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ES 2766 200 T3

DESCRIPCION
Procedimiento para monitorizar, evaluar y controlar un procedimiento de purificacion cromatografica ciclica
SECTOR TECNICO

La presente invencion se refiere a procedimientos para monitorizar, evaluar y controlar procedimientos de
purificacién cromatografica ciclica.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR
Los procedimientos cromatograficos se utilizan para la purificacion de productos a partir de mezclas complejas.

En el caso de separaciones cromatograficas “dificiles”, el producto de interés estad acompafiado de compuestos
secundarios (impurezas) con un comportamiento de adsorcién muy similar. En cromatogramas de cromatografia
tradicionales con un Unico adsorbente, esto conduce a partes que se solapan de producto y compuestos
secundarios diferentes en la parte anterior y en la parte posterior del pico del producto, lo que requiere una
purificacién con corte central. La purificacién también se conoce como un desafio de separacioén ternaria, ya que, en
un cromatograma, los compuestos que se van a separar pueden agruparse en tres clases, las
impurezas/compuestos secundarios de elucion temprana (se adsorben débilmente), el "producto” que se eluye en el
centro y las impurezas/compuestos secundarios de elucion tardia (se adsorben fuertemente). Las fracciones que se
solapan en la parte anterior y en la parte posterior del pico del producto, respectivamente, contienen tanto producto
de interés como impurezas/compuestos secundarios y, habitualmente, deben descartarse porque su pureza no
cumple las especificaciones establecidas. Esto significa que en dicho desafio de separacién ternaria, una fraccion de
producto de alta pureza sélo puede obtenerse a costa del rendimiento. La inclusion de fracciones secundarias
mejoraria el rendimiento mediante la inclusidon de compuesto de producto adicional, pero reduciria la pureza debido
a la inclusion de compuestos secundarios/impurezas. Esta situacién también se conoce como compensacion
rendimiento-pureza.

Se han sugerido varios procedimientos de cromatografia utilizando técnicas de reciclaje para recuperar el producto
contenido en fracciones secundarias impuras, a efectos de paliar la compensacion rendimiento-pureza. Se han
sugerido procedimientos que utilizan un Unico adsorbente y que recogen fracciones secundarias impuras en
recipientes separados para la purificacion en un punto posterior en el tiempo en los casos en que el reprocesamiento
es compatible con las directrices reguladoras.

En algunos procedimientos, las fracciones secundarias impuras se reciclan directamente sobre el mismo adsorbente
sin almacenamiento intermedio.

Los procedimientos cromatograficos con mas de un adsorbente cromatografico permiten combinar la utilizacion de
reciclaje interno de fracciones secundarias impuras y la utilizacion de principios de contracorriente, es decir, un
movimiento opuesto relativo de la fase estacionaria (material adsorbente) y la fase movil (fluidos). Mediante el
reciclaje interno de fracciones secundarias impuras, el compuesto de producto contenido en estas fracciones se
puede, en primer lugar, transferir directamente desde un adsorbente a otro sin almacenamiento en un depdsito
externo y, en segundo lugar, separar mediante principios de contracorriente y recuperar.

La combinacién potente de reciclaje interno y principios de contracorriente permite la produccion de un compuesto
de producto con rendimiento y pureza elevados de manera simultanea en procedimientos con multiples adsorbentes.
Estos procedimientos son también conocidos como procedimientos de lecho movil simulado (SMB). La utilizacion de
procedimientos SMB iniciales se limit6 a separaciones binarias, es decir, separaciones de dos compuestos de
productos o separaciéon de un compuesto de producto y un grupo de impurezas/compuestos secundarios de elucién
temprana o tardia. La separacion ternaria de producto que se solapa con compuestos secundarios en la parte
anterior y en la parte posterior del pico del producto sélo puede lograrse mediante el acoplamiento de dos
procedimientos SMB, lo que requiere potencialmente una etapa de concentracion entre medio de las dos
configuraciones de SMB. La complejidad de estas configuraciones era prohibitiva para su aplicaciéon practica y
condujo al desarrollo de procedimientos alternativos para separaciones ternarios utilizando los principios de
contracorriente. Ademas, los procedimientos de SMB no pueden utilizar gradientes lineales de disolventes, que son
importantes para la separacion de compuestos con propiedades de adsorcion similares.

En este sentido, un procedimiento muy eficaz para separaciones ternarias con capacidades de gradientes lineales
de disolventes se conoce como procedimiento "MCSGP" (purificacion en gradiente de disolvente a contracorriente
en multiples columnas) y se ha establecido en la industria, (véase la Patente EP-A-1 877 769). Este procedimiento
ha sido descrito para 2-8 adsorbentes.

Se han sugerido otras técnicas cromatograficas con multiples adsorbentes utilizando una multitud de adsorbentes y

reciclaje interno, tal como un procedimiento con "gradiente con un reciclaje en estado de equilibrio" (GSSR). En los
ultimos afos, la mayoria de aplicaciones de los procedimientos de cromatografia a contracorriente con multiples

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2766 200 T3

adsorbentes han sido descritas para el procedimiento MCSGP de dos adsorbentes, que tiene la ventaja de una baja
complejidad de equipo y una alta flexibilidad operativa con respecto a la utilizacién de caudales, tiempos de
conmutacion y funcionamiento en el modo de gradiente lineal de disolventes. La Patente US-A-2017241992 propone
un procedimiento para el control y/o la monitorizacién y/o la optimizacion de un procedimiento cromatografico, en el
que el procedimiento comprende, como minimo, 2 columnas que funcionan, de manera alternativa, en el que este
funcionamiento se puede realizar porque las, como minimo, 2 columnas funcionan en estados interconectado y
desconectado, en el que las columnas intercambian las posiciones después de dicha secuencia de estado
interconectado y desconectado, y en el que aguas abajo, como minimo, de una, o de cada columna, se encuentra un
detector capaz de detectar el producto deseado y/o impurezas cuando atraviesa el detector. La Patente
WO-A-2014166799 se refiere a un procedimiento de purificacion cromatografica para el aislamiento de una fraccion
de producto deseado a partir de una mezcla utilizando 2 columnas cromatograficas (adsorbentes), se refiere a
procedimientos para el establecimiento de dicho procedimiento y se refiere también a procedimientos de control y/o
monitorizacién y/u optimizacion en este contexto. El procedimiento comprende, dentro de un ciclo para llevar a cabo,
como minimo, una vez, las siguientes etapas: una primera etapa discontinua (B1), en la que durante un intervalo de
tiempo discontinuo dichos adsorbentes estan desconectados y un primer adsorbente se carga con alimentacion a
través de su entrada utilizando un primer caudal y su salida esta dirigida a los residuos, y desde un segundo
adsorbente se recupera el producto deseado a través de su salida y, posteriormente, se regenera el segundo
adsorbente; una primera etapa interconectada (IC1), en la que la salida del primer adsorbente esta conectada a la
entrada del segundo adsorbente durante un intervalo de tiempo interconectado, el primer adsorbente se carga mas
alla de su capacidad dinamica de avance con alimentacién a través de su entrada utilizando un segundo caudal que
es igual o mayor que el primer caudal, y la salida del segundo adsorbente esta dirigida a los residuos, una segunda
etapa discontinua (B2) andloga a la primera etapa discontinua (B1), pero con adsorbentes intercambiados; una
segunda etapa interconectada (IC2), analoga a la primera etapa interconectada (IC1), pero con adsorbentes
intercambiados.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

Un objetivo de la presente invencién es proponer un procedimiento mejorado para monitorizar, evaluar y controlar un
procedimiento de purificacion cromatografica ciclica.

El procedimiento propuesto monitoriza la elucién del perfil cromatografico, es decir, una sefal proporcional a la
concentracion, y actia mientras la elucién esta en curso, teniendo, de este modo, un efecto inmediato. Ademas, el
procedimiento no requiere un modelo cromatografico que describa la separacion ni un algoritmo de control que actiue
en base a un error finito entre un valor real y un punto de ajuste. Por el contrario, el procedimiento utiliza valores
umbral e inicia acciones de control en funciéon de si alcanza o supera los umbrales. Para la determinacién de los
puntos de ajuste, el procedimiento requiere cierto conocimiento sobre la separacién cromatografica que puede
adquirirse mediante la evaluacion de un cromatograma disefiado con gradiente. En algunos casos, los puntos de
ajuste pueden determinarse de forma automatica, por ejemplo con respecto a un pico maximo. De este modo, la
posicion del cromatograma con respecto al tiempo/volumen de elucién (eje x) no es relevante para la determinacion
de los puntos de ajuste, que sélo se basan en la magnitud del cromatograma (eje y).

El procedimiento de control del procedimiento propuesto trata el problema de las fluctuaciones de los parametros
ambientales y de funcionamiento y las diferencias en el rendimiento del adsorbente que pueden conducir a un
rendimiento suboptimo del procedimiento en los procedimientos en contracorriente. Con el procedimiento propuesto,
el procedimiento funciona de manera robusta en su punto de ajuste.

El procedimiento propuesto comprende los elementos de a.) monitorizar esencialmente de manera continua y b.)
evaluar el cromatograma, de manera preferente, en la salida del adsorbente que esta realizando las tareas de
elucion y c.) provocar una accién de control basandose en la informacién evaluada.

De manera mas especifica, la presente invencién se refiere a un procedimiento para monitorizar, evaluar y controlar
un procedimiento de purificacién cromatogréfica ciclica que implica, como minimo, dos adsorbentes (de manera
preferente, dos y no mas adsorbentes, 3 y no mas adsorbentes 0 4 y no méas adsorbentes), a través de los cuales se
pasa un liquido con una mezcla de alimentacién (Alimentacion), que comprende los componentes (0 compuestos) de
productos deseados (P), asi como las impurezas (W, S).

Habitualmente, los adsorbentes funcionan de forma alternada, de manera que los, como minimo, dos adsorbentes
funcionan en una secuencia de fases interconectadas y desconectadas y, de manera que los adsorbentes conmutan
las posiciones después de dicha secuencia de fases interconectadas y desconectadas. En caso de que haya dos
adsorbentes, por ejemplo, dos columnas, esa secuencia estd completamente definida. En este contexto, cabe
indicar que cada uno de estos dos adsorbentes también se puede proporcionar en un grupo de dos, tres o cuatro o
incluso mas adsorbentes (columnas) que estan interconectados en serie y se mantienen en esa secuencia
interconectada sin ninguna desconexién en el procedimiento. Para la situacion en la que hay mas de dos
adsorbentes, las secuencias de las fases interconectadas y desconectadas se mantienen en el sentido de que
siempre la fase interconectada que une dos adsorbentes (0 grupos de adsorbentes) |1 es seguida por una fase
discontinua B1 en la que funcionan los mismos dos adsorbentes y el producto P se eluye del adsorbente (o grupo de
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adsorbentes) anteriores aguas arriba. Por lo tanto, un control, tal como se indica en las figuras 3-8 y se describe mas
adelante, es factible también en procedimientos que utilizan 3 o méas columnas, ya que solo requieren la existencia
de una fase interconectada y una fase discontinua en este sentido, y la sefial proporcional a la concentracion, tal
como se detalla a continuacién, se mide, a continuacion, de manera preferente en la salida, como minimo, de uno de
estos mismos adsorbentes, de manera preferente, justo en la salida del adsorbente aguas arriba, o en la salida de
los dos adsorbentes o en la salida de todos los adsorbentes. Ademds, de manera preferente, la sefal proporcional a
la concentracion se puede medir, como minimo, en una de las siguientes posiciones: la salida del adsorbente en una
fase de eluciéon discontinua (B1) del producto deseado, la salida del adsorbente aguas arriba en una fase
interconectada (I1, 12) y, de manera preferente, sélo en estas posiciones. En paralelo a cada una de dichas
secuencias |1, B1 que implica dos adsorbentes o grupos de adsorbentes, los adsorbentes adicionales o grupos de
adsorbentes pueden realizar otras tareas de forma independiente, tal como, por ejemplo, una etapa de limpieza,
equilibrado o reaccion.

En paralelo a cada fase I1, B1, pero también en paralelo a las fases 12, B2, que implican otros dos adsorbentes o
grupos de adsorbentes, los adsorbentes adicionales o grupos de adsorbentes puede realizar otras tareas de forma
independiente, tal como, por ejemplo, una etapa de limpieza, equilibrado o reaccién. Un ejemplo de dicho
procedimiento para tres adsorbentes se proporciona en la figura 10a. De este modo, en el procedimiento que utiliza
3 adsorbentes o grupos de adsorbentes, las posiciones de los adsorbentes se cambian sélo después de la fase B2
en los procedimientos. De manera andloga, se puede hacer funcionar un procedimiento con 4 adsorbentes o grupos
de adsorbentes, tal como se ilustra en la figura 10b.

También los procedimientos, tal como se establecen en la Patente EP 1 877 769 B1, son totalmente compatibles y
pueden funcionar utilizando el presente concepto con el requisito de tener una fase interconectada seguida por una
fase discontinua, de este modo, la presente invencion es aplicable también en este caso (por ejemplo para los
procedimientos segun las figuras 20, 22 o 23 en la Patente EP 1 877 769 B1). En la Patente EP 1 877 769 B1, las
fases interconectadas correspondientes a "[1" e "I2" se denominan mediante "CCL" y las fases discontinuas "B1" y
"B2" se denominan "BL".

En cuanto a las impurezas (W, S), s6lo puede haber una impureza (W o S), por lo tanto una distribucion (binaria) con
impurezas que se adsorben mas débilmente (W) que el producto. O sélo pueden haber impurezas que se absorben
mas fuertemente (S) que el producto. También es posible la situacion en la que hay impurezas que se absorben mas
débilmente (W) que el producto, asi como impurezas que se absorben mas fuertemente (S) que el producto.

El procedimiento de purificacién comprende, como minimo, dos fases diferentes (I, B):

como minimo, una fase interconectada (I), en la que los dos adsorbentes estan interconectados de manera que la
salida de un adsorbente aguas arriba esta conectada con conexion de fluidos a la entrada de un adsorbente aguas
abajo, y

como minimo, una fase discontinua (B), en la que, como minimo, un adsorbente no esta conectado con conexién de
fluidos a los otros y en la que los componentes del producto deseado (P) se recuperan en forma purificada, de
manera preferente, desde un adsorbente desconectado.

Segun la presente invencion, el procedimiento comprende, como minimo, las siguientes etapas:

a. monitorizacion del cromatograma que incluye la medicién, como minimo, de una sefal proporcional a la
concentracién actual en el liquido;

b. evaluacion del cromatograma que incluye una comparaciéon, como minimo, de una de dichas senales
proporcionales a la concentracién actual medida en la etapa a. con un valor umbral de la misma;

c. control del procedimiento de purificacién cromatografica mediante la adaptacién de la terminacién de la fase
actualmente en ejecucion en funcién de la comparacion de la etapa b. e inicio de la siguiente fase,

en el que la secuencia de a.-c. se lleva a cabo en un orden determinado, como minimo, dos veces después de la
otra en un procedimiento de separacion.

Por lo tanto, el procedimiento se lleva a cabo de manera ciclica mediante la repeticién de la secuencia a.-c. tantas
veces COmo Sse requiera 0 sea necesario.

Habitualmente, el procedimiento se cicla mediante la repeticion de la secuencia a.-c. durante un cierto tiempo, por
ejemplo, durante un intervalo de tiempo entre 10"y 200 horas 0, a menudo, 12-52 horas o 24-48 horas. De manera
alternativa, el procedimiento se lleva a cabo de manera ciclica mediante la repeticién de la secuencia a.-c.,
dependiendo del volumen de alimentacion, es decir, la secuencia a.-c. se repite hasta que se ha tratado el volumen
de alimentacion.

Por ejemplo, en el caso de un procedimiento a base de fermentacion continua, la secuencia a.-c. se puede ciclar
hasta que termina el procedimiento de fermentacién, lo cual puede ser hasta varias semanas o meses, por ejemplo,
1-20 semanas o 4-8 semanas. O el procedimiento se ejecuta de forma continua, es decir, la secuencia a.-c. se repite
hasta que los adsorbentes deben reemplazarse o limpiarse.
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Segun una primera realizacion preferente, la sefal proporcional a la concentracion se tiene en cuenta en términos,
como minimo, de uno de su valor absoluto, su integral, su pendiente y el signo de su pendiente, en la que, de
manera preferente, se tiene en cuenta una combinacion de éstos, de la manera mas preferente, una combinacién
del valor absoluto y el signo de su pendiente.

La sefal proporcional a la concentracién medida en la etapa a. se puede medir, de manera preferente, en la salida,
como minimo, de un adsorbente, de manera preferente, en la salida de dos adsorbentes o en la salida de todos los
adsorbentes. De manera mas preferente, la sefial proporcional a la concentracion se puede medir, como minimo, en
una o solo en una de las siguientes posiciones: la salida de un adsorbente que esta en una fase de elucion
discontinua (B1) del producto deseado, la salida del adsorbente aguas arriba en una fase interconectada (1, 12). De
este modo, de manera preferente, se mide solo la sefial proporcional a la concentracion en la salida del adsorbente
aguas arriba de los dos activos, y en la fase discontinua del que eluye el producto.

Segun una realizacion preferente, el procedimiento de purificacién comprende, como minimo, cuatro fases diferentes
(1, B1, 12, B2) en un orden determinado,

como minimo, una primera fase interconectada (I1), en la que dos adsorbentes estan interconectados, de manera
que la salida de un adsorbente aguas arriba esta conectada con conexion de fluidos a la entrada de un adsorbente
aguas abajo, el disolvente se introduce por medio de la entrada en el adsorbente aguas arriba, y los componentes
del producto deseado (P), asi como impurezas que se adsorben débilmente (W), se transfieren desde el adsorbente
aguas arriba al adsorbente aguas abajo, de manera preferente, hasta que esencialmente sélo los componentes del
producto deseado (P) salen por la salida del adsorbente aguas arriba, en la que, de manera preferente, se lleva a
cabo una dilucién en linea entre el adsorbente aguas arriba y el adsorbente aguas abajo;

como minimo, una primera fase discontinua (B1), en la que los adsorbentes no estan conectados con conexion de
fluidos, y en la que se introduce el disolvente por medio de la entrada en un adsorbente aguas arriba desde la
primera fase interconectada (I1) y a través de la salida de este adsorbente que eluye el producto, se recogen los
componentes del producto deseado (P), mientras que el liquido con una mezcla de alimentacion (Alimentacion) se
introduce por medio de la entrada en el adsorbente aguas abajo de la primera fase interconectada (I1) y a través de
la salida de este adsorbente, normalmente se recogen las impurezas que se adsorben débilmente;

como minimo, una segunda fase interconectada (I2), en la que dos adsorbentes estan interconectados, de manera
que la salida del adsorbente aguas arriba de la primera fase interconectada (1) esta conectada a la entrada del
adsorbente aguas abajo de la primera fase interconectada (I1), el disolvente se introduce por medio de la entrada en
el adsorbente aguas arriba, y los compuestos del producto deseado (P), asi como impurezas que se adsorben
fuertemente (S), se transfieren desde el adsorbente aguas arriba al adsorbente aguas abajo, de manera preferente,
hasta que esencialmente no salen mas compuestos de producto deseado (P) mediante la salida del adsorbente
aguas arriba, en la que, de manera mas preferente, se lleva a cabo una dilucién en linea entre el adsorbente aguas
arriba y el adsorbente aguas abajo;

y, como minimo, una segunda fase discontinua (B2), en la que los adsorbentes no estan conectados con conexion
de fluidos, y en la que se introduce el disolvente por medio de la entrada en el adsorbente aguas arriba de la
segunda fase interconectada (I12) y a través de la salida de este primer adsorbente aguas arriba se recogen las
impurezas que se adsorben fuertemente (S), mientras que el disolvente se introduce por medio de la entrada en el
adsorbente aguas abajo de la segunda fase interconectada (l12) y a través de la salida de este primer adsorbente
aguas abajo, se recogen impurezas que se adsorben débilmente,

en el que las funciones de las fases (I1, B1, 12, B2) se realizan de forma sincrénica o, de manera preferente, de
forma secuencial, y se llevan a cabo de una manera ciclica, como minimo, dos veces, en el que cuando se ciclan
después o dentro de un tiempo de conmutacion, el primer adsorbente aguas arriba de la segunda fase discontinua
(B2) se desplaza para convertirse en el adsorbente aguas abajo en la siguiente primera fase interconectada (11), y el
primer adsorbente aguas abajo de la segunda fase discontinua se desplaza para convertirse en el adsorbente aguas
arriba en la siguiente primera fase interconectada (I1). Este procedimiento es esencialmente el que se ilustra en la
figura 1 que se detalla a continuacion.

En el contexto de dicho procedimiento de purificacion, la etapa a., de manera preferente, incluye la medicion, como
minimo, de una sefal proporcional a la concentracion actual en el liquido en la salida del adsorbente aguas arriba en
la primera fase interconectada (1), en la que se mide, de manera preferente, como minimo, uno del valor absoluto y
el signo de su pendiente, de manera preferente, una combinacién de los dos.

Se pueden medir el valor absoluto y, de manera preferente también, el signo de su pendiente, y después de
sobrepasar un umbral de valor absoluto, se puede iniciar la siguiente primera fase discontinua (B1), ya sea como
una primera fase discontinua de duracion fija o como una primera fase discontinua que tiene una duracién adaptada
a mas seguimiento, evaluacién y control.

Después de superar un umbral de valor absoluto, se puede esperar un retraso fijo hasta que se inicia la siguiente
primera fase discontinua (B1), ya sea como una primera fase discontinua de duracion fija o como una primera fase
discontinua que tiene una duracioén adaptada después de monitorizacién, evaluacién y control adicionales.

Después de superar un primer umbral de valor absoluto, se puede esperar un retraso minimo fijo y después de esto,
después de superar un segundo umbral de valor absoluto, de manera preferente, con la comprobaciéon de la

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2766 200 T3

condicion adicional de que su pendiente sea positiva, se inicia la siguiente primera fase discontinua (B1), ya sea
como una primera fase discontinua de duracién fija 0 como una primera fase discontinua que tiene una duracién
adaptada después de una monitorizacioén, una evaluacién y un control adicionales.

Cuando se menciona una primera fase discontinua B1 que tiene una duracion adaptada después de monitorizacién,
evaluacion y control adicionales, esto se refiere, por ejemplo, al control de la duracién de la etapa de elucién del
producto, tal como se detalla a continuacion.

También se pueden combinar estos procedimientos diferentes para determinar cuando la etapa de elucion del
producto debe comenzar.

La etapa a. puede incluir la mediciéon, como minimo, de una sefal proporcional a la concentracién actual en el liquido
en la salida del adsorbente que eluye el producto en la primera fase discontinua (B1), en la que se mide, de manera
preferente, como minimo, uno del valor absoluto y el signo de su pendiente, de manera preferente, una combinacién
de los dos. En el contexto de dicha medicion, después de caer por debajo de un umbral de valor absoluto, de
manera preferente, con la comprobacién (de forma continua) de la condicién adicional de que su pendiente sea
negativa, se puede iniciar la siguiente segunda fase interconectada (I2), ya sea como una segunda fase
interconectada de duracion fija 0 como una segunda fase interconectada que tiene una duraciéon adaptada después
de una monitorizacion, evaluacion y control adicionales.

La etapa a. también pueden incluir la medicién, como minimo, de una sefal proporcional a la concentracion actual
en el liquido en la salida del adsorbente aguas arriba en la segunda fase interconectada (I12), en la que, de manera
preferente, se mide, como minimo, uno del valor absoluto y el signo de su pendiente, de manera preferente, una
combinacioén de los dos, en la que, de manera preferente, con la comprobacién de la condicion adicional de que su
pendiente sea negativa, después de caer por debajo de un umbral de valor absoluto, se inicia la siguiente segunda
fase discontinua (B2), ya sea como una segunda fase discontinua de duracion fia o como una segunda fase
discontinua que tiene una duracion adaptada después de una monitorizacién, evaluacion y control adicionales.

El procedimiento cromatografico ciclico puede utilizar, como minimo, dos adsorbentes y cada ciclo puede
comprender, como minimo, dos fases interconectadas en las que dos adsorbentes estan conectados con conexién
de fluidos para el reciclaje interno de diferentes fracciones secundarias parcialmente puras (W/P, P/S). De manera
preferente, en la etapa a. se mide, como minimo, uno de la sefial absoluta y su pendiente en la salida del respectivo
adsorbente aguas arriba.

Se puede utilizar también un cambio de la sefal de la pendiente como criterio para una accién de control.

Un gradiente de elucién del procedimiento puede tener una pendiente constante con respecto al volumen de la fase
moévil liquida utilizada en el procedimiento sobre la fase interconectada y la primera fase discontinua (I1, B1, 12) o se
puede ejecutar en modo isocratico (pendiente cero).

El umbral para detener una fase del procedimiento e iniciar una nueva fase del procedimiento se puede definir, de
manera preferente, en relacion con la sefal proporcional a la concentracion registrada durante el mismo ciclo o un
ciclo anterior del procedimiento cromatografico.

Ademas, se puede activar una accion de control en base a si no se consigue un umbral definido dentro de un
volumen de elucién o tiempo o concentracién de gradiente predeterminados.

La sefal proporcional a la concentracién se basa habitualmente en la medicién de la luz visible, UV, infrarroja,
fluorescencia, Raman, fuerza i6nica, conductividad o indice de refraccion.

Una forma preferente de monitorizar el cromatograma incluye la monitorizacién de una sefal proporcional a la
concentracién en la salida, como minimo, de uno de los adsorbentes, de manera preferente, en ambas salidas en el
caso de dos adsorbentes y, de manera preferente, en la salida de cada adsorbente en el caso de utilizar mas de dos
adsorbentes.

La monitorizacion de la sefal proporcional a la concentracion puede llevarse a cabo mediante la recopilacién de la
sefnal de UV, que puede ser en términos de su sefial absoluta, su integral, su pendiente o el signo de su pendiente.

Una forma preferente de evaluar el cromatograma es comparar el valor actual, como minimo, de uno de los
parametros mencionados anteriormente con un valor del punto de ajuste y provocar una accion de control en base a
la comparacion.

Una accién de control preferente es detener una fase actualmente en ejecucion, por ejemplo, IC1 para el reciclaje
interno del producto, e iniciar la siguiente fase, por ejemplo, B1 para la recogida del producto.

Se descubrié que el procedimiento de control puede compensar cambios en los parametros del procedimiento, tales
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como la composicion y la temperatura de la fase mévil, la temperatura del adsorbente, la diferencia de altura del
lecho compacto en el caso de adsorbentes en formato de columna, la compresién del empaquetamiento en el caso
de adsorbentes en formato de columna, el ensuciamiento y la disminuciéon de la capacidad, lo que conduce a
desplazamientos del cromatograma.

La parte de monitorizacién del procedimiento puede incluir el registro de los valores de la sefial proporcional a la
concentracion y/o la pendiente de esta sefal en la salida del adsorbente aguas arriba durante las fases [1, B1 e 12y
durante la elucién del compuesto "W" en la zona 4 en la fase B2.

Mediante la monitorizacion de la pendiente de la sefal proporcional a la concentracion, el procedimiento se puede
aplicar para provocar una accion de control en la parte anterior del pico (pendiente de la sefial proporcional a la
concentracién > 0) o en la cola del pico (pendiente de la sefial proporcional a la concentracion < 0). La parte de
evaluacion del procedimiento comprueba de manera continua si la sefal proporcional a la concentracion ha
alcanzado un valor umbral definido y provoca una accioén de control si se alcanza el valor umbral.

El valor umbral puede prefijarse (por ejemplo, basandose en el conocimiento del cromatograma de disefio) o puede
determinarse de forma automatica mediante el procedimiento de control basado en la informacién de uno o varios
ciclos anteriores. Por ejemplo, el umbral puede expresarse como el porcentaje de la altura del pico del compuesto
principal o un compuesto “W” de elucién anterior.

En una realizacion preferente adicional, el procedimiento para monitorizar, evaluar y controlar un procedimiento de
purificacién con gradiente de disolvente a contracorriente con multiples adsorbentes comprende los siguientes
elementos:

a. monitorizacion de una sefal proporcional a la concentracién en términos de su sefial absoluta, su integral, su
pendiente o el signo de su pendiente o una combinacién de los mismos y

b. evaluacién del cromatograma que incluye comparar de manera continua el valor actual, como minimo, de uno de
los parametros mencionados anteriormente con un valor del punto de ajuste y

c. control del procedimiento que incluye la terminacion de una fase actualmente en ejecucion del procedimiento de
purificacién con gradiente de disolvente a contracorriente con multiples adsorbentes basandose en la coincidencia
del valor actual con el valor del punto de ajuste, e inicio de una nueva fase, en la que a.-c. se llevan a cabo, como
minimo, una vez durante el funcionamiento del procedimiento de purificacion. La expresién sefial proporcional a la
concentracion en el sentido de la presente invencion puede referirse a la proporcionalidad de la sefal con la
concentracion del producto o impurezas en la ejecucién cromatografica, pero, de manera alternativa, puede referirse
a la proporcionalidad con la concentraciéon del modificador, que incluye, pero sin limitaciéon a los mismos, como
minimo, uno de la concentracién de sal o la concentracién de modificador organico.

En una realizacion preferente, el procedimiento de purificacion con gradiente de disolvente a contracorriente con
multiples adsorbentes utiliza dos adsorbentes. Sin embargo, también es posible utilizar mas de 2 adsorbentes, por
ejemplo 3, 4, 5 o, incluso, 6 adsorbentes.

En una realizacion preferente, el procedimiento monitoriza el cromatograma durante el reciclaje interno y las fases
de elucién del producto y provoca una accion de control basandose en un valor umbral.

De manera preferente, se utilizan, exactamente, dos adsorbentes en el procedimiento.

En una realizacién preferente, el procedimiento comprende

(a) monitorizar la pendiente y/o el valor de la sefial proporcional a la concentracion en la salida del adsorbente aguas
arriba durante el reciclaje interno de las impurezas que se adsorben débilmente (fase 11)

(b) comparar de manera continua el valor de la sefal proporcional a la concentraciéon con un valor umbral definido,
mientras que la pendiente de la sefial proporcional a la concentracion es positiva, y después de alcanzar el umbral
(c) detener la ejecucion de fase I1 e iniciar la fase B1, teniendo la fase B1 duracion fija o variable dependiente de
otro umbral.

En otra realizacion preferente, el procedimiento comprende

(a) monitorizar la pendiente y/o el valor de la sefial proporcional a la concentracion en la salida del adsorbente aguas
arriba durante el reciclaje interno de las impurezas que se adsorben débilmente (fase 1)

(b) comparar de manera continua el valor de la sefal proporcional a la concentraciéon con un valor umbral definido,
mientras que la pendiente de la sefial proporcional a la concentracion es positiva, y después de alcanzar el umbral
(c) continuar la fase |1 durante un periodo de tiempo (retraso) antes de detener la ejecucién de la fase |1 e iniciar la
fase B1, teniendo la fase B1 una duracion fija, y teniendo el retraso una duracion prefijada o variable que depende
de otro umbral.

En aln otra realizacién preferente, el procedimiento anterior se modifica, de manera que la fase B1 se inicia
basandose en un valor umbral, que puede ser el mismo o diferente del valor umbral utilizado para provocar el
periodo de retraso en la fase |11 y en el que el periodo de retraso puede estar asociado con un valor minimo. La
razon para la asignacion de una duracién minima al retraso es evitar el inicio prematuro de la fase B1 debido a las
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impurezas que se eluyen antes del producto principal y que alcanzan el valor del segundo umbral. El periodo de
retraso se puede formular en términos de tiempo o volumen.

En una realizacién mas preferente, el procedimiento comprende, ademas,

(a) monitorizar la pendiente y/o el valor de la sefal proporcional a la concentracion en la salida del adsorbente que
eluye el producto (fase B1) y,

(b) comparar de manera continua el valor de la sefal proporcional a la concentraciéon con un valor umbral definido,
mientras la pendiente de la sefial proporcional a la concentracién es negativa, y después de alcanzar el umbral

(c) detener la ejecucién de la fase B1 e iniciar la fase 12, en el que la carga de la muestra se modula, de manera que
la carga de la muestra tiene lugar al comienzo de la fase B1 y se detiene después de un corto periodo de tiempo,
mientras que la elucion del otro adsorbente esta en curso hasta que se alcanza el umbral, y teniendo 12 una duracion
prefijada o variable que depende de otro umbral.

En otra realizacion preferente, el punto final de 12 esta determinado por un valor umbral, en el que, en cuanto se ha
alcanzado este umbral, (c) se detiene la ejecucion de la fase 12 y se inicia la fase B2.

En otras realizaciones preferentes, cualquiera de los procedimientos anteriores relacionados con el inicio de la fase
B1 se combina con procedimientos relacionados con la terminacién de la fase B1.

Por lo tanto, también son posibles combinaciones de estos procedimientos con el inicio del periodo de retraso dentro
de 11 basandose en un primer umbral, el inicio de la fase B1 de recogida de producto basandose en un segundo
umbral, mientras que la pendiente de la sefial de UV es positiva y la terminacion de la fase B1 (e iniciar la fase 12)
basandose en un tercer umbral.

Otras realizaciones preferentes de cualquiera de los procedimientos anteriores utilizan informacién adicional de la
pendiente del cromatograma para provocar acciones de control. En una realizacién preferente del procedimiento, los
procedimientos anteriores que utilizan un volumen de retraso con duracién fija, en cambio, pueden utilizar un cambio
en el signo de la pendiente como criterio para detener el retraso y continuar con la evaluacién de la sefal para
alcanzar el segundo umbral.

Todos los procedimientos pueden incluir continuar la ejecucién y alargar el gradiente de elucién a través de las fases
I1, B1, 12, de manera preferente, en la pendiente de gradiente utilizada durante la elucién de los componentes "W"
(fase 4 en una configuracion con dos adsorbentes), en referencia a la pendiente con respecto al volumen de la fase
movil utilizada en el procedimiento. Esto significa que el gradiente de elucion del procedimiento con multiples
adsorbentes tiene una pendiente constante con respecto al volumen de la fase moévil utilizada en el procedimiento
durante las fases I1, B1, I12.

En los procedimientos descritos, los umbrales también se pueden definir en base a la informacién obtenida durante
la misma ejecucién o ciclo, de este modo, no pueden conocerse cuando se inicia una ejecucién o ciclo. En este
caso, un primer ciclo puede ejecutarse parcial o completamente antes de que el procedimiento determine los valores
umbral basandose en la evaluacion de las sefiales registradas validas para el resto del ciclo (en caso de que el ciclo
se haya completado parcialmente en el momento de la evaluacién) o para el resto de la ejecucién del procedimiento
cromatografico. De este modo, el umbral para detener una fase del procedimiento e iniciar una nueva fase del
procedimiento se define en relacion a la sefial proporcional a la concentracion registrada durante la misma ejecucion
0 una ejecucién anterior del procedimiento cromatografico.

El procedimiento propuesto también incluye provocar una accion de control en base a no alcanzar un umbral
definido dentro de un volumen de elucién especifico. Esto puede suceder, por ejemplo, si el cromatograma no
consigue eluir porque una de las bombas utilizadas en el procedimiento cromatografico no esta funcionando
correctamente. Una accion preferente es detener las bombas utilizadas para suministrar la fase movil. Los valores
de referencia se pueden obtener a partir del cromatograma de disefio.

En realizaciones preferentes, la sefial proporcional a la concentracién se basa en la medicion de la luz visible, UV,
infrarroja, fluorescencia, Raman, fuerza i6énica, conductividad o indice de refraccion.

En la descripcién del procedimiento anterior, las duraciones se realizan en términos de tiempo o volumen. El tiempo t
y el volumen V se pueden convertir ente si utilizando el caudal volumétrico Q utilizado en la fase correspondiente
utilizando V = Q * t. Ademas, la pendiente de la senal proporcional a la concentracion se puede definir con respecto
al volumen o tiempo.

Otras realizaciones de la presente invencion se establecen en las reivindicaciones dependientes. El término
"disolventes" en la presente invencién incluye también tampones y otros tipos de fases mdviles. El término
"adsorbente" en la presente invencién incluye columnas cromatograficas con lecho de relleno u otros dispositivos
que contienen una fase estacionaria cromatografica, que incluye membranas, adsorbentes a base de fibra y
adsorbentes monoliticos.
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DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

Las realizaciones preferentes de la presente invencion se describen a continuacion con referencia a los dibujos, que
se proporcionan con el propédsito de ilustrar las presentes realizaciones preferentes de la presente invencion y no
con el propésito de limitar la misma. En los dibujos,

la figura 1 muestra un esquema de un procedimiento MCSGP, de manera especifica, es una ilustracién de la primera
mitad de ciclo ("conmutador") de un procedimiento de purificacion con gradiente de disolvente a contracorriente con
doble adsorbente (MCSGP); las lineas verticales discontinuas separan las diferentes tareas del procedimiento
MCSGP correspondientes a las zonas del cromatograma discontinuo esquematico que se muestra en la parte
inferior de la figura; las fases 11, B1, 12, B2 se llevan a cabo de forma secuencial;

la figura 2 muestra en a) un cromatograma en el que la zona 6 esta situada correctamente; y en b) un cromatograma
en el que la zona 6 esta desplazada de forma perjudicial para incluir impurezas que se adsorben fuertemente; de
manera especifica, los cromatogramas esquematicos de una sola elucion de producto a partir de una ejecucion de
MCSGP se proporcionan con una posicion de ventana de elucién rigida del producto, sin procedimiento de
control; a) muestra la ejecucién en condiciones de funcionamiento 6ptimas, recogiéndose el pico del producto y
excluyéndose la mayoria de las impurezas de la agrupacién de productos; b) muestra la ejecucién con el
cromatograma que tiene tiempo de elucion de desplazados a mas tempranos, lo que da lugar a un producto con una
menor concentracion y pureza;

la figura 3 muestra un esquema de un procedimiento de control (A) basado en un cromatograma de MCGSP que
muestra una sola elucién de producto de uno de los dos adsorbentes y las fases 11, B1, 12 y B2;

la figura 4 muestra un esquema de un procedimiento de control (B) basado en un cromatograma de MCGSP que
muestra una sola elucién de producto de uno de los dos adsorbentes y las fases 11, B1, 12 y B2;

la figura 5 muestra un esquema de un procedimiento de control (C) basado en un cromatograma de MCGSP que
muestra una sola elucién de producto de uno de los dos adsorbentes y las fases |1, B1, 12 y B2;

la figura 6 muestra un esquema de un procedimiento de control (D) basado en un cromatograma de MCGSP que
muestra una sola elucién de producto de uno de los dos adsorbentes y las fases |1, B1, 12 y B2;

la figura 7 muestra un esquema de un procedimiento de control (E) basado en un cromatograma de MCGSP que
muestra una sola elucién de producto de uno de los dos adsorbentes y las fases 11, B1, 12 y B2;

la figura 8 muestra un esquema de un procedimiento de control (F) basado en un cromatograma de MCGSP que
muestra una sola elucién de producto de uno de los dos adsorbentes y las fases 11, B1, 12 y B2;

la figura 9 muestra en a) cromatogramas de 10 ciclos de una ejecucion de MCSGP desarrollada con dos
adsorbentes diferentes; en b) cromatogramas superpuestos de 10 ciclos mencionados anteriormente indican el valor
umbral a 100 mUA y que muestran las fases |1, B1, [2 y B2;

la figura 10 muestra un esquema de un procedimiento que implica 3 adsorbentes (a) y uno que implica 4
adsorbentes (b). Los adsorbentes implicados en el procedimiento de control estan destacados en gris, mientras que
los adsorbentes que llevan a cabo otras tareas, tales como limpieza, equilibrado o una etapa de reaccién no estan
destacados.

DESCRIPCION DE REALIZACIONES PREFERENTES

El principio del procedimiento de MCSGP de dos adsorbentes (por ejemplo, que tiene dos columnas cromatograficas
0 adsorbentes de membrana) se muestra en la figura 1. El cromatograma esquematico en la parte inferior de la
figura 1 representa un cromatograma discontinuo que se ha dividido en diferentes secciones (lineas verticales
discontinuas), segun las tareas que se llevan a cabo en la ejecucion de la cromatografia discontinua (equilibrado en
la zona 1, alimentacion en la zona 2, lavado en la zona 3, elucion en las zonas 4-7, limpieza y reequilibrado en la
zona 8). La fase de elucion se subdivide en zonas adicionales segun el orden de elucion de las impurezas que se
adsorben débilmente (W), producto (P) y las impurezas que se adsorben fuertemente (S) en el cromatograma
(elucién de W en la zona 4, la elucion de la parte de solapamiento W/P en la zona 5, elucion de P puro en la zona 6,
elucion de la parte de solapamiento de P/S en la zona 7). En el procedimiento de MCSGP de dos adsorbentes, estas
tareas individuales de las zonas 4-7 se llevan a cabo como en la cromatografia discontinua con la diferencia decisiva
de que el eluato de W/P y el eluato de P/S se dirigen a un segundo adsorbente para la recuperacién de P (zonas 5y
7). De este modo, las tareas de procedimiento del procedimiento discontinuo con un Unico adsorbente y el
procedimiento de MCSGP son andlogas y es posible derivar los parametros de funcionamiento para MCSGP a partir
de los parametros de funcionamiento en discontinuo y el cromatograma correspondiente.

Un ciclo completo de un procedimiento MCSGP de dos adsorbentes comprende dos "conmutadores" con cuatro
pares de tareas cada uno (I1, B1, 12, B2), tal como se ilustra en la figura 1. Las fases en cada conmutador son
idénticas; la diferencia se encuentra sélo en la posicién del adsorbente: en el primer conmutador, el adsorbente 1
estd aguas abajo del adsorbente 2, mientras que en el segundo conmutador (no mostrado en la figura 1), el
adsorbente 2 estad aguas abajo del adsorbente 1. Las cuatro fases incluyen las siguientes tareas:

Fase I1: Primera fase interconectada. La parte de solapamiento W/P se eluye del adsorbente aguas arriba
(zona 5 en la figura 1) y se recicla internamente en modo interconectado en el adsorbente aguas
abajo (zona 1).Entre los adsorbentes, la corriente se diluye normalmente en linea con
tampodn/disolvente para la readsorcion de P (y el solapamiento de W) en el adsorbente aguas
abajo. Al final de la fase I1, el producto puro esta listo para la elucién en la salida del adsorbente
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aguas arriba (zona 5).
En la figura 28 de la Patente EP-A-1 877 769, esta fase se denomina etapa "1"

Fase B1: Primera fase discontinua. P puro se eluye y se recoge del adsorbente en la zona 5 (adsorbente 2 en
la figura 1), manteniendo la parte de solapamiento P/S y S en el adsorbente. Al mismo tiempo, se
inyecta alimentacion fresca en el adsorbente en la zona 2. En la figura 28 de la Patente EP-A-1 877
769, esta fase se denomina etapa "2"

Fase 12: Segunda fase interconectada. La parte de solapamiento P/S se eluye del adsorbente aguas arriba
(zona 7) y se recicla internamente en el adsorbente aguas abajo (zona 3). Entre los adsorbentes, la
corriente se diluye normalmente en linea con tampdn/disolvente para la readsorcién de P en el
adsorbente aguas abajo. Al final de la etapa, todo el P restante se ha eluido del adsorbente aguas
arriba y sélo queda S en el adsorbente aguas arriba. En la figura 28 de la Patente EP-A-1 877 769,
esta fase se denomina etapa "3"

Fase B2: Segunda fase discontinua. El adsorbente en la zona 8 (adsorbente 2 en la figura 1) se limpia para
eliminar S y se reequilibra. Al mismo tiempo, W se eluye del otro adsorbente en la zona 4.

En la figura 28 de la Patente EP-A-1 877 769, esta fase se denomina etapa "4”.

Después de haber completado estas tareas, los adsorbentes conmutan posiciones y en la siguiente fase 1 (no
mostrada en la figura 1), el adsorbente 2 esta en la posicién aguas abajo (zona 1) y el adsorbente 1 esta en la
posicion aguas arriba (zona 5). Al comienzo de esta fase I1, el adsorbente 2 se limpia y se reequilibra y esta listo
para la captacion de la fraccion W/P del adsorbente 1. Después de haber completado B1, 12, y B2 por segunda vez,
los adsorbentes vuelven a sus posiciones originales y se ha completado un ciclo. El adsorbente 1 esta ahora limpio y
listo para la captacién de W/P del adsorbente 2 en la siguiente fase I1 (tal como se muestra en la figura 1).

Tal como en otros procedimientos cromatograficos a contracorriente, en la practica, en MCSGP el movimiento del
adsorbente se simula mediante la conexion y desconexién de las entradas y salidas del adsorbente a través de la
conmutacion de la valvula y no mediante el movimiento fisico de los adsorbentes.

El disefio del procedimiento de dichos procedimientos a contracorriente con mdltiples adsorbentes se basa en la
division de un "cromatograma de disefo", tal como se ilustra en la figura 1, que muestra la elucién de compuestos de
productos y de impurezas, esencialmente en una serie de diferentes zonas. Son cruciales para el disefio del
procedimiento una primera zona en la que las impurezas que se adsorben débilmente estan presentes solas (zona 4
en la figura 1), una segunda zona en la que las impurezas que se adsorben débilmente W se solapan con el
compuesto de producto P (zona 5 en la figura 1), una tercera zona en la que el producto P puro esta presente (zona
6 en la figura 1), una cuarta zona en la que el producto P y las impurezas que se adsorben fuertemente S se solapan
(zona 7 en la figura 1) y una quinta zona en la que las impurezas que se adsorben fuertemente S estan presentes
solas (zona 8 en la figura 1).

Como parte del disefio del procedimiento, los limites entre las diferentes zonas deben colocarse para conducir a la
determinacion de los parametros de funcionamiento del procedimiento (concentraciones del gradiente, caudales de
la bomba) a partir del cromatograma discontinuo con un Unico adsorbente. La colocacion de los limites se realiza
basandose en el volumen de elucion, que esta vinculado y se puede convertir en tiempo a través del caudal
volumétrico. La colocacién de los limites es critica para el rendimiento del procedimiento, es decir, para la pureza y
la productividad del producto. Por ejemplo, la colocacion incorrecta del limite de la zona de elucién del producto
(zona 6 en la figura 1) puede conducir a la inclusién de impurezas que se adsorben débilmente en el conjunto de
productos y no cumplir con las especificaciones de pureza.

Sin embargo, incluso si se disefia de manera correcta inicialmente, los factores externos pueden tener un efecto
perjudicial sobre la pureza del producto y sobre el rendimiento de procedimiento del procedimiento a contracorriente
con multiples adsorbentes descrito en una etapa posterior. Las fases moviles recién preparadas pueden tener una
composicién ligeramente diferente; las temperaturas ambientales pueden variar, influyendo en el procedimiento de
adsorcion cromatografica. La capacidad de la fase estacionaria puede cambiar con el tiempo.

En la mayoria de los casos, estos factores conducen a un desplazamiento del perfil cromatografico, mientras que la
resolucion del producto y de las impurezas sigue siendo similar. Sin embargo, el cromatograma desplazado puede
tener diferentes posiciones de los picos en comparacién con el cromatograma de disefio original que se utilizé para
disefar el procedimiento a contracorriente con multiples adsorbentes.

Esto significa que la colocacion de los limites entre las diferentes zonas basada en el cromatograma de disefio
original ya no es exacta y la pureza del producto puede verse afectada como resultado de los picos desplazados.

Un ejemplo se muestra en la figura 2: aunque la ventana de recogida de producto se coloque de manera éptima
(figura 2a), en el caso de una elucion mas temprana del cromatograma en aproximadamente 1 min, el intervalo de
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elucion del producto de la zona 6 (que tiene una posicion fija basada en la original), carece del pico maximo del
producto e incluye una parte principal de las impurezas que se adsorben fuertemente (figura 2b). Como resultado, la
concentracién del producto en la fraccion recogida y, de manera mas destacada, la pureza disminuye, de manera
que el producto puede que ya no cumpla las especificaciones de pureza. Un desplazamiento de 1 min podria ser
causado por un cambio de temperatura en unos pocos grados Celsius.

Cabe indicar que, normalmente, el detector s6lo puede registrar una sefial proporcional a la concentracién
acumulativa, por ejemplo una sefial acumulativa de UV (linea negra gruesa, UV). Para visualizar la inclusiéon de
impurezas en el conjunto de productos, la sefial proporcional a la concentracion acumulativa se descompuso
numéricamente para mostrar los picos del producto y de las impurezas.

A efectos de justificar los cambios en las condiciones ambientales, debe registrarse un nuevo cromatograma de
disefio para cada nueva condicién que so6lo puede completarse con un esfuerzo experimental extremo y
practicamente no tiene sentido.

Una forma de afadir seguridad al disefio del procedimiento es estrechar la fraccion de producto (zona 6), lo que
conduce a aumentar la anchura de las zonas para el reciclaje interno (zonas 5 y 7), pero esto tiene un impacto
negativo en la productividad del procedimiento y sélo se puede hacer si el desplazamiento del cromatograma es
significativamente menor que la anchura de la ventana de elucion. Una forma mas preferente para justificar las
variaciones en los parametros de funcionamiento es utilizar el control en linea. Una posibilidad es utilizar la
evaluacion de la posicion maxima del pico o el primer momento del pico para derivar las acciones de control para la
siguiente elucion de producto o el siguiente ciclo.

Otra posibilidad es utilizar la evaluacion del eluato de producto mediante HPLC en linea para determinar el
rendimiento y la pureza.

Estos procedimientos de control para MCSGP utilizan algoritmos de control sofisticados capaces de controlar y
optimizar el procedimiento basandose en un ciclo a ciclo. La ventaja de los procedimientos de control es su
capacidad de realizar de manera simultanea el control del procedimiento y la optimizacion del procedimiento. Sus
inconvenientes se encuentran en el efecto retardado de las acciones de control que resultan eficaces mas pronto
para la posterior elucion de producto, ya que los procedimientos requieren informacion sobre la fase de elucion del
producto completo antes de ser capaces de derivar una acciéon de control. Otro inconveniente es el requisito de un
analisis fuera de linea y la complejidad de los algoritmos de control. En general, los algoritmos de control evaluan las
eluciones de producto para determinar un valor real relacionado con el rendimiento del procedimiento y/o la pureza
del producto y calculan un error basandose en la diferencia entre el valor real y un valor de punto de ajuste. A
continuacion, se provoca una accion de control en base a la magnitud del error.

Otros procedimientos tienen por objetivo describir el procedimiento de MCSGP utilizando un modelo cromatografico
y utilizan el modelo para predecir el rendimiento del procedimiento y realizar la optimizacion (control predictivo
basado en modelos). A pesar de ser potentes, estos procedimientos son dificiles de aplicar en la practica, ya que
necesitan una descripcién precisa del procedimiento y la separacién cromatografica basada en una serie de
parametros relacionados con los compuestos a separar y con las fases estacionarias y moéviles cromatograficas para
utilizar, los cuales son dificiles y requieren mucho tiempo para ser determinados y requieren un conocimiento de
modelaje importante.

La figura 3 muestra el cromatograma que utiliza un procedimiento que comprende

(a) monitorizar la pendiente y/o el valor de la sefial proporcional a la concentracion en la salida del adsorbente aguas
arriba durante el reciclaje interno de las impurezas que se adsorben débilmente (fase 11)

(b) comparar de manera continua el valor de la sefal proporcional a la concentraciéon con un valor umbral definido,
mientras que la pendiente de la sefial proporcional a la concentracion es positiva, y después de alcanzar el umbral
(c) detener la ejecucién de la fase |1 e iniciar la fase B1, teniendo la fase B1 una duracién fija o variable dependiente
de otro umbral.

En este caso, la sefial proporcional a la concentracion es la sefial de UV y el umbral de UV es de 0,6 UA y la
duracioén fija de B1 es de 1,5 ml.

La figura 4 muestra el cromatograma que utiliza un procedimiento que comprende

(a) monitorizar la pendiente y/o el valor de la sefal proporcional a la concentracién en la salida del adsorbente aguas
arriba durante el reciclaje interno de las impurezas que se adsorben débilmente (fase 11)

(b) comparar de manera continua el valor de la sefal proporcional a la concentracion con un valor umbral definido,
mientras que la pendiente de la sefial proporcional a la concentracién es positiva, y después de alcanzar el umbral
(c) continuar la fase 11 durante un periodo de tiempo o volumen de elucién (retraso) antes de detener la ejecucion de
la fase |1 e iniciar la fase B1, teniendo la fase B1 una duracién fija, y teniendo el retraso una duracién prefijada o
variable que depende de otro umbral.

En este ejemplo, lo siguiente es cierto: la sefal proporcional a la concentracion es la sefal de UV, el umbral es de
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0,5 UA, el volumen de retraso es de 1,1 ml, la recogida (fija) de producto B1 es de 1,5 ml.

La figura 5 muestra el cromatograma que utiliza un procedimiento con una modificacion del procedimiento anterior,
de manera que la fase B1 se inicia basandose en un valor umbral, que puede ser el mismo o diferente del valor
umbral utilizado para provocar el periodo de retraso en la fase 11 y en el que el periodo de retraso puede estar
asociado con un valor minimo. La razén para la asignacién de una duracién minima al retraso es evitar el inicio
prematuro de la fase B1 debido a las impurezas que se eluyen antes del producto principal y que alcanzan el valor
del segundo umbral. El periodo de retraso se puede formular en términos de tiempo o volumen. En este ejemplo lo
siguiente es cierto: la sefal proporcional a la concentracion es la sefal de UV, el umbral 1: 0,5 UA, el periodo
minimo de retraso es de 1,0 ml, el umbral 2: 0,6 UA, la recogida (fija) de producto B1 es de 1,5 ml.

La figura 6 muestra el cromatograma que utiliza un procedimiento que comprende

(a) monitorizar la pendiente y/o el valor de la sefal proporcional a la concentracion en la salida del adsorbente que
eluye el producto (fase B1) y,

(b) comparar de manera continua el valor de la sefal proporcional a la concentraciéon con un valor umbral definido,
mientras la pendiente de la sefial proporcional a la concentracién es negativa, y después de alcanzar el umbral

(c) detener la ejecucién de la fase B1 e iniciar la fase 12, en el que la carga de la muestra se modula, de manera que
la carga de la muestra tiene lugar al comienzo de la fase B1 y se detiene después de un corto periodo de tiempo,
mientras que la elucion del otro adsorbente esta en curso hasta que se alcanza el umbral, y teniendo 12 una duracion
prefijada o variable que depende de otro umbral.

Aqui, la sefal proporcional a la concentracion es la sefial de UV, el umbral es de 0,2 UA, la duracién fija del intervalo
de alimentacion es de 0,5 ml, la duracion fija de la fase 12 es de 1,2 ml.

La figura 7 muestra el cromatograma que utiliza un procedimiento en el que el punto final de 12 se determina
mediante un valor umbral, en el que, a medida que se alcanza este umbral, (c) se detiene la ejecucion de la fase 12 y
se inicia la fase B2. Aqui, la senal proporcional a la concentracion es la sefal de UV, el umbral 1 para el inicio de 12:
0,2 UA, la duracion fija del intervalo de alimentacion es de 0,5 ml, el umbral 2 para el final de 12: 0,1 UA.

Cualquiera de los procedimientos anteriores relacionados con el inicio de la fase B1 se puede combinar con
procedimientos relacionados con la terminacion de la fase B1.

La figura 8 muestra una combinacién de los procedimientos a los que se hace referencia en las figuras 5y 6 con el
inicio del periodo de retraso dentro de |11 basandose en un primer umbral, el inicio de la fase B1 de recogida de
producto basandose en un segundo umbral, mientras que la pendiente de la sefal de UV es positiva y la terminacion
de la fase B1 (y el inicio de la fase 12) basandose en un tercer umbral.

En otras realizaciones preferentes de cualquiera de los procedimientos anteriores, se utiliza la informacién adicional
de la pendiente del cromatograma para provocar acciones de control. En una realizacion preferente del
procedimiento, los procedimientos anteriores que utilizan, en cambio, un volumen de retraso con duracion fija,
pueden utilizar un cambio en el signo de la pendiente como criterio para detener el retraso y continuar la evaluacién
de la sefal para alcanzar el segundo umbral.

Todos los procedimientos incluyen continuar la ejecucion y alargar el gradiente de elucion a lo largo de las fases I1,
B1, 12, de manera preferente, en la pendiente del gradiente utilizado en la fase 4 durante la eluciéon del compuesto
"W", en relacién a la pendiente con respecto al volumen de la fase mdvil utilizado en el procedimiento. Esto significa
que el gradiente de elucién del procedimiento con mdltiples adsorbentes tiene una pendiente constante con respecto
al volumen de fase mévil utilizado en el procedimiento durante las fases 11, B1, 12, tal como se ilustra en las figuras
3-8.

En los procedimientos descritos, los umbrales también pueden definirse basandose en la informacién obtenida
durante la misma ejecucion o ciclo, de este modo no pueden conocerse cuando se inicia una ejecucion o ciclo. En
este caso, un primer ciclo puede ejecutarse parcial o completamente antes de que el procedimiento determine los
valores umbral basandose en la evaluacién de las sefales registradas validas para el resto del ciclo (en caso de que
el ciclo se haya completado parcialmente en el momento de la evaluacion) o para el resto de la ejecuciéon del
procedimiento cromatografico. De este modo, el umbral para detener una fase del procedimiento e iniciar una nueva
fase del procedimiento se define en relacién a la sefal proporcional a la concentracion registrada durante la misma
ejecucion o una ejecucion anterior del procedimiento cromatografico. Como ejemplo, el procedimiento monitoriza la
sefal de UV durante el funcionamiento de una ejecucion cromatografica de MCSGP. El procedimiento ha sido
configurado, de manera que detiene la fase B1 e inicia la fase 12 tan pronto como se ha alcanzado el 25% del valor
maximo de UV que debe obtenerse durante la fase B1. Durante la fase B1, se eluye un pico con un valor maximo de
pico de 0,80 UA (véase la figura 6). Tan pronto como el procedimiento alcanza el 25% del valor maximo de pico,
correspondiente a 0,20 UA, la fase B1 se detiene y el procedimiento continGia con la fase 12. En el ciclo posterior,
durante la fase B1, el valor maximo de pico puede solamente alcanzar 0,72 UA (por ejemplo, debido a variaciones
en la calidad del adsorbente). Configurando el procedimiento para que actle cuando alcanza el 25% del valor
maximo de pico alcanzado durante la fase B1, el procedimiento continuaria hasta alcanzar un umbral de 0,18 UA,
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después de lo cual la fase B1 se detendria y la fase |12 fase se iniciaria. Este tipo de configuracion del procedimiento
relativo a un umbral con respecto a un valor proporcional a la concentraciéon obtenido previamente durante la
ejecucion, permite equilibrar las variaciones en la calidad de adsorbente o la calidad del detector o la calibracién del
detector. El procedimiento también incluye la utilizacion del nimero de picos contados en el cromatograma para
provocar una accion de control.

Ejemplo 1 [figura 9]:

Se hizo funcionar un sistema Contichrom (ChromaCon AG) utilizando el procedimiento de control (A). Dos columnas,
empaquetadas con fases estacionarias de intercambio catiénico diferentes (Fractoprep SO3(M) y Gigacap SO83), se
empaquetaron en columnas de 0,5 cm de diametro interior y 10 cm de altura de lecho. Se utilizaron las dos resinas
diferentes para simular las columnas con diferente calidad de relleno de la columna. El software de funcionamiento
del sistema se program6 para monitorizar de manera continua la sefal de UV a A280 en ambas salidas de la
columna y el umbral de UV para el inicio de la fase de recogida de producto se ajusté a 0,1 UA (= 100 mUA)
basandose en el conocimiento del cromatograma de disefio. La duracion de la fase de elucion del producto se fij6 a
5,5 minutos.

El material de carga fue una soluciéon de lisozima y los tampones utilizados fueron tampén A: fosfato 25 mM, pH
6,0; tampon B: fosfato 25 mM, pH 6,0, NaCl 1 M; solucién de limpieza: NaOH 1M. La figura 9A muestra los
cromatogramas de la operacion ciclica del procedimiento MCSGP sobre 10 ciclos con los repetitivos picos de elucién
del producto de cada columna. Se puede observar que los picos de producto tienen una anchura y altura muy
diferentes (picos Fractoprep anchos, picos Gigacap estrechos), dependiendo de qué columna se eluyen. La figura
9B muestra un solapamiento de los cromatogramas de los 10 ciclos y confirma que las eluciones de producto de
cada columna son muy reproducibles en comparacion entre las eluciones de producto de la misma
columna. Ademas, la figura muestra la posicion de la valvula de salida que se utiliza (V1b, V2b), que es
representativa de las fases del procedimiento. La posicién de la valvula 4 corresponde a la fase 11, la posicion 3 a la
fase B1, la posicion 4 a la fase 12 y las posiciones 1 y 5 corresponden a la fase B2.

Los cromatogramas muestran que, a pesar de unas formas de pico muy diferentes, la recogida de producto se inicia
en el umbral fijado de 0,1 UA y que la recogida de producto se realiza con una duracion fija, recogiendo los picos
maximos en ambos casos que corresponden a la mayor concentracion y pureza del producto.

La figura 10 muestra un esquema de un procedimiento similar al ilustrado en la figura 1, en el que en a) se muestra
una configuracion que implica 3 adsorbentes y en b) una configuracién que implica 4 adsorbentes.

En a) con los 3 adsorbentes, las cuatro lineas superiores de |1 a B2 corresponden esencialmente, en cuanto a las
tareas de los adsorbentes 1 y 2 se refiere, al procedimiento, tal como se ilustra en la figura 1. El adsorbente 3 es
pasivo en lo que se refiere al procedimiento de separacién real que implica los componentes W (fraccion que se
adsorbe débilmente), P (fraccion de producto) y S (fraccion que se adsorbe fuertemente). La columna 3 puede
someterse a las etapas de limpieza, equilibrado o reaccion en este primer bloque.

Después de la transicion al segundo blogue 11-B2 (transicién ilustrada por la flecha superior de la izquierda), el
adsorbente 1 del primer bloque asume la funcién del adsorbente 2 en el primer blogue, el adsorbente 2 del primer
blogue asume la funcién del adsorbente 3 en el primer bloque (funcién pasiva) y el adsorbente 3 del primer bloque
asume la funcién del adsorbente 1 en el primer bloque.

Después de la transicion al tercer bloque 11-B2 (transicién ilustrada por la flecha inferior de la izquierda), el
adsorbente 1 asume la funcién del adsorbente 3 en el primer bloque (funcién pasiva), el adsorbente 2 asume la
funcién del adsorbente 1 en el primer bloque y el adsorbente 3 asume la funciéon del adsorbente 2 en el primer
bloque.

Las sefales proporcionales a la concentracion se pueden medir en el procedimiento con tres adsorbente en la figura
10 a en la salida de las columnas activas, como en el primer bloque de la parte superior en la salida de las columnas
1y 2 (tal como se detalla en la descripcién de la figura 1), en el segundo bloque de la parte superior de forma
analoga en la salida de las columnas 1y 3, y en el bloque inferior de forma andloga en la salida de las columnas 2 y
3. De manera preferente, sélo se mide la sefial proporcional a la concentracién en la salida del adsorbente aguas
arriba de los dos activos en el modo interconectado (11, 12) y en la fase discontinua del que eluye el producto (B1),
como, por ejemplo, en la salida del adsorbente 2 en las etapas 1-4 (primer bloque), en la salida del adsorbente 1 en
las etapas 5-8 (segundo bloque) y en la salida del adsorbente 3 en las etapas 9-12 (bloque 3).

En la figura 10 b) con los 4 adsorbentes, las cuatro lineas superiores de 11 a B2 corresponden esencialmente, en
cuanto a las tareas de los adsorbentes 1 y 2 se refiere, al procedimiento, tal como se ilustra en la figura 1. Los
adsorbentes 3 y 4 son pasivos en lo que se refiere al procedimiento de separacion real que implica los componentes
W (fraccion que se adsorbe débilmente), P (fraccién de producto) y S (fraccién que se adsorbe fuertemente). Los
adsorbentes 3 y 4 pueden someterse a las etapas de limpieza, equilibrado o reaccion en este primer bloque.
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Después de la transicion al segundo blogue 11-B2 (transicién ilustrada por la flecha superior de la izquierda), el
adsorbente 1 del primer bloque asume la funcién del adsorbente 2 en el primer bloque, el adsorbente 2 del primer
blogue asume la funcion del adsorbente 3 en el primer bloque (funcién pasiva), el adsorbente 3 del primer bloque
asume la funcién del adsorbente 4 en el primer bloque (funcion pasiva) y el adsorbente 4 del primer bloque asume la
funcion del adsorbente 1 en el primer bloque.

Después de la transicién al tercer bloque 11-B2 (transicion ilustrada por la flecha central de la izquierda), el
adsorbente 1 asume la funcion del adsorbente 3 en el primer bloque (funcién pasiva), el adsorbente 2 asume la
funcién del adsorbente 4 en el primer bloque (funcién pasiva), el adsorbente 3 asume la funcién del adsorbente 1 en
el primer bloque y el adsorbente 4 asume la funcién del adsorbente 2 en el primer bloque.

Después de la transicion al cuarto bloque 11-B2 (transicion ilustrada por la flecha inferior de la izquierda), el
adsorbente 1 asume la funcién del adsorbente 4 en el primer bloque, el adsorbente 2 asume la funciéon del
adsorbente 1 en el primer blogue, el adsorbente 3 asume la funcién del adsorbente 2 en el primer bloque y el
adsorbente 4 asume la funcién del adsorbente 3 en el primer bloque.

Las sefnales proporcionales a la concentracion se pueden medir de nuevo en el procedimiento con cuatro
adsorbentes en la figura 10 b en la salida de los adsorbentes activos, como en el primer blogue de la parte superior
en la salida de los adsorbentes 1y 2 (tal como se detalla en la descripcion de la figura 1), en el segundo bloque de la
parte superior de forma andloga en la salida de los adsorbentes 1 y 4, en el tercer bloque en la salida de los
adsorbentes 3 y 4 y en el bloque inferior de forma analoga en la salida de los adsorbentes 2 y 3. De nuevo, de
manera preferente, se mide solo la sefnal proporcional a la concentracion en la salida del adsorbente aguas arriba de
los dos activos y en la fase discontinua del que eluye el producto (B1), como en la salida del adsorbente 2 en las
etapas 1-4 (primer bloque), en la salida del adsorbente 1 en las etapas 5-8 (segundo bloque) y en la salida del
adsorbente 4 en las etapas 9-12 (bloque 3) y en la salida del adsorbente 3 en las etapas 13-16 (bloque 4 ).

LISTA DE LOS SIGNOS DE REFERENCIA

1 zona de equilibrado B1 primera fase discontinua
2 zona de alimentacién I primera fase interconectada
3 zona de lavado B2 segunda fase discontinua
4 zona de elucién para W 12 segunda fase interconectada
5 zona de reciclaje de solapamiento, elucion de W fraccion de impurezas que se adsorbe
la parte de solapamiento W/P débilmente
6 zona de elucién del producto P puro
7 zona de reciclaje de solapamiento, elucion de P fraccion/compuestos del producto deseado
la parte de solapamiento P/S
8 zona de limpieza y reequilibrado S fraccion de impurezas que se adsorbe
fuertemente
uv sefal UV
Vv volumen
| fase interconectada t tiempo
B fase discontinua Q caudal volumétrico

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2766 200 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para monitorizar, evaluar y controlar un procedimiento de purificacién cromatografica ciclica que
implica, como minimo, dos adsorbentes, a través de los cuales, pasa un liquido con una mezcla de alimentacion
(Alimentacién), que comprende los componentes del producto deseado (P), asi como impurezas (W, S),
comprendiendo dicho procedimiento de purificacién, como minimo, dos fases diferentes (I, B),

como minimo, una fase interconectada (I), en la que los dos adsorbentes estan interconectados de manera que la
salida de un adsorbente aguas arriba esta conectada con conexién de fluidos a la entrada de un adsorbente aguas
abajo, y

como minimo, una fase discontinua (B), en la que, como minimo, un adsorbente no esta conectado con conexion de
fluidos a los otros y en la que los componentes del producto deseado (P) se recuperan en forma purificada desde un
adsorbente desconectado,

en el que el procedimiento comprende, como minimo, las siguientes etapas:

a. monitorizaciéon del cromatograma que incluye la medicion, como minimo, de una sefial proporcional a la
concentracién actual en el liquido;

b. evaluacién del cromatograma que incluye una comparacién, como minimo, de una de dichas sefales
proporcionales a la concentracion actual medida en la etapa a. con un valor umbral de la misma;

c. control del procedimiento de purificacion cromatografica mediante la adaptaciéon de la terminacién de la fase
actualmente en ejecucion en funcion de la comparacion de la etapa b. e inicio de la siguiente fase,

en el que la secuencia de a-c se lleva a cabo en un orden determinado, como minimo, dos veces.

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la sefial proporcional a la concentracién se tiene en cuenta en
términos, como minimo, de uno de su valor absoluto, su integral, su pendiente y el signo de su pendiente, en el que,
de manera preferente, se tiene en cuenta una combinacion de éstos, de la manera mas preferente, una combinacion
del valor absoluto y el signo de su pendiente.

3. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la sefal proporcional a la
concentracion medida en la etapa a. se mide en la salida, como minimo, de un adsorbente, de manera preferente,
en la salida de dos adsorbentes o en la salida de todos los adsorbentes, y en el que, de manera mas preferente, la
sefal proporcional a la concentracién se mide, como minimo, en una de las siguientes posiciones: la salida de un
adsorbente que esta en una fase de elucion discontinua (B1) del producto deseado, la salida de un adsorbente
aguas arriba en una fase interconectada (I1, 12).

4. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho procedimiento de purificacién
comprende, como minimo, cuatro fases diferentes (11, B1, 12, B2) en un orden determinado,

como minimo, una primera fase interconectada (I1), en la que dos adsorbentes estan interconectados, de manera
que la salida de un adsorbente aguas arriba esta conectada con conexion de fluidos a la entrada de un adsorbente
aguas abajo, el disolvente se introduce por medio de la entrada en el adsorbente aguas arriba, y los componentes
del producto deseado (P), asi como impurezas que se adsorben débilmente (W), se transfieren desde el adsorbente
aguas arriba al adsorbente aguas abajo, de manera preferente, hasta que esencialmente sélo los componentes del
producto deseado (P) salen por la salida del adsorbente aguas arriba, en la que, de manera preferente, se lleva a
cabo una dilucién en linea entre el adsorbente aguas arriba y el adsorbente aguas abajo;

como minimo, una primera fase discontinua (B1), en la que los adsorbentes no estan conectados con conexion de
fluidos, y en la que se introduce el disolvente por medio de la entrada en un adsorbente aguas arriba desde la
primera fase interconectada (I11) y a través de la salida de este adsorbente que eluye el producto, se recogen los
componentes del producto deseado (P), mientras que el liquido con una mezcla de alimentacion (Alimentacién) se
introduce por medio de la entrada en el adsorbente aguas abajo de la primera fase interconectada (I1) y a través de
la salida de este adsorbente, de manera preferente, se recogen las impurezas que se adsorben débilmente;

como minimo, una segunda fase interconectada (12), en la que dos adsorbentes estan interconectados, de manera
que la salida del adsorbente aguas arriba de la primera fase interconectada (I1) esta conectada a la entrada del
adsorbente aguas abajo de la primera fase interconectada (I1), el disolvente se introduce por medio de la entrada en
el adsorbente aguas arriba, y los componentes del producto deseado (P), asi como impurezas que se adsorben
fuertemente (S), se transfieren desde el adsorbente aguas arriba al adsorbente aguas abajo, de manera preferente,
hasta que esencialmente no salen mas componentes de producto deseado (P) mediante la salida del adsorbente
aguas arriba, en la que, de manera mas preferente, se lleva a cabo una dilucién en linea entre el adsorbente aguas
arriba y el adsorbente aguas abajo;

y, como minimo, una segunda fase discontinua (B2), en la que los adsorbentes no estan conectados con conexién
de fluidos, y en la que se introduce el disolvente por medio de la entrada en el adsorbente aguas arriba de la
segunda fase interconectada (I12) y a través de la salida de este primer adsorbente aguas arriba se recogen las
impurezas que se adsorben fuertemente (S), mientras que el disolvente se introduce por medio de la entrada en el
adsorbente aguas abajo de la segunda fase interconectada (12) y a través de la salida de este primer adsorbente
aguas abajo, se recogen las impurezas que se adsorben débilmente,

en el que las funciones de las fases (I1, B1, 12, B2) se realizan de forma sincronica o, de manera preferente, de
forma secuencial, y se llevan a cabo de una manera ciclica, como minimo, dos veces, en el que cuando se ciclan
después o dentro de un tiempo de conmutacion, el primer adsorbente aguas arriba de la segunda fase discontinua
(B2) se desplaza para convertirse en el adsorbente aguas abajo en la siguiente primera fase interconectada (I1), y el
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primer adsorbente aguas abajo de la segunda fase discontinua se desplaza para convertirse en el adsorbente aguas
arriba en la siguiente primera fase interconectada (I1).

5. Procedimiento, segln la reivindicacién 4, en el que la etapa a. incluye la medicién, como minimo, de una sefal
proporcional a la concentracion actual en el liquido en la salida del adsorbente aguas arriba en la primera fase
interconectada (I1), en la que se mide, de manera preferente, como minimo, uno del valor absoluto y el signo de su
pendiente, de manera preferente, una combinacion de los dos.

6. Procedimiento, segun la reivindicacién 4, en el que se miden el valor absoluto y, de manera preferente, también el
signo de su pendiente, y

en el que después de superar un umbral de valor absoluto, se inicia la siguiente primera fase discontinua (B1), ya
sea como una primera fase discontinua de duracion fija o como una primera fase discontinua que tiene una duracién
adaptada después de monitorizacion, evaluacién y control adicionales,

0, en el que después de superar un umbral de valor absoluto, se espera un retraso fijo hasta que se inicia la
siguiente primera fase discontinua (B1), ya sea como una primera fase discontinua de duracion fija o como una
primera fase discontinua que tiene una duracién adaptada después de monitorizacion, evaluacién y control
adicionales,

0, en el que después de superar un primer umbral de valor absoluto, se espera un retraso fijo minimo y después de
superar un segundo umbral de valor absoluto, de manera preferente, con la comprobacion de la condicién adicional
de que su pendiente sea positiva, se inicia la siguiente primera fase discontinua (B1), ya sea como una primera fase
discontinua de duracion fija o como una primera fase discontinua que tiene una duraciéon adaptada después de una
monitorizacién, evaluacion y control adicionales.

7. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 4-6, en el que la etapa a. incluye la medicién,
como minimo, de una sefial proporcional a la concentracion actual en el liquido en la salida del adsorbente que eluye
el producto en la primera fase discontinua (B1), en la que se mide, de manera preferente, como minimo, uno del
valor absoluto y el signo de su pendiente, de manera preferente, una combinacién de los dos.

8. Procedimiento, segun la reivindicacién 7, en el que después de caer por debajo de un umbral de valor absoluto,
de manera preferente, con la comprobacion de la condicién adicional de que su pendiente sea negativa, se inicia la
siguiente segunda fase interconectada (I12), ya sea como una segunda fase interconectada de duracion fija o como
una segunda fase interconectada que tiene una duraciéon adaptada después de una monitorizacién, evaluacion y
control adicionales, en el que, de manera preferente, se inicia la alimentacién del adsorbente que no eluye producto
en la primera fase discontinua (B1) al comienzo de la primera fase discontinua (B1) y, de manera preferente, se
detiene, normalmente, después de un tiempo de alimentacion fija, antes de iniciar la conmutacién a la posterior fase
interconectada (12).

9. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 7-8, en el que la etapa a. incluye la medicién,
como minimo, de una senal proporcional a la concentracion actual en el liquido en la salida del adsorbente aguas
arriba en la segunda fase interconectada (I12), en el que se mide, de manera preferente, como minimo, uno del valor
absoluto y el signo de su pendiente, de manera preferente, una combinacién de los dos, en el que, de manera
preferente, con la comprobacién de la condiciéon adicional de que su pendiente sea negativa, después de caer por
debajo de un umbral de valor absoluto, se inicia la siguiente segunda fase discontinua (B2), ya sea como una
segunda fase discontinua de duracién fija o como una segunda fase que tiene una duracién adaptada después de
una monitorizacién, evaluacion y control adicionales.

10. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el procedimiento cromatografico
ciclico utiliza, como minimo, dos adsorbentes y cada ciclo comprende, como minimo, dos fases interconectadas (I1,
I12), en las que dos adsorbentes estan conectados con conexién de fluidos para el reciclaje interno de diferentes
fracciones secundarias parcialmente puras (W/P, P/S), y en el que, de manera preferente, en la etapa a. se mide,
como minimo, uno de la sefal absoluta y su pendiente en la salida del respectivo adsorbente aguas arriba.

11. Procedimiento, seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se utiliza un cambio del signo de la
pendiente como criterio para una accién de control.

12, Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que un gradiente de elucién del
procedimiento tiene una pendiente constante con respecto al volumen de fase moévil liquida utilizada en el
procedimiento sobre las fases interconectadas y la primera fase discontinua (11, B1, 12) o una pendiente de cero.

13. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el umbral para detener una fase
del procedimiento e iniciar una nueva fase del procedimiento se define en relacién a la sefal proporcional a la
concentracién registrada durante el mismo ciclo o un ciclo anterior del procedimiento cromatografico.

14. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se provoca una accién de control

basandose en si no se alcanza un umbral definido dentro de un volumen de elucién o tiempo o concentracion de
gradiente predeterminados.
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15. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la senal proporcional a la
concentracién se basa en la medicion de luz visible, UV, infrarroja, fluorescencia, Raman, fuerza ibnica,
conductividad o indice de refraccién.
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Esta lista de referencias citada por el solicitante es unicamente para mayor comodidad del lector. No forman parte
del documento de la Patente Europea. Incluso teniendo en cuenta que la compilacion de las referencias se ha
efectuado con gran cuidado, los errores u omisiones no pueden descartarse; la EPO se exime de toda

responsabilidad al respecto.
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