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DESCRIPCION
Simulacién de un ciclo cromatografico
CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un procedimiento, un programa informatico y un aparato que comprende un
dispositivo informatico para simular un ciclo cromatografico en un cromatégrafo.

TECNICA ANTERIOR

La cromatografia es una técnica quimica utilizada para separar uno o mas compuestos de una muestra con fines
analiticos o preparatorios. La muestra se suministra a una fase estacionaria, por ejemplo un gel de silice, y se hace
que una fase movil que comprende un eluyente fluya a través de la fase estacionaria. Dependiendo de la polaridad y
el tamafio de las moléculas en la muestra, una parte de ésta se adsorbe a la fase estacionaria, mientras que otra parte
se disuelve en la fase movil. La fraccion relativa de cada compuesto que reside en la fase movil, también conocida
como factor de retardo (R), junto con el caudal de la fase mévil induce diferentes tasas de movimiento para diferentes
compuestos a través de la fase estacionaria, o que da como resultado su separacion.

Un problema con la cromatografia es asegurar que dos 0 mas compuestos estén separados adecuadamente. Otro
problema es estimar la carga maxima, o cantidad de muestra, que se puede cargar en una columna especifica y aun
asi lograr una separacion suficiente. Otro problema mas es minimizar el coste de realizar un ciclo cromatografico, tanto
en términos de tiempo como en términos de costes de los productos quimicos. En particular, para la cromatografia
polar, el coste de los constituyentes de eluyente en la fase mévil puede ser sustancial. Por lo tanto, es necesario
predecir el resultado de un ciclo cromatografico antes de realizar el ciclo en la practica.

En "Can the theory of gradient liquid chromatography be useful in solving practical problems?" P. Jandera, J. de
Chromatography A. 1126(2006)195-218, se muestra una descripcién general de los modelos analiticos para calcular
el resultado de un ciclo cromatografico en fase inversa o polar cuando se usa un eluyente en gradiente. En particular,
Jandera describe el uso de factores de retencion k medidos para el mas fuerte de los dos constituyentes de eluyente,
en la formacién de una ecuacioén analitica para calcular un volumen de elucidn esperado para un compuesto (ec. 17,
pag. 205, columna 2, linea 2, en el caso de la fase normal) dado un gradiente lineal especifico.

En el documento W0O2011/094264 se muestra un procedimiento analitico para calcular el resultado de un ciclo
cromatografico que implica la medicion de dos factores de retencion isocraticos (mezcla de eluyentes constante) (k)
de dos ciclos de TLC anteriores para cada compuesto a analizar con respecto del eluyente mas fuerte en la mezcla,
la modificacién del factor de retencion (k) con un factor de retencion éptimo kopt, y €l calculo de una concentracion de
volumen de disolvente en gradiente inicial y una concentracién de volumen de solucién en gradiente final en funcién
de dicha ecuacién analitica descrita en Jandera. El documento W02011/094264 también muestra la comprobacion de
un volumen de elucién calculado con respecto a una serie de condiciones fijas, y el cambio de la concentracion de
volumen de disolvente en gradiente inicial y la concentracién de volumen de solucién en gradiente final en direcciones
que se sabe que dan como resultado una mejor separacion hasta que los picos satisfagan dichas condiciones.

Un problema con estos enfoques es que solo se puede modelar una pequefia clase de sistemas cromatograficos, que
se ajustan directamente al modelo analitico seleccionado. Otro problema mas es que puede ser dificil para un usuario
proporcionar muchos valores de entrada adecuados, precisos y suficientes para los parametros requeridos por el
modelo. Para el procedimiento descrito en el documento W02011/094264 se requieren dos mediciones de los valores
R para cada uno de los compuestos en la muestra a dos concentraciones de disolvente diferentes, que son mediciones
que pueden no estar disponibles a un coste o esfuerzo razonable. Otro problema es que los procedimientos solo
pueden calcular una solucién aceptable para un ciclo cromatografico, cuya solucion, en realidad, puede estar lejos de
ser una solucion 6ptima. Por ejemplo, puede ser que dos compuestos puedan eluirse mas cerca el uno del otro de lo
calculado.

KARLSSON ET AL, J. Chromatography A, 1033 (2004), 71-82 describen un procedimiento para simular la purificacion
de proteinas en cromatografia en gradiente, utilizando el modelo de Langmuir y la acciéon de masa estérica (SMA),
respectivamente. Los aspectos de optimizacion relacionados con el mismo se analizan adicionalmente en KARLSSON
ET AL, J. Chromatography A, 1055 (2004), 29-39; DEGERMAN ET AL, J. Chromatography A, 1113 (2006), 92-100; y
GALLANT ET AL, J. Chromatography A, 725 (1996) 295-314.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Un objetivo de la presente invencion es permitir la simulacién de un ciclo cromatografico para tener en cuenta un

resultado deseado para el ciclo cromatografico en consideracion.
Otro objetivo de la presente invencién es permitir la simulaciéon de un ciclo cromatografico en respuesta a la entrada
manual con respecto a un resultado deseado.
Otro objetivo de la presente invencién es indicar un procedimiento para la simulacién de un ciclo cromatografico en
respuesta a la entrada manual relativa a un resultado deseado, y para admitir la presentacion del resultado de la
simulacion en tiempo real.
Segun la invencién, se proporciona un procedimiento segun la reivindicacion 1.
Segun dicho procedimiento, un ciclo cromatografico en un cromatédgrafo se simula con un dispositivo informatico que
comprende al menos un procesador y una memoria digital asociada, donde el ciclo cromatografico usa una fase mévil
que comprende una mezcla de al menos dos constituyentes de eluyente que tienen diferentes propiedades
cromatograficas y que forman un perfil de eluyente. La invencién comprende ademas:
- almacenar informacioén en la memoria digital perteneciente a un modelo cromatografico que comprende ecuaciones
matematicas para la simulacion del ciclo cromatografico, comprendiendo las ecuaciones matematicas un sistema de
modelado de ecuaciones diferenciales
a) una progresion del perfil de eluyente de la fase movil con respecto a una fase estacionaria en el cromatégrafo,
b) una distribucion relativa de un compuesto entre la fase estacionaria y la fase mévil basada en el perfil de eluyente
local en la ubicacién del compuesto, y
c) elucion del compuesto con respecto a la fase estacionaria basada en la progresion del perfil de eluyente y en
dicha distribucion relativa,
y
- simular el ciclo cromatografico por el al menos un procesador que ejecuta un calculo del modelo cromatografico para
obtener una posicion pico simulada para el al menos un compuesto,

- almacenar una funcién de compensacion para al menos dos variables simuladas en el modelo cromatografico en la
memoria digital,

- almacenar valores deseados para las al menos dos variables y almacenar ponderaciones numéricas atribuidas a
cualquier desviacién de los valores deseados para dichas variables en la memoria digital,

- simular el ciclo cromatografico por el al menos un procesador que ejecuta un calculo del modelo cromatografico para
obtener valores simulados para dichas al menos dos variables, y

- ejecutar una optimizacion con al menos un procesador para optimizar la funcién de compensacion a fin de minimizar
las desviaciones ponderadas.

Mediante el uso de una funcién de compensacién que define ponderaciones para cualquier desviacién para un
conjunto de variables, es posible equilibrar las variables entre si. Por lo tanto, es posible dar un mejor ajuste, incluso
para situaciones que no son fisicamente posibles de lograr. Preferentemente, la invencion también comprende estimar
y mostrar una medida de los errores a partir de los valores deseados. Otra ventaja mas de usar una funcién de
compensacion es que es mas facil optimizar la simulacién cromatografica, lo que da como resultado, entre otros, una
disminucion de la carga de calculo, y también una mayor libertad en la que se pueden optimizar las variables y bajo
qué condiciones. Por lo tanto, la funcién de compensacion introduce un limite de tolerancia dinamico para las dos o
mas variables, donde la suma ponderada de los limites de tolerancia dinamicos se minimiza.

Preferentemente, al menos una de dichas variables simuladas comprende una posicién pico simulada para un
compuesto destinado a eluirse en el ciclo cromatografico. Segun aun otra realizacién preferida, las al menos dos
variables simuladas comprenden dos posiciones pico simuladas para dos compuestos diferentes. Por lo tanto, es
posible asignar una importancia diferente a diferentes picos, de modo que, por ejemplo, es posible garantizar una
buena separacion entre los picos y optimizar la elucién rapida de uno de los compuestos, sin tener en cuenta la elucion
del segundo (0 mas) compuesto(s). Esto es ventajoso en caso de optimizar la produccion o la purificacion de uno o
mas compuestos.

Mediante el uso de un conjunto de ecuaciones diferenciales como modelo cromatografico al simular un ciclo
cromatografico, se puede usar un mayor numero de parametros como incognitas o se pueden simular
simultdneamente, dando un modelo que tiene un mayor niumero de grados de libertad. Por lo tanto, se pueden evaluar
situaciones y condiciones cromatograficas mas generales con la simulacion. En particular, no es necesario especificar
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tantas variables como cuando se utiliza un enfoque analitico, y, ademas, el nimero, la naturaleza y la calidad de los
valores de entrada con respecto al modelo pueden variar segun la disponibilidad, los costes y la precisidon necesaria.
De manera similar, al usar un conjunto de ecuaciones diferenciales para el modelo cromatografico, el nimero y la
naturaleza de las variables de salida simuladas y los valores del modelo también pueden cambiar dependiendo de la
informacién buscada. También es posible simular un ciclo cromatografico basado en nuevas combinaciones de
entrada o en parametros deseados del modelo, lo que permite la simulacidon de nuevos aspectos, que un modelo
analitico seria incapaz de evaluar. Por lo tanto, un usuario gana mas libertad al configurar un modelo cromatografico
particular. Ademas, es posible determinar cambios arbitrarios 0 mejoras en el ciclo cromatografico y simular a
continuacién qué condiciones pueden lograr estos cambios y mejoras.

Al simular la progresion del perfil de eluyente de la fase movil con respecto a una fase estacionaria en el cromatégrafo,
es posible evaluar las proporciones de los constituyentes de eluyente en cualquier momento y en cualquier lugar de
la fase estacionaria. Esta etapa también puede incluir la simulacién de la diferencia en el caudal entre los diferentes
componentes del eluyente en la fase movil, dependiendo de sus diferentes tendencias a adsorberse en la fase
estacionaria, un fenémeno que tiende a distorsionar el perfil de eluyente. Al simular la distribucién relativa de un
compuesto entre la fase estacionaria y la fase movil en funcién del perfil de eluyente local en la ubicacién del
compuesto, se puede evaluar la resistencia del eluyente o, por consiguiente, la movilidad del compuesto, en particular
en combinacién con la simulacion del perfil de eluyente. Esta etapa también puede incluir interacciones compuesto-
compuesto, ya que la propia presencia de un compuesto en la fase moévil puede cambiar la resistencia de la fase mavil,
en particular en el caso de sobrecarga y ruptura. Al simular la elucion del compuesto con respecto a la fase estacionaria
en funcién de la progresion del perfil de eluyente y en dicha distribucion relativa, la posicidn pico para el compuesto
puede simularse faciimente mediante la integracion sobre la elucion del compuesto en funcién de la progresion del
ciclo cromatografico.

A los efectos de la presente solicitud, y para garantizar una terminologia clara y concisa, se cumplen las siguientes
definiciones a lo largo de esta solicitud. Se enfatiza que estas definiciones no necesariamente se adoptan comiunmente
y se pueden definir de otra manera si se encuentran en fuentes externas a esta solicitud.

La fase movil se define aqui como todos los componentes que se mueven a través de la fase estacionaria, incluido el
eluyente y cualquier compuesto disuelto o en solucion en el eluyente. A su vez, el eluyente se define para comprender
todos los fluidos (constituyentes de eluyente) que son conducidos a fluir a través de la fase estacionaria, normalmente
por alguna fuerza impulsora, tal como por bombeo, gravedad o accién capilar, y sin incluir los compuestos en la
muestra. Un constituyente del eluyente se define aqui como un componente fluido del eluyente, que comprende asi
un componente o complejo quimico, normalmente en estado fluido (gaseoso o liquido).

La resistencia de la fase movil, o la resistencia de un constituyente de eluyente en la fase movil, se define como la
capacidad de la fase mévil o el constituyente de eluyente para eluir las moléculas de un compuesto. La resistencia
también se puede expresar en términos del factor de retencidon (como se define a continuacion). Normalmente, un
constituyente de eluyente A en un sistema con un tipo dado de fase estacionaria es mas débil que un constituyente
de eluyente mas fuerte B si el constituyente B tiene una polaridad relativa mas cercana a la polaridad de la fase
estacionaria. Tal constituyente de eluyente B tiene una mayor afinidad por el nimero limitado de sitios de adsorciéon
en la fase estacionaria, lo que significa que existe una mayor competencia por los sitios de adsorcion, de modo que
una fraccion mayor de los compuestos reside en la fase mévil, lo que induce un tiempo de elucién mas rapido. La
resistencia también puede incorporar otros parametros, tal como el tamafio de las moléculas, la viscosidad, las
propiedades estereoscopicas, la temperatura, los componentes disueltos, tal como las sales, etc.

Se define un perfil de eluyente que comprende informacién sobre las proporciones (c) de los constituyentes de eluyente
en la fase movil tal como se introducen en el cromatografo en momentos dados del ciclo cromatografico. La proporcion
se puede dar como concentraciones, relaciones molares, relaciones en volumen, relaciones en peso, o similares
medidas, por ejemplo, en porcentaje, en moles, gramos o alguna otra unidad adecuada. En el caso de un eluyente
que comprende solo dos constituyentes de eluyente, es suficiente que el perfil del eluyente se proporcione como la
proporcion de uno de los constituyentes, y en general, si el eluyente comprende N constituyentes, es suficiente que el
perfil del eluyente se dé como N-1 proporciones conocidas. Los constituyentes de eluyente en una fase mévil que
forma el perfil de eluyente se seleccionan normalmente para tener diferentes propiedades cromatograficas, tales como
diferentes polaridades y viscosidades, y por lo tanto tienen diferentes resistencias. Preferentemente, el perfil de
eluyente también incluye informaciéon sobre la resistencia de uno o mas de los constituyentes de eluyente en la fase
movil, donde el perfil de eluyente también puede comprender informacion sobre la resistencia total de la fase movil. El
perfil de eluyente también puede comprender opcionalmente informacién sobre otros factores que pueden afectar a la
resistencia de la fase movil. El perfil de eluyente también incluye preferentemente informacion sobre los cambios en
la proporcion en funcion de la progresion del ciclo cromatografico.
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La progresion del ciclo cromatografico puede incluir cualquier parametro que refleje la realizacion del ciclo
cromatografico. En una realizacion preferida, la progresion del ciclo cromatografico incluye uno o mas del tiempo de
ejecucion para realizar el ciclo cromatografico, el volumen de fase mévil o eluyente que se ha introducido hasta ahora
en el cromatografo, tal como el volumen de eluyente bombeado, o el volumen de fase movil o eluyente inducido para
moverse a través de la fase estacionaria. Estos parametros estan a su vez conectados entre si a través del caudal del
disolvente y el volumen de la fase mévil que puede residir dentro de la fase estacionaria (cuyo volumen se denomina
comunmente volumen de columna). Una unidad preferida para medir la progresién del ciclo cromatografico son los
volimenes de columna bombeados, o como alternativa, los volimenes de columna relativos. En una realizacion
preferida, el perfil de eluyente comprende informacion sobre la proporcion del eluyente mas fuerte en la fase mévil en
funcion de la cantidad de fase movil o eluyente introducida en términos de volimenes de columna (o, como alternativa,
segun la distancia recorrida por el frente del disolvente en el caso de TLC).

La progresion del perfil de eluyente se define a su vez como el movimiento del perfil de eluyente a través de la fase
estacionaria. Por lo tanto, la progresion del perfil de eluyente también depende del caudal de la fase movil y del
volumen de columna, y puede darse como un perfil de eluyente local (o proporcion de eluyente local) en una ubicacion
dada de la fase estacionaria en funcion de la presente progresion del ciclo cromatografico.

La distribucion relativa de un compuesto entre las fases estacionaria y movil puede darse mediante cualquier medida
que mida la proporcion, participacion, relacion o concentracion. Preferentemente, sin embargo, la distribucion relativa
es simulada por un modelo para un factor de retardo o factor de retencién. Los términos factor de retardo y factor de
retencién se adhieren a las definiciones dadas por la IUPAC.

El término posicién pico para un compuesto especifico se refiere a su posicion en un diagrama cromatografico, y se
define como el centro del pico de deteccién para ese compuesto en términos de un parametro que mide la progresién
del ciclo cromatografico. Por lo tanto, la posicién pico se puede dar en términos de tiempo, cantidad de fase mévil
introducida medida en voliumenes de columna o medidas similares de progresion cromatografica, dependiendo de las
preferencias del usuario. La importancia fisica de la posicion pico corresponde al pico de deteccion para ese
compuesto cuando se eluye. El volumen de fase moévil requerido para eluir la mitad de un compuesto (correspondiente
a la mitad del pico de deteccion) fuera de la fase estacionaria, el volumen de elucién, también se puede expresar en
términos del factor de retardo, que esta relacionado con la cantidad de exceso de fase movil (en volimenes de
columna) necesaria para hacer que un compuesto se mueva fuera de la fase estacionaria en un ciclo cromatografico
isocratico.

El modelo también incluye preferentemente la prediccion de la relacion o proporciones entre los constituyentes de
eluyente en la fase movil en cualquier lugar en cualquier momento en la columna. Preferentemente, el modelo también
comprende informacién sobre el caudal de la fase movil. El modelo modela ain mas la movilidad basada en la
distribucién de cada compuesto entre la fase mévil y la fase estacionaria. Estos parametros pueden obtenerse a partir
de una diversidad de fuentes, incluidos valores tabulados o valores medidos de experimentos.

En una realizacién preferida, la invencion comprende

- recibir una entrada de un usuario sobre un valor deseado para una posicién pico para al menos un compuesto a eluir,
- simular el ciclo cromatografico por el al menos un procesador que ejecuta un calculo del modelo cromatografico para
obtener una correspondencia entre la posicion pico para el compuesto y un perfil de eluyente para la fase movil, y

- variar la simulacién para predecir un perfil de eluyente para la fase mévil que da como resultado que una posicién
pico simulada esté dentro de un limite de tolerancia de la posicién de pico deseada.

Por lo tanto, es posible que un usuario establezca una posicién pico deseada para al menos un compuesto en un ciclo
cromatografico y reciba un resultado simulado que indique las condiciones necesarias para obtener esa posicion pico.

En una realizacién alternativa, la invencion también comprende

- presentar una posicion pico simulada para al menos un compuesto y su perfil de eluyente asociado en una pantalla,
y

- proporcionar una interfaz de usuario para recibir informacién de un usuario sobre los cambios deseados con respecto
a una o mas de las posiciones pico simuladas y con respecto al perfil de eluyente.

Por lo tanto, es posible que un usuario cambie la posicion pico de uno o mas compuestos en tiempo real y reciba casi
directamente comentarios sobre cémo deben cambiarse las condiciones para el ciclo cromatografico con el fin de
obtener esta o estas posiciones pico. De manera similar, el usuario también puede recibir informacion sobre cémo un
cambio en una posicion pico necesariamente conduce a un cambio en otra posicidn pico. También es posible que un
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usuario cambie las condiciones iniciales para un ciclo cromatografico y reciba directamente retroalimentacion sobre
como esto cambia las posiciones pico.

Segun una realizacion, la invenciéon comprende

- proporcionar una interfaz de usuario para recibir informacién de un usuario sobre los cambios deseados en al menos
dos posiciones pico simuladas,

- simular el ciclo cromatografico por el al menos un procesador que ejecuta un calculo del modelo cromatografico para
obtener una correspondencia entre las posiciones pico para los al menos dos compuestos y un perfil de eluyente para
la fase movil, y

- variar la simulacion para predecir un perfil de eluyente para la fase moévil que da como resultado que las dos o0 mas
posiciones pico simuladas estén dentro de un limite de tolerancia de sus respectivas posiciones pico deseadas. Por
lo tanto, es posible simular qué perfil de eluyente puede dar como resultado valores deseados para dos o mas
posiciones pico. Por lo tanto, es posible que un usuario controle directamente la separacion deseada y/o el volumen
de elucion para dos 0 mas compuestos.

Segun una realizacion, la invencion comprende simular el ciclo cromatografico simulando las posiciones pico para los
al menos dos compuestos como puntos de dimension cero. Al renunciar a una simulacion de la difusion y ampliacion
de los picos, la carga computacional disminuye sustancialmente. En una realizacién, la invencion comprende simular
las posiciones pico como puntos de dimensidon cero en una primera simulacion del ciclo cromatografico, y a
continuacién simular la difusién y ampliacién de los picos en una segunda simulacién. Por lo tanto, la difusién se puede
simular como una perturbacién del primer ciclo de simulacion, lo que también conduce a una disminucién de la carga
computacional. En otra realizacion mas, la invencién comprende simular el ciclo cromatografico simulando las
posiciones pico dentro de un intervalo de un ancho limitado. Por lo tanto, la simulacion comprende la simulacion de
una cantidad limitada de ampliaciéon de difusion, al simular solo un ancho limitado de la columna, lo que también limita
el numero de célculos necesarios en relacidon con la simulacién del ciclo cromatografico en todos los puntos de la
columna.

Segun la invencion, el procedimiento comprende ademas

- recibir una entrada de un usuario que interactda con el dispositivo informatico en un valor deseado para al menos
una de dichas al menos dos variables, y

- ejecutar una optimizacion de la funcién de compensacion con al menos un procesador en funcion del nuevo valor de
entrada.

Por lo tanto, es posible recibir cambios arbitrarios o mejoras en el ciclo cromatografico de un usuario y simular a
continuacion qué condiciones pueden lograr estos cambios y mejoras. Esto puede realizarse tanto en términos de
resultados deseados, tal como la posicion pico, como en términos de condiciones deseadas, tal como un perfil de
eluyente deseado o proporciones de eluyente deseadas.

Segun una realizacién preferida, el procedimiento comprende simular un ciclo cromatografico en una columna de
cromatografia de fase normal. La simulacion o realizaciéon de calculos de un modelo cromatografico en fase normal se
considera mucho mas dificil y mas inestable que el calculo y la simulacion de un ciclo cromatografico de fase inversa.
Sin embargo, con la invencion, se ha llegado a la conclusion de que el procedimiento propuesto es casi igualmente
excelente para simular un ciclo cromatografico en una columna de fase normal. Preferentemente, la invencion
comprende recibir informacion sobre los valores medidos del factor de retardo (R) y/o los valores del factor de retencién
(k) de ciclos cromatograficos anteriores.

Preferentemente, los valores medidos se obtienen a partir de ciclos isocraticos. Si se reciben valores para factores de
retardo medidos, el procedimiento comprende preferentemente convertir el factor de retardo recibido (R) en factores
de retencion (k), preferentemente usando la ecuacion k = (1-R)/R. El procedimiento comprende ademas formar un
modelo para el factor de retenciéon k que comprende ajustar los valores medidos recibidos al modelo: k = (a+bc)™.
donde a, b y m son parametros arbitrarios del modelo, y que han de determinarse, y ¢ es la proporcion de un
componente eluyente fuerte en la fase movil. En caso de que el niumero de valores medidos de R (o k) sea insuficiente
para determinar todos los parametros en el modelo, el procedimiento comprende establecer uno o mas de los
parametros en el modelo en un valor neutro. Por ejemplo, en caso de que solo se reciba un valor medido, el
procedimiento puede comprender establecer "a" en cero y "m" en uno. Preferentemente, la invencion también
comprende recibir valores del factor de retardo (R) de ciclos cromatograficos anteriores en placas de TLC. Al recibir
los valores del factor de retardo de las mediciones en placas de TLC, se garantiza un bajo coste, ya que los ciclos en
placas TLC son normalmente muy rapidos y econdmicos. Sin embargo, si esté disponible, la invencion también puede
incluir recibir y usar los valores de una o mas mediciones de ciclos LC (isocraticos o en gradiente), que probablemente
sean mas precisos que si se usan valores basados en mediciones en placas de TLC.
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Segun una realizacion, la invencion comprende

- recibir uno o mas valores del factor de retardo (R) o factor de retencién (k) medidos en un primer sistema
cromatografico,

- usar un factor de correccién (a) para corregir las diferencias entre el primer sistema cromatografico y un segundo
sistema cromatografico al estimar al menos uno de los parametros del modelo de factor de retencion, y

- simular el ciclo cromatografico en el segundo sistema cromatografico.

El factor de correccion se determina preferentemente experimentalmente para cada par de sistemas cromatograficos.
Preferentemente, uno o mas factores de correccion se almacenan en la memoria, y se selecciona un factor de
correccion adecuado dependiendo de los sistemas cromatograficos a partir de los cuales se obtienen los valores de
medicion, y del sistema cromatografico en el que se realizara la simulacién. El factor de correccién a puede ajustarse
por las diferencias entre los sistemas que pueden afectar al rendimiento de la cromatografia, tal como el factor de
forma, la densidad del paquete, la calidad y el tamafio de las particulas en fase soélida, el sistema de transmision de
fluido y otras diferencias. En particular, es conveniente incluir el factor de correccion si se obtienen los valores medidos
en una placa de TLC mientras se simula en una columna LC.

Segun una realizacion, la invencion comprende controlar un ciclo cromatografico en un cromatografo, mediante

- la recepcion de informacion de un usuario en un perfil de eluyente simulado seleccionado que se desea analizar en
el cromatografo, y

- el control del cromatdgrafo para analizar una muestra en el cromatégrafo con una fase movil que tiene un perfil de
eluyente correspondiente al perfil de eluyente simulado seleccionado.

Por lo tanto, no es necesario transferir manualmente los resultados y las condiciones de un ciclo cromatografico
simulado al cromatografo para realizar el ciclo cromatografico, sino que el aparato y el dispositivo informatico realizan
el ciclo cromatografico automaticamente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS ADJUNTOS

La invencion se describira ahora como una serie de ejemplos no limitativos de la invencién y con referencia a los
dibujos adjuntos.

La figura 1 muestra un aparato que comprende un dispositivo informatico y un cromatégrafo segun un ejemplo de
la descripcion.

La figura 2 muestra un diagrama de flujo de un procedimiento segun un ejemplo de la invencion.

La figura 3 muestra una implementacion informatica del calculo numérico del modelo.

DESCRIPCION DETALLADA

En la figura 1 se muestra un aparato 1 que comprende un dispositivo informatico 3 y un cromatografo 5. El dispositivo
informatico comprende un procesador 7 y una memoria digital asociada 9. El procesador esta dispuesto para procesar
las instrucciones del programa informatico 11 almacenadas en la memoria digital, y para recibir y transferir sefiales al
cromatografo y a una o mas unidades de E/S, en este ejemplo al menos a una pantalla 13. El cromatégrafo comprende
una columna 15 empaquetada con una fase estacionaria 17 que puede ser polar (denominada fase normal), no polar
(denominada fase inversa), o tener alguna otra forma de selectividad. El cromatégrafo incluye ademas un puerto de
introduccién de muestra 19, una o mas entradas 24 para constituyentes de eluyente de una fase movil, uno o mas
impulsores 23 para impulsar un flujo de la fase movil, tales como bombas, un detector conectado en el extremo aguas
abajo de la columna, y una salida de desechos 27 o colector 29.

Durante el funcionamiento, una muestra que comprende uno o mas compuestos se introduce en el puerto de muestra
19. Los impulsores 23, en este ejemplo las bombas, impulsan los constituyentes que forman el eluyente de la fase
movil para que fluyan a través del cromatdgrafo. La fase mdvil lleva la muestra hacia y a través de la columna 15.
Debido a las diferencias en polaridad y las diferencias en selectividad, la proporcién de cada compuesto que se
encuentra en la fase movil 31 en relacidén con la adsorcién a la fase estacionaria difiere entre los compuestos. Esto
conduce a una separacion de los compuestos durante su recorrido a través de la columna debido a sus diferentes
velocidades de movimiento. A continuacion, los compuestos pueden detectarse por el detector 25, y pueden llevarse
a la salida de desechos 27 o recogerse en el colector 29 para su posterior procesamiento o uso.

El cromatodgrafo 5 se ilustra en este ejemplo mediante un cromatégrafo simple de cromatografia liquida (LC), pero en
principio podria estar constituido por cualquier otro tipo de cromatografo, tal como un cromatégrafo de cromatografia
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ultrarrapida, un cromatografo de cromatografia liquida de alto rendimiento, o similares. Ademas, la columna 15 se
empaqueta preferentemente con una fase estacionaria polar, formando un cromatografo de fase normal, que es
particularmente adecuado para el procedimiento resultante. El material de la fase estacionaria podria ser entonces,
por ejemplo, un gel de silice, o cualquier otra fase estacionaria polar o hidréfila conocida en la técnica. Como
alternativa, la columna podria ser una columna de fase inversa y el material de la fase estacionaria podria ser entonces
un gel de silice modificado, un polimero, tal como estireno u otro material no polar conocido en la técnica. El
cromatografo esta ademas dispuesto para poder operar al menos un ciclo cromatografico con una fase mévil 31 que
comprende una mezcla de al menos dos constituyentes de eluyente que tienen diferentes propiedades cromatograficas
y que forman un perfil de eluyente 33. El perfil de eluyente comprende las proporciones relativas de los constituyentes
de eluyente participantes que forman la fase movil segun se introdujo en relacion con la progresion del ciclo
cromatografico, tal como en diferentes tiempos de ejecucion, o como alternativa, segin se midié por el volumen total
de la fase mévil bombeada hasta ahora. El uso del volumen de columna o el tiempo de ejecucién como medida de la
progresion del ciclo cromatografico es opcional y estan relacionados entre si a través del caudal de la fase movil y el
volumen de columna.

La memoria digital 9 del dispositivo informatico 3 comprende instrucciones de programa 11 almacenadas en la misma
que forman un programa informatico 35, y que estan destinadas a ejecutarse por el procesador y a controlar las
acciones del procesador. En este ejemplo, el programa informatico se dispone para inducir al procesador a realizar el
procedimiento como se describe en relacion con las figuras 2-3. El programa informatico 35 esta dispuesto ademas
para controlar el funcionamiento del cromatoégrafo 5.

En las figuras 2-3 se muestra un procedimiento para simular un ciclo cromatografico en el cromatdgrafo 5 con el
dispositivo informatico 3 segun la presente invencion. La figura 2 muestra un diagrama de flujo sobre una estructura
operativa para el programa informatico 35. Dependiendo del propdsito y de las condiciones para realizar un ciclo
cromatografico, el orden de realizacion de las diferentes etapas del procedimiento como se describe en relaciéon con
la figura 2, asi como qué etapas se incluiran y qué partes de cada etapa se realizaran, puede diferir entre ejecuciones.
A su vez, la figura 3 muestra un diagrama de flujo de las diversas funciones matematicas y numéricas que pueden
realizarse durante la ejecucion numérica del modelo cromatografico.

En una etapa de iniciacion 41, el procedimiento comprende almacenar informacién en la memoria digital 9
perteneciente a un modelo cromatografico que comprende ecuaciones matematicas para la simulacion del ciclo
cromatografico. Segun la invencion, las ecuaciones matematicas comprenden un sistema de modelado de ecuaciones
diferenciales
a) una progresion del perfil de eluyente 33 de la fase movil 31 con respecto a una fase estacionaria 17 en el
cromatografo 5,
b) una distribucién relativa de un compuesto entre la fase estacionaria y la fase mévil 31 basada en el perfil de
eluyente local 33 en la ubicacion actual del compuesto, y
c) elucién del compuesto con respecto a la fase estacionaria 17 basada en la progresion del perfil de eluyente 33
y en dicha distribucién relativa.

El modelo puede almacenarse en forma de un conjunto de instrucciones de programa, un conjunto de ecuaciones
matematicas adecuadas o una combinacion de las mismas. El término almacenamiento pretende incluir tanto la
descarga del modelo en la memoria digital 9, tal como cargar un programa informatico en la memoria digital, y
proporcionar una memoria digital con el modelo ya escrito en la misma. La memoria digital 9 puede ser una memoria
caché del procesador, una memoria de acceso aleatorio, una memoria flash, un disco duro o una memoria auxiliar a
la que puede acceder el procesador 7.

En la etapa de iniciacion 41, el procedimiento también comprende almacenar una funcién de compensacion para al
menos dos variables simuladas en el modelo cromatografico en la memoria digital. Preferentemente, el procedimiento
comprende almacenar una funcién de compensacion para un niumero adecuado, preferentemente mas de dos, de las
variables en el modelo. En un ejemplo particularmente util, la funcion de compensacion se refiere a dos o mas
posiciones pico 37 para dos o mas compuestos. La funcidon de compensacion podria entonces definirse para que la
simulacion se optimice con el objetivo de encontrar las condiciones que hagan que las posiciones pico simuladas 37
se formen a una cierta distancia, tal como dos volumenes de columna separados. Las ponderaciones asignadas a la
funcién de compensacién podrian ser entonces una ponderacion de dos para cualquier discrepancia en la direccién
de dos picos demasiado separados, y una ponderancia de veinte para cualquier discrepancia en la direccion de dos
picos mas cerca de dicha distancia deseada. Por lo tanto, se permite cierto margen de maniobra, de modo que se
pueda obtener un resultado de simulacioén incluso si el resultado deseado es imposible de formar. Ademas, el uso de
una funcion de compensacion permite una implementacion mas sencilla del procedimiento de optimizacion. En este
ejemplo, la funcion de compensacion también podria incluir, en principio, variables que describan las condiciones para
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realizar un ciclo cromatografico, tal como informacién sobre el perfil de elucion, la temperatura y otros factores que
puedan afectar al ciclo cromatografico.

En una etapa de entrada 43, el procedimiento comprende recibir una entrada de un usuario o de alguna otra fuente,
tal como la lectura de un archivo de datos o de la codificacién en el programa informatico. En este ejemplo, la etapa
de entrada 43 comprende recibir uno o mas valores para factores de retardo, R, y/o factores de retencién, k, medidos
durante uno o mas ciclos cromatograficos anteriores de ese compuesto y con una fase movil que comprende uno o
mas componentes de eluyente que deben simularse, y también recibir informacion sobre el perfil de eluyente asociado
de los ciclos cromatograficos anteriores. Es suficiente que solo se reciba un valor del factor de retardo o de retencion
para cada compuesto. Sin embargo, cuantos mas valores estén disponibles, mejor y mas precisa sera la simulacion.
En un ejemplo, el procedimiento comprende recibir dos valores medidos. En un ejemplo preferido, el procedimiento
comprende recibir al menos tres valores medidos para los factores de retardo, R o factores de retencion k, para al
menos un compuesto, junto con informacién sobre su perfil de eluyente asociado. Preferentemente, los perfiles de
eluyente asociados con los factores de retardo medidos comprenden un eluyente con proporciones constantes para
preferentemente todos, pero también es posible usar al menos para los constituyentes mas fuertes del eluyente en
ese ciclo cromatografico (un perfil de eluyente isocratico), o los perfiles de elucién en gradiente lineal. El factor de
retardo o de retencion también puede recibirse como una medida de un volumen de columna (LC) en elucién o como
una distancia recorrida (TLC) para el compuesto, a partir de la cual pueden estimarse los factores de retardo o de
retencion.

La etapa de entrada 43 opcionalmente puede comprender ademas, o como alternativa, valores o informacién para
otros parametros, variables o datos cualitativos. Por ejemplo, la entrada puede comprender informacién sobre los
compuestos a simular, y/o qué componentes de eluyente estan destinados a usarse en la cromatografia. El
procedimiento puede comprender entonces verificar en una base de datos los valores de los factores de retraso,
factores de retencién u otros parametros. El procedimiento puede comprender ademas recibir y almacenar valores
deseados para las al menos dos variables de las funciones de compensacion, y/o almacenar ponderaciones numéricas
atribuidas a cualquier desviacion de los valores deseados. La etapa de entrada 43 también puede comprender recibir
informacién sobre un tipo deseado de perfil de elucién, tal como si el perfil de elucién comprende dos, tres 0 mas
constituyentes de eluyente, la naturaleza de los constituyentes de eluyente, y la forma de un cambio en las
proporciones entre los constituyentes de eluyente, tales como el gradiente lineal, gradiente no lineal, etc.
Posiblemente, también se podria recibir informacion sobre la naturaleza de la fase estacionaria y/o de los compuestos
en la muestra. En una realizacion alternativa, la etapa de entrada 43 también podria comprender recibir y almacenar
parcial o completamente variables y/o ponderaciones de la funciéon de compensacion.

En una etapa de modelado 45, el procedimiento comprende almacenar un modelo para un factor de retencion, k, de
la forma k = (a+b*c)™ en la memoria digital, donde a, b y m son parametros de modelo. El procedimiento comprende
ademas estimar al menos uno de los parametros a, b o0 m ajustando el al menos un valor medido de los factores de
retardo o de retencién y la proporcién de eluyente asociada ¢ en el modelo. En caso de solo haber recibido un valor
medido del factor de retencion, el procedimiento comprende calcular el parametro b, y establecer a en cero y m en
uno. En caso de recibir solo dos valores medidos del factor de retencion, el procedimiento comprende calcular el
parametro b, y uno de a o m, mientras se establece el tercer parametro en su valor definido como anteriormente. En
caso de que se reciban tres o mas valores medidos del factor de retencion, el procedimiento comprende estimar los
parametros a, b y m por regresion no lineal. Como alternativa, la entrada recibida en la etapa de entrada 43 puede
comprender en cambio valores ya estimados para los parametros a, b y m para el modelo para el factor de retencién
directamente. Esto puede suceder si ya se han realizado estimaciones de a, b y m, por ejemplo, durante un intento de
simulacion anterior, o a partir de datos tabulados. Opcionalmente, el procedimiento puede comprender incluir un factor
de correccion a en el modelo, cuyo factor de correccién incluye correcciones por diferencias en el factor de forma,
densidad del paquete, calidad de las particulas, sistema de transmision de fluido y otras diferencias entre el sistema
cromatografico en el que se hacen las mediciones experimentales de los factores de retencion y/o de retardo, y el
sistema cromatografico que se va a simular, tal como entre una placa de TLC y una columna de LC. El factor de
correccion puede introducirse en el modelo para k como k = a(a+b*c)™, o el factor de correcciéon puede introducirse
como una correccion con respecto a los valores medidos de retencion o retardo antes de introducirse en el modelo
para el calculo de a, b, m, por ejemplo, como: Kcorregido = 0 * kmedido, donde se usa Kkcorresido €n €l modelo en lugar de
kmedido. El valor del factor de correccién a se determina preferentemente experimentalmente para cada par de sistemas
cromatograficos.

En una etapa de modelado 45, el procedimiento comprende ademas almacenar un vector de perfil de eluyente € en la
memoria digital que comprende N elementos de vector, comprendiendo cada elemento de vector &n informacion sobre
la proporcion ¢ de uno de los constituyentes del eluyente en la fase mévil en cierto punto de progresion del ciclo
cromatografico. En este ejemplo, el procedimiento también comprende asociar cada elemento de vector v con una
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medida de la progresion del ciclo cromatografico, en este ejemplo con un volumen vn de eluyente introducido en el
cromatografo. El volumen de eluyente introducido se mide preferentemente en volimenes de columna. En caso de
que el eluyente comprenda tres o mas constituyentes, el vector de perfil de eluyente puede comprender
correspondientemente un segundo conjunto de valores de proporcidn para el segundo eluyente, y asi sucesivamente.
Preferentemente, el nimero N de elementos de vector es superior o igual a cuatro, lo que permite una descripcion de
un gradiente lineal. Preferentemente, el nimero N de elementos de vector es superior o igual a cinco, lo que permite
perfiles de eluyente mucho mas generales. Al proporcionar el perfil de eluyente como un vector que comprende N>5
elementos, se puede simular una gran seleccion de diferentes perfiles de eluyente, y no es necesario en absoluto que
el perfil de eluyente sea un perfil de gradiente lineal, ni que consista en una proporcion de elucién constante. Por lo
tanto, se puede simular una clase mas amplia de ciclos cromatograficos. Ademas, el uso de un vector de perfil de
eluyente proporciona un procedimiento de simulacion muy estable y permite el uso de procedimientos numéricos
menos exigentes para su solucion.

En una etapa de simulacién 47, el procedimiento comprende simular el ciclo cromatografico por el al menos un
procesador que ejecuta un calculo del modelo cromatografico para obtener una o mas posiciones pico simuladas para
al menos uno o mas compuestos. Las relaciones entre los calculos numéricos realizados durante la simulaciéon se
muestran en la figura 3. En este ejemplo, la progresion del ciclo cromatogréfico se da en términos del numero actual
de volumenes de columna de fase movil introducidos, ve, debido a que esta medida proporciona un modelo matematico
mas sencillo. Sin embargo, debe apreciarse que, en principio, también podrian utilizarse otras medidas.

En un primer bloque de simulacién 49, el procedimiento comprende simular la progresion del perfil de eluyente de la
fase movil con respecto a la fase estacionaria 17 en el cromatégrafo. En este ejemplo, esta etapa comprende simular
las proporciones de los constituyentes de eluyente de la fase mévil en diferentes ubicaciones de la columna en
diferentes momentos, seguin se mide por la progresion del ciclo cromatografico. El primer bloque de simulacion 49
comprende llamar primero a una funcidon de calculo de perfil de elucién, representada por el segundo bloque de
simulacion 51, para recibir a partir de la misma una estimacién del presente perfil de eluyente en términos de las
presentes proporciones de constituyente de eluyente cp,1.i introduciéndose en el cromatografo, preferentemente al
comienzo de la fase estacionaria 17, en un punto de progresién del ciclo cromatografico, vp.

El segundo bloque de simulaciéon 51 comprende a su vez el uso de informacién sobre el vector de perfil de eluyente €,
sus elementos de vector én, y el presente punto de progresion del ciclo cromatografico, ve, para evaluar las
proporciones cp,1.i de cada constituyente de eluyente (i) al comienzo de la fase estacionaria en el presente punto de
progresion del ciclo cromatografico vp. En este ejemplo, el segundo bloque de simulacién 51 comprende interpolar las
proporciones cp,1.n €n funcién de los elementos de vector de perfil de elucién én, sus volumenes de elucién asociados,
y la presente progresion del ciclo cromatografico, proporcionando asi las proporciones momentaneas cp,1.i de los
constituyentes de eluyente, y devolviendo estos valores al primer bloque de simulacion 49.

El primer bloque de simulacién 49 comprende ademas estimar el perfil de eluyente local, o las proporciones de
constituyente de eluyente crocal,1.i(vP) €n toda la columna para cada constituyente de eluyente (i). En este ejemplo, la
estimacién comprende simular la progresion del perfil de eluyente a través de la columna, por ejemplo mediante el uso
de la ecuacion

Clocal,1..i =C(CP>1..i, V-Z, VP)

donde v representa el volumen de eluyente introducido, y z representa la posicion en la columna segun se mide en
volumenes de columna relativos que van de 0 a 1. Por lo tanto, se obtiene la progresién del perfil de elucion a través
de la fase estacionaria.

Sin embargo, también pueden usarse otras ecuaciones que describen la progresiéon del perfil de eluyente para
diferentes configuraciones de un cromatdgrafo, o pueden reemplazar el ejemplo anterior. Por ejemplo, la ecuacién
puede comprender un submodelo para describir el caudal en términos de fuerza gravitacional, presién de gas, caida
de presion, difusion, etc., en lugar de incorporar el caudal indirectamente en el vector de perfil de eluyente, asi como
modelos para otros factores tales como la retencién y adsorcién de un constituyente de eluyente en la fase
estacionaria.

En un tercer bloque de simulacion 53, el procedimiento comprende simular la distribucion relativa de un compuesto
entre la fase estacionaria (17) y la fase movil (31) basandose en el perfil de eluyente local, Ciocal,1.n, €N la presente
ubicacién del compuesto. En este ejemplo, el procedimiento comprende simular la resistencia de la fase movil
localmente para cada compuesto. En este ejemplo, el procedimiento comprende usar la informacién del primer y
segundo bloque de simulacion 49, 51 en el perfil de eluyente local en combinacién con el modelo para el factor de
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retencion como se describe en la etapa de modelado 45 del modelo, obteniendo asi la distribucién relativa de cada
compuesto entre la fase estacionaria y la moévil en la ubicacion del compuesto.

Por lo tanto, el tercer bloque de simulacién 53 comprende llamar a una funcién de calculo de factor de retencion,
representada por un cuarto bloque de simulacion 55. En este ejemplo, el cuarto bloque de simulacién 55 comprende
recibir el valor o valores para las proporciones locales de los constituyentes de eluyente en la presente ubicacion de
los compuestos Ciocal,1.n Y Usar el modelo para el factor de retencién k = (a+b*c)™, que proporciona una estimacion
directa de la distribucién relativa del compuesto entre la fase estacionaria y la fase movil. En este ejemplo, en el caso
de un perfil de eluyente que tiene solo dos constituyentes de eluyente, la distribucion puede evaluarse mediante la
ecuacion de la forma:

Krocal, 1. j=(aj+bj*Clocat,1..i) ™,

para cada compuesto j, y con los parametros a, b, m tal como se ajustan en la etapa de modelado 45. Sin embargo,
la expresioén en el cuarto bloque de simulacién también puede comprender opcionalmente otros factores o parametros
que pueden afectar a la distribucion de cada compuesto j. Por lo tanto, el procedimiento comprende simular la
distribucién relativa del compuesto entre la fase estacionaria y la fase movil en funcién del modelo para el factor de
retencion (k) y el perfil de eluyente local en la ubicacién del compuesto.

En un quinto bloque de simulacion 57, el procedimiento comprende simular una eluciéon del compuesto con respecto
a la fase estacionaria en funcién de la progresién del perfil de eluyente del bloque 49 y en dicha distribucion relativa
de las etapas 53 y 55. En este ejemplo, el quinto bloque de simulacién 57 comprende simular el movimiento (elucién)
de cada compuesto en relacion con la fase estacionaria (columna) basandose en la progresion del perfil de eluyente
y teniendo en cuenta la proporcién Kiocal,1.j del compuesto que reside en la fase movil 31 del bloque 55. En este ejemplo
particular, el modelo puede comprender una ecuacién de la forma:

de/dV = 1/(1+kLocal,1..j),

Esto proporciona una medida de la elucion, o sinénimamente, el cambio de posicion para el compuesto con respecto
a la fase estacionaria medida en un volumen de columna relativo (de 0 a 1). Por lo tanto, estas ecuaciones forman un
conjunto de ecuaciones diferenciales que, en el calculo, proporciona la progresion momentanea de cada compuesto
a través de la columna cromatografica.

El procedimiento comprende ademas un sexto bloque de simulacién 59 que comprende simular el ciclo cromatografico
por el al menos un procesador 7 que ejecuta un calculo del modelo cromatografico. En este ejemplo, el procedimiento
comprende repetir los bloques de simulacién 49-55 con un procedimiento numérico para resolver ecuaciones
diferenciales, lo que da como resultado la obtencion de las posiciones pico simuladas resultantes 37 para cada uno
de los compuestos. Las ecuaciones diferenciales del bloque 51 al 57 pueden calcularse ejecutando un procedimiento
numérico para resolver un sistema de ecuaciones diferenciales, tal como un procedimiento Euler, un procedimiento
Runge-Kutta o cualquier otro procedimiento numérico para resolver sistemas diferenciales de ecuaciones. En este
ejemplo, la simulacién comprende simular el ciclo cromatografico por el al menos un procesador que ejecuta un calculo
del modelo cromatografico para obtener una correspondencia entre la posicion pico resultante para un compuesto y
un perfil de eluyente para la fase movil, mediante la ejecucion de los bloques 49 a 57. Por lo tanto, el procedimiento
también comprende simular el ciclo cromatografico con calculos basados en el vector de perfil de eluyente €.

El procedimiento comprende ademas simular el ciclo cromatografico por el al menos un procesador 7 que ejecuta un
calculo del modelo cromatografico para obtener valores simulados para al menos dos variables de la funciéon de
compensacion. En este ejemplo, las variables de la funcién de compensacion se establecen en dos posiciones pico.
Sin embargo, debido a la naturaleza general del modelo de simulacion, es posible incluir casi cualquier otra variable o
parametro del modelo como también las variables deseadas de la funcién de compensacién. El procedimiento
comprende ademas calcular una puntuacién de compensacién ponderada basada en la funcion de compensacion. Por
lo tanto, se asigna una puntuacion al punto representado por el vector de perfil de elucion simulado actualmente €, en
un espacio puntual abarcado por el conjunto de todos los valores posibles para los elementos én de un vector de perfil
de elucion arbitrario de la misma dimension.

En un séptimo bloque de simulacion 60, el procedimiento comprende calcular una puntuacion para la funcion de
compensacion en dicho punto en el espacio puntual, sumando las desviaciones ponderadas para todas las variables
actualmente seleccionadas como variables activas de la funcién de compensacion.

En un octavo bloque de simulacion 61, el procedimiento comprende ejecutar una optimizacion de la simulacion para
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producir un ciclo cromatografico optimizado. La optimizacion puede comprender volver a ejecutar la simulacion, tal
como la simulacion en los bloques 49-60, para obtener una pluralidad de resultados de simulacién, y seleccionar el
resultado de simulacion optimo entre la pluralidad de resultados de simulacion. En un ejemplo, el procedimiento
comprende variar la simulacién volviendo a ejecutar la simulacion (en los bloques 49-60) con un perfil de eluyente de
simulacion variable para predecir un perfil de eluyente resultante (33) para la fase mévil dando como resultado una
posicion pico simulada (37) que esta dentro de un limite de tolerancia de la posicion pico deseada. El limite de
tolerancia puede ser, por ejemplo, un intervalo especifico en torno a la posicion pico, que puede predefinirse o
introducirse por el usuario en la etapa de entrada 43. Sin embargo, el limite de tolerancia también puede establecerse
dindmicamente como se describe a continuacion.

El octavo bloque de simulacion 61 del procedimiento comprende ejecutar una optimizacion con al menos un
procesador para optimizar la funcién de compensacion a fin de minimizar la suma de las desviaciones ponderadas, en
este ejemplo la puntuacion de la funcién de compensacion segun se calcula en el séptimo bloque de simulacién 60.
En este ejemplo, el procedimiento puede comprender optimizar el valor de la funcién de compensacion variando el
perfil de eluyente en la forma del vector de perfil de eluyente (¢), y volver a ejecutar la simulacién en los bloques 49-
60 con los nuevos y variados elementos de vector ¢n. El procedimiento comprende ademas seleccionar el vector de
perfil de eluyente € que da como resultado el valor minimo para la puntuacién de la funcién de compensacion como el
perfil de eluyente optimo. Por lo tanto, las ponderaciones de la funcién de compensacion junto con la seleccion de la
simulacion que proporciona la menor puntuacion establecen dinamicamente los limites de tolerancia para la posicion
0 posiciones pico.

En este ejemplo, al menos una de dichas variables simuladas de la funcién de compensacién comprende una posicion
pico simulada para un compuesto destinado a eluirse en el ciclo cromatografico. Sin embargo, al menos una de dichas
variables de la funcién de compensacion también podria comprender el perfil de eluyente & e informacién sobre la
proporcion ¢ de al menos uno de los constituyentes de eluyente en la fase movil. Por lo tanto, las tolerancias en torno
a cada posicion pico, elemento de vector de perfil de eluyente, y/u otras variables de la funcién de compensacion
pueden establecerse dinamicamente en los valores que minimizan la puntuacion de la funcion de compensacion.

El procedimiento comprende optimizar el valor de la funcién de compensacioén por el al menos un procesador 7 que
ejecuta un procedimiento de busqueda directa numérica que varia el vector de perfil de eluyente (€), y volver a ejecutar
la simulacién en los bloques 49-60 con los nuevos y variados elementos de vector én. El procedimiento comprende
ademas seleccionar el vector de perfil de eluyente ¢ que da como resultado el valor minimo para la funciéon de
compensacion como el perfil de eluyente 6ptimo, y que también establece dinamicamente el limite de tolerancia para
la posicién o posiciones pico. El procedimiento de busqueda directa comprende preferentemente un procedimiento
simplex, como el procedimiento simplex de Nelder Mead, que varia los elementos de vector én. El modelo del ciclo
cromatografico no se comporta necesariamente bien para todas las formas de cromatografia, lo que significa que es
una ventaja utilizar un procedimiento de busqueda directa, o un procedimiento simplex, que son procedimientos fuertes
menos afectados por las fluctuaciones de error.

Volviendo ahora a la figura 2, en una etapa de presentacion 63, el procedimiento comprende presentar la posicién pico
resultante simulada para al menos un compuesto simulado y su perfil de eluyente asociado en la pantalla 13.
Continuando una vez mas hasta la etapa de entrada 43, el procedimiento también comprende proporcionar una interfaz
de usuario 13 para recibir informacion de un usuario. En este ejemplo, el procedimiento comprende proporcionar una
interfaz de usuario 13 para recibir la entrada de un usuario sobre un valor deseado para una posicion pico resultante
para al menos un compuesto. El procedimiento también comprende preferentemente recibir informacién de un usuario
sobre los cambios deseados con respecto a una o mas de las posiciones pico simuladas resultantes y con respecto al
perfil de eluyente. Como alternativa, o en combinacion, el procedimiento también puede comprender recibir una
entrada de un usuario sobre uno o mas valores deseados para el perfil de eluyente.

En este ejemplo, la pantalla es una pantalla tactil, donde el usuario puede sefnalar la pantalla y, por ejemplo, arrastrar
una posicién pico visualizada simulada a una nueva posicion pico deseada. De manera similar, el usuario puede
simplemente sefalar una ubicacion del perfil de eluyente 33, tal como en un elemento visualizado del vector de perfil
de eluyente (€n), y arrastrar el perfil de eluyente 33 (o elemento del vector de perfil de eluyente) para formar un nuevo
perfil de eluyente deseado con una nueva proporcion ¢ para un constituyente de eluyente, y/o hacia un nuevo punto
de progresion del ciclo cromatografico. Como alternativa, la entrada también podria recibirse desde un teclado, un
raton de ordenador, o alguna otra forma de dispositivo de entrada conocido en el campo de las unidades de E/S.

En caso de que uno de los valores deseados recibidos sea una variable de la funcién de compensacion, el valor

deseado para ese parametro se cambia en funcion de la entrada del usuario. En caso de que uno de los valores
deseados recibidos no pertenezca a la funciéon de compensacion, este valor y su parametro pueden incorporarse como
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una variable en la funcion de compensacion. Por lo tanto, el procedimiento comprende recibir una entrada de un
usuario que interactia con el dispositivo informatico en un valor deseado para al menos uno de dichos al menos dos
parametros de la funcion de compensacion.

El procedimiento comprende entonces repetir la etapa de simulacién 47 y los calculos de los bloques de simulacion
49-61, para ejecutar una optimizacion de la funcién de compensacion con el al menos un procesador en funcion de
los nuevos valores de entrada. Por lo tanto, es posible que un usuario proporcione facil y rapidamente una entrada
directa al dispositivo informatico, después de haber recibido un primer resultado de simulacion, y cambiarlo a voluntad
para optimizar el ciclo cromatografico en cooperacion con la simulacion. Por lo tanto, la habilidad, la experiencia y el
conocimiento experto del usuario, y el conocimiento del usuario o las preferencias sobre los resultados deseados para
el ciclo cromatografico, en combinaciéon con una simulacién general y muy permisiva, se pueden usar en concierto
para dar resultados aun mejores de lo que el usuario o el dispositivo informatico podrian lograr en solitario.

El procedimiento comprende ademas una etapa de control 65 que comprende recibir informacién de un usuario en un
perfil de eluyente simulado seleccionado 33 que se desea analizar en el cromatégrafo, y controlar el cromatégrafo 5
para analizar una muestra en el cromatografo con una fase mévil que tiene un perfil de eluyente correspondiente al
perfil de eluyente seleccionado 33. Por lo tanto, es posible simular un ciclo cromatografico para obtener las condiciones
que dan los resultados deseados, y a continuacion usar directamente las condiciones de la simulacion para controlar
el cromatdgrafo 5 para llevar realizar un ciclo cromatografico con estas condiciones exactas. En este ejemplo, el
procedimiento también comprende una etapa de retroalimentacion en la que los resultados del ciclo cromatografico
real se comparan con el resultado simulado, y se evalla cualquier discrepancia para determinar las posibilidades de
mejorar el modelo. Por ejemplo, la informacion sobre la posicion pico real para un compuesto podria usarse para
mejorar los parametros a, b, m del modelo para el factor de retencién.

La invencién no se limita a los ejemplos y realizaciones que se muestran, sino que puede variarse libremente dentro
del alcance de las siguientes reivindicaciones. En particular, los diferentes aspectos y caracteristicas de los ejemplos
y realizaciones no son exclusivos entre si, sino que pueden combinarse para formar nuevas realizaciones, que estan
dentro del alcance de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para simular un ciclo cromatografico en un cromatografo (5) con un dispositivo
informatico (3) que comprende al menos un procesador (7) y una memoria digital asociada (9), donde el ciclo
cromatografico utiliza una fase mévil (31) que comprende una mezcla de al menos dos constituyentes de eluyente que
tienen diferentes propiedades cromatograficas y que forman un perfil de eluyente (33), comprendiendo el
procedimiento las etapas de

- almacenar informacion en la memoria digital perteneciente a un modelo cromatografico que comprende ecuaciones
matematicas para la simulacion del ciclo cromatografico, comprendiendo las ecuaciones matematicas un sistema de

modelado de ecuaciones diferenciales
a) progresion del perfil de eluyente de la fase movil con respecto a una fase estacionaria (17) en el cromatografo,
b) una distribucion relativa de un compuesto entre la fase estacionaria (17) y la fase movil (31) basada en el perfil
de eluyente local en la ubicacion del compuesto, y
c) elucién del compuesto con respecto a la fase estacionaria basada en la progresion del perfil de eluyente y en
dicha distribucion relativa,
y
- simular el ciclo cromatografico por el al menos un procesador (7) que ejecuta un calculo del modelo cromatografico
para obtener una posicion pico simulada (37) para el al menos un compuesto;
el procedimiento caracterizado porque comprende ademas:
- almacenar una funcién de compensacién para al menos dos variables simuladas en el modelo cromatografico en la
memoria digital (9),
- almacenar valores deseados para las al menos dos variables y almacenar ponderaciones numéricas atribuidas a
cualquier desviacién de los valores deseados para dichas variables en la memoria digital,
- simular el ciclo cromatografico por el al menos un procesador que ejecuta un calculo del modelo cromatografico para
obtener valores simulados para dichas al menos dos variables,

- calcular una puntuacion ponderada de compensacion basada en la funcién de compensacion y

- ejecutar una optimizacién con el al menos un procesador para optimizar la funcién de compensacion a fin de
minimizar la puntuaciéon ponderada de compensacion de la funcién de compensacion,

- recibir una entrada de un usuario que interactda con el dispositivo informatico en un valor deseado para al menos
una de dichas al menos dos variables, y

- ejecutar una optimizacion de la funcién de compensacion con al menos un procesador en funcién del nuevo valor de
entrada,

- almacenar un vector de perfil de eluyente (€) en la memoria digital que comprende N elementos de vector,
comprendiendo cada elemento de vector (En) informacion sobre la proporcion momentanea ¢ de uno de los
constituyentes de eluyente en la fase movil en un punto de progresion del ciclo cromatografico y

- simular el ciclo cromatografico con calculos basados en el vector de perfil de eluyente (¢),

- minimizar la puntuaciéon de compensacion de la funcién de compensacion por el al menos un procesador que ejecuta
un procedimiento de busqueda directa numérica que varia el vector de perfil de eluyente (€) y vuelve a ejecutar la
simulacion con los elementos de vector variados ¢n.

2. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el procedimiento comprende

- recibir una entrada de un usuario sobre un valor deseado para una posicién pico para al menos un compuesto cuando
se eluye,

- simular el ciclo cromatografico por el al menos un procesador (7) que ejecuta un calculo del modelo cromatografico
para obtener una correspondencia entre la posicidn pico (37) para el compuesto y un perfil de eluyente (33) para la
fase movil (31), y

- variar la simulacién para predecir un perfil de eluyente para la fase mévil que da como resultado que una posicién
pico simulada esté dentro de un limite de tolerancia de la posiciéon de pico deseada.

3. Un procedimiento segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el procedimiento comprende

- presentar una posicion pico simulada para al menos un compuesto y su perfil de eluyente asociado en una pantalla,
y

- proporcionar una interfaz de usuario para recibir informacién de un usuario sobre los cambios deseados con respecto
a una o mas de las posiciones pico simuladas y con respecto al perfil de eluyente.

4. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque el procedimiento
comprende

- recibir uno o mas valores medidos del factor de retardo (R) o del factor de retencion (k) para al menos un compuesto
que se origina a partir de uno o mas ciclos cromatograficos anteriores de ese compuesto con una fase movil que
comprende uno o mas de los al menos dos constituyentes de eluyente, y recibir informacién sobre la proporcion
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asociada c de al menos uno de los constituyentes de eluyente con respecto a la fase movil total,

- almacenar un modelo para un factor de retencion de la forma k = (a+b*c)™ en la memoria digital, donde a, b y m son
parametros del modelo,

- estimar al menos uno de los parametros a, b o m ajustando el al menos un factor de retardo (R) o factor de retencién
(k) medidos y la proporcion de eluyente asociada ¢ en el modelo, y

- simular el ciclo cromatografico basado en el modelo del factor de retencion (k).

5. Un procedimiento segun la reivindicacion 4, caracterizado porque el procedimiento comprende

- recibir tres o mas valores medidos del factor de retardo (R) o del factor de retencién (k) para uno y el mismo
compuesto y las proporciones asociadas (c1,C2, c3) para al menos uno de los constituyentes de eluyente, y

- estimar los parametros a, b y m por regresion no lineal.

6. Un procedimiento segun la reivindicacion 4 o 5, caracterizado porque el procedimiento comprende

- recibir uno o mas valores del factor de retardo (R) o del factor de retencién (k) medidos en un primer sistema
cromatografico,

- usar un factor de correccién (a) para corregir las diferencias entre el primer sistema cromatografico y un segundo
sistema cromatografico al estimar al menos uno de los parametros del modelo de factor de retencién, y

- simular el ciclo cromatografico en el segundo sistema cromatografico.

7. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizado porque el procedimiento
comprende ademas controlar un ciclo cromatografico en el cromatégrafo (5), mediante

- la recepcién de informacion de un usuario en un perfil de eluyente simulado seleccionado que se desea analizar en
un cromatografo, y

- el control de un cromatégrafo (5) para analizar una muestra en el cromatégrafo con una fase mévil (31) que tiene
un perfil de eluyente correspondiente al perfil de eluyente seleccionado (33).

15



ES 280573713

e
T A —
= -_-"“\\ :‘-ﬁ\““a__ 11
PNy TN
j\ N 35
> | \--9
37 _.---‘i__ “:\"""-——T
2 et
13 3

19 —

15 =]

17

25 =

\
T T T
|
—" j

T

Fig. 1

16



ES 280573713

/...—55

-

g

Fig. 2

Fig. 3

17

S e R



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

