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DESCRIPCION
Separacion cromatografica en lecho mavil simulado altamente productiva

La invencion se dirige a un proceso de separacion cromatografica en lecho mévil simulado, y a un aparato de
cromatografia de lecho mévil simulado para llevar a cabo dicho proceso.

La tecnologia de separacion es muy importante en muchas industrias diferentes, lo que incluye la industria alimentaria.
La separacion de diversos componentes es a menudo crucial para obtener el producto deseado y/o eliminar componentes
indeseables. En la industria alimentaria, por ejemplo, ocurre a menudo que una corriente de producto necesita purificarse
de componentes indeseables, o que los ingredientes deseados necesitan recuperarse a partir de una corriente de proceso.
Para dichas separaciones se han desarrollado muchas técnicas diferentes.

Una de las técnicas de separacion bien conocida es la cromatografia, que se refiere a la separacion de una mezcla
mediante el uso de una fase movil fluida, que transporta la mezcla a través de una estructura, la fase estacionaria. Los
diversos componentes de la mezcla viajan a velocidades diferentes, lo que provoca que se separen. La separacion se
basa en la particion diferencial entre la fase movil y la estacionaria. Las diferencias sutiles en el coeficiente de particion
de un compuesto dan como resultado una retencién diferencial sobre la fase estacionaria y, por lo tanto, cambian la
separacion.

Se conocen muchos tipos diferentes de cromatografia. Pueden clasificarse i) basada en la forma del lecho cromatografico,
tal como cromatografia en columna y cromatografia planar (lo que incluye cromatografia en papel y cromatografia en capa
fina), ii) basada en el estado fisico de la fase movil, tal como cromatografia de gases y cromatografia liquida, iii) basada
en el mecanismo de separacion, tal como cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de exclusion por tamario y
cromatografia de afinidad, o iv) basada en técnicas especiales, cromatografia bidimensional, cromatografia de lecho mévil
simulado, cromatografia de gases por pirdlisis, cromatografia liquida rapida de proteinas y cromatografia a
contracorriente. Estos ejemplos, sin embargo, no deben considerarse necesariamente como excluyentes mutuamente.

Estos diversos tipos de técnicas de cromatografia tienen cada una sus propias ventajas y desventajas. Se ha encontrado
que algunas técnicas son aplicables a escala de laboratorio o preparativa, mientras que otras técnicas se usan
comunmente en procesos de produccion a gran escala.

En la industria alimentaria, hasta ahora se ha considerado como dificil escalar procesos de separacién especificos (tales
como el fraccionamiento por cromatografia de exclusion por tamafio y la cromatografia de adsorcion), en particular cuando
se implican mezclas especificas. Ejemplos de dichas mezclas incluyen mezclas de sal y proteinas (tales como sal y
proteina de suero), mezclas de azucar y proteinas (tales como lactosa y proteina lactea), mezclas de azucar y sal (tales
como lactosa y sal o sacarosa y sal), mezclas de oligosacaridos, mezclas de proteinas y jugos de frutas que contienen
azucares y acidos. Si bien la separacion de dichas mezclas con los procesos de separacion cromatografica mencionados
anteriormente es posible a escala de laboratorio, el escalado de dichos procesos resulta en un equipamiento costoso
(gasto de capital elevado, CAPEX), asi como también en costos operativos considerables (gasto operativo elevado,
OPEX). El equipamiento costoso, por ejemplo, se debe a la necesidad de una cantidad considerable de material de fase
estacionaria. Dicho material es tipicamente caro. Los costos operativos elevados se deben principalmente a una dilucion
del producto como resultado del uso considerable de eluyente para transportar la mezcla a través de la fase estacionaria.

Si bien en teoria, el escalado puede lograrse al mantener constante la altura del lecho e incrementar solo el diametro de
la columna, en la practica esto requiere a menudo una reoptimizacion y una disminucion de la tasa de flujo. Incluso si se
fuera capaz de mantener igual la altura del lecho de la columna, existen desventajas adicionales, tales como el uso de un
gran espacio y los problemas para lograr un empaquetamiento homogéneo de la columna y evitar la canalizacion.

Se han hecho algunos esfuerzos en la técnica para superar estos inconvenientes. Por ejemplo, mediante la reduccion del
tamafio de los sistemas existentes puede lograrse una reduccion del CAPEX. Sin embargo, una condicién previa para la
reduccion del tamafio es que la tasa de transferencia de masa se incremente. Estudios anteriores se han centrado en
dicho aumento de la tasa de transferencia de masa mediante el uso de, por ejemplo, monolitos o particulas pequefas
relativamente como fase estacionaria.

Schulte y otros (Journal of Chromatography A 2001, 923 (1-2), 177-25) han descrito la cromatografia de lecho movil
simulado de la separacién de diasteredmeros mediante el uso de sorbentes monoliticos de silice. De acuerdo con Schulte
y otros, la capacidad de separacion de un sistema de lecho moévil simulado depende de tres parametros principales: la
capacidad de saturacion de la fase estacionaria, la resolucion de picos (mediante la combinacion de eficiencia y
selectividad) y la caida de presion del sistema (en dependencia de la tasa de flujo de la fase madvil). Schulte y otros
manifestaron que una separacion dada en una determinada fase estacionaria con una capacidad de saturacion optimizada
puede mejorarse en términos de velocidad de fase moévil hasta que se alcanza la caida de presion maxima del sistema o
la eficiencia del sorbente disminuye a tasas de flujo mas altas debido a la influencia creciente de la difusion intraparticulas.
Schulte y otros mencionaron que solo podria lograrse una velocidad lineal maxima limitada mediante el uso de materiales
de silice particulada estandar. Sin embargo, indicaron que las tasas de flujo de un sistema de lecho mévil simulado podrian
aumentarse linealmente si pudiera superarse la caida de presion y el problema de eficiencia, lo que resultaria de esta
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manera en una productividad mucho mayor. La solucion presentada por Schulte y ofros consistié en el uso de un sorbente
monolitico de silice. Podrian lograrse velocidades lineales altas debido a la baja caida de presién del sorbente monolitico
de silice en combinacion con su alta eficiencia, incluso a tasas de flujo altas. Los materiales monoliticos, sin embargo,
tienen algunas desventajas. Los monolitos se basan principalmente en polimeros organicos y en silice. Los monolitos
basados en polimeros organicos tienen tipicamente una capacidad limitada debido a la ausencia de porosidad interna de
la matriz. Los monolitos basados en silice, por otro lado, tienen tipicamente una estabilidad quimica baja lo que, a su vez,
limita las condiciones de limpieza que se requieren, por ejemplo, en la industria alimentaria (pH alcalino a temperaturas
elevadas). Ademas, existe una disponibilidad limitada de monolitos con respecto a la funcionalidad especifica (tal como
la (a)polaridad de la matriz, la distribucién del tamafio de los poros) y el volumen (solo a escala analitica y preparativa), lo
que hace que los monolitos sean muy caros para la aplicaciéon a gran escala.

Gustavsson y otros (Journal of Chromatography A 2001, 925(1-2), 69-78) también describen que el uso de un lecho
monolitico continuo es favorable en términos de su relacion tasa de flujo/caida de presion. Gustavsson y ofros describen
el uso de un lecho de agarosa superporoso continuo, pero descubrieron un problema cuando se prepararon y se usaron
lechos de gran diametro para fines de cromatografia. Durante la preparacion de dichos lechos de gran diametro, las partes
centrales solidificaron considerablemente mas tarde que la parte externa, lo que resulté de esta manera en una distribucién
desigual del tamafio de los poros de flujo. Para evitar este problema, Gustavsson y otros investigaron la combinacién de
tecnologia de columna de flujo radial y lechos superporosos continuos. Gustavsson y ofros encontraron que esto permitia
una mejora de la tasa de flujo a la vez que se mantenia una caida de presion relativamente baja.

El uso de una fase estacionaria particulada de tamafio pequefio se ha desalentado en la técnica anterior. Por ejemplo,
Bidlingmaier y otros (Journal of Chromatography A 1999, 832 (1-2), 11-16) realizaron un estudio comparativo sobre el
rendimiento de columna de una columna con una fase estacionaria particulada de 5 pm y una columna con una fase
estacionaria monolitica de silice. Aunque la eficiencia cromatografica de ambas columnas fue aproximadamente la misma,
la fase estacionaria monolitica proporcioné una caida de presién de tres a cinco veces menor. Esta caida de presion
considerable ha desalentado a los cientificos a investigar mas a fondo el potencial de las fases estacionarias particuladas
de tamafio pequeno.

El documento WO-A-2012/125313 describe un aparato de flujo radial modificado para adecuarse a la cromatografia de
lecho movil simulado. La fase liquida mévil se bombea en direccion radial a través de una fase estacionaria. La fase
estacionaria se segmenta con entradas y salidas de corrientes de proceso (alimentacion, eluyente, extracto y refinado)
fijadas en ubicaciones especificas. Al intercambiar estas entradas y salidas a lo largo de los segmentos, se simula un
movimiento de la fase estacionaria. El aparato descrito en el documento WO-A-2012/125131 tiene solo un dispositivo
giratorio que se divide en multiples segmentos. El documento WO-A-2012/125131 no describe una fase estacionaria
particulada.

El documento US-A-5 433 847 describe un cromatografo de flujo radial en el cual el lecho se comprime apretadamente y
se usa un absorbente con un diametro de particula, preferentemente, de menos de 100 um. De acuerdo con este
documento, el diametro medio de particulas debe ser de menos de aproximadamente 0,05 veces la altura del cilindro (es
decir, la dimensién del cilindro en la direccion axial). EI documento US-A-5 433 847 ensefia que un lecho mas delgado
(es decir, uno de menor altura) tiene un rendimiento superior al de un lecho mas grueso. El documento US-A-5 433 847
no se relaciona con la tecnologia de lecho mévil simulado.

Aun persiste la necesidad de mejoras en las técnicas de separacion cromatografica, en particular para aplicaciones a gran
escala en la industria. Una necesidad particular es proporcionar una técnica de separacién con una eficiencia de
separacion mejorada para permitir una reduccion significativa en el tamafio del equipamiento. Las ventajas de esta
reduccion de escala son i) costo de inversion reducido (CAPEX), ii) posibilidades de aplicar fases estacionarias mas
costosas, e iii) implementacion menos complicada dentro del proceso de produccion (existente).

Un objeto de la invencion es proporcionar un proceso de separacion cromatografica mejorada basado en una fase
estacionaria particulada de tamafio pequefio, que supera una o mas de las desventajas mencionadas anteriormente que
se enfrentan en la técnica.

Un objeto adicional de la invencion es proporcionar un proceso de separacion cromatografica que combine tasas de flujo
altas y eficiencias cromatograficas altas con una caida de presion pequena.

Los inventores encontraron que uno o mas de estos objetos pueden alcanzarse, al menos en parte, al combinar una fase
estacionaria particulada de tamafio pequefio con una técnica de lecho moévil simulado en donde se aplican multiples
columnas de flujo radial.

En consecuencia, en un primer aspecto, la invencién se dirige a un proceso de separacion cromatografica en lecho movil
simulado, que comprende las etapas de aplicar una mezcla de alimentacion y una fase mévil en la que dicha mezcla de
alimentacion es soluble, a un lecho mévil simulado que comprende una fase estacionaria particulada, y separar dicha
mezcla de alimentacion en un extracto y un refinado,

en donde dicho lecho movil simulado comprende multiples columnas de flujo radial conectadas en serie en un bucle, y
en donde la fase estacionaria particulada tiene un diametro medio de particulas de 100 ym o menos.
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La aplicacion de una fase estacionaria particulada de tamafio pequefio reduce significativamente la resistencia a la
transferencia de masa al acortar la longitud del recorrido para la transferencia de masa. La transferencia de masa
mejorada da como resultado una eficiencia cromatografica mejorada, porque los componentes se separan mejor. Como
resultado, la longitud de la columna (y, en consecuencia, el volumen del equipamiento requerido) puede reducirse
favorablemente. Como se sugiere en la técnica, el uso de una fase estacionaria particulada de tamafio pequefio produce
un aumento en la caida de presiéon. Sin embargo, este efecto puede compensarse en gran medida por la eficiencia
cromatografica mejorada y la reduccion resultante en la longitud de la columna. En una modalidad, se logra una capacidad
volumétrica suficiente de acuerdo con la invencién mediante la aplicacion de columnas de flujo radial. En un disefio de
columna de flujo radial, el flujo se dirige desde la periferia exterior de la columna en una direccion radial a través de un
lecho de fase estacionaria anular hasta la salida de la columna. El area periférica de la columna forma un area de
aplicacion grande, que se combina con una altura pequefia del lecho (grosor radial del lecho). El escalado puede lograrse
simplemente al hacer mas alta la columna. Como resultado, se logran tasas de flujo altas y caidas de presién bajas.
Sorprendentemente, y por el contrario a, por ejemplo, el dispositivo descrito en el documento US-A-5 433 847, esto no
resulta o resulta apenas en una pérdida significativa de resolucion en la separacién cromatografica.

Ademas, la dilucién del producto como resultado del uso considerable de eluyente se limita en el proceso de la invencion
porque la separacion cromatografica se realiza en una configuracion de lecho mévil simulado. Dicha configuracion se
beneficia de menos eluyente y menos resina en comparacion con una configuracion de cromatografia normal. El principio
de la tecnologia de lecho movil simulado se representa esquematicamente en la figura 1. Una mezcla de alimentacion de
dos componentes se separa en un refinado y un extracto mediante el uso de agua como eluyente. La fase movil fluye en
una direccion en el sentido de las manecillas del reloj a través de diversas columnas (ocho en la modalidad de la figura
1). El refinado contiene el componente que tiene una interaccion mas débil con la fase estacionaria, mientras que el
extracto contiene el componente que tiene una interaccion mas fuerte con la fase estacionaria. Mediante la rotacién de
las diversas columnas usadas en la direccién indicada, se simula un movimiento del lecho en una direccién opuesta a la
fase movil.

Ademas, dado que la invencion produce una mejora significativa en la eficiencia de separaciéon y una reduccion en el
tamafio del equipamiento, las fases estacionarias (tales como las resinas) que hasta ahora se consideraban inapropiadas
para aplicaciones industriales a gran escala ahora pueden considerarse como posibles candidatas para la fase
estacionaria. En consecuencia, la invencion amplia el espectro de las técnicas de separacion cromatografica industrial.

El término "fase movil", como se usa en esta solicitud, pretende referirse a la parte del sistema cromatografico que
transporta la mezcla de alimentacion a través de la fase estacionaria. La fase movil es, preferentemente, un fluido y, por
lo tanto, puede ser liquida o gaseosa. Las fases moviles liquidas se usan para ajustar la separacion y la retencion
cromatografica en la cromatografia liquida. La temperatura de una fase movil gaseosa se usa para ajustar la retencion en
la cromatografia de gases.

El término "fase estacionaria”, como se usa en esta solicitud, pretende referirse a la parte del sistema cromatografico a
través del cual fluye la fase movil y donde se produce la distribucion de la mezcla de alimentacion entre las fases.

El término "extracto", como se usa en esta solicitud, pretende referirse al(a los) componente(s) que se adsorbe(n) o se
retarda(n) mas en la fase estacionaria.

El término "refinado”, como se usa en esta solicitud, pretende referirse al(a los) componente(s) que se adsorbe(n) o se
retarda(n) menos en la fase estacionaria.

De acuerdo con la invencion, una fase mévil y una mezcla de alimentacién se aplican a un lecho movil simulado. La
cromatografia de lecho mévil simulado se conoce (por gjemplo, Juza y otros, Trends in Biotechnology 2000, 18(3), 108-
118) y se usa para implementar una aproximacion muy cercana de la cromatografia de lecho mévil verdadero imaginaria.
Implica la simulacién de la fase estacionaria mediante el uso de multiples columnas conectadas en serie en un bucle, con
el movimiento periddico de los puertos de entrada y salida a las columnas en la misma direccién que el flujo del fluido.

La fase movil puede ser un fluido, tal como un liquido. Tipicamente, la fase mévil comprende uno o mas solventes.
Opcionalmente, la fase moévil puede aplicarse como un gradiente, tal como un gradiente de sal, un gradiente de pH o un
gradiente de solvente. En una modalidad, la fase movil consiste en solvente. Preferentemente, la fase mévil comprende
uno o mas solventes que se usan comunmente en la cromatografia liquida y se clasifican como solventes de grado
alimenticio. Preferentemente, la fase moévil comprende uno o mas solventes seleccionados del grupo que consiste en
agua, alcoholes monohidricos (tales como metanol, etanol, propanol, butanol), alcoholes polihidricos (tales como glicerol,
propilenglicol), poliéteres (tales como el polietilenglicol) y alcanos (tales como el hexano). En una modalidad, la fase movil
comprende uno o mas solventes organicos seleccionados del grupo que consiste en metanol, etanol, propanol y butanol.
En una modalidad, la fase mévil comprende agua.

La mezcla de alimentacioén es soluble en la fase movil. En una modalidad preferida, la mezcla de alimentacién se disuelve
completamente en la fase movil. La mezcla de alimentacion puede comprender dos o mas componentes. Preferentemente,
la mezcla de alimentacion no comprende mas de 50 componentes. En una modalidad, la mezcla de alimentacion
comprende 2-25 componentes. La mezcla de alimentacién puede comprender uno o mas componentes organicos. Dichos
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componentes son tipicamente de origen organico y pueden presentarse en corrientes de proceso en la industria
agroalimentaria, la industria biotecnolégica y la industria de biorrefinamiento. Algunos ejemplos de dichos componentes
organicos incluyen componentes seleccionados del grupo que consiste en péptidos, proteinas, oligosacaridos, sales,
azucares, acidos organicos, alcaloides, polifenoles y vitaminas. La mezcla de alimentaciéon puede, por ejemplo,
comprender una o mas mezclas seleccionadas del grupo que consiste en una mezcla de sales y proteinas, una mezcla
de azucares y proteinas, una mezcla de azucares y sales, una mezcla de dos o mas oligosacaridos, una mezcla de dos
0 mas proteinas, y una mezcla de azlcares y acidos. La presente invencion puede usarse ventajosamente para los
procesos de separacion de alimentos. En consecuencia, preferentemente, uno o mas componentes en la mezcla de
alimentacion son comestibles, y con mayor preferencia, la mezcla de alimentacion es comestible. El término "comestible",
como se usa en esta solicitud, pretende incluir cualquier cosa que pueda consumirse, comerse, beberse o ingerirse de
cualquier otra manera. En consecuencia, una mezcla de alimentacion comestible es una mezcla de componentes que
pueden estar en forma sélida, en forma disuelta o liquida, en forma cristalina o en cualquier otra forma y pueden
consumirse, comerse, beberse, o ingerirse de cualquier otra manera.

Aunque, de acuerdo con la invencion, la mezcla de alimentacién se separa en un extracto y un refinado, es posible con la
invencion separar mas de dos componentes (separacion multicomponente) mediante el uso de lechos méviles simulados
de multiples secciones extendidas o mediante el uso de muiltiples sistemas de lechos méviles simulados en serie. Por
ejemplo, el extracto y/o el refinado que resultan de una primera seccion o sistema de lecho mévil simulado pueden enviarse
a una seccion o sistema de lecho mévil simulado subsecuente para una separacién adicional. Tipicamente, en dicha
separacion multicomponente, los lechos méviles simulados de muiltiples secciones comprenderan el mismo tipo de fase
estacionaria y la misma o una diferente fase maovil. Con respecto a los sistemas de lecho mévil simulado multiples en
serie, estos sistemas comprenderan tipicamente el mismo o un tipo diferente de fase estacionaria y la misma o una
diferente fase moévil. Ademas, otros parametros del proceso (tales como las velocidades de flujo de liquido, los tiempos
de intercambio de columna y la concentracidon de alimentacion) pueden ajustarse para realizar un modo de operacion
diferente (tal como el intercambio de columna asincrono, la modulacién de las tasas de flujo y la modulacion de la
concentracion de alimentacion).

En una modalidad, la fase mévil y/o la mezcla de alimentaciéon se aplican continuamente al lecho mévil simulado para
permitir un funcionamiento continuo del proceso de la invencion.

La mezcla de alimentaciéon se separa en el proceso de la invencién en un extracto y un refinado, que se recolectan,
preferentemente, por separado.

El lecho mévil simulado usado en el proceso de la invencion comprende mulltiples columnas conectadas en serie en un
bucle. Esto significa que la salida de cada columna se conecta a la entrada de la columna siguiente y todas las columnas
se enlazan de esta manera en un bucle. La cantidad de columnas determina en qué medida se aproxima a un lecho movil
verdadero. El uso de mas columnas simula mas fielmente un lecho mévil verdadero, pero tiene la desventaja de que
requiere espacio y equipamiento. Preferentemente, se aplican 4-24 columnas en serie, con mayor preferencia 4-16
columnas, tales como 4-12 columnas. Cada una de las columnas se empaqueta con el mismo tipo de fase estacionaria.

De acuerdo con el proceso de la invencion, las multiples columnas son columnas de flujo radial. Esta es una modalidad
ventajosa particularmente, ya que las columnas de flujo radial pueden combinar un area de aplicacion grande con una
altura de lecho pequefa (corresponde al grosor radial del lecho). En dependencia de la aplicacion, el grosor radial puede
variar ampliamente. Tipicamente, sin embargo, el grosor radial puede estar adecuadamente en el intervalo de 0,5-40 cm,
preferentemente, en el intervalo de 1-20 cm.

De acuerdo con la invencion, la fase estacionaria comprende un particulado. El particulado puede ser sélido o poroso. La
fase estacionaria particulada sélida puede comprender opcionalmente un liquido que se inmoviliza o adsorbe sobre las
particulas.

La fase estacionaria particulada del lecho mévil simulado tiene un diametro medio de particulas de 100 um o menos,
preferentemente, 80 ym o menos, con mayor preferencia, 60 ym o menos. En una modalidad, la fase estacionaria
particulada tiene un diametro medio de particulas en el intervalo de 5-100 um, con mayor preferencia, en el intervalo de
5-60 um, tal como en el intervalo de 10-35 um. El término "diametro de particula", como se usa en esta solicitud, pretende
referirse a un diametro esférico equivalente, que es el diametro de una esfera de volumen equivalente. Por lo tanto, en el
caso de que las particulas sean esféricas, entonces el diametro de particula corresponde al diametro real de la particula
esférica.

El tamafio medio de particulas de la fase estacionaria del lecho movil simulado se define en términos de dso, en donde dsg
es el diametro de particula donde el 50 por ciento del volumen de la distribucién se encuentra mas abajo de este valor.
Este parametro puede medirse adecuadamente mediante el uso de, por ejemplo, difraccion laser, y es uno de los
parametros mas significativos para las distribuciones de tamafio de particula.

La distribucién del tamafio de particula de la fase estacionaria del lecho mévil simulado puede definirse en términos de

d10 y dgo, en donde d1o es el diametro de particula donde el 10 por ciento del volumen de la distribucién se encuentra mas
abajo de este valor y en donde dg es el diametro de particula en donde el 90 por ciento del volumen de la distribucion se
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encuentra mas abajo de este valor. Estos parametros pueden medirse adecuadamente mediante el uso de, por ejemplo,
difraccion laser. La relacion entre dgo y d1o, deo/d1o Se correlaciona con el ancho de distribucién del tamafio de particula y
es una indicacion de la uniformidad de la distribucién del tamafio de particula y de su rendimiento de separacion. En una
modalidad preferida de la invencion, la distribucién del tamario de particula de la fase estacionaria particulada se especifica
mediante una dgo/d1 < 2 y/o una dso/d1o < 1,7. En una modalidad, la dgo/d1o de la fase estacionaria particulada del lecho
movil simulado es 2 o menos, preferentemente, 1,95 o menos, con mayor preferencia, 1,9 o menos. En una modalidad,
la deo/d1o de la fase estacionaria particulada del lecho movil simulado es 1,7 o menos, preferentemente, 1,65 o menos,
con mayor preferencia, 1,6 o menos, en donde dso es el diametro de particula donde el 60 por ciento del volumen de la
distribucion se encuentra mas abajo de este valor.

Los diametros de particula y las distribuciones de tamafio de particula (PSD, por sus siglas en inglés) como se mencionan
en la presente descripcion pueden determinarse adecuadamente por difraccion laser. Esta técnica, también conocida
como dispersion de luz estatica, se ha convertido en el método dominante usado en la determinacion industrial de la PSD.
Los resultados se informan sobre la base del volumen de diametro esférico equivalente.

La fase estacionaria puede comprender una resina de exclusion por tamafio, una resina de exclusion de iones, una resina
de intercambio i6nico y/o un adsorbente. Los ejemplos de fases estacionarias particuladas adecuadas incluyen una o mas
seleccionadas del grupo que consiste en resinas inorganicas (tales como resinas basadas en zeolita, resinas basadas en
silice), resinas basadas en polimeros organicos (tales como polimeros basados en metacrilato, polimeros basados en
poliestireno-divinilbenceno, polimeros basados en acrilamida), resinas basadas en agarosa, resinas basadas en dextrano
y resinas basadas en celulosa.

Normalmente, se usa un solo tipo de fase estacionaria (es decir, un solo tipo de particulas) para una separacion especifica.

El proceso de la invencién puede ventajosamente realizarse continuamente. Sin embargo, es posible ademas realizar una
separacion por lotes, si se desea.

El proceso de la invencién puede controlarse bien por medio de varios parametros que pueden ajustarse (incluso con un
tipo predeterminado de fase estacionaria y el grosor radial de las columnas). Estos parametros, por ejemplo, incluyen las
tasas de flujo del liquido, el tiempo de intercambio (que es inversamente proporcional a la tasa de flujo sélido (fase
estacionaria)) y la concentracion de los componentes que necesitan separarse. El proceso puede optimizarse en
dependencia de la aplicacion y los deseos especificos del usuario (tales como la productividad por dia, la pureza minima
de las corrientes de productos, la dilucion minima de las corrientes de productos y la recuperacion minima de las especies
a separar). Dicho nivel de control sobre el proceso es altamente ventajoso y permite un ajuste exacto del proceso a las
necesidades del usuario.

Las separaciones que pueden realizarse adecuadamente con el proceso de lainvencioén incluyen, por ejemplo, eliminacion
de sal, recuperacion de azucar, fraccionamiento de oligosacaridos, fraccionamiento de péptidos y/o fraccionamiento de
proteinas.

En un aspecto adicional, la invencion se dirige a un aparato de cromatografia de lecho mévil simulado adecuado para
llevar a cabo el proceso de la invencion.

En una modalidad, el aparato comprende un bucle de muiltiples columnas conectadas en serie, cada columna comprende
una fase estacionaria particulada, en donde una o mas de dichas columnas son columnas de flujo radial, y en donde dicho
bucle comprende, cada uno entre dos columnas separadas, una entrada para la mezcla de alimentacién, una salida para
el extracto, una entrada para el eluyente y una salida para el refinado, en donde las entradas y salidas pueden
intercambiarse ocasionalmente de forma giratoria sobre el bucle de manera que cada una de las entradas y salidas cambia
desde una primera posicion entre dos columnas separadas hasta una segunda posicién entre dos columnas diferentes, y
en donde la fase estacionaria particulada de dicho lecho mévil simulado tiene un diametro medio de particulas de 100 um
o menos. En esta modalidad, el aparato de la invencion tiene posiciones fijas para las columnas y las entradas y salidas
se intercambian ocasionalmente de forma giratoria sobre el bucle para crear un lecho moévil simulado. Por lo tanto, en esta
modalidad, las entradas y salidas giran, en efecto, sobre el bucle fijo de multiples columnas.

En una modalidad alternativa, el aparato adecuado para llevar a cabo el proceso de la invenciéon comprende un bucle de
multiples columnas conectadas en serie, cada columna comprende una fase estacionaria particulada, en donde una o
mas de dichas columnas son columnas de flujo radial, y en donde dicho bucle comprende, cada una entre dos columnas
separadas, una entrada para la mezcla de alimentacion, una salida para el extracto, una entrada para el eluyente y una
salida para el refinado, en donde el bucle de multiples columnas puede intercambiarse de forma rotatoria de manera que
cada una de las entradas y las salidas cambia desde una primera posicion entre dos columnas separadas a una segunda
posicion entre dos columnas diferentes, y en donde la fase estacionaria particulada de dicho lecho movil simulado tiene
un diametro medio de particulas de 100 um o menos. En esta modalidad, el aparato de la invencion tiene posiciones fijas
para las entradas y salidas y los bucles de las columnas se intercambian ocasionalmente de forma giratoria a lo largo del
bucle de entradas y salidas para crear un lecho movil simulado. Por lo tanto, en esta modalidad, el bucle de muiltiples
columnas gira, en efecto, sobre las entradas y salidas fijadas.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1: Calculo de la reduccion de tamafio potencial

La posible reduccion de tamafo se calculd al asumir un numero de HETP (por sus siglas en inglés, altura equivalente a
las placas teoricas) (para garantizar el mismo rendimiento) y caida de presion total constante.

Para una presion dada, existe una relacion entre el diametro de particula y la velocidad (basado en la ecuacion de Ergun-
Blake-Kozeny). Para una cantidad dada de unidades de transferencia, existe ademas una relacion entre el diametro de
particula y la velocidad (derivado a partir de la ecuacion de Van Deemter, como se describié por Gritti y Guiochon en
Journal of Chromatography A 2012, 1221, 2-40). Estas correlaciones se visualizan en la figura 2, donde la longitud de la
columna se representa como una funcion de la velocidad superficial para 300 ym y 15 ym. Para la linea de puntos la caida
de presion total es constante, mientras que para la linea continua el nimero de unidades de transferencia es constante.
En el punto de cruce, la combinacién de velocidad y diametro de particula puede determinarse, donde la presion y el
numero de unidades de transferencia tienen el valor requerido.

Para combinaciones diferentes de unidades de transferencia total (200, 500 y 750) y presion total (1 y 10 bar), se calculd
la reduccion de volumen del sistema, al pasar de 300 a 120, 15 y 5 ym. La figura 3 muestra la reduccion de volumen del
sistema con una presion total de columna y nimero de unidades de transferencia constante, con un punto de referencia
a 300 um. Este punto de referencia representa el tamafio de particula de las resinas aplicadas en procesos de lecho movil
simulado a gran escala. La reduccion de volumen es indiferente relativamente del nimero total de unidades de
transferencia y la presion total. Puede realizarse una reduccion de volumen entre 275-335 al pasar de particulas de 300
pma 15 um.

Los resultados se muestran en la tabla 1. Es posible reducir el volumen del sistema con un factor de 264 al pasar de un
diametro de particula de 300 ym a 15 ym. Se obtuvieron los mismos resultados para un numero total de HETP (200 y
750) y presiones totales (0,1 y 10 bar) diferentes.

Tabla 1 Reduccién de tamafio a caida de presion total constante. EI nimero total de HETP es 500.

dp [um] Piot [bar] Vsup [cm/h] L [m] Factor [-]
15 1 430 0,022 264
30 1 470 0,082 78
120 1 515 1,2 6
300 1 530 7,2 1

En la tabla 1, dp es el diametro de particula, Pyt es la caida de presion total, vsyp es la velocidad superficial, L es la altura
del lecho (el eluyente corre de 0 a L) y Factor es la reduccién de tamario con relacion a 300 pm.

Ejemplo 2: Calculo de dimensiones de columna

Ademas de los resultados presentados en el ejemplo 1, las dimensiones de la columna se determinaron para caidas de
presion total diferentes, al asumir un nimero constante de HETP. Las dimensiones se calcularon tanto para columnas de
flujo radial como de flujo axial. La geometria de ambos tipos de columnas se resume en la figura 4.

Para caidas de presion total diferentes (1, 10 y 100 bar) y diametros de particula de resina diferentes (300, 120, 30 y 15
pm) se calcularon las dimensiones de una configuracion de columna radial y axial. El flujo de alimentacion liquido se fijo
a 25 m¥h. Los resultados se muestran en la tabla 2. En esta tabla solo se presentan las dimensiones de columna que son
relevantes para la implementacion en una escala de produccion industrial. La geometria de columna industrial se
especifica como limites inferior y superior (fila en la parte inferior en la tabla 2). En esta tabla puede verse que particulas
de resina pequefias (< 120 ym) pueden aplicarse tanto en configuraciones de columnas radiales como axiales, en
dependencia de la caida de presion total.

Tabla 2 Dimensiones de las columnas para columnas radiales y axiales a caidas de presion total diferentes. El nimero
total de HETP es 500.

Prot dp columna radial columna axial
L Hr L 21,
[bar] [bm] [m] [m] [m] [m]
1 15
1 30 0,08 5,2



10

15

20

ES 2730403 T3

\ 1 120 | | 1,2 | 2,5
\ 1 300 | | | 7,2 | 2,5
\ 10 15 0,06 o210 |

\ 10 30| 0,24 052 | 024 | 14
\ 10 120 | | . 36 | 1,4
0w ] |

\ 100 15 0,18 021 | 018 | 0,78
\ 100 30| | o072 | 0,78
\ 100 120 | | 11 | 0,77
w0 I |

. Intervalo | . 00205 | 015 | 0210 | 0525

En la tabla 2, Py es la caida de presion total, d, es el diametro de particula, L es la altura del lecho de la columna (el
eluyente corre de 0 a L), H, es la altura de la columna, y raes el radio de la columna axial.
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Reivindicaciones

Proceso de separacion cromatografica en lecho moévil simulado, que comprende las etapas de aplicar una mezcla
de alimentacién y una fase mévil en la que dicha mezcla de alimentacion es soluble, a un lecho moévil simulado
que comprende una fase estacionaria particulada, y separar dicha mezcla de alimentacién en un extracto y un
refinado,

en donde dicho lecho mdvil simulado comprende multiples columnas de flujo radial conectadas en serie en un
bucle, y

en donde la fase estacionaria particulada de dicho lecho moévil simulado tiene un diametro medio de particulas de
100 uym o menos.

Proceso de separacion cromatografica en lecho movil simulado de conformidad con la reivindicaciéon 1, en donde
la fase estacionaria particulada tiene un diametro medio de particulas en el intervalo de 5-100 um, preferentemente,
5-60 um, con mayor preferencia, 10-35 pm.

Proceso de separacion cromatografica en lecho movil simulado de conformidad con la reivindicacion 1 o 2, en
donde dichas particulas tienen

(i) una dgo/d1o de 2 0 menos, preferentemente, 1,95 o menos, ain con mayor preferencia, 1,9 o menos; y/o

(ii) una deo/d1o de 1,7 o menos, preferentemente, 1,65 o menos, con mayor preferencia, 1,6 o0 menos.

Proceso de separacion cromatografica en lecho movil simulado de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, en donde dicha fase moévil es un fluido.

Proceso de separacion cromatografica en lecho movil simulado de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, en donde dichas particulas son sélidas o porosas, preferentemente, dichas particulas
comprenden un liquido que se inmoviliza o se adsorbe sobre las particulas.

Proceso de separacion cromatografica en lecho movil simulado de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, en donde dicha fase estacionaria comprende una o mas seleccionadas del grupo que consiste
en resinas inorganicas, tales como resinas basadas en zeolita, resinas basadas en silice; resinas basadas en
polimeros organicos, tales como polimeros basados en (met)acrilato, polimeros basados en poliestireno-
divinilbenceno, polimeros basados en acrilamida; resinas basadas en agarosa; resinas basadas en dextrano; y
resinas basadas en celulosa.

Proceso de separacion cromatografica en lecho movil simulado de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, en donde dicha mezcla de alimentacién comprende 2-50 componentes, preferentemente, 2-
25 componentes, con mayor preferencia, 2-10 componentes.

Proceso de separacion cromatografica en lecho movil simulado de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, en donde dicha mezcla de alimentacién comprende una o mas seleccionadas del grupo que
consiste en péptidos, proteinas, oligosacaridos, sales, azUcares, acidos organicos, alcaloides, polifenoles y/o
vitaminas.

Proceso de separacion cromatografica en lecho movil simulado de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, en donde dicha fase mdvil comprende uno o mas solventes seleccionados del grupo que
consiste en agua, alcoholes monohidricos, alcoholes polihidricos, poliéteres y alcanos.

Proceso de separacion cromatografica en lecho movil simulado de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-9, en donde la cantidad de columnas conectadas en serie esta en el intervalo de 4-24,
preferentemente, 4-16, con mayor preferencia, 4-12.

Proceso de separacion cromatografica en lecho movil simulado de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-10 para la eliminacion de sal, la recuperacion de azucar, el fraccionamiento de oligosacaridos,
el fraccionamiento de péptidos y/o el fraccionamiento de proteinas.

Proceso de separacion cromatografica en lecho movil simulado de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-11, en donde dicho proceso es un proceso continuo.

Proceso de separacion cromatografica en lecho movil simulado de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-12, en donde dicho extracto y/o dicho refinado se somete a una etapa de separacioén adicional,
tal como una etapa de separacion cromatografica adicional de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-9.

Aparato cromatografico de lecho mévil simulado adecuado para llevar a cabo el proceso de conformidad con una

cualquiera de las reivindicaciones 1-13, que comprende un bucle de columnas de flujo radial conectadas en serie,
cada columna comprende una fase estacionaria particulada, y en donde dicho bucle comprende, cada una entre
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dos columnas separadas, una entrada para la mezcla de alimentaciéon, una salida para el extracto, una entrada
para el eluyente y una salida para el refinado, en donde

(a) las entradas y salidas pueden intercambiarse ocasionalmente de forma giratoria sobre el bucle, de manera
que cada una de las entradas y salidas cambia de una primera posiciéon entre dos columnas separadas a una
segunda posicion entre dos columnas diferentes, o

(b) el bucle de multiples columnas puede intercambiarse ocasionalmente de forma giratoria de manera que cada
una de las entradas y salidas cambia de una primera posicidon entre dos columnas separadas a una segunda
posicién entre dos columnas diferentes, y

en donde la fase estacionaria particulada de dicho lecho moévil simulado tiene un diametro medio de particulas de
100 ym o menos.

Aparato cromatografico de lecho mévil simulado de conformidad con la reivindicacién 14, en donde el grosor radial
de la fase estacionaria esta en el intervalo de 0,5-40 cm, preferentemente, de 1-20 cm.
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Figura l
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Figura 3
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Figura 4
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