,
en el que el disolvente es un fluido a presidn supercritica; y luego se someten una o mas fracciones que contienen
concentraciones mejoradas de los acidos grasos de interés recuperados del tratamiento preliminar a fraccionamiento
adicional usando cromatografia de lecho movil a contracorriente continuo simulado, nuevamente, siendo el eluyente
posiblemente un fluido a presion supercritica, en cuyo caso el tratamiento preliminar puede omitirse por completo.

La purificacion de los productos de AGPI es particularmente desafiante. Asi pues, muchas materias primas
adecuadas para preparar productos de AGPI| son mezclas sumamente complejas que contienen un gran numero de
diferentes componentes con tiempos de retencién muy similares en aparatos cromatograficos. Por lo tanto, es muy
dificil separar ciertos AGPI de dichas materias primas. Sin embargo, se requiere un alto grado de pureza de los
productos de AGPI, en particular, para aplicaciones farmacéuticas y nutracéuticas. Histéricamente, por tanto, cuando
se requieren productos de AGPI de alta pureza, se ha usado la destilacién. No obstante, existen importantes
inconvenientes en el uso de la destilacion como técnica de separacion para AGPI delicados como se ha descrito
anteriormente.

La solicitud de patente internacional publicada WO-A-2011/080503 desvela un proceso de separacion SMB para la
recuperacion un producto de AGPI a partir de una mezcla de alimentaciéon eficazmente y a muy alta pureza. Se ha
encontrado, sin embargo, que puede ser dificil eliminar los acidos grasos C18, en particular, el acido alfa-linolénico
(ALA) y/o el acido gamma-linolénico (GLA), de las mezclas de alimentacion eficazmente sin usar grandes voliumenes
de disolventes acuosos de alcohol. La eliminacion eficaz de acidos grasos C18 es ventajosa, ya que muchas
especificaciones para aceites farmacéuticos y dietéticos requieren un bajo contenido de estos acidos grasos. Por
ejemplo, ciertas especificaciones del aceite para su uso en Japén requieren un contenido de ALA inferior al 1 % en
peso.
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Por consiguiente, existe la necesidad de un proceso de separacion cromatografica que pueda recuperar eficazmente
un producto de AGPI de una mezcla de alimentacién mientras reduce al minimo la cantidad de acidos grasos C18,
por ejemplo, de ALA y/o GLA, presente en el producto resultante.

Sumario de lainvencién

Sorprendentemente, se ha encontrado ahora que es posible purificar eficazmente un producto de AGPI con bajos
niveles de acidos grasos C18, por ejemplo, ALA y/o GLA, a partir de materias primas disponibles en el mercado tales
como aceites de pescado usando un sistema mixto de disolventes.

La presente invencion proporciona, por tanto, un proceso de separacion cromatografica para recuperar un producto
de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) de una mezcla de alimentacién, que comprende:

(a) purificar la mezcla de alimentacién en una primera etapa de separacidon cromatografica usando como
eluyente una mezcla de agua y un primer disolvente organico, obteniéndose un producto intermedio; y

(b) purificar el producto intermedio en una segunda etapa de separacion cromatografica usando como eluyente
una mezcla de agua y un segundo disolvente organico, obteniéndose el producto de AGPI, siendo el segundo
disolvente organico diferente del primer disolvente organico, y

en el que la primera etapa de separacion cromatografica comprende introducir la mezcla de alimentacién en un
aparato de cromatografia de lecho moévil simulado o real y la segunda etapa de separacién cromatografica
comprende introducir el producto intermedio en un aparato de cromatografia de lecho estacionario.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra los principios basicos de un proceso de lecho movil simulado o real para separar una mezcla
binaria.

La Figura 2 ilustra una etapa de separacion cromatografica, que comprende dos procesos de lecho movil
simulado o real, para separar el EPA de las impurezas mas rapidas y mas lentas (es decir, impurezas mas
polares y menos polares).

La Figura 3 ilustra una etapa de separacion cromatografica, que comprende dos procesos de lecho movil
simulado o real, para separar el DHA de las impurezas mas rapidas y mas lentas (es decir, impurezas mas
polares y menos polares).

La Figura 4 ilustra una etapa de separacion cromatografica, que comprende dos procesos de lecho movil
simulado o real, para separar el EPA de las impurezas mas rapidas y mas lentas (es decir, impurezas mas
polares y menos polares).

La Figura 5 ilustra una etapa de separacion cromatografica, que comprende dos procesos de lecho movil
simulado o real, para separar el DHA de las impurezas mas rapidas y mas lentas (es decir, impurezas mas
polares y menos polares).

La Figura 6 ilustra una etapa de separacion cromatografica, que comprende dos procesos de lecho movil
simulado o real, para separar el EPA de las impurezas mas rapidas y mas lentas (es decir, impurezas mas
polares y menos polares).

La Figura 7 ilustra una etapa de separacion cromatografica, que comprende dos procesos de lecho movil
simulado o real, para separar el DHA de las impurezas mas rapidas y mas lentas (es decir, impurezas mas
polares y menos polares).

La Figura 8 ilustra una etapa de separacion cromatografica, que comprende dos procesos de lecho movil
simulado o real, para separar el EPA de las impurezas mas rapidas y mas lentas (es decir, impurezas mas
polares y menos polares).

La Figura 9 ilustra una etapa de separacion cromatografica, que comprende dos procesos de lecho movil
simulado o real, para separar el EPA de las impurezas mas rapidas y mas lentas (es decir, impurezas mas
polares y menos polares).

La Figura 10 ilustra tres formas en las que se puede llevar a cabo una etapa de separacion cromatografica que
comprende dos procesos de lecho movil simulado o real.

La Figura 11 ilustra una etapa de separacién cromatografica para separar el EPA de las impurezas mas rapidas y
mas lentas (es decir, impurezas mas polares y menos polares).
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La Figura 12 muestra un rastro de GC-FAMES de un producto intermedio producido por la primera etapa de
separacion del proceso de la presente invencion en el que se usa metanol como primer disolvente organico.

La Figura 13 muestra un rastro de GC-FAMES de un producto de AGPI producido por la segunda etapa de
separacion del proceso de la presente invencion en el que se usa acetonitrilo como segundo disolvente organico.

La Figura 14 muestra un rastro de GC-FAMES de un producto intermedio producido por la primera etapa de
separacion del proceso de la presente invencion en el que se usa acetonitrilo como primer disolvente organico.

La Figura 15 muestra un rastro de GC-FAMES de un producto de AGPI producido por la segunda etapa de
separacion del proceso de la presente invencion, en el que se usa metanol como segundo disolvente organico.

La Figura 16 muestra un rastro de GC-FAMES de una mezcla de alimentacion tipica, que contiene el 55 % en
peso de etiléster de EPA.

Descripcion detallada de la invencién

Como se usa en el presente documento, la expresion “producto de AGPI” se refiere a un producto que comprende
uno o mas acidos grasos poliinsaturados (AGPI), y/o derivados de los mismos, normalmente de importancia
nutricional o farmacéutica. Por lo general, el producto de AGPI es un solo AGPI o derivado del mismo. Como
alternativa, el producto de AGPI es una mezcla de dos o mas AGPI o derivados de los mismos.

La expresién “4cido graso poliinsaturado” (AGPI) se refiere a acidos grasos que contienen mas de un doble enlace.
Dichos AGPI son muy conocidos para el experto en la materia. Como se usa en el presente documento, un derivado
de AGPI es un AGPI en forma de un mono-, di- o triglicérido, éster, fosfolipido, amida, lactona o sal. Se prefieren los
mono-, di- y triglicéridos y ésteres. Se prefieren mas los triglicéridos y los ésteres. Los ésteres son incluso mas
preferidos. Los ésteres normalmente son ésteres de alquilo, preferentemente ésteres de alquilo C4-Cs, mas
preferentemente ésteres de alquilo C1-Cas. Los ejemplos de ésteres incluyen metilésteres y etilésteres. Los etilésteres
son los mas preferidos.

Por lo general, el producto de AGPI es al menos un AGP| w-3 o w-6, o un derivado del mismo, preferentemente al
menos un AGPIl w-3 o un derivado del mismo.

Los ejemplos de AGPI w-3 incluyen acido eicosatriendico (ETE), acido eicosatetraenoico (ETA), acido
eicosapentaenoico (EPA), acido docosapentaenoico (DPA) y acido docosahexaenoico (DHA). Se prefieren el EPA,
DPA y DHA. El EPA y el DHA son los mas preferidos.

Los ejemplos de AGPI w-6 incluyen acido eicosadienoico, acido dihomo-gamma-linolénico (DGLA), acido
araquidodnico (ARA), acido docosadienoico, acido adrénico y acido docosapentanoico (w-6). Se prefieren el ARA y
DGLA.

Preferentemente, el producto de AGPI es EPA, DHA, un derivado de los mismos o mezclas de los mismos. Los
derivados tipicos incluyen mono-, di- y tri-glicéridos de EPA y de DHA, y ésteres de EPA y DHA, preferentemente
ésteres alquilicos tales como ésteres de alquilo C+1-Ca.

Mas preferentemente, el producto de AGPI es EPA, DHA o un derivado de los mismos. Los derivados tipicos
incluyen mono-, di- y tri-glicéridos de EPA y de DHA, y ésteres de EPA y DHA, preferentemente ésteres alquilicos
tales como ésteres de alquilo C1-Ca.

Lo mas preferentemente, el producto de AGPI es acido eicosapentaenoico (EPA), acido docosahexaenoico (DHA),
triglicéridos de EPA, triglicéridos de DHA, etiléster de EPA o etiléster de DHA.

De manera particularmente preferida, el producto de AGPI es EPA, DHA, etiléster de EPA o etiléster de DHA.

En una realizacion, el producto de AGPI es EPA y/o el etiléster (EE) de EPA.

En otra realizacion, el producto de AGPI es DHA y/o etiléster (EE) de DHA.

En una realizacion adicional mas, el producto de AGPI es una mezcla de EPA y DHA y/o EE de EPA y EE de DHA.
En una realizacién mas preferida, el producto de AGPI obtenido en la segunda etapa de separacién es EPA o un
derivado de EPA, por ejemplo, etiléster de EPA, y se obtiene a una pureza superior al 90 % en peso,
preferentemente superior al 95 % en peso, mas preferentemente superior al 97 % en peso, incluso mas
preferentemente superior al 98 % en peso, aun mas preferentemente superior al 98,4 % en peso. Preferentemente,

el producto de AGPI obtenido en la segunda etapa de separacion es EPA o un derivado de EPA, por ejemplo,
etiléster de la EPA, y se obtiene a una pureza de entre el 98 y el 99,5 % en peso.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2671695 T3

Por lo general, ademas de dicho producto de AGPI, se recoge un producto de AGPI secundario adicional en el
proceso de separacion cromatografica de la invencion. Preferentemente, el producto de AGPI es EPA o un derivado
del mismo, y el producto de AGPI secundario adicional es DHA o un derivado del mismo.

En una realizacién adicional de la invencion, el proceso se configura para recoger un producto de AGPI que es una
mezcla concentrada de EPA y DHA o de derivados de los mismos. Por lo tanto, se usa una mezcla de alimentacion
que contiene EPA, DHA, componentes que son mas polares que el EPA y el DHA, y componentes que son menos
polares que el EPA y el DHA.

Por lo general, el producto de AGPI contiene menos del 1 % en peso de acido alfa-linolénico (ALA), mono-, di- y tri-
glicéridos de ALA e impurezas de ésteres de alquilo C1-C4 de ALA. Mas normalmente, el producto de AGPI contiene
menos del 1 % en peso de impurezas que son ALA y sus derivados. Los derivados de ALA tipicos son como se han
definido anteriormente para los derivados de AGPI.

Por lo general, el producto de AGPI contiene menos del 1 % en peso de impurezas de acido gamma-linolénico
(GLA), mono-, di- y tri-glicéridos de GLA, y ésteres de alquilo C1-C4 de GLA. Mas normalmente, el producto de AGPI
contiene menos del 1 % en peso de impurezas que son GLA y sus derivados. Los derivados de GLA tipicos son
como se han definido anteriormente para los derivados de AGPI.

Por lo general, el producto de AGPI contiene menos del 1% en peso de impurezas de acidos grasos C18,
impurezas de mono-, di- y tri-glicéridos de acidos grasos C18 e impurezas de ésteres de alquilo de acidos grasos
C18. Mas normalmente, el producto de AGPI contiene menos del 1 % en peso de impurezas que son acidos grasos
C18 y derivados de los mismos. Los derivados de acidos grasos C18 tipicos son como se han definido anteriormente
para los derivados de AGPI. Como se usa en el presente documento, un acido graso C18 es un &acido
monocarboxilico alifatico C18 que tiene una cadena de hidrocarburo lineal o ramificada. Los acidos grasos C18
tipicos incluyen acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1n9), acido vaccénico (C18:1n7), acido linoleico
(C18:2n6), acido gamma-linolénico/GLA (C18:3n6), acido alfa-linoleico/ALA (C18:3n3) y acido estearidénico/SDA
(C18:4n3).

Para evitar dudas, en estas realizaciones, la cantidad maxima de todas las impurezas especificadas es del 1 % en
peso.

Como se ha explicado anteriormente, normalmente, la cantidad de las impurezas mencionadas anteriormente en el
producto de AGPI es inferior al 1% en peso. Preferentemente, la cantidad de las impurezas mencionadas
anteriormente es inferior al 0,5 % en peso, mas preferentemente inferior al 0,25 % en peso, incluso mas
preferentemente inferior al 0,11 % en peso, aun mas preferentemente inferior al 0,05 % en peso, aun mas
preferentemente inferior al 0,01 % en peso, aun mas preferentemente inferior al 0,001 % en peso, aln mas
preferentemente inferior al 0,0001 % en peso, aun mas preferentemente inferior al 0,00001 % en peso.

En ciertas realizaciones preferidas, el producto de AGPI estd esencialmente exento de las impurezas mencionadas
anteriormente.

El producto de AGPI no es ALA, GLA, acido linoleico, un mono-, di- o tri-glicérido de ALA, un mono- di- o tri-glicérido
de GLA, un mono-, di- o tri-glicérido de acido linoleico, un éster de alquilo C1-C4 de ALA, un éster de alquilo C1-C4 de
GLA o un éster de alquilo C1-C4 de acido linoleico o una mezcla de los mismos. Por lo general, el producto de AGPI
no es ALA, GLA, acido linoleico, o un derivado o mezclas de los mismos. Los derivados tipicos de ALA, GLA y acido
linoleico son como se han definido anteriormente para los derivados de AGPI.

Por lo general, el producto de AGPI no es un AGPI C18, un mono-, di- o tri-glicérido de AGPI C18, ni un éster de
alquilo de AGPI C18. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un proceso de separacion cromatografica para
recuperar un producto de acido graso poliinsaturado (AGPI) de una mezcla de alimentacion, que comprende:

(a) purificar la mezcla de alimentacién en una primera etapa de separacion cromatografica usando como
eluyente una mezcla de agua y un primer disolvente organico, obteniéndose un producto intermedio; y

(b) purificar el producto intermedio en una segunda etapa de separacidon cromatografica usando como eluyente
una mezcla de agua y un segundo disolvente organico, obteniéndose el producto de AGPI, en el que el segundo
disolvente organico es diferente del primer disolvente organico y tiene un indice de polaridad que difiere del
indice de polaridad del primer disolvente organico en entre 0,1 y 20;

en el que el producto de AGPI es distinto de un AGPI C18, un mono-, di- o tri-glicérido de AGPI C18, o un éster de
alquilo de AGPI C18.

Mas normalmente, el producto de AGPI no es un AGPI C18 ni un derivado de AGPI C18. Los AGPI C18 tipicos
incluyen acido linoleico (C18:2n6), GLA (C18: 3n6) y ALA (C18: 3n3).
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Las mezclas de alimentacién adecuadas para la separacion mediante el proceso de la presente invencion pueden
obtenerse de fuentes naturales, incluyendo aceites y grasas vegetales y animales, y de fuentes sintéticas,
incluyendo los aceites obtenidos de plantas, animales y microorganismos modificados genéticamente, incluyendo las
levaduras. Los ejemplos incluyen aceites de pescado, aceites de algas y de microalgas, y aceites vegetales, por
ejemplo, aceite de borraja, aceite de Echium y aceite de onagra. En una realizacion, la mezcla de alimentacién es un
aceite de pescado. En otra realizacién, la mezcla de alimentacién es un aceite de algas. Los aceites de algas son
particularmente adecuados cuando el producto de AGPI deseado es EPA y/o DHA. La levadura genéticamente
modificada es particularmente adecuada cuando el producto de AGPI deseado es EPA.

En una realizacion particularmente preferida, la mezcla de alimentacion es un aceite de pescado o materia prima
derivada de aceite de pescado. Se ha descubierto ventajosamente que cuando se usa un aceite de pescado o
materia prima derivada de aceite de pescado, se puede producir un producto de AGPI de etiléster de EPA o EPA
mediante el proceso de la presente invencién con una pureza superior al 90 %, preferentemente pureza superior al
95 %, mas preferentemente pureza superior al 97 %, incluso mas preferentemente pureza superior al 98 % en peso,
aun méas preferentemente pureza superior al 98,4 % en peso, por ejemplo, de entre el 98 y 99,5 % en peso.

La mezcla de alimentacion puede someterse a un tratamiento quimico antes del fraccionamiento mediante el
proceso de la invencion. Por ejemplo, puede someterse a transesterificacion de glicéridos o hidrolisis de glicéridos
seguidas, en ciertos casos, por procesos selectivos tales como cristalizacion, destilacién molecular, fraccionamiento
de urea, extraccion con nitrato de plata u otras soluciones de sales metdlicas, yodolactonizacién o fraccionamiento
de fluidos supercriticos. Como alternativa, una mezcla de alimentacién puede usarse directamente sin ninguna etapa
de tratamiento inicial.

Las mezclas de alimentacion normalmente contienen el producto de AGPI y al menos un componente mas polar y al
menos un componente menos polar. Los componentes menos polares tienen una adherencia mas fuerte al
adsorbente usado en el proceso de la presente invencién que el producto de AGPI. Durante la operacion, dichos
componentes menos polares normalmente se mueven con la fase adsorbente sélida con preferencia a la fase
eluyente liquida. Los componentes mas polares tienen una adherencia mas débil al adsorbente usado en el proceso
de la presente invencién que el producto de AGPI. Durante la operacion, los componentes mas polares normalmente
se mueven con la fase eluyente liquida con preferencia a la fase adsorbente sélida. En general, los componentes
mas polares se separaran en una corriente de refinado, y los componentes menos polares se separaran en una
corriente de extracto.

La mezcla de alimentacion normalmente contiene el producto de AGPI y al menos una impureza de acido graso C18
como se ha definido anteriormente. Por lo tanto, mas normalmente, la mezcla de alimentacién contiene el producto
de AGPI y al menos un acido graso C18 y/o un derivado del mismo. Los derivados de acidos grasos C18 tipicos son
como se han definido anteriormente para los derivados de AGPI. Preferentemente, la mezcla de alimentacion
contiene el producto de AGPI y al menos una impureza de acido graso C18 escogida entre acido estearico (C18:0),
acido oleico (C18:1n9), &cido vaccénico (C18:1n7), &cido linoleico (C18:2n6), acido gamma-linolénico/GLA
(C18:3n6), acido alfa-linolénico (C18:3n3) y acido esteariddnico/SDA (C18:4n3) y sus derivados.

Preferentemente, la mezcla de alimentacion comprende (i) el producto de AGPI, y/o un mono-, di- o tri-glicérido del
producto de AGPI y/o un éster de alquilo C1-C4 del producto de AGPI; y (ii) ALA y/o un mono-, di- o tri-glicérido de
ALA y/o un éster de alquilo C1-C4 de ALA.

Preferentemente, la mezcla de alimentacién comprende (i) el producto de AGPI, y/o un mono-, di- o tri-glicérido del
producto de AGPI y/o un éster de alquilo C1-C4 del producto de AGPI, y (ii) GLA y/o un mono-, di- o tri-glicérido de
GLA y/o un éster de alquilo C1-C4 de GLA.

Mas preferentemente, la mezcla de alimentacion comprende (i) el producto de AGPI, y/o un mono-, di- o tri-glicérido
del producto de AGPI y/o un éster de alquilo C1-C4 del producto de AGPI; y (ii) ALA y/o GLA y/o un mono-, di- o tri-
glicérido de ALA y/o un mono-, di- o tri-glicérido de GLA y/o un éster de alquilo C1-C4 de ALA y/o un éster de alquilo
C1-Cs de GLA.

En realizaciones en las que el producto de AGPI contiene menos del 1 % en peso de impurezas de acido graso C18
especificadas anteriormente, la mezcla de alimentacion normalmente contiene las impurezas de acido graso C18
especificadas. Por lo tanto, es una ventaja particular de la presente invencién que la cantidad de impurezas de acido
graso C18 presentes en una mezcla de alimentacion puede reducirse a un nivel bajo mediante el proceso de la
presente invencion. Por ejemplo, cuando el producto de AGPI contiene menos del 1 % en peso de ALA, mono-, di- y
tri-glicéridos de ALA y ésteres de alquilo C1+-C4 de ALA, la mezcla de alimentacién normalmente contiene ALA,
mono-, di- y tri-glicéridos de ALA y/o ésteres de alquilo C1-C4 de ALA. Cuando el producto de AGPI contiene menos
del 1% en peso de GLA, mono-, di- y tri-glicéridos de GLA y ésteres de alquilo C1+-C4 de GLA, la mezcla de
alimentacion normalmente contiene GLA, mono-, di- y tri-glicéridos de GLA y/o ésteres de alquilo C1-C4 de GLA.
Cuando el producto de AGPI contiene menos de 1 % en peso de acidos grasos C18, mono-, di- y tri-glicéridos de
acido graso C18 y ésteres de alquilo de acidos grasos C18, la mezcla de alimentacion normalmente contiene acidos
grasos C18, mono-, di- y tri-glicéridos de acido graso C18 y ésteres de alquilo de acidos grasos C18.
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Los ejemplos de los componentes mas y menos polares incluyen (1) otros compuestos que se producen en aceites
naturales (por ejemplo, aceites marinos o aceites vegetales); (2) subproductos formados durante el almacenamiento,
refinado y etapas previas a la concentracion; y (3) contaminantes de disolventes o reactivos que se utilizan durante
las etapas de concentracién o purificacion previas.

Los ejemplos de (1) incluyen otros AGPI no deseados; acidos grasos saturados; esteroles, por ejemplo, colesterol;
vitaminas; y contaminantes ambientales, tales como policlorobifenilo (PCB), pesticidas de hidrocarburos
poliaromaticos (PAH), pesticidas clorados, dioxinas y metales pesados. PCB, PAH, las dioxinas y los plaguicidas
clorados son componentes altamente no polares.

Los ejemplos de (2) incluyen isbmeros y productos de oxidacion o descomposicion del producto de AGPI, por
ejemplo, productos poliméricos de autoxidacion de acidos grasos o sus derivados.

Los ejemplos de (3) incluyen urea, que se puede afadir para eliminar los acidos grasos saturados o
monoinsaturados de la mezcla de alimentacion.

Preferentemente, la mezcla de alimentacion es un aceite marino que contiene AGPI (por ejemplo, un aceite de
pescado), mas preferentemente, un aceite marino (por ejemplo, un aceite de pescado) que comprende EPA y/o
DHA.

Una mezcla de alimentacién tipica para preparar EPA (EE) concentrado mediante el proceso de la presente
invencion comprende 50-75 % de EPA (EE), 0-1 % de DHA (EE) y otros componentes, incluyendo otros acidos
grasos w-3 y w-6 esenciales.

Una mezcla de alimentacion preferida para preparar EPA (EE) concentrado mediante el proceso de la presente
invencion comprende 55 % de EPA (EE), 5 % de DHA (EE) y otros componentes, incluyendo otros acidos grasos w-
3 y w-6 esenciales. DHA (EE) es menos polar que EPA (EE).

Una mezcla de alimentacion tipica para preparar DHA (EE) concentrado mediante el proceso de la presente
invencion comprende 50-75 % de DHA (EE), 0-10 % de EPA (EE) y otros componentes, incluyendo otros acidos
grasos w-3 y w-6 esenciales.

Una mezcla de alimentacion preferida para preparar DHA (EE) concentrado mediante el proceso de la presente
invencion comprende 75 % de DHA (EE), 7 % de EPA (EE) y otros componentes, incluyendo otros acidos grasos w-
3 y w-6 esenciales. EPA (EE) es mas polar que DHA (EE).

Una mezcla de alimentacion tipica para la preparacion de una mezcla concentrada de EPA (EE) y DHA (EE)
mediante el proceso de la presente invencion comprende mas del 33 % de EPA (EE) y mas del 22 % de DHA (EE).

El proceso de la presente invencién implica al menos dos etapas de separacion cromatografica, en el que se usa
una mezcla de agua y un disolvente organico diferente como eluyente en cada etapa. La primera y segunda etapa
de separacion se llevan a cabo usando mezclas de agua, y el primer y segundo disolvente organico
respectivamente.

Por lo general, ningun eluyente se encuentra en un estado supercritico. Por lo general, ambos eluyentes son
liquidos.

El primer y el segundo disolvente organico se escogen normalmente de entre alcoholes, éteres, ésteres, cetonas y
nitrilos. Se prefieren los alcoholes y los nitrilos.

Los disolventes de alcohol son muy conocidos por el experto en la materia. Los alcoholes normalmente son
alcoholes de cadena corta. Los alcoholes son normalmente de formula ROH, en la que R es un grupo alquilo C1-Cs
lineal o ramificado. El grupo alquilo C1-Cs preferentemente no esta sustituido. Los ejemplos de alcoholes incluyen
metanol, etanol, n-propanol, i-propanol, n-butanol, i-butanol, s-butanol y t-butanol. Se prefieren el metanol y el etanol.
Se prefiere mas el metanol.

Los disolventes de éter son muy conocidos por los expertos en la materia. Los éteres son normalmente éteres de
cadena corta. Los éteres normalmente son de formula R-O-R’, en la que R y R' son iguales o diferentes y
representan un grupo alquilo C1-Cs lineal o ramificado. El grupo alquilo C1-Cs preferentemente no esta sustituido. Los
éteres preferidos incluyen dietiléter, diisopropiléter y metil-t-butiléter (MTBE).

Los disolventes de éster son muy conocidos por los expertos en la materia. Los ésteres son normalmente ésteres de
cadena corta. Los ésteres normalmente son de férmula R-(C=0)O-R’, en la que R y R' son iguales o diferentes y
representan un grupo alquilo C1-Ce lineal o ramificado. Los ésteres preferidos incluyen metilacetato y etilacetato
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Los disolventes de cetona son muy conocidos por el experto en la materia. Las cetonas normalmente son cetonas
de cadena corta. Las cetonas normalmente son de formula R-(C=0)-R’, en la que R y R' son iguales o diferentes y
representan un grupo alquilo C1-Cs lineal o ramificado. El grupo alquilo C1-Cs preferentemente no esta sustituido. Las
cetonas preferidas incluyen acetona, metiletilcetona y metilisobutilcetona (MIBK).

Los disolventes de nitrilo son muy conocidos por el experto en la materia. Los nitrilos normalmente son nitrilos de
cadena corta. Los nitrilos normalmente son de formula R-CN, en la que R representa un grupo alquilo C1-Ce lineal o
ramificado. El grupo alquilo C1-Cs preferentemente no esta sustituido. Los nitrilos preferidos incluyen acetonitrilo.

El segundo disolvente organico es diferente del primer disolvente organico.

El indice de polaridad (P') de un disolvente es una medida muy conocida de la polaridad de un disolvente. Una cifra
de indice de polaridad mas alta indica un disolvente mas polar. El indice de polaridad normalmente se determina
midiendo la capacidad de un disolvente para interactuar con diversos solutos de ensayo. Mas normalmente, el indice
de polaridad (P') de un disolvente es como se define en Burdick y Jackson, “Solvent Guide” (AlliedSignal, 1997).
Burdick y Jackson clasifican los disolventes por referencia a un indice nhumérico que clasifica los disolventes de
acuerdo con su diferente polaridad. El indice de Burdick y Jackson se basa en la estructura de los disolventes.

En la siguiente tabla, se establece el indice de polaridad (P') de una variedad de disolventes comunes conforme a
Burdick y Jackson.

Disolvente indice de polaridad (P’)
Pentano 0,0
1,1,2-Triclorotrifluoroetano 0,0
Ciclopentano 0,1
Heptano 0,1
Hexano 0,1
Iso-octano 0,1
Eter de petréleo 0,1
Ciclohexano 0,2
Cloruro de n-butilo 1,0
Tolueno 2,4
Metil-t-butiléter 2,5
o-Xileno 2,5
Clorobenceno 2,7
o-Diclorobenceno 27
Etiléter 2,8
Diclorometano 3.1
Dicloruro de etileno 3,5
Alcohol n-butilico 3,9
Alcohol isopropilico 3,9
Acetato de n-butilo 4,0
Alcohol isobutilico 4,0
Metilisoamilcetona 4,0
Alcohol n-propilico 4,0
Tetrahidrofurano 4.0
Cloroformo 41
Metilisobutilcetona 4,2
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Disolvente indice de polaridad (P’)
Acetato de etilo 4.4
Metil-n-propil-cetona 4,5
Metiletilcetona 4.7
1,4-Dioxano 4.8
Acetona 5.1
Metanol 5.1
Etanol 52
Piridina 53
2-Metoxietanol 55
Acetonitrilo 5,8
Carbonato de propileno 6,1
N,N-Dimetilformamida 6,4
Acetamida de dimetilo 6,5
N-Metilpirrolidona 6,7
Dimetilsulféxido 7.2
Agua 10,2

El segundo disolvente organico tiene un indice de polaridad que difiere del indice de polaridad del primer disolvente
organico en entre 0,1y 2,0. Por lo tanto, cuando el indice de polaridad del primer disolvente organico es P1, el indice
de polaridad del segundo disolvente organico es P2, | P1-P2 | es de 0,1 a 2,0.

Por lo general, el segundo disolvente organico tiene un indice de polaridad que difiere del indice de polaridad del
primer disolvente organico en al menos 0,2, preferentemente al menos 0,3, mas preferentemente al menos 0,4, aun
mas preferentemente al menos 0,5 y ain mas preferentemente al menos 0,6.

Por lo general, el segundo disolvente organico tiene un indice de polaridad que difiere del indice de polaridad del
primer disolvente organico en, como maximo, 1,8, preferentemente como maximo 1,5, mas preferentemente como
maximo 1,3, todavia mas preferentemente, como maximo 1,0, y ain mas preferentemente, como maximo, 0,8.

Preferentemente, el segundo disolvente organico tiene un indice de polaridad que difiere del indice de polaridad del
primer disolvente organico en entre 0,2 y 1,8, mas preferentemente en entre 0,3 y 1,5, aun mas preferentemente en
entre 0,4 y 1,3, aun mas preferentemente en entre 0,5 y 1,0, y lo mas preferentemente en entre 0,6 y 0,8. Por lo
general, el primer y el segundo disolvente organico son miscibles con agua. Mas normalmente, el primer y el
segundo disolvente organico tienen un indice de polaridad de 3,9 o superior. Preferentemente, el primer y el
segundo disolvente organico se escogen entre tetrahidrofurano, alcohol isopropilico, alcohol n-propilico, metanol,
etanol, acetonitrilo, 1,4-dioxano, N,N-dimetilformamida y dimetilsulféxido.

Por lo general, la proporcién de primer disolvente organico:agua es de 99,9:0,1 a 75:25 partes en volumen,
preferentemente de 99,5:0,5 a 80:20 partes en volumen. Si el primer disolvente organico es metanol, la proporcion
de metanol:agua normalmente es de 99,9:0,1 a 85:15 partes en volumen, preferentemente de 99,5:0,5 a 88:12
partes en volumen. Si el primer disolvente organico es acetonitrilo, la proporcion de acetonitrilo:agua es
normalmente de 99:1 a 75:25 partes en volumen, preferentemente de 96:4 a 80:20 partes en volumen.

Por lo general, la proporcion de segundo disolvente organico:agua es de 99,9:0,1 a 75:25 partes en volumen,
preferentemente de 93:7 a 85:15 partes en volumen. Si el segundo disolvente organico es metanol, la proporciéon de
metanol:agua normalmente es de 95:5 a 85:15 partes en volumen, preferentemente de 93:7 a 90:10 partes en
volumen. Si el segundo disolvente organico es acetonitrilo, la proporcién de acetonitrilo:agua normalmente es de
90:10 a 80:20 partes en volumen, preferentemente de 88:12 a 85:15 partes en volumen.

Por lo general, uno de entre el primer y el segundo disolvente organico es acetonitrilo.

Por lo general, uno de entre el primer y el segundo disolvente organico es metanol.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2671695 T3

Preferentemente, el primer y el segundo disolvente organico se seleccionan entre acetonitrilo y metanol. Por lo tanto,
es preferible que (i) el primer disolvente organico sea metanol y el segundo disolvente organico sea acetonitrilo; o (ii)
que el primer disolvente organico sea acetonitrilo y el segundo disolvente organico sea metanol.

Mas preferentemente, el primer disolvente organico es metanol y el segundo disolvente organico es acetonitrilo; y (a)
la proporcién de metanol:agua es de 99,9:0,1 a 85:15 partes en volumen, preferentemente de 99,5:0,5 a 88:12; y/o
(b) la proporcion de acetonitrilo: agua es de 90:10 a 80:20 partes en volumen, preferentemente de 88:12 a 85:15
partes en volumen. En ciertas realizaciones, es preferible que (a) la proporcién de metanol:agua sea de 91: 9 a 93:7
partes en volumen, y/o (b) la proporcién de acetonitrilo:agua sea de 86:14 a 88:12 partes en volumen. Como
alternativa, el primer disolvente organico es acetonitrilo y el segundo disolvente organico es metanol; y (a) la
proporcion de acetonitrilo:agua es de 99:1 a 75:25 partes en volumen, preferentemente de 96:4 a 80:20 partes en
volumen; y/o (b) la proporcion de metanol:agua es de 95:5 a 85:15 partes en volumen, preferentemente de 93:7 a
90:10 partes en volumen. En ciertas realizaciones, es preferible que (a) la proporcién de acetonitrilo:agua sea de
86:14 a 88:12 partes en volumen; y/o (b) la proporcion de metanol:agua sea de 87:13 a 89:11 partes en volumen.

Cada etapa de separacion cromatografica normalmente implica hacer pasar una mezcla de alimentacion a través de
uno o mas columnas cromatograficas. Por lo tanto, la primera etapa de separacién cromatografica normalmente
comprende hacer pasar la mezcla de alimentacion a través de una o mas columnas cromatograficas que contienen,
como eluyente, la mezcla de agua y el primer disolvente organico. Por lo general, la segunda etapa de separacion
cromatografica comprende hacer pasar el producto intermedio a través de una o mas columnas cromatograficas que
contienen, como eluyente, la mezcla de agua y el primer disolvente organico. Preferentemente, la primera etapa de
separacion cromatografica comprende hacer pasar la mezcla de alimentacion a través de una o mas columnas
cromatograficas que contienen, como eluyente, la mezcla de agua y el primer disolvente organico; y la segunda
etapa de separacion cromatografica comprende hacer pasar el producto intermedio a través de una o mas columnas
cromatograficas que contienen, como eluyente, la mezcla de agua y el primer disolvente organico. En el proceso
reivindicado, se puede usar cualquier columna cromatografica conocida.

La una o mas columnas cromatograficas normalmente contienen un adsorbente. En el proceso de la presente
invencién, se pueden usar adsorbentes convencionales conocidos en la técnica para técnicas de separacion
cromatografica. Cuando se usa mas de una columna cromatografica, cada columna cromatografica puede contener
el mismo o diferente adsorbente. Por lo general, cuando se usa mas de una columna cromatografica, cada columna
contiene el mismo adsorbente. Los ejemplos de dichos materiales cominmente usados son perlas poliméricas,
preferentemente poliestireno reticulado con DVB (divinilbenceno); y gel de silice, preferentemente gel de silice unido
en fase inversa con alcanos C8 o C18, en especial C18. Se prefiere el gel de silice en fase inversa unido C18. El
adsorbente usado en el proceso de la presente invencién es preferentemente no polar.

La forma del material de fase estacionaria adsorbente puede ser, por ejemplo, perlas esféricas o no esféricas,
preferentemente perlas esencialmente esféricas. Dichas perlas normalmente tienen un diametro de 5 a 500
micrometros, preferentemente de 10 a 500 micrometros, mas preferentemente de 15 a 500 micrometros, mas
preferentemente de 40 a 500 micrémetros, mas preferentemente de 100 a 500 micrémetros, mas preferentemente
de 250 a 500 micrometros, incluso mas preferentemente 250 a 400 micrometros, lo mas preferentemente de 250 a
350 micrometros. En algunas realizaciones, se pueden usar perlas con un diametro de 5 a 35 micrémetros,
normalmente de 10 a 30 micrometros, preferentemente de 15 a 25 micrémetros. Algunos tamafios de particula
preferidos son algo superiores a los tamafios de particula de las perlas usadas en el pasado en los procesos de
lecho moévil simulado y real. El uso de particulas més grandes permite usar una presion mas baja de eluyente en el
sistema. Esto, a su vez, tiene ventajas en términos de ahorro de costes, eficiencia y vida util del aparato.
Sorprendentemente, se ha encontrado que las perlas adsorbentes de gran tamafio de particula se pueden usar en el
proceso de la presente invencion (con sus ventajas asociadas) sin ninguna pérdida de resolucion.

Las dimensiones de las columnas usadas no se limitan en particular, y dependeran en cierta medida del volumen de
la mezcla de alimentacion que se vaya a purificar. Un experto podria facilmente determinar columnas de tamafo
apropiado para su uso. El diametro de cada columna esta normalmente entre 10 y 1.000 mm, preferentemente entre
10 y 500 mm, mas preferentemente entre 25 y 250 mm, incluso mas preferentemente entre 50 y 100 mm, y lo mas
preferentemente entre 70 y 80 mm. La longitud de cada columna normalmente es de entre 10 y 300 cm,
preferentemente de entre 10 y 200 cm, mas preferentemente de entre 25 y 150 cm, incluso mas preferentemente de
entre 70 y 110 cm, y lo mas preferentemente de entre 80 y 100 cm.

La primera etapa de separacion cromatografica se lleva a cabo en un aparato de cromatografia de lecho movil
simulado o real, y la segunda etapa de separacion cromatografica se lleva a cabo en un aparato de cromatografia de
lecho estacionario. EI numero de columnas cromatograficas usadas en cada etapa de separacion no se limita a uno
en particular.

Por lo general, el proceso de la invencion se lleva a cabo a temperatura ambiente o una temperatura superior a la
temperatura ambiente. Preferentemente, el proceso se lleva a cabo a una temperatura superior a la temperatura
ambiente. La primera y la segunda etapa de separacion pueden llevarse a cabo a la misma temperatura o a una
temperatura diferente, preferentemente a la misma temperatura.
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Por lo general, la temperatura de al menos una de las columnas cromatograficas a través de la que se hace pasar la
mezcla de alimentacion es superior a la temperatura ambiente. Mas normalmente, la temperatura de todas las
columnas cromatograficas usadas es superior a la temperatura ambiente.

Por lo tanto, normalmente, cada etapa de separacién cromatografica que implica en hacer pasar una mezcla de
alimentacion a través de una o mas columnas cromatograficas, y la temperatura de al menos una de esas columnas
cromatograficas es superior a la temperatura ambiente. Mas normalmente, la temperatura de todas las columnas
cromatograficas usadas es superior a la temperatura ambiente.

Como se apreciara, si al menos una columna cromatografica estd a una temperatura superior a la temperatura
ambiente, es el interior de la columna lo que es importante en el proceso de separaciéon. Por lo tanto, es
normalmente el eluyente y el adsorbente del interior de la columna cromatografica lo que puede estar a la
temperatura superior a la temperatura ambiente. Por supuesto, es posible alcanzar la temperatura requerida dentro
de al menos una columna cromatografica por medios internos (por ejemplo, calentando el eluyente y/o la mezcla de
alimentacion) y/o externos (por ejemplo, calentando el exterior de la columna cromatografica mediante cualquier
medio convencional conocido).

Por lo general, se puede obtener una temperatura elevada calentando el eluyente y/o la mezcla de alimentacion.
Esto tiene el efecto de calentar las columnas internamente.

Por lo tanto, la temperatura de al menos una de las columnas cromatograficas a través de la que se hace pasar la
mezcla de alimentacién también se puede medir como la temperatura del eluyente. Por lo general, por lo tanto, la
temperatura del eluyente usado en la primera y/o segunda etapas de separacion cromatografica es superior a la
temperatura ambiente.

Como alternativa, la temperatura requerida de al menos una de las columnas cromatograficas se puede conseguir
mediante el calentamiento de las columnas. El calentamiento se puede llevar a cabo usando, por ejemplo, una
camisa de calefaccion eléctrica, una camisa de agua caliente o una bobina o mediante lamparas de calor radiante.
Normalmente se calienta el interior y/o exterior de una o mas columnas cromatograficas. La temperatura requerida
de al menos una de las columnas cromatograficas se puede lograr calentando las columnas y/o el eluyente de
disolvente organico acuoso, y/o la mezcla de alimentacion.

Por lo general, la temperatura superior a la temperatura ambiente es superior a 30 °C, preferentemente superior a 35
°C, mas preferentemente superior a 40 °C, incluso mas preferentemente superior a 45 °C, incluso mas
preferentemente superior a 50 °C, incluso mas preferentemente superior a 55 °C, e incluso mas preferentemente
superior a 57 °C. En ciertas realizaciones, es util una temperatura de 56 °C.

Por lo general, la temperatura superior a la temperatura ambiente es de hasta 100 °C, preferentemente de hasta 95
°C, mas preferentemente de hasta 90 °C, incluso mas preferentemente de hasta 85 °C, incluso mas preferentemente
de hasta 80 °C, todavia mas preferentemente de hasta 75 °C, e incluso mas preferentemente de hasta 70 °C.

Asi pues, los intervalos de temperatura tipicos son de 30 a 100 °C, de 35 a 95 °C, de 40 °C a 90 °C, de 45 °C a 85
°C,de 50 a 80 °C, de 55a75°C ode 57 a 70 °C.

Los intervalos de temperatura preferidos son de 40 a 70 °C, preferentemente de 50 a 67 °C, mas preferentemente de
56 a 65 °C, aun mas preferentemente de 57 a 63 °C.

En ciertas etapas de separacion, se puede usar una sola columna cromatografica, preferentemente una sola
columna cromatografica estacionaria. La separacion de esta manera normalmente se lleva a cabo usando aparatos
de cromatografia de lecho estacionario conocidos. La separacidon de esta manera se puede denominar
cromatografia de "lecho estacionario”. Por lo general, la segunda etapa de separacion cromatografica implica al
menos una, por ejemplo, una etapa de cromatografia de "lecho estacionario”.

En otras etapas de separacion, se usa mas de una columna cromatografica. Esto puede implicar hacer pasar la
mezcla de alimentacion a través de dos o mas columnas cromatograficas, que pueden ser iguales o diferentes,
dispuestas en serie o en paralelo. El nimero de columnas usadas en dichas etapas no esta limitado en particular,
pero, en general, no supera las treinta columnas.

Una separacion particular en la que se usan multiples columnas cromatograficas es la cromatografia de lecho movil
simulado o real.

Los expertos en la materia conocen bien los aparatos de cromatografia de lecho mévil simulado y real. Se puede
utilizar cualquier aparato de cromatografia de lecho mévil simulado o real conocido para los fines del método de la
presente invencion, siempre que el aparato se use de acuerdo con el proceso de la presente invencion. Todos los
aparatos descritos en los documentos US 2.985.589, US 3.696.107, US 3.706.812, US 3.761.533, FR-A-2103302,
FR-A-2651148, FR-A-2651149, US 6.979.402, US 5.069.883 y US 4.764.276 pueden usarse si se configuran de
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acuerdo con el proceso de la presente invencion. También se pueden emplear procesos SMB como los desvelados,
por ejemplo, en el documento WO-A-2011/080503.

La segunda etapa de separacién se lleva a cabo usando un aparato de cromatografia de lecho estacionario, y la
primera etapa de separacion se lleva a cabo usando uno o mas aparatos de cromatografia de lecho movil simulado
o real como se analiza en el presente documento.

La primera etapa de separacion cromatografica comprende introducir la mezcla de alimentacion en un aparato de
cromatografia de lecho mévil simulado o real, y la segunda etapa de separacion cromatografica comprende
introducir el producto intermedio en un aparato de cromatografia de lecho estacionario. Por lo tanto, la primera etapa
de separacion cromatografica se lleva a cabo usando un aparato de cromatografia de lecho movil simulado o real y
la segunda etapa de separacién cromatografica se lleva a cabo usando un aparato de cromatografia de lecho
estacionario.

Dicha primera etapa de separaciéon cromatografica puede consistir en una sola separacion cromatografica, o dos o
mas separaciones cromatograficas, con la condicién de que cada separacién use como eluyente una mezcla de
agua y el primer disolvente organico.

Dicha segunda etapa de separacion cromatografica puede consistir en una sola separacion cromatografica, o dos o
mas separaciones cromatograficas, con la condicién de que cada separacién use como eluyente una mezcla de
agua y el segundo disolvente organico.

Por lo general, la primera etapa de separacion cromatografica puede implicar el uso de una sola etapa de
separacion de SMB usando un aparato convencional, tal como, por ejemplo, el representado en la Figura 1. La
separacion de esta manera se puede denominar SMB “de una sola pasada”. Por lo general, la primera etapa de
separacion cromatografica implica al menos una, por ejemplo, una etapa de SMB de "una sola pasada".

Como alternativa, la primera etapa de separacion cromatografica puede implicar el uso de multiples separaciones de
SMB.

En una realizacion, la primera etapa de separacion cromatografica puede llevarse a cabo como se describe en los
documentos WO-A-2011/080503 y PCT/GB2012/051591. Las condiciones de proceso preferidas especificadas en
los documentos WO-A-2011/080503 y PCT/GB2012/051591 son condiciones de proceso preferidas para esta
realizacion.

El proceso desvelado en los documentos WO-A-2011/080503 y PCT/GB2012/051591 implica la introduccién de una
corriente de entrada a un aparato de cromatografia de lecho mdvil simulado o real que tiene una pluralidad de
columnas cromatograficas unidas que contienen, como eluyente, un disolvente organico acuoso, en los que el
aparato tiene una pluralidad de zonas que comprenden al menos una primera zona y una segunda zona, teniendo
cada zona una corriente de extracto y una corriente de refinado de la que se puede recoger liquido de dicha
pluralidad de columnas cromatograficas unidas; y en los que (a) una corriente de refinado que contiene el producto
de AGPI junto con componentes mas polares se recoge de una columna de la primera zona y se introduce a una
columna no adyacente en la segunda zona; y/o (b) una corriente de extracto que contiene el producto de AGPI junto
con componentes menos polares se recoge de una columna en la segunda zona y se introduce en una columna no
adyacente de la primera zona, siendo dicho AGPI separado de diferentes componentes de la corriente de entrada de
cada zona. La separacién de esta manera se puede denominar proceso de SMB de "doble pasada".

En este proceso de SMB de "doble pasada", el término "zona" se refiere a una pluralidad de columnas de
cromatografia unidas que contienen, como eluyente, un disolvente organico acuoso, y que tienen uno o mas puntos
de inyeccion para un flujo de entrada, uno o0 mas puntos de inyeccidon para agua y/o disolvente organico, una
corriente de extraccion de refinado desde la que puede recogerse liquido de dicha pluralidad de columnas de
cromatografia unidas, y una corriente de extraccidon de extracto de la que puede recogerse liquido de dicha
pluralidad de columnas de cromatografia unidas. Por lo general, cada zona tiene solo un punto de inyeccion para
una corriente de entrada. En una realizacion, cada zona tiene solo un punto de inyeccion para el eluyente de
disolvente organico acuoso. En otra realizaciéon, cada zona tiene dos o mas puntos de inyeccidon para agua y/o
disolvente organico. En este proceso de SMB de "doble pasada", la referencia a una "corriente de entrada" se refiere
a la mezcla de alimentacion cuando el proceso de SMB descrito anteriormente se usa en la primera etapa de
separacion cromatografica, y se refiere al producto intermedio cuando el proceso de SMB descrito anteriormente se
usa en la segunda etapa de separacion cromatografica.

En este proceso de SMB de "doble pasada”, la referencia a un "disolvente organico acuoso" se refiere a la mezcla
de agua y el primer disolvente organico cuando el proceso de SMB anteriormente descrito se usa en la primera
etapa de separacion cromatografica, y se refiere a la mezcla de agua y el segundo disolvente organico cuando el
proceso de SMB descrito anteriormente se usa en la segunda etapa de separacion cromatografica.
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El término "refinado" es muy conocido por el experto en la materia. En el contexto de la cromatografia de lecho movil
real y simulado, se refiere a la corriente de componentes que se mueven mas rapidamente con la fase eluyente
liguida en comparacion con la fase adsorbente sdélida. Por lo tanto, una corriente de refinado estd normalmente
enriquecida en componentes mas polares, y empobrecida en componentes menos polares en comparaciéon con una
corriente de entrada.

El término "extracto" es muy conocido por el experto en la materia. En el contexto de la cromatografia de lecho movil
real y simulado, se refiere a la corriente de componentes que se mueven mas rapidamente con la fase adsorbente
sélida en comparacién con la fase eluyente liquida. Por lo tanto, una corriente de extracto normalmente esta
enriquecida en componentes menos polares, y empobrecida en componentes mas polares en comparaciéon con una
corriente de entrada.

Como se usa en el presente documento, la expresion "no adyacente” se refiere a las columnas, por ejemplo, en el
mismo aparato, separadas por una o mas columnas, preferentemente 3 o0 mas columnas, mas preferentemente 5 o
mas columnas, lo mas preferentemente aproximadamente 5 columnas.

El proceso de SMB de "doble pasada" se ilustra en la figura 11. Una corriente F de entrada que comprende el
producto de AGPI (B) y componentes mas polares (C) y menos polares (A) se introduce en la parte superior de la
columna 5 en la primera zona. El desorbente de disolvente organico acuoso se introduce en la parte superior de la
columna 1 de la primera zona. En la primera zona, los componentes menos polares (A) se eliminan como la
corriente de extracto E1 de la parte inferior de la columna 2. El producto de AGPI (B) y los componentes mas polares
(C) se eliminan como la corriente de refinado R1 de la parte inferior de la columna 7. La corriente de refinado R1 se
introduce luego en la segunda zona en la parte superior de la columna 12. El desorbente de disolvente organico
acuoso se introduce en la parte superior de la columna 9 de la segunda zona. En la segunda zona, los componentes
mas polares (C) se eliminan como la corriente de refinado R2 en la parte inferior de la columna 14. El producto de
AGPI (B) se recoge como la corriente de extracto E2 en la parte inferior de la columna 10.

En este proceso de SMB de "doble pasada", el disolvente organico acuoso normalmente se introduce en la parte
superior de la columna 1 de la primera zona.

En este proceso de SMB de "doble pasada", el disolvente organico acuoso normalmente se introduce en la parte
superior de la columna 9 de la segunda zona.

En este proceso de SMB de "doble pasada”, el flujo de entrada normalmente se introduce en la parte superior de la
columna 5 de la primera zona.

En este proceso de SMB de "doble pasada”, normalmente se recoge una primera corriente de refinado desde la
parte inferior de la columna 7 de la primera zona y se introduce en la parte superior de la columna 12 de la segunda
zona. La primera corriente de refinado puede recogerse opcionalmente en un recipiente antes de ser introducida en
la columna 12.

En este proceso de SMB de "doble pasada", normalmente se elimina una primera corriente de extracto de la parte
inferior de la columna 2 de la primera zona. La primera corriente de extracto puede recogerse opcionalmente en un
recipiente y reintroducirse una porcién en la parte superior de la columna 3 de la primera zona. La velocidad de
reciclado del liquido recogido a través de la corriente de extracto desde la primera zona de nuevo hasta la primera
zona es la velocidad a la que se bombea el liquido desde este recipiente hasta la parte superior de la columna 3.

En este proceso de SMB de "doble pasada", normalmente se elimina una segunda corriente de refinado de la parte
inferior de la columna 14 de la segunda zona.

En este proceso de SMB de "doble pasada”, normalmente se recoge una segunda corriente de extracto de la parte
inferior de la columna 10 de la segunda zona. Esta segunda corriente de extracto normalmente contiene el producto
de AGPI. La segunda corriente de extracto puede recogerse opcionalmente en un recipiente y reintroducirse una
fraccion en la parte superior de la columna 11 de la segunda zona. La velocidad de reciclado del liquido recogido a
través de la corriente de extracto desde la segunda zona de nuevo a la segunda zona es la velocidad a la que se
bombea liquido desde este recipiente hasta la parte superior de la columna 11. En este proceso de SMB de "doble
pasada", la velocidad a la que se recicla el liquido recogido a través de la corriente de extracto de la primera zona de
nuevo a la primera zona es normalmente superior a la velocidad a la que se recicla el liquido recogido a través de la
corriente de extracto de la segunda zona de nuevo a la segunda zona. En este proceso de SMB de "doble pasada",
el eluyente normalmente es esencialmente el mismo en cada zona.

Por lo general, la primera etapa de separacion cromatografica implica al menos uno, por ejemplo, un proceso de
SMB de "doble pasada" como se ha definido anteriormente.

En una realizaciéon alternativa, la primera etapa de separaciéon cromatografica puede llevarse a cabo como se
describe en la solicitud de patente internacional n.° PCT/GB2012/051596 o PCT/GB2012/051597. Dichas
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realizaciones implican:

(i) purificar una corriente de entrada en una primera etapa de SMB en un aparato de cromatografia de lecho
movil simulado o real que tiene una pluralidad de columnas de cromatografia unidas que contienen, como
eluyente, un disolvente organico acuoso, obteniéndose un primer producto; y

(ii) purificar el primer producto obtenido en (i) en una segunda etapa de SMB usando un aparato de
cromatografia de lecho movil simulado o real que tiene una pluralidad de columnas de cromatografia unidas que
contienen, como eluyente, un disolvente organico acuoso, obteniéndose un segundo producto; en las que

(a) la primera y la segunda etapa de SMB se llevan a cabo consecutivamente en el mismo aparato de
cromatografia, siendo el primer producto recuperado entre la primera y la segunda etapa de SMB, y siendo
las condiciones del proceso en el aparato de cromatografia ajustadas entre la primera y la segunda etapa de
SMB, de modo que el producto de AGPI se separa de diferentes componentes de la mezcla de alimentacién
en cada etapa de SMB; o

(b) la primera y la segunda etapa de SMB se llevan a cabo en el primer y segundo aparato de cromatografia
separado, respectivamente, introduciéndose el primer producto obtenido de la primera etapa de SMB en el
segundo aparato de cromatografia, y siendo el producto de AGPI separado de diferentes componentes de la
mezcla de alimentacion en cada etapa de SMB. La separacion de esta manera se denominara SMB
"consecutivo".

Para evitar dudas, si la primera etapa de separacion cromatografica es un proceso de SMB "consecutivo” a lo largo
de las lineas anteriores, el eluyente en cada una de las etapas de SMB es una mezcla de agua y el primer disolvente
organico. En este proceso de SMB "consecutivo", la expresion "aparato de cromatografia de lecho mévil simulado o
real" normalmente se refiere a una pluralidad de columnas de cromatografia unidas que contienen, como eluyente,
un disolvente organico acuoso, y que tiene uno o mas puntos de inyeccién para una corriente de entrada, uno o mas
puntos de inyeccion para agua y/o disolvente organico, una corriente de extraccién de refinado de la que puede
recogerse liquido de dicha pluralidad de columnas de cromatografia unidas, y una corriente de extraccién de
extracto de la que puede recogerse liquido de dicha pluralidad de columnas de cromatografia unidas.

El aparato de cromatografia usado en este proceso de SMB "consecutivo" tiene una sola serie de columnas de
cromatografia unidas en serie que contienen, como eluyente, un disolvente organico acuoso. Por lo general, cada
una de las columnas de cromatografia esta unida a las dos columnas del aparato adyacente a esa columna. Por lo
tanto, la salida de una columna dada de la serie esta conectada a la entrada de la columna adyacente de la serie,
que esta aguas abajo con respecto al flujo de eluyente de la serie. Por lo tanto, el eluyente puede fluir alrededor de
la serie de columnas de cromatografia unidas. Por lo general, ninguna de las columnas de cromatografia esta unida
a columnas no adyacentes del aparato.

En este proceso de SMB "consecutivo", la referencia a una "corriente de entrada" se refiere a la mezcla de
alimentaciéon cuando el proceso de SMB descrito anteriormente se usa en la primera etapa de separacién
cromatografica.

En este proceso de SMB "consecutivo", la referencia a un "disolvente organico acuoso" se refiere a la mezcla de
agua y el primer disolvente organico cuando el proceso de SMB “consecutivo” anteriormente descrito se usa en la
primera etapa de separacion cromatografica. El disolvente organico usado en la primera y segunda etapa de SMB es
el mismo. La proporciéon de disolvente organico:agua usada en la primera y segunda etapa de SMB puede ser la
misma o diferente.

En este proceso de SMB "consecutivo", la referencia a un "segundo producto" se refiere al producto intermedio
cuando el proceso de SMB descrito anteriormente se usa en la primera etapa de separacion cromatogréfica.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", cada aparato solo tiene un punto de inyeccion para una
corriente de entrada. En una realizacion, cada aparato solo tiene un punto de inyeccién para el eluyente de
disolvente organico acuoso. En otra realizacion, cada aparato tiene dos 0 mas puntos de inyecciéon para agua y/o
disolvente organico.

El término "refinado" es muy conocido por el experto en la materia. En el contexto de la cromatografia de lecho movil
real y simulado, se refiere a la corriente de componentes que se mueven mas rapidamente con la fase eluyente
liqguida en comparacion con la fase adsorbente sdlida. Asi pues, una corriente de refinado normalmente esta
enriquecida en componentes mas polares, y empobrecida en componentes menos polares en comparaciéon con una
corriente de alimentacion.

El término "extracto" es muy conocido por el experto en la materia. En el contexto de la cromatografia de lecho movil
real y simulado, se refiere a la corriente de componentes que se mueven mas rapidamente con la fase adsorbente
sélida en comparacién con la fase eluyente liquida. Por lo tanto, una corriente de extracto normalmente esta
enriquecida en componentes menos polares y empobrecida en componentes mas polares en comparacion con una
corriente de alimentacion.
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El numero de columnas usadas en cada aparato en este proceso de SMB "consecutivo" no se limita en particular. El
experto puede determinar facilmente un numero apropiado de columnas que se vaya a usar. El nUmero de columnas
normalmente es de 4 o mas, preferentemente de 6 o mas, mas preferentemente de 8 o mas, por ejemplo, de 4, 5, 6,
7, 8, 9 0 10 columnas. En una realizacion preferida, se usan 5 o 6 columnas, mas preferentemente 6 columnas. En
otra realizacién preferida, se usan 7 u 8 columnas, mas preferentemente 8 columnas. Por lo general, no hay mas de
25 columnas, preferentemente no mas de 20, mas preferentemente no mas de 15.

En este proceso de SMB "consecutivo", los aparatos cromatograficos usados en la primera y segunda etapa de
separacion normalmente contienen el mismo numero de columnas. Para ciertas aplicaciones, pueden tener un
numero de columnas diferente.

En este proceso de SMB "consecutivo", las columnas de los aparatos cromatograficos usados en la primera y
segunda etapa de separacién normalmente tienen dimensiones idénticas, pero, para ciertas aplicaciones, pueden
tener dimensiones diferentes.

Los caudales hacia la columna estan limitados por las presiones maximas a través de la serie de columnas, y
dependeran de las dimensiones de la columna y del tamafio de particula de las fases sodlidas. Un experto en la
materia sera capaz de establecer faciimente el caudal necesario para cada dimensiéon de columna con el fin de
garantizar una desorcion eficaz. Las columnas de mayor diametro, en general, necesitaran flujos mas altos para
mantener el flujo lineal a través de las columnas.

En este proceso de SMB "consecutivo", para los tamafos de columna tipicos esbozados anteriormente, el caudal de
eluyente hacia el aparato cromatogréafico usado en la primera etapa de separacién de SMB es de 1 a 4,5 I/min,
preferentemente de 1,5 a 2,5 I/min. Por lo general, el caudal del extracto desde el aparato cromatogréfico usado en
la primera etapa de separacion de SMB es de 0,1 a 2,5 I/min, preferentemente de 0,5 a 2,25 I/min. En las
realizaciones en las que parte del extracto de la primera etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato
usado en la primera etapa de separaciéon de SMB, el caudal reciclado normalmente es de 0,7 a 1,4 I/min,
preferentemente de aproximadamente 1 I/min. Por lo general, el caudal del refinado desde el aparato cromatografico
usado en la primera etapa de separacién de SMB es de 0,2 a 2,5 I/min, preferentemente de 0,3 a 2,0 I/min. En las
realizaciones en las que parte del refinado de la primera etapa de separaciéon de SMB se recicla hacia el aparato
usado en la primera etapa de separacion de SMB, el caudal de reciclado normalmente es de 0,3 a 1,0 I/min,
preferentemente de aproximadamente 0,5 I/min. Por lo general, el caudal de introduccién de la mezcla de entrada en
el aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB es de 5 a 150 ml/min, preferentemente
de 10 a 100 ml/min, mas preferentemente de 20 a 60 ml/min.

En este proceso de SMB "consecutivo", para los tamafios de columna tipicos esbozados anteriormente, el caudal de
eluyente hacia el aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacion de SMB normalmente es de 1 a
4 |/min, preferentemente de 1,5 a 3,5 I/min. Por lo general, el caudal del extracto desde el aparato cromatografico
usado en la segunda etapa de separacién de SMB es de 0,5 a 2 I/min, preferentemente de 0,7 a 1,9 I/min. En las
realizaciones en las que parte del extracto de la segunda etapa de separacion de SMB se recicla al aparato usado
en la segunda etapa de separacion de SMB, el caudal de reciclado normalmente es de 0,6 a 1,4 I/min,
preferentemente de 0,7 a 1,1 I/min, mas preferentemente de aproximadamente 0,9 I/min. Por lo general, el caudal
del refinado del aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separaciéon de SMB es de 0,5 a 2,5 I/min,
preferentemente de 0,7 a 1,8 I/min, mas preferentemente de aproximadamente 1,4 I/min. En las realizaciones en las
que parte del refinado de la segunda etapa de separacién de SMB se recicla hacia el aparato usado en la segunda
etapa de separacién de SMB, el caudal de reciclado normalmente es de 0,3 a 1,0 I/min, preferentemente de
aproximadamente 0,5 I/min.

Como apreciara el experto, las referencias a las velocidades a las que se recoge o se retira liquido a través de las
diversas corrientes de extracto y refinado se refieren a volimenes de liquido retirados en una cantidad de tiempo,
normalmente en I/minuto. De igual manera, las referencias a las velocidades a las que el liquido se recicla hacia un
aparato, normalmente hacia una columna adyacente del aparato, se refieren a volumenes de liquido reciclado en
una cantidad de tiempo, normalmente en I/minuto.

En este proceso de SMB "consecutivo”, se prefiere la cromatografia de lecho movil real.

La duracion de la etapa, es decir, el tiempo entre el desplazamiento de los puntos de inyeccién de la corriente de
entrada y el eluyente, y los diversos puntos de extraccion de las fracciones recogidas, no se limita en particular, y
dependera del nimero y de las dimensiones de las columnas usadas y del caudal a través del aparato. El experto
puede determinar facilmente las duraciones de las etapas apropiadas para su uso en el proceso de la presente
invencion. La duracién de la etapa normalmente es de 100 a 1.000 segundos, preferentemente de 200 a 800
segundos, mas preferentemente de aproximadamente 250 a aproximadamente 750 segundos. En algunas
realizaciones, es apropiada una duracion de la etapa de 100 a 400 segundos, preferentemente de 200 a 300
segundos, mas preferentemente de aproximadamente 250 segundos. En otras realizaciones, es apropiada una
duracion de la etapa de 600 a 900 segundos, preferentemente de 700 a 800 segundos, mas preferentemente de
aproximadamente 750 segundos.
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El proceso de SMB "consecutivo" comprende una primera y una segunda etapa de separacion.

Estas dos etapas se pueden llevar a cabo faciimente en un solo aparato cromatografico. Por lo tanto, en una
realizacion, (a) la primera y la segunda etapa de separacién de SMB se llevan a cabo consecutivamente en el mismo
aparato cromatografico, recuperandose el primer producto entre la primera y la segunda etapa de separacion de
SMB, y ajustéandose las condiciones del proceso en el aparato cromatogréfico entre la primera y la segunda etapa de
separacion de SMB, de manera que el producto de AGPI se separa de diferentes componentes de la corriente de
entrada en cada etapa de separacion. Una realizacion preferida de este proceso de SMB “consecutivo” se muestra
como Figura 10a. Asi pues, la primera etapa de separacion de SMB (lado izquierdo) se lleva a cabo en un aparato
de SMB que tiene 8 columnas. Entre la primera y la segunda etapa de separaciéon de SMB, se recupera el primer
producto en, por ejemplo, un recipiente, se ajustan las condiciones del proceso en el aparato cromatografico, de
manera que el producto de AGPI se separa de diferentes componentes de la corriente de entrada en cada etapa de
separacion de SMB. La segunda etapa de separacion de SMB (lado derecho) se lleva a cabo entonces en el mismo
aparato de SMB que tiene 8 columnas.

En la realizacién (a), el ajuste de las condiciones del proceso normalmente se refiere al ajuste de las condiciones del
proceso en el aparato en su conjunto, es decir, modificando fisicamente el aparato de manera que las condiciones
sean diferentes. No se refiere simplemente a la reintroduccion del primer producto de nuevo en una parte diferente
del mismo aparato en el que las condiciones del proceso podrian ser diferentes.

Como alternativa, se pueden usar un primer y un segundo aparato cromatografico separados en la primera y
segunda etapa de separacion de SMB. Por lo tanto, en otra realizaciéon, (b) la primera y segunda etapa de
separacion de SMB se llevan a cabo en un primer y un segundo aparato cromatografico separados,
respectivamente, introduciéndose el primer producto obtenido de la primera etapa de separacion de SMB en el
segundo aparato cromatografico, y separandose el producto de AGPI de diferentes componentes de la corriente de
entrada en cada etapa de separacion de SMB.

En la realizacion (b), las dos etapas de separacion de SMB se pueden llevar a cabo consecutiva o simultaneamente.

Por lo tanto, en la realizacién (b) en caso de que las dos etapas de separacion de SMB se lleven a cabo
consecutivamente, la primera y segunda etapa de separacion de SMB se llevan a cabo consecutivamente en un
primer y segundo aparato cromatograficos separados, recuperandose el primer producto entre la primera y la
segunda etapa de separacion de SMB y ajustandose las condiciones del proceso en el primer y segundo aparato
cromatografico de SMB de manera que el producto de AGPI se separa de diferentes componentes de la corriente de
entrada en cada etapa de separacion. Una realizacion preferida de este proceso de separacion de SMB
“consecutivo” se muestra como la Figura 10b. Por lo tanto, la primera etapa de separacion de SMB (lado izquierdo)
se lleva a cabo en un aparato de SMB que tiene 8 columnas, una a ocho. Entre la primera y la segunda etapa de
separacion de SMB, se recupera el primer producto, por ejemplo, en un recipiente, y después se introduce en un
segundo aparato de SMB separado. La segunda etapa de separacién de SMB (lado derecho) se lleva a cabo en el
segundo aparato de SMB separado que tiene 8 columnas, nueve a dieciséis. Las condiciones del proceso en los dos
aparatos cromatograficos se ajustan de manera que el producto de AGPI se separa de diferentes componentes de la
corriente de entrada en cada etapa de separacion de SMB. En la realizacién (b), en caso de que las dos etapas de
separacion de SMB se lleven a cabo simultaneamente, la primera y la segunda etapa de separacion de SMB se
llevan a cabo en un primer y un segundo aparato cromatografico separados, respectivamente, introduciéndose el
primer producto en el aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separaciéon de SMB, y ajustandose las
condiciones del proceso del primer y segundo aparato cromatografico de modo que el producto de AGPI se separa
de diferentes componentes de la corriente de entrada en cada etapa de separacién de SMB. Una realizacion
preferida de este proceso de separacion de SMB “consecutivo” se muestra como la Figura 10c. Por lo tanto, la
primera etapa de separacion de SMB (lado izquierdo) se lleva a cabo en un aparato de SMB que tiene 8 columnas,
una a ocho. El primer producto obtenido en la primera etapa de separacion de SMB se introduce entonces en el
segundo aparato cromatografico separado usado en la segunda etapa de separacion de SMB. El primer producto
puede pasar de la primera etapa de separacion de SMB a la segunda etapa de separacién de SMB directa o
indirectamente, por ejemplo, a través de un recipiente. La segunda etapa de separacion de SMB (lado derecho) se
lleva a cabo en el segundo aparato de SMB separado, que tiene 8 columnas, nueve a dieciséis. Las condiciones del
proceso de los dos aparatos cromatograficos se ajustan de manera que el producto de AGPI se separa de diferentes
componentes de la corriente de entrada en cada etapa de separacion.

En la realizacion (b), en caso de que las dos etapas de separacion de SMB se lleven a cabo simultaneamente, el
eluyente circula por separado en los dos aparatos cromatograficos separados. Por lo tanto, el eluyente no se reparte
entre los dos aparatos cromatograficos separados, aparte de qué eluyente pueda estar presente como disolvente en
el primer producto que se purifica en la segunda etapa de separacién de SMB y que se introduce en el aparato
cromatografico usado en la segunda etapa de separacién de SMB. Las columnas cromatograficas no se comparten
entre los dos aparatos cromatograficos separados usados en la primera y segunda etapa de separacion de SMB.

En este proceso de SMB "consecutivo", tras la obtencién del primer producto en la primera etapa de separacion de
SMB, el eluyente de disolvente organico acuoso se puede eliminar parcial o totalmente antes de que el primer
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producto se purifique en la segunda etapa de separacion de SMB. Como alternativa, el primer producto puede
purificarse en la segunda etapa de separacion de SMB sin la eliminacién de ningun disolvente presente.

Como se ha mencionado anteriormente, en este proceso de SMB “consecutivo”, el producto de AGPI se separa de
diferentes componentes de la corriente de entrada en cada etapa de separacién de SMB. En la realizacién (a), las
condiciones del proceso del aparato de SMB individual usado en ambas etapas de separacion de SMB se ajustan
entre la primera y la segunda etapa de separacion de SMB de manera que el producto de AGPI se separa de
diferentes componentes de la corriente de entrada en cada etapa de separacion. En la realizacion (b), las
condiciones del proceso en los dos aparatos cromatograficos separados usados en la primera y segunda etapa de
separacion de SMB se ajustan de manera que el producto de AGPI se separa de diferentes componentes de la
corriente de entrada en cada etapa de separacion.

Asi pues en este proceso de SMB "consecutivo", las condiciones del proceso en la primera y la segunda etapa de
separacion de SMB varian. Las condiciones del proceso que pueden variar pueden incluir, por ejemplo, el tamafio de
las columnas usadas, el nimero de columnas usadas, el empaquetamiento usado en las columnas, la duracion de
las etapas del aparato de SMB, la temperatura del aparato, la proporcion de agua:disolvente organico del eluyente
usado en la etapas de separacion do los caudales usados en el aparato, en particular, la velocidad de reciclado del
liquido recogido a través de las corrientes de extracto o refinado.

Preferentemente, en este proceso de SMB "consecutivo", las condiciones del proceso que se pueden variar son la
proporcion de agua:disolvente organico del eluyente usado en las etapas de separacion de SMB y/o la velocidad de
reciclado del liquido recogido a través de las corrientes de extracto o refinado en las etapas de separacion de SMB.
Ambas de estas opciones se analizan con mas detalle a continuacion.

En este proceso de SMB "consecutivo”, el primer producto obtenido en la primera etapa de separacion de SMB
normalmente esta enriquecido en el producto de AGPI en comparacion con la corriente de entrada.

En este proceso de SMB "consecutivo", el primer producto obtenido en la primera etapa de separacion de SMB se
introduce luego en el aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacién de SMB.

En este proceso de SMB "consecutivo", el primer producto normalmente se recoge como corriente de refinado o de
extracto del aparato cromatografico usado en el primer proceso de separacion de SMB.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", el primer producto se recoge como corriente de refinado en la
primera etapa de separacion de SMB, y el segundo producto se recoge como corriente de extracto en la segunda
etapa de separacion de SMB. Por lo tanto, la corriente de refinado recogida en la primera etapa de separacion de
SMB se usa como corriente de entrada en la segunda etapa de separacién de SMB. La corriente de refinado
recogida en la primera etapa de separacion de SMB normalmente contiene el segundo producto junto con
componentes mas polares.

Como alternativa, en este proceso de SMB "consecutivo", el primer producto se recoge como corriente de extracto
en la primera etapa de separacion de SMB y el segundo producto se recoge como corriente de refinado en la
segunda etapa de separacion de SMB. Por lo tanto, la corriente de extracto recogida en la primera etapa de
separacion de SMB se usa como corriente de entrada en la segunda etapa de separacién de SMB. La corriente de
extracto recogida en la primera etapa de separacién de SMB normalmente contiene el segundo producto junto con
componentes menos polares.

En este proceso de SMB “consecutivo”, el producto de AGPI se separa de diferentes componentes de la corriente de
entrada en cada etapa de separacion de SMB. Por lo general, los componentes separados en cada etapa de
separacion de SMB del proceso de la presente invencion tienen distintas polaridades.

Preferentemente, en este proceso de SMB “consecutivo”, el producto de AGPI se separa de los componentes menos
polares de la corriente de entrada en la primera etapa de separacion de SMB y el producto de AGPI se separa de los
componentes mas polares de la corriente de entrada en la segunda etapa de separacion de SMB.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", (a) parte de la corriente de extracto procedente del aparato
usado en la primera etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato usado en la primera etapa de
separacion de SMB; y/o (b) parte de la corriente de refinado procedente del aparato usado en la primera etapa de
separacion de SMB se recicla hacia el aparato usado en la primera etapa de separacion de SMB; y/o (c) parte de la
corriente de extracto del aparato usado en la segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato
usado en la segunda etapa de separacion de SMB; y/o (d) parte de la corriente de refinado procedente del aparato
usado en la segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato usado en la segunda etapa de
separacion de SMB.

Preferentemente, en este proceso de SMB "consecutivo", (a) parte de la corriente de extracto procedente del aparato
usado en la primera etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato usado en la primera etapa de
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separacion de SMB; y

(b) parte de la corriente de refinado procedente del aparato usado en la primera etapa de separaciéon de SMB se
recicla hacia el aparato usado en la primera etapa de separacién de SMB; y

(c) parte de la corriente de extracto del aparato usado en la segunda etapa de separacion de SMB se recicla
hacia el aparato usado en la segunda etapa de separacién de SMB; y

(d) parte de la corriente de refinado procedente del aparato usado en la segunda etapa de separacion de SMB se
recicla hacia el aparato usado en la segunda etapa de separacion de SMB.

El reciclado en este proceso de SMB "consecutivo" implica suministrar parte de la corriente de extracto o de refinado
fuera del aparato cromatografico usado en la primera o segunda etapa de separacién de SMB de vuelta al aparato
usado en esa etapa de SMB, normalmente a una columna adyacente. Esta columna adyacente es la columna
adyacente que esta aguas abajo con respecto al flujo de eluyente en el sistema.

En este proceso de SMB "consecutivo", la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de extracto o
de refinado en la primera o segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado
en esa etapa de SMB es la velocidad a la que el liquido recogido a través de esa corriente es devuelto al aparato
usado en esa etapa de SMB, normalmente a una columna adyacente, es decir, la columna aguas abajo con respecto
al flujo de eluyente en el sistema.

Esto se puede observar con referencia a la Figura 9. La velocidad de reciclado del extracto en la primera etapa de
separacion de SMB es la velocidad a la que el extracto recogido de la parte inferior de la columna 2 del aparato
cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB se introduce en la parte superior de la columna 3
del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB, es decir, el caudal de liquido hacia la
parte superior de la columna 3 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB.

En este proceso de SMB "consecutivo", la velocidad de reciclado del extracto en la segunda etapa de separacion de
SMB es la velocidad a la que el extracto recogido en la parte inferior de la columna 2 del aparato cromatografico
usado en la segunda etapa de separacion de SMB se introduce en la parte superior de la columna 3 del aparato
cromatografico usado en la segunda etapa de separacion de SMB, es decir, el caudal de liquido hacia la parte
superior de la columna 3 del aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacién de SMB.

En este proceso de SMB "consecutivo", el reciclado de las corrientes de extracto y/o de refinado en la primera y/o la
segunda etapa de separacion de SMB normalmente se efectia introduciendo el liquido recogido a través de esa
corriente en esa etapa de separacion de SMB en un recipiente, y después bombeando una cantidad de ese liquido
desde el recipiente hacia el aparato usado en esa etapa de separacién de SMB, normalmente hacia una columna
adyacente. En este caso, la velocidad de reciclado del liquido recogido a través de una determinada corriente de
extracto o de refinado en la primera y/o segunda etapa de separacion de SMB, normalmente de vuelta a una
columna adyacente, es la velocidad a la que se bombea el liquido fuera del recipiente de vuelta al aparato de
cromatografia, normalmente a una columna adyacente.

Como apreciara el experto en la materia, en este proceso de SMB "consecutivo", la cantidad de liquido que se
introduce en un aparato cromatografico a través de las corrientes de eluyente y de entrada se equilibra con la
cantidad de liquido extraido del aparato y se recicla hacia el aparato.

Por lo tanto, en este proceso de SMB "consecutivo", con referencia a la Figura 9, para la corriente de extracto, el
caudal de eluyente (desorbente) hacia el/los aparato/s cromatografico/s usado/s en la primera y segunda etapa de
separacion de SMB (D) es igual a la velocidad a la que se acumula el liquido recogido a través de la corriente de
extracto en esa etapa de separacion de SMB en un recipiente (E1 y E2) mas la velocidad a la que el extracto se
recicla al aparato cromatografico usado en esa etapa de separacion de SMB en particular (D-E1 y D-E2).

En este proceso de SMB "consecutivo", para la corriente de refinado procedente de una etapa de separacion de
SMB, la velocidad a la que se recicla el extracto hacia el aparato cromatografico usado en esa etapa de separacion
de SMB particular (D-E1 y D-E2) mas la velocidad a la que se introduce la materia prima en el aparato
cromatografico usado en esa etapa de separacién de SMB en particular (F y R1) es igual a la velocidad a la que el
liquido recogido a través de la corriente de refinado en esa etapa de separacion de SMB en particular se acumula en
un recipiente (R1 y R2) mas la velocidad a la que el refinado se recicla hacia el aparato cromatografico usado en esa
etapa de separacion de SMB en particular (D + F-E1-R1yD + R1-E2 - R2).

En este proceso de SMB "consecutivo”, la velocidad a la que se acumula el liquido recogido de una determinada
corriente de extracto o de refinado procedente de un aparato cromatografico en un recipiente también puede
considerarse como la velocidad neta de retirada de esa corriente de extracto o de refinado de ese aparato
cromatografico.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", la velocidad a la que el liquido recogido a través de las
corrientes de extracto y de refinado en la primera etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato usado en

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2671695 T3

esa etapa de separacion se ajusta de modo que el producto de AGPI se pueda separar de diferentes componentes
de la corriente de entrada en cada etapa de separacién de SMB.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", la velocidad a la que el liquido recogido a través de las
corrientes de extracto y de refinado en la segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato usado en
esa etapa de separacion se ajusta de modo que el producto de AGPI se pueda separar de diferentes componentes
de la corriente de entrada en cada etapa de separacion de SMB.

Preferentemente, en este proceso de SMB "consecutivo", la velocidad a la que el liquido recogido a través de las
corrientes de extracto y de refinado en cada etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato usado en esa
etapa de separaciéon de SMB se ajusta de modo que el producto de AGPI se pueda separar de diferentes
componentes de la corriente de entrada en cada etapa de separacién de SMB.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", la velocidad a la que el liquido recogido a través de la
corriente de extracto en la primera etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en
la primera etapa de separacion de SMB difiere de la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de
extracto en la segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en la segunda
etapa de separacion de SMB y/o la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de refinado en la
primera etapa de separaciéon de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en la primera etapa de
separacion de SMB difiere de la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de refinado en la
segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en la segunda etapa de
separacion de SMB.

La variacion de la velocidad a la que el liquido recogido a través de las corrientes de extracto y/o de refinado en la
primera o segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato usado en esa etapa particular de
separacion de SMB tiene el efecto de variar la cantidad de componentes mas polares y menos polares presentes en
las corrientes de extracto y de refinado. Asi pues, por ejemplo, una velocidad de reciclado de extracto inferior da
lugar a que menos de los componentes menos polares en esa etapa de separacion de SMB sean transportados a la
corriente de refinado. Una velocidad de reciclado de extracto superior da lugar a que mas de los componentes
menos polares en esa etapa de separacion de SMB sean transportados a la corriente de refinado.

Esto puede observarse, por ejemplo, en la Figura 6. La velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente
de extracto en la primera etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en esa
etapa de separacion de SMB (D-E1) afectara al grado en que cualquiera de los componentes A sera transportado a
la corriente de refinado en la primera etapa de separacion de SMB (R1).

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", la velocidad a la que el liquido recogido a través de la
corriente de extracto en la primera etapa de separacién de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en
la primera etapa de separacion de SMB es mas rapida que la velocidad a la que el liquido recogido a través de la
corriente de extracto en la segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatogréafico usado
en la segunda etapa de separacién de SMB. Preferentemente, se recoge una corriente de refinado que contiene el
segundo producto junto con componentes mas polares de la primera etapa de separacion de SMB y se purifica en
una segunda etapa de separacion de SMB, y la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de
extracto en la primera etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en la primera
etapa de separacion de SMB es mas rapida que la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de
extracto en la segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en la segunda
etapa de separacién de SMB.

Como alternativa, en este proceso de SMB "consecutivo", la velocidad a la que el liquido recogido a través de la
corriente de extracto en la primera etapa de separacién de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en
la primera etapa de separacion de SMB es mas lenta que la velocidad a la que el liquido recogido a través de la
corriente de extracto en la segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado
en la segunda etapa de separaciéon de SMB.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", la velocidad a la que el liquido recogido a través de la
corriente de refinado en la primera etapa de separacién de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en
la primera etapa de separacion de SMB es mas rapida que la velocidad a la que el liquido recogido a través de la
corriente de refinado en la segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado
en la segunda etapa de separacion de SMB. Preferentemente, se recoge una corriente de extracto que contiene el
segundo producto junto con componentes menos polares de la primera etapa de separacion de SMB y se purifica en
una segunda etapa de separacion de SMB, y la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de
refinado en la primera etapa de separacién de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en la primera
etapa de separacion de SMB es mas rapida que la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de
refinado en la segunda etapa de separacién de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en la segunda
etapa de separacién de SMB.
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Como alternativa, en este proceso de SMB "consecutivo", la velocidad a la que el liquido recogido a través de la
corriente de refinado en la primera etapa de separacién de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en
la primera etapa de separacion de SMB es mas lenta que la velocidad a la que el liquido recogido a través de la
corriente de refinado en la segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado
en la segunda etapa de separacién de SMB.

En este proceso de SMB "consecutivo", en el que las velocidades de reciclado se ajustan de manera que el producto
de AGPI se puede separar de diferentes componentes de la corriente de entrada en cada etapa de separacion de
SMB, la proporcion de agua:disolvente organico de los eluyentes usados en cada etapa de separacion de SMB
puede ser igual o diferente. Las proporciones tipicas de agua:disolvente organico del eluyente en cada etapa de
separacion de SMB son como se han definido anteriormente.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", el eluyente de disolvente organico acuoso usado en cada
etapa de separacion de SMB tiene una proporcion de agua:disolvente organico diferente. El disolvente organico
usado en cada etapa de separacién de SMB es el mismo. La proporcién de agua:disolvente organico usada en cada
etapa de separacion de SMB se ajusta preferentemente de modo que el producto de AGPI| se pueda separar de
diferentes componentes de la corriente de entrada en cada etapa de separaciéon de SMB.

En este proceso de SMB "consecutivo", la potencia de elucion del eluyente usado en cada una de las etapas de
separacion de SMB normalmente es diferente. Preferentemente, la potencia de eluciéon del eluyente usado en la
primera etapa de separacion de SMB es superior a la del eluyente usado en la segunda etapa de separacion de
SMB. En la practica, esto se consigue variando las cantidades relativas de agua y disolvente organico usadas en
cada etapa de separacién de SMB.

Dependiendo de la eleccidon del disolvente organico, pueden ser desorbentes mas potentes que el agua. Como
alternativa, pueden ser desorbentes menos potentes que el agua. El acetonitrilo y los alcoholes, por ejemplo, son
desorbentes mas potentes que el agua. Por lo tanto, cuando el disolvente organico acuoso es alcohol acuoso o
acetonitrilo, la cantidad de alcohol o acetonitrilo en el eluyente usado en la primera etapa de separacion de SMB
normalmente es superior a la cantidad de alcohol o acetonitrilo en el eluyente usado en la segunda etapa de
separacion de SMB.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", la proporciéon de agua:disolvente organico del eluyente en la
primera etapa de separacion de SMB es inferior a la proporcion de agua:disolvente organico del eluyente en la
segunda etapa de separacion de SMB. Por lo tanto, el eluyente en la primera etapa de separacion de SMB
normalmente contiene mas disolvente organico que el eluyente en la segunda etapa de separacion de SMB.

Se apreciara que las proporciones de agua y disolvente organico en cada etapa de separacion de SMB
mencionadas anteriormente son proporciones medias dentro de la totalidad del aparato cromatografico.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", la proporcién de agua:disolvente organico del eluyente en
cada etapa de separacion de SMB se controla introduciendo agua y/o disolvente organico en una o mas columnas
en los aparatos cromatograficos usados en las etapas de separacion de SMB. Por lo tanto, por ejemplo, para
conseguir una proporcidon mas baja de agua:disolvente organico en la primera etapa de separacion de SMB que en
la segunda etapa de separaciéon de SMB, el agua normalmente se introduce mas lentamente en el aparato
cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB que en la segunda etapa de separacion de SMB.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", puede introducirse disolvente organico esencialmente puro y
agua esencialmente pura en diferentes puntos en el aparato cromatografico usado en cada etapa de separacion de
SMB. Los caudales relativos de estas dos corrientes determinaran el perfil de disolvente global en el aparato
cromatografico. Como alternativa, en este proceso de SMB "consecutivo", pueden introducirse diferentes mezclas de
disolvente organico y agua en diferentes puntos en cada aparato cromatografico usado en cada etapa de separacion
de SMB. Esto implicara la introduccién de dos o mas mezclas de disolvente organico y agua diferentes en el aparato
cromatografico usado en una etapa de separacion de SMB en particular, teniendo cada mezcla de disolvente
organico/agua una proporcion de disolvente organico:agua diferente. Los caudales relativos y las concentraciones
relativas de las mezclas de disolvente organico/agua en este proceso de SMB "consecutivo" determinaran el perfil de
disolvente global en el aparato cromatografico usado en esa etapa de separacion de SMB.

Preferentemente, en este proceso de SMB “consecutivo”, bien (1) el primer producto que contiene el segundo
producto junto con componentes mas polares se recoge como corriente de refinado en la primera etapa de
separacion de SMB y el segundo producto se recoge como corriente de extracto en la segunda etapa de separacion
de SMB; o

(2) el primer producto que contiene el segundo producto junto con componentes menos polares se recoge como

corriente de extracto en la primera etapa de separacion de SMB y el segundo producto se recoge como corriente
de refinado en la segunda etapa de separacién de SMB.
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La opcion (1) es adecuada para purificar EPA de una corriente de entrada.

La opcion (1) se ilustra en la Figura 2. Una corriente de entrada F que comprende el segundo producto (B) y
componentes mas polares (C) y menos polares (A) se purifica en la primera etapa de separacion de SMB. En la
primera etapa de separacion de SMB, los componentes menos polares (A) se retiran como corriente de extracto E1.
El segundo producto (B) y los componentes mas polares (C) se recogen como corriente de refinado R1. La corriente
de refinado R1 es el primer producto que después se purifica en la segunda etapa de separacion de SMB. En la
segunda etapa de separacion de SMB, los componentes mas polares (C) se retiran como corriente de refinado R2.
El segundo producto (B) se recoge como corriente de extracto E2.

La opcion (1) se ilustra con mas detalle en la Figura 4. La Figura 4 es idéntica a la Figura 2, a excepcién de que se
muestran los puntos de introduccion del desorbente de disolvente organico (D) y agua (W) en cada aparato
cromatografico. El desorbente de disolvente organico (D) y el agua (W) juntos constituyen el eluyente. La fase (D)
normalmente es un disolvente organico esencialmente puro, pero, en ciertas realizaciones, puede ser una mezcla de
disolvente orgénico/agua que comprenda principalmente un disolvente organico. La fase (W) normalmente es agua
esencialmente pura, pero, en ciertas realizaciones, puede ser una mezcla de disolvente organico/agua que
comprenda principalmente agua, por ejemplo, una mezcla del 98 % de agua/2 % de metanol.

Otra ilustracion de la opcidn (1) se muestra en la Figura 6. En ella, no hay un punto de inyeccion de agua separado,
y en lugar de ello, se inyecta un desorbente de disolvente organico acuoso a (D).

En la Opcién (1), la separacion en corriente de refinado y de extracto se puede potenciar variando la potencia de
desorcion del eluyente dentro de cada aparato cromatografico. Esto se puede realizar introduciendo el componente
disolvente organico (o rico en disolvente organico) del eluyente y el componente de agua (o rico en agua) en
diferentes puntos en cada aparato cromatografico. Por lo tanto, normalmente, el disolvente organico se introduce
aguas arriba del punto de extraccion del extracto, y el agua se introduce entre el punto de extraccion del extracto y el
punto de introduccién de la alimentacidon en el aparato cromatografico, con respecto al flujo del eluyente en el
sistema. Esto se muestra en la Figura 4.

Por lo general, en la opcion (1), el eluyente de disolvente organico acuoso usado en la primera etapa de separacion
de SMB contiene més disolvente organico que el eluyente usado en la segunda etapa de separacién de SMB, es
decir, la proporciéon de agua:disolvente organico en la primera etapa de separacion de SMB es menor que la
proporcion de agua:disolvente organico en la segunda etapa de separacion de SMB.

En la opcion (1), la separacién de SMB se puede potenciar variando las velocidades a las que el liquido recogido a
través de las corrientes de extracto y de refinado en la primera y segunda etapa de separacion de SMB se recicla
hacia el aparato cromatografico usado en esa etapa de separacion de SMB.

Por lo general, en la opcién (1), la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de extracto en la
primera etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en la primera etapa de
separacion de SMB es mas rapida que la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de extracto
en la segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en la segunda etapa
de separaciéon de SMB.

En la opcién (1), la primera corriente de refinado en la primera etapa de separacion de SMB normalmente se retira
aguas abajo del punto de introduccién de la corriente de entrada en el aparato cromatografico usado en la primera
etapa de separacion de SMB, con respecto al flujo de eluyente.

En la opcién (1), la primera corriente de extracto en la primera etapa de separacion de SMB normalmente se retira
aguas arriba del punto de introduccion de la corriente de entrada en el aparato cromatografico usado en la primera
etapa de separacion de SMB, con respecto al flujo de eluyente.

En la opcidn (1), la segunda corriente de refinado en la segunda etapa de separacién de SMB normalmente se retira
aguas abajo del punto de introduccién del primer producto en el aparato cromatografico usado en la segunda etapa
de separacion de SMB, con respecto al flujo de eluyente.

En la opcion (1), la segunda corriente de extracto en la segunda etapa de separacion de SMB normalmente se
recoge aguas arriba del punto de introduccion del primer producto en el aparato cromatografico usado en la segunda
etapa de separacion de SMB, con respecto al flujo de eluyente.

Por lo general, en la opcién (1), el disolvente organico o disolvente organico acuoso se introduce en el aparato
cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB aguas arriba del punto de retirada de la primera
corriente de extracto, con respecto al flujo de eluyente.

Por lo general, en la opcién (1), cuando se introduce agua en el aparato cromatografico usado en la primera etapa
de separacion de SMB, el agua se introduce en el aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion
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de SMB aguas arriba del punto de introduccion de la corriente de entrada, pero aguas abajo del punto de retirada de
la primera corriente de extracto, con respecto al flujo de eluyente.

Por lo general, en la opcién (1), el disolvente organico o disolvente organico acuoso se introduce en el aparato
cromatografico usado en la segunda etapa de separacion de SMB aguas arriba del punto de retirada de la segunda
corriente de extracto, con respecto al flujo de eluyente.

Por lo general, en la opcion (1), cuando se introduce agua en el aparato cromatografico usado en la segunda etapa
de separacion de SMB, el agua se introduce en el aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacion
de SMB aguas arriba del punto de introduccién del primer producto, pero aguas abajo del punto de retirada de la
segunda corriente de extracto, con respecto al flujo de eluyente.

La opcion (2) es adecuada para purificar DHA de una corriente de entrada.

La opcion (2) se ilustra en la Figura 3. Una corriente de entrada F que comprende el segundo producto (B) y
componentes mas polares (C) y menos polares (A) se purifica en la primera etapa de separacion de SMB. En la
primera etapa de separacion de SMB, los componentes mas polares (C) se retiran como corriente de refinado R1. El
segundo producto (B) y los componentes menos polares (A) se recogen como corriente de extracto E1. La corriente
de extracto E1 es el primer producto que después se purifica en la segunda etapa de separacién de SMB. En la
segunda etapa de separacion de SMB, los componentes menos polares (A) se retiran como corriente de extracto E2.
El segundo producto (B) se recoge como corriente de refinado R2.

La opcidn (2) se ilustra con mas detalle en la Figura 5. La Figura 5 es idéntica a la Figura 3, a excepcion de que se
muestran los puntos de introduccion del desorbente de disolvente organico (D) y agua (W) en cada aparato
cromatografico. Como antes, la fase (D) normalmente es un disolvente organico esencialmente puro, pero, en ciertas
realizaciones, puede ser una mezcla de disolvente organico/agua que comprende principalmente un disolvente
organico. La fase (W) normalmente es agua esencialmente pura, pero, en ciertas realizaciones, puede ser una
mezcla de disolvente organico/agua que comprenda principalmente agua, por ejemplo, una mezcla del 98 % de
agua/2 % de metanol.

Otra ilustracion de la opcién (2) se muestra en la Figura 7. En ella, no hay un punto de inyeccién de agua separado,
y en lugar de ello, se inyecta un desorbente de disolvente organico acuoso a (D).

Por lo general, en la opcién (2), la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de refinado en la
primera etapa de separacion de SMB se reintroduce en el aparato cromatografico usado en la primera etapa de
separacion de SMB es mas rapida que la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de refinado
en la segunda etapa de separacion de SMB se reintroduce en el aparato cromatografico usado en la segunda etapa
de separaciéon de SMB.

Por lo general, en la opcién (2), el eluyente de disolvente organico acuoso usado en la primera etapa de separacion
de SMB contiene menos disolvente organico que el eluyente usado en la segunda etapa de separacion de SMB, es
decir, la proporcidon de agua:disolvente organico en la primera etapa de separacion de SMB es mas alta que en la
segunda etapa de separacioén de SMB.

En la opcién (2), la primera corriente de refinado en la primera etapa de separacion de SMB normalmente se retira
aguas abajo del punto de introduccién de la corriente de entrada en el aparato cromatografico usado en la primera
etapa de separacion de SMB, con respecto al flujo de eluyente.

En la opcién (2), la primera corriente de extracto en la primera etapa de separacion de SMB normalmente se retira
aguas arriba del punto de introduccion de la corriente de entrada en el aparato cromatografico usado en la primera
etapa de separacion de SMB, con respecto al flujo de eluyente. En la opcion (2), la segunda corriente de refinado en
la segunda etapa de separacion de SMB normalmente se retira aguas abajo del punto de introduccién del primer
producto en el aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacién de SMB, con respecto al flujo de
eluyente.

En la opcion (2), la segunda corriente de extracto en la segunda etapa de separacion de SMB normalmente se
recoge aguas arriba del punto de introduccion del primer producto en el aparato cromatografico usado en la segunda
etapa de separacion de SMB, con respecto al flujo de eluyente.

Por lo general, en la opcién (2), el disolvente organico o disolvente organico acuoso se introduce en el aparato
cromatografico usado en la primera etapa de separaciéon de SMB aguas arriba del punto de retirada de la primera
corriente de extracto, con respecto al flujo de eluyente.

Por lo general, en la opcién (2), cuando se introduce agua en el aparato cromatografico usado en la primera etapa

de separacion de SMB, el agua se introduce en el aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion
de SMB aguas arriba del punto de introduccion de la corriente de entrada pero aguas abajo del punto de retirada de
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la primera corriente de extracto, con respecto al flujo de eluyente.

Por lo general, en la opcién (2), el disolvente organico o disolvente organico acuoso se introduce en el aparato
cromatografico usado en la segunda etapa de separacion de SMB aguas arriba del punto de retirada de la segunda
corriente de extracto, con respecto al flujo de eluyente.

Por lo general, en la opcion (2), cuando se introduce agua en el aparato cromatografico usado en la segunda etapa
de separacion de SMB, el agua se introduce en el aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacion
de SMB aguas arriba del punto de introduccién del primer producto, pero aguas abajo del punto de retirada de la
segunda corriente de extracto, con respecto al flujo de eluyente.

En este proceso de SMB “consecutivo”, cada uno de los aparatos cromatograficos de lecho mévil simulado o real
usados en la primera y segunda etapa de separacion de SMB consiste preferentemente en ocho columnas
cromatograficas. Estas se denominan columnas 1 a 8. En cada aparato las ocho columnas hay dispuesta en serie de
modo que la parte inferior de la columna 1 esta unida a la parte superior de la columna 2, la parte inferior de la
columna 2 esta unida a la parte superior de la columna 3, etc., y la parte inferior de la columna 8 esta unida a la
parte superior de la columna 1. Estas uniones opcionalmente pueden ser a través de un recipiente de retencion, con
una corriente de reciclado en la siguiente columna. El flujo de eluyente a través del sistema pasa de la columna 1 a
la columna 2 a la columna 3, etc. El flujo eficaz de adsorbente a través del sistema pasa de la columna 8 a la
columna 7 a la columna 6, etc.

Esto se ilustra en la Figura 8. Una corriente de entrada F que comprende el segundo producto (B) y componentes
mas polares (C) y menos polares (A) se introduce en la parte superior de la columna 5 en el aparato cromatografico
usado en la primera etapa de separacion de SMB. El desorbente de disolvente organico se introduce en la parte
superior de la columna 1 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB. Se introduce
agua en la parte superior de la columna 4 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de
SMB. En la primera etapa de separacion de SMB, se retiran los componentes menos polares (A) como corriente de
extracto E1 de la parte inferior de la columna 2. El segundo producto (B) y los componentes mas polares (C) se
retiran como corriente de refinado R1 de la parte inferior de la columna 7. La corriente de refinado R1 es el primer
producto que después se purifica en la segunda etapa de separacion de SMB, introduciéndose en el aparato
cromatografico usado en la segunda etapa de separacién de SMB en la parte superior de la columna 5. Se introduce
desorbente de disolvente organico en la parte superior de la columna 1 en el aparato cromatografico usado en la
segunda etapa de separacion de SMB. Se introduce agua en la parte superior de la columna 4 en el aparato
cromatografico usado en la segunda etapa de separacion de SMB. En la segunda etapa de separacion de SMB, los
componentes mas polares (C) se retiran como corriente de refinado R2 en la parte inferior de la columna 7. El
segundo producto (B) se recoge como corriente de extracto E2 en la parte inferior de la columna 2.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 8, el disolvente organico normalmente se introduce en la
parte superior de la columna 1 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 8, el agua normalmente se introduce en la parte superior
de la columna 4 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 8, el disolvente organico normalmente se introduce en la
parte superior de la columna 1 del aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacién de SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 8, el disolvente organico normalmente se introduce en la
parte superior de la columna 4 del aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacion de SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 8, la corriente de entrada normalmente se introduce en la
parte superior de la columna 5 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 8, una primera corriente de refinado normalmente se
recoge como primer producto de la parte inferior de la columna 7 del aparato cromatografico usado en la primera
etapa de separacion de SMB. Este primer producto se purifica entonces en la segunda etapa de separacion de SMB
y normalmente se introduce en la parte superior de la columna 5 del aparato cromatografico usado en la segunda
etapa de separacion de SMB. La primera corriente de refinado se puede recoger opcionalmente en un recipiente
antes de purificarse en la segunda etapa de separaciéon de SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 8, una primera corriente de extracto normalmente se
retira de la parte inferior de la columna 2 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de
SMB. La primera corriente de extracto se puede recoger opcionalmente en un recipiente y reintroducirse en la parte
superior de la columna 3 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 8, una segunda corriente de refinado normalmente se
retira de la parte inferior de la columna 7 del aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacion de
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SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 8, normalmente se recoge una segunda corriente de
extracto desde la parte inferior de la columna 2 del aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacion
de SMB. Esta segunda corriente de extracto normalmente contiene el segundo producto. La segunda corriente de
extracto se puede recoger opcionalmente en un recipiente y reintroducirse en la parte superior de la columna 3 del
aparato cromatogréfico usado en la segunda etapa de separacion de SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 8, el eluyente usado es normalmente como se ha
definido anteriormente.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", la proporcién de agua:disolvente organico en el aparato de
cromatografia usado en el primera etapa separacién de SMB es inferior a la proporciéon de agua:disolvente organico
en el aparato de cromatografia usado en la segunda etapa de separacién de SMB. Por lo tanto, el eluyente en la
primera etapa de separacion de SMB normalmente contiene mas disolvente organico que el eluyente usado en la
segunda etapa de separacién de SMB.

En este proceso de SMB "consecutivo”, la proporcidon de agua:disolvente organico en la primera etapa de separacion
de SMB es normalmente de 0,5:99,5 a 1,5:98,5 partes en volumen. La proporcidon de agua:disolvente organico en el
segunda etapa de separacién de SMB normalmente es de 2:98 a 6:94 partes en volumen.

En el proceso de SMB “consecutivo”, aunque el aparato de la Figura 8 estd configurado como se muestra en la
Figura 10a, también se podrian usar las configuraciones mostradas en las Figuras 10b y 10c.

Este proceso de SMB “consecutivo” también se ilustra en la Figura 9. Una corriente de entrada F que comprende el
segundo producto (B) y componentes mas polares (C) y menos polares (A) se introduce en la parte superior de la
columna 5 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separaciéon de SMB. El desorbente de
disolvente organico acuoso se introduce en la parte superior de la columna 1 del aparato cromatografico usado en la
primera etapa de separacién de SMB. En la primera etapa de separacion de SMB, se retiran los componentes
menos polares (A) como corriente de extracto E1 de la parte inferior de la columna 2. El segundo producto (B) y los
componentes mas polares (C) se retiran como corriente de refinado R1 de la parte inferior de la columna 7. La
corriente de refinado R1 es el primer producto que se purifica en la segunda etapa de separacion de SMB al
introducirse en la parte superior de la columna 4 del aparato cromatografico usado en la segunda etapa de
separacion de SMB. El desorbente de disolvente organico acuoso se introduce en la parte superior de la columna 1
en el aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacién de SMB. En la segunda etapa de separacion
de SMB, los componentes mas polares (C) se retiran como corriente de refinado R2 en la parte inferior de la
columna 7. El segundo producto (B) se recoge como corriente de extracto E2 en la parte inferior de la columna 2.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 9, el disolvente organico acuoso normalmente se
introduce en la parte superior de la columna 1 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion
de SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 9, el disolvente organico acuoso normalmente se
introduce en la parte superior de la columna 9 del aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacion
de SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 9, la corriente de entrada normalmente se introduce en la
parte superior de la columna 5 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 9, una primera corriente de refinado normalmente se
recoge como primer producto de la parte inferior de la columna 7 del aparato cromatografico usado en la primera
etapa de separacion de SMB. Este primer producto se purifica entonces en la segunda etapa de separaciéon de SMB
y normalmente se introduce en la parte superior de la columna 5 del aparato cromatografico usado en la segunda
etapa de separacion de SMB. La primera corriente de refinado se puede recoger opcionalmente en un recipiente
antes de purificarse en la segunda etapa de separacién de SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 9, una primera corriente de extracto normalmente se
retira de la parte inferior de la columna 2 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de
SMB. La primera corriente de extracto se puede recoger opcionalmente en un recipiente y una parte se reintroduce
en la parte superior de la columna 3 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB.
La velocidad de reciclado del liquido recogido a través de la corriente de extracto en la primera etapa de separacion
de SMB de vuelta al aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de SMB es la velocidad a la
que se bombea liquido desde este recipiente a la parte superior de la columna 3.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 9, una segunda corriente de refinado normalmente se
retira de la parte inferior de la columna 7 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2671695 T3

SMB.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 9, normalmente se recoge una segunda corriente de
extracto de la parte inferior de la columna 2 del aparato cromatografico usado en la primera etapa de separacion de
SMB. Esta segunda corriente de extracto normalmente contiene el segundo producto. La segunda corriente de
extracto se puede recoger opcionalmente en un recipiente y una parte se reintroduce en la parte superior de la
columna 3 del aparato cromatogréafico usado en la primera etapa de separacion de SMB. La velocidad de reciclado
del liquido recogido a través de la corriente de extracto de la segunda etapa de separacién de SMB de vuelta al
aparato cromatografico usado en la segunda etapa de separacion de SMB es la velocidad a la que se bombea
liqguido desde este recipiente hasta la parte superior de la columna 3.

En el proceso de SMB “consecutivo” mostrado en la Figura 9, el eluyente usado es normalmente como se ha
definido anteriormente.

Por lo general, en este proceso de SMB "consecutivo", la proporcion de agua:disolvente organico en el aparato de
cromatografia usado en el primera etapa separacién de SMB es inferior a la proporcion de agua:disolvente organico
en el aparato de cromatografia usado en la segunda etapa de separacion de SMB. Por lo tanto, el eluyente usado en
la primera etapa de separacion de SMB normalmente contiene mas disolvente organico que el eluyente usado en la
segunda etapa de separacién de SMB.

En este proceso de SMB "consecutivo”, la proporcion de agua:disolvente organico en la primera etapa de separacion
de SMB es normalmente de 0,5:99,5 a 1,5:98,5 partes en volumen. La proporcién de agua:disolvente organico en el
segunda etapa de separacién de SMB normalmente es de 2:98 a 6:94 partes en volumen.

En este proceso de SMB "consecutivo", la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente de extracto
de la primera etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en la primera etapa de
separacion de SMB es normalmente mas rapida que la velocidad a la que el liquido recogido a través de la corriente
de extracto de la segunda etapa de separacion de SMB se recicla hacia el aparato cromatografico usado en la
segunda etapa de separacion de SMB. En este caso, el eluyente de disolvente organico acuoso normalmente es
esencialmente el mismo en cada etapa de separacion de SMB. En este proceso de SMB “consecutivo”, aunque el
aparato de la Figura 9 estd configurado como se muestra en la Figura 10a, también se podrian usar las
configuraciones mostradas en las Figuras 10b y 10c.

Por lo general, la primera etapa de separacion cromatografica implica al menos uno, por ejemplo, un proceso de
SMB "consecutivo" como se ha definido anteriormente.

Por lo general, el producto de AGPI esta separado de diferentes componentes de la mezcla de alimentacién en cada
etapa de separacion cromatografica.

Por lo general, el producto de AGPI se separa de una o mas de las impurezas de acido graso C18 desveladas
anteriormente en la primera y/o segunda etapa de separacion. Por lo general, el producto de AGPI esta separado de
una o mas de las impurezas de acidos grasos C18 analizadas anteriormente en solo una de la primera y segunda
etapa de separacion.

Mas normalmente, el producto de AGPI se separa de ALA, mono-, di- y tri-glicéridos de ALA y ésteres de alquilo C1-
Csde ALA en la primera y/o segunda etapa de separacion.

Mas normalmente, el producto de AGPI se separa de GLA, mono-, di- y tri-glicéridos de GLA y ésteres de alquilo Ci-
Csde GLA en la primera y/o segunda etapa de separacion.

Preferentemente, el producto de AGPI se separa de acidos grasos C18, mono-, di- y tri-glicéridos de acidos grasos
C18 y ésteres de alquilo de acidos grasos C18 en la primera y/o segunda etapa de separacion.

Por lo general, el producto intermedio tiene una menor concentracién de una o mas de las impurezas de acidos
grasos C18 desveladas anteriormente que la mezcla de alimentacién; y/o el producto de AGPI producido en la
segunda etapa de separacion tiene una concentracién inferior de una o mas de las impurezas de acido graso C18
desveladas anteriormente que el producto intermedio.

Mas normalmente, el producto intermedio tiene una menor concentracion de impurezas seleccionadas entre ALA,
mono-, di- y tri-glicéridos de ALA y ésteres de alquilo C1-C4 de ALA que la mezcla de alimentacion; y/o el producto de
AGPI producido en la segunda etapa de separacién tiene una concentracion menor de dichas impurezas que el
producto intermedio.

Mas normalmente, el producto intermedio tiene una menor concentracion de impurezas seleccionadas de GLA,

mono-, di- y tri-glicéridos de GLA vy ésteres de alquilo C1-C4 de GLA que la mezcla de alimentacion; y/o el producto
de AGPI producido en la segunda etapa de separacion tiene una concentracion menor de dichas impurezas que el
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producto intermedio.

Preferentemente, el producto intermedio tiene una menor concentracién de acidos grasos C18 o derivados de acidos
grasos C18 que la mezcla de alimentacién; o el producto de AGPI producido en la segunda etapa de separacion
tiene una concentracion menor de acidos grasos C18 o derivados de acidos grasos C18 que el producto intermedio.
En ciertas realizaciones, el producto intermedio tiene una menor concentracién de acidos grasos C18 o derivados de
acidos grasos C18 que la mezcla de alimentacion; y el producto de AGPI producido en la segunda etapa de
separacion tiene una concentracion menor de acidos grasos C18 o derivados de acidos grasos C18 que el producto
intermedio.

Una concentracion mas baja normalmente significa una concentracion que es inferior en una cantidad del 5 % en
peso o superior, mas normalmente del 10 % en peso o superior, preferentemente del 20 % en peso o superior, mas
preferentemente del 30 % en peso o superior, incluso mas preferentemente del 40 % en peso o superior, aln mas
preferentemente del 50 % en peso o superior, incluso mas preferentemente del 60 % en peso o superior, aln mas
preferentemente del 70 % en peso o superior, todavia mas preferentemente del 80 % en peso o superior, aun mas
preferentemente del 90 % en peso o superior. Asi pues, cuando el producto intermedio tiene una concentracion
menor de una o mas de las impurezas de acidos grasos C18 desveladas anteriormente que la mezcla de
alimentacion, la concentracién de las impurezas de acidos grasos C18 en el producto intermedio normalmente es del
10 % en peso o mas, preferentemente del 20 % en peso o mas, etc., inferior a la concentracion de las impurezas de
acidos grasos C18 en la mezcla de alimentacion. Cuando el producto de AGPI producido en la segunda etapa de
separacion tiene una concentracion menor de una o mas de las impurezas de acidos grasos C18 desveladas
anteriormente que el producto intermedio, la concentracion de las impurezas de acidos grasos C18 en el producto de
AGPI es normalmente del 10 % en peso o mas, preferentemente del 20 % en peso o mas, etc., inferior a la
concentracion de las impurezas de acidos grasos C18 del producto intermedio.

Por lo general, el primer disolvente organico es acetonitrilo, y el producto intermedio tiene una menor concentracion
de una o mas de las impurezas de acidos grasos C18 desveladas anteriormente que la mezcla de alimentacion.
Como alternativa, el segundo disolvente organico es acetonitrilo, y el producto de AGPI producido en la segunda
etapa de separacion tiene una concentracion menor de una o mas de las impurezas de acidos grasos C18
desveladas anteriormente que el producto intermedio.

Preferentemente, el producto de AGPI es etiléster de EPA, y (i) el primer disolvente organico es acetonitrilo, y el
producto intermedio tiene una concentracion menor de una o mas de las impurezas de acido graso C18 desveladas
anteriormente que la mezcla de alimentacion, o (ii) el segundo disolvente organico es acetonitrilo, y el producto de
AGPI producido en la segunda etapa de separacion tiene una concentracion menor de una o mas de las impurezas
de acidos grasos C18 desveladas anteriormente que el producto intermedio.

Mas preferentemente, el producto de AGPI es el etiléster de EPA, y (i) el primer disolvente organico es acetonitrilo,
el segundo disolvente organico es metanol y el producto intermedio tiene una menor concentracién de una o mas de
las impurezas de acidos grasos C18 desveladas anteriormente que la mezcla de alimentacion; o (ii) el primer
disolvente organico es metanol, el segundo disolvente organico es acetonitrilo y el producto de AGPI producido en la
segunda etapa de separacion tiene una concentracion menor de una o mas de las impurezas de acidos grasos C18
desveladas anteriormente que el producto intermedio.

Mas preferentemente, el producto de AGPI es etiléster del EPA, y el primer disolvente organico es metanol y el
segundo disolvente organico es acetonitrilo, la primera etapa de separacién cromatografica comprende introducir la
mezcla de alimentacion en un aparato de cromatografia de lecho movil simulado o real y la segunda etapa de
separacion cromatografica comprende introducir el producto intermedio en un aparato de cromatografia de lecho
estacionario.

Incluso mas preferentemente, el producto de AGPI es etiléster de EPA, y el primer disolvente organico es metanol, el
segundo disolvente organico es acetonitrilo, el producto de AGPI producido en la segunda etapa de separacion tiene
una concentracion menor de una o mas de las impurezas de acidos grasos C18 desveladas anteriormente que el
producto intermedio, y la primera etapa de separaciéon cromatografica comprende introducir la mezcla de
alimentacion en un aparato de cromatografia de lecho movil simulado o real y la segunda etapa de separacion
cromatografica comprende introducir el producto intermedio en un aparato de cromatografia de lecho estacionario.

También se desvela en el presente documento un producto de AGPI, como se ha definido anteriormente, que se
puede obtener mediante el proceso de la presente invencion.

También se desvela en el presente documento una composicién que comprende un producto de AGPI de la
presente invencion. Dichas composiciones normalmente contienen, como producto de AGPI, EPA o etiléster de
EPA.

El producto de AGPI normalmente estd presente en las composiciones en una cantidad superior al 90 % en peso,
preferentemente superior al 95 % en peso, mas preferentemente superior al 97 % en peso, incluso mas
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preferentemente superior al 98 % en peso, todavia mas preferentemente superior al 98,4 % en peso.

Preferentemente, el producto de AGPI es EPA o etiléster de EPA, y esta presente en las composiciones en una
cantidad superior al 90 % en peso, preferentemente superior al 95 % en peso, mas preferentemente superior al 97 %
en peso, incluso mas preferentemente superior al 98 % en peso, ain mas preferentemente superior al 98,4 % en
peso, por ejemplo, en una cantidad de entre el 98 y el 99,5 % en peso.

Por lo general, el producto de AGPI contiene menos del 1 % en peso de una o mas de las impurezas de acidos
grasos C18 desveladas anteriormente.

Por lo general, el producto de AGPI contiene menos del 1 % en peso de impurezas de acido alfa-linolénico (ALA), de
mono-, di- y tri-glicéridos de ALA y de ésteres de alquilo C1-C4 de ALA. Mas normalmente, el producto de AGPI
contiene menos del 1 % en peso de impurezas que son ALA y sus derivados. Los derivados de ALA tipicos son
como se han definido anteriormente para los derivados de AGPI.

Por lo general, el producto de AGPI contiene menos de 1 % en peso de impurezas de acido gamma-linolénico
(GLA), mono-, di- y tri-glicéridos de GLA y de ésteres de alquilo C1-C4 de GLA. Mas normalmente, el producto de
AGPI contiene menos del 1 % en peso de impurezas que son GLA y sus derivados. Los derivados de GLA tipicos
son como se han definido anteriormente para los derivados de AGPI.

Por lo general, el producto de AGPI contiene menos de 1 % en peso de impurezas de acidos grasos C18, mono-, di-
y tri-glicéridos de acidos grasos C18 y de alquiléster de acidos grasos C18. Mas normalmente, el producto de AGPI
contiene menos del 1 % en peso de impurezas que son acidos grasos C18 y derivados de los mismos. Para evitar
dudas, en esta realizacion, la cantidad maxima de la totalidad de dichas impurezas es del 1 % en peso. Los
derivados de acidos grasos C18 tipicos son como se han definido anteriormente para los derivados de AGPl. Como
se usa en el presente documento, un acido graso C18 es un acido monocarboxilico alifatico C18 que tiene una
cadena de hidrocarburo lineal o ramificada. Los acidos grasos C18 tipicos incluyen acido estearico (C18:0), acido
oleico (C18:1n9), acido vaccénico (C18:1n7), acido linoleico (C18:2n6), acido gamma-linolénico/GLA (C18:3n6),
acido alfa-linoleico/ALA (C18:3n3) y acido estearidonico/SDA (C18:4n3). Como se ha explicado anteriormente,
normalmente la cantidad de las impurezas mencionadas anteriormente en el producto de AGPI es inferior al 1 % en
peso. Preferentemente, la cantidad de las impurezas mencionadas anteriormente es inferior al 0,5 % en peso, mas
preferentemente inferior al 0,25 % en peso, incluso mas preferentemente inferior al 0,1 % en peso, aun mas
preferentemente inferior al 0,05 % en peso, aun mas preferentemente inferior al 0,01 % en peso, aun mas
preferentemente inferior al 0,001 % en peso, aun mas preferentemente inferior al 0,0001 % en peso, aun mas
preferentemente inferior al 0,00001 % en peso.

En ciertas realizaciones preferidas, el producto de AGPI esta esencialmente exento de las impurezas mencionadas
anteriormente.

El producto de AGPI no es ALA, GLA, éacido linoleico, un mono-, di- o tri-glicérido de ALA o, un mono-, di- o tri-
glicérido de GLA, un mono-, di- o tri-glicérido de acido oleico, un éster de alquilo C1-C4 de ALA, un éster de alquilo
C1-C4 de GLA o un éster de alquilo C1-C4 de acido oleico o una mezcla de los mismos. Por lo general, el producto de
AGPI no es ALA, GLA, acido linoleico, o un derivado o mezclas de los mismos. Los derivados tipicos de ALA, GLA y
acido linoleico son como se han definido anteriormente para los derivados de AGPI.

Por lo general, el producto de AGPI no es un AGPI C18, un mono-, di- o tri-glicérido de AGPI C18 o un alquiléster de
AGPI C18. Mas normalmente, el producto de AGPI no es un AGPI C18 o un derivado de AGPI C18. Los AGPI C18
tipicos incluyen acido linoleico (C18:2n6), GLA (C18: 3n6) y ALA (C18: 3n3).

Por lo general, la composicion comprende, como producto de AGPI, EPA o etiléster de EPA presente en una
cantidad de entre el 98 y el 99,5 % en peso, conteniendo la composicién menos del 1 % en peso de etiléster del
ALA.

Por lo general, la composicién comprende, como producto de AGPI, EPA o etiléster de EPA presente en una
cantidad de entre el 98 y 99,5 % en peso, conteniendo la composicién menos del 1 % en peso de etiléster del GLA.

Preferentemente, la composicién comprende, como producto de AGPI, EPA o etiléster de EPA presente en una
cantidad entre el 98 y 99,5 % en peso, conteniendo la composiciéon del 1 % en peso de ALA, mono-, di- y tri-
glicéridos de ALA y ésteres de alquilo C1-C4de ALA.

Preferentemente, la composicion comprende, como producto de AGPI, EPA o etiléster de EPA presente en una
cantidad de entre el 98 y el 99,5 % en peso, conteniendo la composicién menos del 1 % en peso de GLA, mono-, di-
y tri-glicéridos de GLA y ésteres de alquilo C1-Ca de GLA.

Mas preferentemente, la composicion comprende, como producto de AGPI, etiléster de EPA presente en una
cantidad de entre el 98 y 99,5 % en peso, conteniendo la composicion menos del 1 % en peso de ALA, mono-, di- y

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2671695 T3

tri-glicéridos de ALA y ésteres de alquilo C1-C4 de ALA.

Mas preferentemente, la composicion comprende, como producto de AGPI, etiléster de EPA presente en una
cantidad de entre el 98 y 99,5 % en peso, conteniendo la composicion menos del 1 % en peso de GLA, mono-, di- y
tri-glicéridos de GLA y ésteres de alquilo C1-C4 de GLA.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.
Ejemplos

Ejemplo 1
Primera etapa de separacion cromatografica

Se fracciond una materia prima derivada de aceite de pescado (etiléster (EE) de EPA al 55 % en peso, EE de DHA
al 5 % en peso) con perfil de acidos grasos como se muestra en la Figura 16 usando un sistema de cromatografia de
lecho mévil real usando gel de silice C18 unido (tamafio de particula de 300 ym, porosidad de particula 150 A) como
fase estacionaria y metanol acuoso (normalmente del 0,5 % al 10 % de agua) como eluyente a través de un aparato
de SMB de "una sola pasada" que consiste en 15 columnas (diametro: 76,29 mm, longitud: 914,40 mm) conectadas
en serie.

Los parametros de funcionamiento y los caudales son los siguientes.

(Esquema de flujo tipico segun Figura 8)

Duracién de la etapa: 750 s

Duracién del ciclo: 200 min

Caudal de la mezcla de alimentacion (F1): 74 ml/min
Caudal del desorbente (D1): 6.250 ml/min

Velocidad de acumulacién del extracto (E1): 1.250 ml/min
Velocidad de reciclado del extracto (D1-E1): 5.000 ml/min
Velocidad de acumulacién del refinado (R1): 1.688 ml/min
Duracion del ciclo: 600 s.

El producto intermedio producido mediante este proceso tiene un rastro de GC-FAMES como se muestra en la
Figura 12. ElI EE de EPA esta contenido con una pureza del 96,5 %. La principal impureza es el alfa-linolenoato de
etilo (ALA-C18: 3n3) presente al 0,9 %. El ALA esta presente en la materia prima al 0,65 %. Por lo tanto, se puede
observar que el ALA se eluye junto con el EPA usando metanol/agua como fase moévil. EI metanol/agua es, sin
embargo, muy eficaz para retirar el componente de docosahexaenoato de etilo (DHAC22:6n3) estrechamente
relacionado.

Segunda etapa de separacion cromatografica

Se purificé mas el producto intermedio producido en la primera etapa de separacion cromatografica mediante HPLC
preparativa en un lecho fijo usando una mezcla de fase mévil de acetonitrilo/agua. Se utilizd acetonitrilo/agua en una
proporcién de 87:13 en peso. Se usa una columna de HPLC de dimensiones de 600 mm x 900 mm empaquetada
con silice C18 unida (tamafio de particula de 20 ym) con un volumen de inyeccién de mezcla de alimentacion de
1.400 ml y un caudal de desorbente de 2.200 ml/min.

El producto de AGPI final producido se analizé mediante GC FAMES, vy el rastro se muestra en la Figura 13. Se
puede ver que ALA se ha eliminado completamente y que la pureza del EPA se ha aumentado hasta el 98,5 %.

Segunda etapa de separacién cromatografica alternativa (referencia)

Se fracciond el producto intermedio producido en la primera etapa de separacién cromatografica usando un sistema
de cromatografia de lecho mévil real usando gel de silice C8 unido (tamafio de particula de 300 pm, porosidad de
particula 150 A) como fase estacionaria y acetonitrilo acuoso (12 % de agua) como eluyente a través de un aparato
de SMB de "una sola pasada" que consiste en 8 columnas (didmetro: 76,29 mm, longitud: 914,40 mm) conectadas
en serie.

Los parametros de funcionamiento y los caudales son los siguientes.

(Esquema de flujo tipico segun Figura 8)

Duracion de la etapa: 780 s

Caudal de la mezcla de alimentacion (F1): 90 ml/min
Caudal del desorbente (D1): 6.500 ml/min

Velocidad de acumulacioén del extracto (E1): 1.400 ml/min
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Velocidad de reciclado del extracto (D1-E1): 5.100 ml/min
Velocidad de acumulacion del refinado (R1): 1.690 ml/min
Duracién del ciclo: 600 s.

Ejemplo 2
Primera etapa de separacion cromatografica (referencia)

Se sometié una materia prima derivada de aceite de pescado (EE de EPA al 55 % en peso, EE de DHA al 5 % en
peso) con perfil de acidos grasos como se muestra en la Figura 16 a separacion mediante HPLC preparativa usando
un eluyente de acetonitrilo/agua. La fase moévil usada en acetonitrilo:agua a 87:13. Se usa una columna de HPLC de
dimensiones de 600 mm x 900 mm empaquetada con silice C18 unida (tamafio de particula de 20 pym) con un
volumen de inyeccion de mezcla de alimentacion de 600 ml y un caudal de desorbente de 2.200 ml/min. El producto
intermedio producido se analizé mediante GC FAME, y el rastro se muestra en la Figura 14.

Se puede observar que el alfa-linolenoato de etilo (ALA-C18:3n3) se retird por completo de la mezcla de
alimentacioén. Sin embargo, se alcanzé un nivel de pureza de solo el 92,5 % de EE de EPA, principalmente, debido a
la presencia de un alto nivel de docosahexaenoato de etilo (DHA-C22:6n3).

Primera etapa de separacion cromatogréfica alternativa

Se fracciond una materia prima derivada de aceite de pescado (EE de EPA al 55 % en peso, EE de DHA al 5 % en
peso) con perfil de acidos grasos como se muestra en la Figura 16 usando un sistema de cromatografia de lecho
movil real usando gel de silice C18 unido (tamafio de particula de 300 ym, porosidad de particula 150 A) como fase
estacionaria y acetonitrilo acuoso (normalmente del 4 % al 18 % de agua) como eluyente a través de un aparato de
SMB de "una sola pasada" que consiste en 15 columnas (diametro: 76,29 mm, longitud: 914,40 mm) conectadas en
serie.

Los parametros de funcionamiento y los caudales son los siguientes.

(Esquema de flujo tipico segun Figura 8)
Duracién de la etapa: 600 s.

Caudal de materia prima (F): 105 ml/min
Caudal de desorbente (D): 4.800 ml/min
Caudal de extracto: 1.250 ml/min
Caudal de refinado: 1.800 ml/min.

Segunda etapa de separacion cromatografica

Se sometid el producto intermedio producido a purificacién adicional usando HPLC preparativa usando un eluyente
de metanol/agua a una proporcion en peso de 88:12. Se usa una columna de HPLC de dimensiones de 600 mm x
900 mm empagquetada con silice C18 unida (tamafio de particula de 20 ym) con un volumen de inyecciéon de mezcla
de alimentacion de 1.250 ml y un caudal de desorbente de 2.200 ml/min.

El producto final producido tiene un rastro de GC FAMES como se muestra en la Figura 15. El producto producido
contiene EE de EPA con una pureza del 99 %

Por lo tanto, se puede observar que el resultado de realizar la separacion con acetonitrilo/agua primero seguida de
metanol/agua es esencialmente el mismo que realizarla primero con metanol/agua seguida de acetonitrilo/agua. En
cada caso la combinacion de una etapa que implica metanol/agua y una etapa adicional que implica
acetonitrilo/agua es ventajosa en la preparacion de un altamente (EE de) EPA purificado concentrado al ~99 % de
pureza con un bajo contenido de impurezas de acidos grasos C18, por ejemplo, de ALA

Segunda etapa de separacion cromatografica alternativa (referencia)

Se fraccion6 el producto intermedio producido usando un sistema de cromatografia de lecho movil real usando gel
de silice C8 unido (tamafio de particula de 300 um, porosidad de particula 150 A) como fase estacionaria y metanol
acuoso (7 % de agua) como eluyente a través de un aparato de SMB de "una sola pasada" que consiste en 8
columnas (diametro: 76,29 mm, longitud: 914,40 mm) conectadas en serie.

Los parametros de funcionamiento y los caudales son los siguientes.
(Esquema de flujo tipico segun Figura 8)
Duracién de la etapa: 960 s

Caudal de materia prima (F): 45 ml/min
Caudal de desorbente (D): 3.975 ml/min
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Caudal de extracto: 3.655 ml/min
Caudal de refinado: 2.395 ml/min

Ejemplo comparativo 1

Se fracciona una materia prima derivada de aceite de pescado (EE de EPA al 55 % en peso, EE de DHA al 5 % en
peso) con perfil de acidos grasos como se muestra en la Figura 16 en una primera y una segunda etapa de
separacion cromatografica usando un sistema de cromatografia de lecho movil real usando gel de silice C18 unido
(tamafio de particula de 300 pm, porosidad de particula 150 A) como fase estacionaria y metanol acuoso como
eluyente en ambas etapas de separacion.

La primera etapa de separacion se realizé en una serie de 8 columnas (diametro: 76,29 mm, longitud: 914,40 mm)
conectadas en serie.

Los parametros de funcionamiento y los caudales son los siguientes.

(Esquema de flujo tipico segun Figura 8)

Caudal de la mezcla de alimentacion (F1): 34 ml/min
Caudal del desorbente (D1): 14.438 ml/min

Velocidad de acumulacion del extracto (E1): 9.313 ml/min
Velocidad de reciclado del extracto (D1-E1): 5.125 ml/min
Velocidad de acumulacién del refinado (R1): 1.688 ml/min
Duracion del ciclo: 1.200 s.

La segunda etapa de separacién se realiz6 en una segunda serie de 7 columnas (diametro: 76,29 mm, longitud:
914,40 mm) conectadas en serie.

Caudal del segundo producto intermedio (F3): 40 ml/min
Caudal del desorbente (D3): 6.189 ml/min

Velocidad de acumulacién del extracto (E3): 1.438 ml/min
Velocidad de reciclado del extracto (D3-E3): 4.750 ml/min
Velocidad de acumulacién del refinado (R3): 1.438 ml/min
Duracion del ciclo: 1.080 s.

El ejemplo comparativo produjo un concentrado de EPA con un perfil de impurezas menos ventajoso. La pureza
superior que se puede alcanzar esta limitada en particular por la presencia de componentes C18:3 (GLA y ALA).
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de separacion cromatografica para recuperar un producto de acido graso poliinsaturado (AGPI) de
una mezcla de alimentacion, que comprende:

(a) purificar la mezcla de alimentacién en una primera etapa de separacion cromatografica usando como
eluyente una mezcla de agua y un primer disolvente organico, obteniéndose un producto intermedio; y

(b) purificar el producto intermedio en una segunda etapa de separacion cromatografica usando como eluyente
una mezcla de agua y un segundo disolvente organico, obteniéndose el producto de AGPI,

siendo el segundo disolvente organico diferente del primer disolvente organico, y en el que la primera etapa de
separacion cromatografica comprende introducir la mezcla de alimentacion en un aparato de cromatografia de lecho
movil simulado o real, y la segunda etapa de separacion cromatografica comprende introducir el producto intermedio
en un aparato de cromatografia de lecho estacionario.

2. Un proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el primer y el segundo disolvente organico se
seleccionan de entre alcoholes, éteres, ésteres, cetonas vy nitrilos.

3. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la cetona es acetona, metiletiicetona o
metilisobutilcetona (MIBK), preferentemente, acetona.

4. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que uno de entre el primer y el
segundo disolvente organico es metanol.

5. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el segundo disolvente
organico es metanol.

6. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la proporcién del primer
disolvente organico:agua es de 99,9:0,1 a 75:25 partes en volumen, preferentemente de 99,5:0,5 a 80:20 partes en
volumen.

7. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la proporcion del segundo
disolvente organico:agua es de 99,9:0,1 a 75:25 partes en volumen, preferentemente de 90:10 a 85:15 partes en
volumen.

8. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el segundo disolvente
organico es metanol, y la proporcion de metanol:agua es de 95:5 a 85:15 partes en volumen, preferentemente de
93:7 a 90:10 partes en volumen.

9. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el producto de AGPI es al
menos un AGPI w-3 o al menos un derivado de AGPI w-3.

10. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el producto de AGPI es
acido eicosapentaenoico (EPA), acido docosahexaenoico (DHA), triglicérido de EPA, triglicérido de DHA, etiléster de
EPA o etiléster de DHA.

11. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el producto de AGPI es
EPA o etiléster de EPA.

12. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el producto de AGPI se
obtiene en la segunda etapa de separacidon a una pureza superior al 95 % en peso, preferentemente superior al
97 % en peso, mas preferentemente superior al 98 % en peso, incluso mas preferentemente superior al 98,4 % en
peso.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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