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DESCRIPCION
Inyector de muestra con bucle de muestra y bucle de tampdn
Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a un inyector de muestra y a un procedimiento de inyectar una muestra para
cromatografia de liquidos, a un sistema de cromatografia de liquidos y a un sistema de diagndstico clinico.

Antecedentes

Tipicamente, para llevar a cabo unainyeccién de muestra de cromatografia de liquidos (CL), se carga una muestra
en un bucle de muestra que es un tubo que tiene un volumen interno predefinido con dos extremos conectados a
orificios respectivos de una valvula de conmutacién de CL de alta presién multiorificio antes de bombearse por una
bomba de CL de alta presidén desde el bucle de muestra a una columna de CL, estando conectadas fluidicamente
tanto la bomba de CL como la columna de CL a otros orificios de la misma valvula. La muestra se puede extraer o
bien empujar desde una linea de muestra hasta el bucle de muestra por una bomba especializada, tipicamente
una bomba de jeringa, también conectada a la misma valvula que genera presién negativa y/o positiva.

Para aplicaciones de alto rendimiento que requieren muchos ciclos de inyeccién de muestra consecutivos, y
especialmente para analisis de acceso aleatorio de diferentes muestras que requieren posiblemente diferentes
condiciones de inyeccién, por ejemplo, diferentes volimenes de muestra, diferentes caudales, diferentes
presiones, son importantes la velocidad de carga de muestra y la flexibilidad para adaptar las condiciones para
cada muestra en una secuencia programada. En un intento de incrementar la flexibilidad, por ejemplo para permitir
la dilucion en linea, también se han propuesto inyectores de muestra modificados que usan dos valvulas de
conmutacion CL de alta presion, dos bucles de muestra, vélvulas adicionales y multiples bombas, como por ejemplo
en el documento JP05505249B2. Sin embargo, dicha solucidon es incluso mas lenta que las soluciones estandar.
Ademas, la compleja construccion fluidica que incluye diversas lineas y conexiones fluidicas hace el proceso de
lavado ineficaz, incrementa el riesgo de transferencia entre diferentes muestras y también incrementa el volumen
muerto, 10 que requiere por lo tanto el uso de voliumenes de muestra totales mas grandes.

Un inyector de muestra tipico para cromatografia de liquidos se divulga en el documento EP1536228A1 (01-06-
2005) e incluye una vélvula de conmutacion, una bomba de aspiracién y bucles analiticos/de tampén.

Sumario

En el presente documento se divulga un inyector de muestra para cromatografia de liquidos que es adecuado para
cromatografia de liquidos de alto rendimiento y acceso aleatorio y puede tener una o mas de las siguientes
ventajas. Puede permitir tiempos de ciclo de inyeccion cortos. Puede permitir carga de muestra rapida manteniendo
la precision. Puede permitir flexibilidad en la adaptacion de las condiciones de inyeccion, por ejemplo, adaptando
el volumen de muestra analitica que se inyecta. Minimiza el arrastre de muestra. Minimiza los volumenes fluidicos
internos, requiriendo por tanto menores cantidades de muestra totales y permitiendo compatibilidad con micro-CL
(MCL) y/o CL de pequefio calibre. Requiere solo una valvula de conmutacion de CL de alta presion, permaneciendo
por tanto simple, facil de controlar y mantener, compacto y rentable.

También se divulga un procedimiento de inyectar una muestra para cromatografia de liquidos que tiene una o mas
de las mismas ventajas.

En el presente documento también se divulgan un sistema de cromatografia de liquidos que comprende el inyector
de muestra de la presente divulgacion y un sistema de diagndstico clinico que comprende el sistema de
cromatografia de liquidos de la presente divulgacion, que ofrecen una cualquiera 0 mas de las mismas ventajas.

El inyector de muestra de la presente divulgacion comprende una valvula de conmutacion de CL que comprende
un orificio de entrada de muestra, un orificio de bomba de aspiracion/distribucion, un orificio de entrada de bucle
de muestra analitica y un orificio de salida de bucle de muestra analitica, y un orificio de bomba de CL y un orificio
de columna de CL. El inyector de muestra comprende ademas una bomba de aspiracién conectada fluidicamente
al orificio de bomba de aspiracion/distribucion por medio de un bucle de muestra de tampén para aspirar una
muestra en el bucle de muestra de tampdn cuando el orificio de bomba de aspiracién/distribucién se conecta al
orificio de entrada de muestra; un bucle de muestra analitica conectado a la valvula de conmutacion de CL entre
el orificio de entrada de bucle de muestra analitica y el orificio de salida de bucle de muestra analitica, para recibir
al menos parte de la muestra aspirada en el bucle de muestra de tampdn cuando el orificio de entrada de bucle de
muestra analitica se conecta al orificio de bomba de aspiracion/distribucion; una columna de CL conectada
fluidicamente al orificio de columna de CL, y una bomba de CL conectada fluidicamente al orificio de bomba de
CL, para inyectar la muestra recibida en el bucle de muestra analitica en la columna de CL cuando el orificio de
bomba de CL se conecta fluidicamente al orificio de salida de bucle de muestra analitica y el orificio de columna
de CL se conecta fluidicamente al orificio de entrada de bucle de muestra analitica.
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El término "muestra” se refiere a un material biolégico sospechoso de contener uno o mas analitos de interés y
donde su deteccidn, cualitativa y/o cuantitativa, se puede asociar a una afeccién clinica. La muestra se puede
derivar de cualquier fuente biolégica, tal como un liquido fisioldgico, incluyendo sangre, saliva, liquido del cristalino
ocular, liquido cefalorraquideo, sudor, orina, leche, liquido ascitico, mucosa, liquido sinovial, liquido peritoneal,
liquido amniotico, tejido, células o similares. La muestra se puede pretratar antes de su uso, tal como preparar
plasma o suero a partir de sangre, diluir liquidos viscosos, lisis o similares; los procedimientos de tratamiento
pueden implicar filtracién, centrifugacion, destilacion, concentracion, inactivacion de componentes interferentes y
la adicion de reactivos. Una muestra se puede usar directamente como se obtiene de la fuente en algunos casos
0 después de un flujo de trabajo de pretratamiento y/o preparacion de muestra para modificar el caracter de la
muestra, por ejemplo, después de afiadir un estandar interno, después de diluirse con otra solucidén o después de
haberse mezclado con reactivos, por ejemplo, para permitir llevar a cabo una o mas pruebas de diagndstico in
vitro, o para enriquecer (extraer/separar/concentrar) analitos de interés y/o para retirar componentes de matriz que
interfieren potencialmente con la deteccion del/de los analito(s) de interés. Los ejemplos de analitos de interés son
vitamina D, drogas, farmacos, hormonas y metabolitos en general. Sin embargo, la lista no es exhaustiva.

Una "cromatografia de liquidos o CL" es un proceso analitico que somete muestras inyectadas por un inyector de
muestra a separaciéon cromatografica a través de una columna para, por ejemplo, separar analitos de interés de
componentes de matriz, por ejemplo, los componentes de matriz restantes después de la preparacion de muestra
que todavia pueden interferir en una deteccién posterior, por ejemplo, una deteccidon por espectrometria de masas,
ylo para separar analitos de interés entre si para permitir su deteccién individual. "Cromatografia de liquidos de
alto rendimiento” o HPLC, "cromatografia de liquidos de ultraalto rendimiento”" o UHPLC, "microcromatografia de
liquidos" o WCL y "cromatografia de liquidos de pequefio calibre" o CL de pequefio calibre son formas de
cromatografia de liquidos realizadas bajo presién.

Una"columna de CL" se puede referir a cualquiera de una columna, un cartucho, un capilary similares para realizar
separaciones de naturaleza cromatografica. Tipicamente, las columnas se rellenan o se cargan con una fase
estacionaria, a través de la que se bombea una fase mdévil para atrapar y/o separar y eluir y/o transferir analitos de
interés en condiciones seleccionadas, por ejemplo, de acuerdo con su polaridad o valor de log P, tamafio o afinidad,
como es conocido en general. Esta fase estacionaria puede ser particulada o en forma de perlas 0 un monolito
poroso. Sin embargo, el término "columna" también se puede referir a capilares que no se rellenan ni se cargan
con una fase estacionaria, sino que dependen del area superficial de la pared de capilar interna para efectuar las
separaciones. La columna de CL puede ser intercambiable y/u operar en paralelo o0 en secuencia con una o mas
de otras columnas de CL. Una columna de CL puede ser, por ejemplo, una columna de CL en linea de captura
rapida y elucién, una columna de CL de alto rendimiento (HPLC) o una columna de CL de ultraalto rendimiento
(UHPLC), y puede ser de cualquier tamafio, incluyendo columnas de micro-CL y columnas de CL de pequefio
calibre con un diametro interno de menos de 1 mm.

El término "vélvula" se refiere a un dispositivo de regulacién de flujo para controlar, redirigir, restringir o detener el
flujo. Una "vélvula de conmutacién de CL" es una valvula multiorificio que controla el flujo entre los elementos
conectados a los orificios. Esto tipicamente se logra moviendo uno o mas conductos de valvula para cambiar la
comunicacion entre diferentes elementos. Los elementos se pueden conectar de forma fluida a los orificios por
medio de otros conductos, como tuberias, tubos, capilares, canales de microfluidos y similares, y por accesorios
como tornillosftuercas y férulas, o sellos herméticos a liquidos alternativos, por ejemplo, mantenidos en su lugar
por un mecanismo de pinza. Una valvula de conmutacién de CL normalmente puede permitir presiones de liquido
del orden de la magnitud usada para HPLC o mayor.

La valvula de conmutacién de CL de la presente divulgacién comprende un orificio de entrada de muestra, un
orificio de bomba de aspiracion/distribucion, un orificio de entrada de bucle de muestra analitica y un orificio de
salida de bucle de muestra analitica, y un orificio de bomba de CL y un orificio de columna de CL.

De acuerdo con un modo de realizacién, la valvula de conmutacion de CL tiene conducto(s) de valvula interno(s)
con un diametro interno de menos de 0,6 mm, por ejemplo, entre aproximadamente 0,5 mmy 0,2 mm, por ejemplo,
aproximadamente 0,4 mm o aproximadamente 0,25 mm.

De acuerdo con un modo de realizacion, la valvula de conmutacion de CL tiene un tiempo de conmutacion de
aproximadamente 500 ms o menos.

Un "orificio de entrada de muestra” es un orificio de valvula a través del que puede entrar una muestra a la valvula
desde un recipiente de muestra, por ejemplo, por medio de una aguja colocada en conexion fluidica con el orificio
de entrada de muestra. De acuerdo con un modo de realizacién, el orificio de entrada de muestra también es un
orificio de residuos para desechar liquido residual del inyector de muestra en un recipiente de residuos,
posiblemente a través de la misma aguja de muestra.

Un "orificio de bomba de aspiracién/distribucion” es un orificio de valvula a través del que una muestra introducida
por medio del orificio de entrada de muestra sale al menos temporalmente de la valvula antes de volver a entrar
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en la valvula. En particular, una bomba de aspiracion se conecta fluidicamente al orificio de bomba de
aspiracion/distribucion por medio de un bucle de muestra de tampén para aspirar una muestra en el bucle de
muestra de tampon cuando el orificio de bomba de aspiracidn/distribucion se conecta al orificio de entrada de
muestra.

El "orificio de entrada de bucle de muestra analitica" y el "orificio de salida de bucle de muestra analitica" son
orificios de vélvula a los que se conectan dos respectivos extremos de un bucle de muestra analitica para recibir
al menos parte de la muestra aspirada en el bucle de muestra de tampdn cuando el orificio de entrada de bucle de
muestra analitica se conecta al orificio de bomba de aspiracidn/distribucion.

Un "orificio de columna de CL" es un orificio de valvula al que se conecta fluidicamente una columna de CL.

Un "orificio de bomba de CL" es un orificio de valvula al que se conecta fluidicamente una bomba de CL para
inyectar la muestra recibida en el bucle de muestra analitica en la columna de CL cuando el orificio de bomba de
CL se conecta fluidicamente al orificio de salida de bucle de muestra analitica y el orificio de columna de CL se
conecta fluidicamente al orificio de entrada de bucle de muestra analitica.

De acuerdo con un modo de realizacién, el orificio de salida de bucle de muestra analitica se conecta al orificio de
entrada de muestra cuando el corificio de entrada de bucle de muestra analitica se conecta al orificio de bomba de
aspiracion/distribucion.

Una "bomba de CL" es una bomba que puede variar en capacidad de presidn pero que puede proporcionar un
caudal volumétrico consecuente y reproducible. La presién en HPLC tipicamente puede alcanzar hasta 60 MPa o
aproximadamente de 600 atmdsferas, mientras que los sistemas UHPLC y u-CL se han desarrollado para trabajar
a presiones incluso mayores, por ejemplo, de hasta 120 MPa o aproximadamente de 1200 atmdsferas y por lo
tanto pueden usar tamafios de particula mucho mas pequefios en las columnas de CL (<2 um). Las bombas de
CL también se pueden configurar como bombas binarias, en caso de condiciones que requieran el uso de
gradientes de elucion.

De acuerdo con un modo de realizacion, el inyector de muestra comprende al menos una bomba de CL binaria,
por ejemplo una o dos bombas de gradiente de alta presion.

De acuerdo con un modo de realizacion, la bomba de CL puede producir una presion de 60 MPa a 90 MPa, por
ejemplo, de 75 MPa a 85 MPa, por ejemplo, 80 MPa.

De acuerdo con un modo de realizacion, la bomba de CL se puede configurar para operar con un caudal de entre
1 pl/min y 300 yl/min 0 mas, y tipicamente opera con caudales de entre 100 pl/miny 250 pl/min y una exactitud de
por ejemplo, aproximadamente £ 5 % 0 menos.

Una "bomba de aspiracion” de acuerdo con la presente divulgacion es una bomba que tipicamente es mas simple
y mas barata en construccion y opera a una presion significativamente menor en comparacioén con una bomba de
CL. La bomba de aspiracién es tipicamente una bomba de jeringa, pero se pueden usar otros tipos de bombas
dependiendo de los requisitos de precisién y velocidad.

El término "bucle de muestra de tampén" se refiere a un conducto, tipicamente un tubo que tiene una longitud y
diametro predefinidos y, por lo tanto, un volumen interno predefinido, que tiene solo un extremo conectado a un
orificio, en particular el orificio de bomba de aspiracion/distribucion de la misma valvula de conmutacién de CL,
valvula a la que el bucle de muestra analitica también se conecta con ambos extremos. El otro extremo del bucle
de muestra de tampdn se conecta fluidicamente a la bomba de aspiracion.

El término "bucle de muestra analitica" se refiere a un conducto, tipicamente un tubo que tiene una longitud y
diametro predefinidos y, por lo tanto, un volumen interno predefinido, que tiene dos extremos conectados a dos
respectivos orificios de la misma valvula de conmutacion de CL, en particular al orificio de entrada de bucle de
muestra analitica y al orificio de salida de bucle de muestra analitica respectivamente, para recibir al menos parte
de la muestra aspirada en el bucle de muestra de tampon cuando el orificio de entrada de bucle de muestra analitica
se conecta al orificio de bomba de aspiracion/distribucién. El volumen interno predefinido del bucle de muestra
analitica determina el volumen maximo de muestra que se puede inyectar en una columna de CL. Sin embargo, el
volumen de muestra que se puede inyectar depende de cuanto volumen de muestra se recibe en el bucle de
muestra analitica desde el bucle de muestra de tampdn, que puede ser una fraccién del volumen interno total del
bucle de muestra analitica y, por lo tanto, es variable dependiendo de las condiciones de CL especificas de vez en
cuando. Por tanto, se puede lograr flexibilidad en la adaptacién de las condiciones de inyeccién, adaptando el
volumen de muestra analitica que se inyecta. Ademas, dado que la carga de muestra en el bucle de muestra de
tampén se puede producir independientemente de la inyeccion de muestra en la columna de CL desde el bucle de
muestra analitica, por ejemplo al menos en parte en paralelo, se puede lograr un ahorro de tiempo adicional y, por
lo tanto, mayor rendimiento.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2999 149 T3

De acuerdo con un modo de realizacién, el bucle de muestra analitica tiene un diametro interno de menos de
0,5 mm o incluso menos de 0,3 mm y un volumen interno total de aproximadamente 20 ul 0 menos, por ejemplo
aproximadamente 10 pl.

De acuerdo con un modo de realizacién, el bucle de muestra de tampén tiene un volumen interno mayor que el
volumen interno del bucle de muestra analitica y/o un diametro interno mas grande que el diametro interno del
bucle de muestra analitica. Un diametro interno mas grande puede tener un efecto ventajoso en términos de caudal
y, por lo tanto, ahorro de tiempo.

De acuerdo con un modo de realizacién, el inyector de muestra comprende ademas una valvula secundaria que
conecta fluidicamente la bomba de aspiracién con el bucle de muestra de tampén. La valvula secundaria puede
ser una valvula de presién menor en comparacion con la valvula de conmutacion de CL.

De acuerdo con un modo de realizacion, el inyector de muestra comprende ademas una bomba de lavado
conectada a la valvula secundaria para bombear liquido de lavado a través de al menos parte del inyector de
muestra en contacto con una muestra. La bomba de lavado puede ser similar en construccién y disefio a la bomba
de aspiracion. Sin embargo, se puede configurar para bombear volumenes mas grandes y/o bombear a mayor
caudal y posiblemente tener menores requisitos en términos de precision. Un liquido de lavado puede ser cualquier
liquido, incluyendo agua, disolvente o una solucién liquida que contiene uno o mas aditivos, por ejemplo un
detergente o sustancia reactiva, para lavar partes en contacto con una muestra entre inyecciones de muestra
consecutivas para minimizar el arrastre entre diferentes muestras.

De acuerdo con un modo de realizacion, el inyector de muestra comprende ademas una bomba dosificadora
conectada a la valvula secundaria para distribuir un volumen dosificado de muestra de la muestra aspirada en el
bucle de muestra de tampén por la bomba de aspiracion en el bucle de muestra analitica. La bomba dosificadora
puede ser similar en construccidon y disefio a la bomba de aspiracién. Sin embargo, se puede configurar para ser
mas precisa que la bomba de aspiracién, por ejemplo, adaptada para bombear volimenes mas pequefios, para
dosificar con mas precisién un volumen de muestra del bucle de muestra de tampén al bucle de muestra de tampén,
mientras que la bomba de aspiracion es mas rapida que la bomba dosificadora para cargar un volumen
suficientemente grande y no necesariamente preciso de muestra en el bucle de muestra de tampén lo mas rapido
posible.

De acuerdo con un modo de realizacion, la bomba de aspiracion también es una bomba dosificadora para distribuir
un volumen dosificado de muestra de la muestra aspirada en el bucle de muestra de tampén en el bucle de muestra
analitica. En este caso, la bomba de aspiracién/dosificadora se puede optimizar para lograr el mejor equilibrio entre
velocidad y precisién.

En el presente documento también se divulga un procedimiento de inyectar una muestra para cromatografia de
liquidos por medio de una valvula de conmutacién de CL que comprende un orificio de entrada de muestra, un
orificio de bomba de aspiracion/distribucion, un orificio de entrada de bucle de muestra analitica y un orificio de
salida de bucle de muestra analitica, y un orificio de bomba de CL y un orificio de columna de CL. El procedimiento
comprende aspirar un volumen de muestra en un bucle de muestra de tampoén por una bomba de aspiracidn
conectada fluidicamente al orificio de bomba de aspiracion/distribucion por medio del bucle de muestra de tampén
conectando el orificio de bomba de aspiracion/distribucién al orificio de entrada de muestra. El procedimiento
comprende ademas recibir en un bucle de muestra analitica conectado a la valvula de conmutacion de CL entre el
orificio de entrada de bucle de muestra analitica y el orificio de salida de bucle de muestra analitica, al menos parte
de la muestra aspirada en el bucle de muestra de tampén conectando el orificio de entrada de bucle de muestra
analitica al orificio de bomba de aspiracién/distribucién. El procedimiento comprende ademas inyectar la muestra
recibida en el bucle de muestra analitica en una columna de CL conectada fluidicamente al orificio de columna de
CL por una bomba de CL conectada fluidicamente al orificio de bomba de CL, conectando el orificio de bomba de
CL al orificio de salida de bucle de muestra analitica y el orificio de columna de CL al orificio de entrada de bucle
de muestra analitica.

De acuerdo con un modo de realizacién, el procedimiento comprende ademas aspirar un volumen de muestra en
el bucle de muestra de tampén mayor que un volumen de muestra analitica que se va a recibir en el bucle de
muestra analitica.

De acuerdo con un modo de realizacidn, el procedimiento comprende ademas distribuir un volumen dosificado de
muestra analitica mas pequefio que el volumen de muestra aspirada en el bucle de muestra de tampon en el bucle
de muestra analitica por la bomba de aspiracién o bien por una bomba dosificadora conectada fluidicamente al
bucle de muestra de tampdn por medio de una valvula secundaria.

De acuerdo con un modo de realizacion, el procedimiento comprende ademas bombear liquido de lavado a través
de al menos parte del inyector de muestra en contacto con una muestra por una bomba de lavado por medio del
bucle de muestra de tampon.
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De acuerdo con un modo de realizacion, el procedimiento comprende ademas desechar el exceso de muestra y/o
liquido residual a través del orificio de entrada de muestra conectando el orificio de entrada de muestra al orificio
de bomba de aspiracidon/distribucion o al orificio de salida de bucle de muestra analitica.

En el presente documento también se divulga un sistema de cromatografia de liquidos que comprende un inyector
de muestra de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion previos.

Ademas, en el presente documento se divulga un sistema de diagnodstico clinico que comprende el sistema de
cromatografia de liquidos y un espectrémetro de masas acoplado al sistema de cromatografia de liquidos.

Un "sistema de cromatografia de liquidos" es un aparato o moédulo analitico 0 una unidad en un aparato analitico
para llevar a cabo cromatografia de liquidos y que comprende un inyector de muestra de acuerdo con cualquiera
de los modos de realizacion divulgados. El sistema de cromatografia de liquidos se puede realizar como un sistema
de un solo canal o multicanal que comprende una pluralidad de columnas de CL dispuestas en paralelo y/o en
serie.

Un "sistema de diagnostico clinico” es un aparato automatizado de laboratorio para el analisis de muestras para
diagnésticos in vitro. El sistema de diagnéstico clinico puede tener diferentes configuraciones de acuerdo con la
necesidad y/o de acuerdo con el flujo de trabajo de laboratorio deseado. Se pueden obtener configuraciones
adicionales acoplando una pluralidad de aparatos y/o médulos conjuntamente. Un "modulo” es una celda de
trabajo, tipicamente de tamafioc mas pequefio que el sistema de diagndstico clinico entero, que tiene una funcién
especializada. Esta funcidén puede ser analitica, pero también puede ser preanalitica o posanalitica o puede ser
una funcién auxiliar de cualquiera de la funcion preanalitica, funcion analitica o funcion posanalitica. En particular,
un modulo se puede configurar para que coopere con uno 0 mas de otros modulos para llevar a cabo tareas
especializadas de un flujo de trabajo de procesamiento de muestra, por ejemplo, realizando una o mas etapas
preanaliticas y/o analiticas y/o posanaliticas. Por tanto, el sistema de diagndstico clinico puede comprender un
aparato analitico 0 una combinacion de cualquiera de dichos aparatos analiticos con los respectivos flujos de
trabajo, donde los mddulos preanaliticos y/o posanaliticos se pueden acoplar a aparatos analiticos individuales o
compartirse por una pluralidad de aparatos analiticos. Como alternativa, las funciones preanaliticas y/o
posanaliticas se pueden realizar por unidades integradas en un aparato analitico. El sistema de diagndstico clinico
puede comprender unidades funcionales tales como unidades de manipulacion de liquidos para pipeteo y/o
bombeo y/o mezcla de muestras y/o reactivos y/o liquidos de sistema, y también unidades funcionales para
clasificacion, almacenamiento, transporte, identificacion, separacién, deteccion. En particular, el sistema de
diagnéstico clinico comprende un sistema de cromatografia de liquidos y un espectrometro de masas acoplado al
sistema de cromatografia de liquidos, distinguibles como unidades individuales e intercambiables acopladas entre
si o bien al menos en parte integrados en una carcasa de sistema comun.

Mas en detalle, el sistema de diagnéstico clinico puede comprender un mdédulo de preparacién de muestra para la
preparacién automatizada de muestras, un sistema de cromatografia de liquidos acoplado al médulo de
preparacién de muestra por medio del inyector de muestray un médulo de espectrémetro de masas (EM) acoplado
al sistema de cromatografia de liquidos por medio de una interfaz CL/EM.

De acuerdo con un modo de realizacién, el sistema de cromatografia de liquidos es un médulo analitico intermedio
disefiado para preparar una muestra para espectrometria de masas y/o para transferir una muestra preparada a
un espectrometro de masas. En particular, tipicamente, durante una tanda de CL, el espectrometro de masas se
puede configurar para barrer un intervalo de masas especifico. Los datos de CL/EM se pueden representar
sumando la corriente idnica en los barridos de masas individuales y representando graficamente esa corriente
i6nica "totalizada" como un punto de intensidad frente al tiempo. La curva resultante parece como una traza de
HPLC UV con picos de analito. El sistema de cromatografia de liquidos puede comprender de otro modo un
detector propio tal como un detector UV.

Un "espectrémetro de masas (EM)" es un aparato analitico que comprende un analizador de masas disefiado para
separar y/o detectar ademas analitos eluidos del sistema de cromatografia de liquidos, en base a su proporcion de
masa con respecto a carga. De acuerdo con un modo de realizacidon, el espectrometro de masas es un
espectrémetro de masas de barrido rapido. De acuerdo con un modo de realizacién, el espectrémetro de masas
es un espectrémetro de masas en tandem que puede seleccionariones moleculares originales, generar fragmentos
por fragmentacién inducida por colisidon y separar los fragmentos o iones derivados de acuerdo con su proporcién
de masa a carga (m/z). De acuerdo con un modo de realizacion, el espectrémetro de masas es un espectrometro
de masas de triple cuadrupolo, como es conocido en la técnica. Ademas de los cuadrupolos, también se pueden
usar otros tipos de analizadores de masas, incluyendo tiempo de vuelo, captura de iones o combinaciones de los
mismos. La interfaz CL/EM comprende una fuente de ionizacion, para la generacidon de moléculas de analito
cargadas (iones moleculares) y la transferencia de las moléculas de analito cargadas a la fase gaseosa. De
acuerdo con determinados modos de realizacion, la fuente de ionizacidon es una fuente de ionizacién por
electropulverizacion (ESI) o una fuente de ionizacién por electropulverizacién calentada (HESI) o una fuente de
ionizacion quimica a presién atmosférica (IQPA) o una fotoionizacion a presién atmosférica (APPI) o una fuente de
ionizacion por laser a presion atmosférica (APLI). Sin embargo, la interfase de CL/EM puede comprender una
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fuente de ionizacion doble, por ejemplo, una fuente de ES| y una de IQPA o una fuente de ionizacion intercambiable
modular.

El sistema de diagnostico clinico puede comprender ademas un controlador. El término "controlador" como se usa
en el presente documento engloba cualquier dispositivo de procesamiento fisico o virtual y en particular un
controlador légico programable que ejecuta un programa legible por ordenador provisto de instrucciones para
realizar operaciones de acuerdo con un plan de operacion y en particular asociado con el procedimiento de inyectar
una muestra para cromatografia de liquidos por medio de la valvula de conmutacion de CL, incluyendo controlar
la conmutacién de la véalvula de conmutacion de CL y controlar la operacién de una cualquiera o mas de la bomba
de CL, la bomba de aspiracién, la bomba dosificadora, la bomba de lavado. El controlador puede ser parte del
inyector de muestra o del sistema de cromatografia de liquidos o ser una entidad |6gica separada en comunicacién
con el mismo. En algunos modos de realizacién, el controlador puede ser parte integral de una unidad de gestién
de datos, puede estar compuesto por un ordenador servidor y/o ser parte de un sistema de diagndstico clinico o
incluso distribuido a través de una pluralidad de sistemas de diagndéstico clinico.

El controlador también puede ser configurable para controlar el sistema de diagnéstico clinico de forma que el/los
flujo(s) de trabajo y la(s) etapa(s) del flujo de trabajo se realicen por el sistema de diagnostico clinico.

En particular, el controlador puede comunicar y/o cooperar con un programador y/o gestor de datos para tener en
cuenta pedidos de analisis entrantes y/o pedidos de analisis recibidos y un nimero de operaciones de
procedimiento programadas asociadas con la ejecucién de los pedidos de analisis para decidir cuando y qué
muestra de prueba se ha de preparar y para cada muestra cuando y qué etapa de preparacién se ha de ejecutar.
Como diferentes tipos de muestras y/o diferentes analitos de interés contenidos en los mismos o diferentes tipos
de muestras pueden requerir diferentes condiciones de preparacién, por ejemplo, diferentes reactivos, o diferente
numero de reactivos, diferentes volumenes, diferentes tiempos de incubacion, diferentes condiciones de lavado,
etc., la preparacidon de diferentes muestras puede requerir diferentes flujos de trabajo de preparacién de muestra.
Por tanto, el controlador se puede programar para asignar muestras a flujos de trabajo de preparacion de muestra
predefinidos, comprendiendo cada uno una secuencia predefinida de etapas de preparacién de muestra,
incluyendo, por ejemplo, diferentes etapas y/o un numero diferente de etapas, y requiriendo un tiempo predefinido
para su finalizacidn, por ejemplo, de unos minutos a varios minutos.

Por tanto, el controlador puede programar la preparacién de muestra para que se produzca en paralelo o de manera
escalonada para diferentes muestras. Al hacerlo de manera légica, el controlador programa el uso de recursos
funcionales de la estacién de preparacién de muestra para incrementar la eficacia y evitar conflictos, y maximiza
el rendimiento preparando muestras a un ritmo al que las muestras preparadas se pueden cargar por el inyector
de muestra e inyectarse en una columna de CL y/o en el sistema de cromatografia de liquidos. Por tanto, en lugar
de preparar un lote de muestras con antelacion, lo que por supuesto también es posible, el controlador puede
ordenar a la estacién de preparacién de muestra que prepare muestras segun sea necesario 0 segun se puedan
tomar del sistema de cromatografia de liquidos, en particular por canales de CL individuales, teniendo en cuenta
pedidos entrantes, por ejemplo, pedidos prioritarios, tiempo de preparacion, uso requerido de recursos funcionales,
disponibilidad del canal de CL para el que se destina esa muestra en el momento en que se completa la preparacidn
de muestra.

Otros objetivos, rasgos caracteristicos y ventajas adicionales apareceran a partir de la siguiente descripcién de
modos de realizacién ejemplares y dibujos adjuntos, que sirven para exponer los principios mas en detalle.

Breve descripcién de los dibujos

La FIG. 1A muestra esquematicamente un primer modo de realizacion del inyector de muestra y una etapa de un
respectivo procedimiento de inyectar una muestra para cromatografia de liquidos.

La FIG. 1B muestra esquematicamente el mismo modo de realizacién del inyector de muestra que enla FIG. 1Ay
otra etapa del mismo procedimiento de inyectar una muestra para cromatografia de liquidos.

La FIG. 1C muestra esquematicamente el mismo modo de realizacidn del inyector de muestra que en las FIGS.
1A-B y otra etapa del mismo procedimiento de inyectar una muestra para cromatografia de liquidos.

La FIG. 1D muestra esquematicamente el mismo modo de realizacidn del inyector de muestra que en las FIGS.
1A-C y otra etapa del mismo procedimiento de inyectar una muestra para cromatografia de liquidos.

La FIG. 1E muestra esquematicamente el mismo modo de realizacién del inyector de muestra que en las FIGS.
1A-D y otra etapa del mismo procedimiento de inyectar una muestra para cromatografia de liquidos.

La FIG. 2A muestra esquematicamente un segundo modo de realizacidon del inyector de muestra y una etapa de
un respectivo procedimiento de inyectar una muestra para cromatografia de liquidos.
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La FIG. 2B muestra esquematicamente el mismo modo de realizacién del inyector de muestra que enla FIG. 2Ay
otra etapa del mismo procedimiento de inyectar una muestra para cromatografia de liquidos.

La FIG. 2C muestra esquematicamente el mismo modo de realizacidn del inyector de muestra que en las FIGS.
2A-B y otra etapa del mismo procedimiento de inyectar una muestra para cromatografia de liquidos.

La FIG. 2D muestra esquematicamente el mismo modo de realizacidn del inyector de muestra que en las FIGS.
2A-C y otra etapa del mismo procedimiento de inyectar una muestra para cromatografia de liquidos.

La FIG. 2E muestra esquematicamente el mismo modo de realizacién del inyector de muestra que en las FIGS.
2A-D y otra etapa del mismo procedimiento de inyectar una muestra para cromatografia de liquidos.

La FIG. 3 muestra esqueméticamente un sistema de cromatografia de liquidos que comprende un inyector de
muestra como en la FIG. 1A-2E.

La FIG. 4 muestra esquematicamente un sistema de diagndstico clinico que comprende el sistema de
cromatografia de liquidos de la FIG. 3.

Descripcién detallada

Las FIGS. 1A-E, tomadas conjuntamente, muestran esquematicamente un primer modo de realizacion del inyector
de muestra 100 para cromatografia de liquidos y las diversas etapas de un respectivo procedimiento de inyectar
una muestra 1 para cromatografia de liquidos, donde la presencia de liquido que se bombea se indica con lineas
en negrita mas gruesas y la direccion del flujo por la direccion de las flechas. El inyector de muestra 100 comprende
una valvula de conmutacion de CL 10 que comprende un orificio de entrada de muestra 11, un orificio de bomba
de aspiracién/distribucion 12, un orificio de entrada de bucle de muestra analitica 13 y un orificio de salida de bucle
de muestra analitica 14, y un orificio de bomba de CL 15y un orificio de columna de CL 16. El inyector de muestra
100 comprende ademas una bomba de aspiracion 20 conectada fluidicamente al orificio de bomba de
aspiracion/distribuciéon 12 por medio de un bucle de muestra de tampon 30 para aspirar una muestra 1 desde un
recipiente de muestra 2 en el bucle de muestra de tampdn 30 cuando el orificio de bomba de aspiracion/distribucion
12 se conecta al orificio de entrada de muestra 11; un bucle de muestra analitica 40 conectado a la valvula de
conmutacion de CL 10 entre el orificio de entrada de bucle de muestra analitica 13 y el orificio de salida de bucle
de muestra analitica 14, para recibir al menos parte de la muestra 1 aspirada en el bucle de muestra de tampdn
30 cuando el orificio de entrada de bucle de muestra analitica 13 se conecta al orificio de bomba de
aspiracion/distribucion 12; una columna de CL 50 conectada fluidicamente al orificio de columna de CL 16, y una
bomba de CL 60 conectada fluidicamente al orificio de bomba de CL 15, para inyectar la muestra 1 recibida en el
bucle de muestra analitica 40 en la columna de CL 50 cuando el orificio de bomba de CL 15 se conecta
fluidicamente al orificio de salida de bucle de muestra analitica 14 y el orificio de columna de CL 16 se conecta
fluidicamente al orificio de entrada de bucle de muestra analitica 13.

La valvula de conmutacion de CL 10 es en este modo de realizacién una valvula de seis orificios que puede asumir
dos posiciones de conmutacion.

En particular, el orificio de entrada de muestra 11 se puede usar también como orificio de residuos, dependiendo
de la etapa de procedimiento, para desechar liquido residual del inyector de muestra 100 en un recipiente de
residuos 3.

La bomba de aspiraciéon 20 en el modo de realizacion de las FIGS. 1A-D también es una bomba dosificadora para
distribuir un volumen dosificado de muestra 1 de la muestra 1 aspirada en el bucle de muestra de tampdn 30 en el
bucle de muestra analitica 40.

El inyector de muestra 100 comprende ademas una valvula secundaria 70 que conecta fluidicamente la bomba de
aspiracion 20 con el bucle de muestra de tampén 30.

El inyector de muestra 100 comprende ademas una bomba de lavado 80 conectada a la valvula secundaria 70
para bombear liquido de lavado 81 a través de al menos parte del inyector de muestra 100 en contacto con la
muestra 1.

En particular, la FIG. 1A muestra la valvula de conmutaciéon de CL 10 en una primera posicion de conmutacién
donde el orificio de bomba de aspiracién/distribucién 12 se conecta al orificio de entrada de muestra 11, el orificio
de bomba de CL 15 se conecta fluidicamente al orificio de salida de bucle de muestra analitica 14 y el orificio de
columna de CL 16 se conecta fluidicamente al orificio de entrada de bucle de muestra analitica 13. La FIG. 1A
también muestra la etapa de procedimiento de aspirar un volumen de muestra 1 en el bucle de muestra de tampon
30 por la bomba de aspiracion 20 conectada fluidicamente al orificio de bomba de aspiracidén/distribucion 12 por
medio del bucle de muestra de tampén 30, estando el orificio de bomba de aspiracion/distribucion 12 conectado al
orificio de entrada de muestra 11.
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La FIG. 1B muestra la valvula de conmutacion de CL 10 en un segundo estado de conmutacion donde el orificio
de salida de bucle de muestra analitica 14 se conecta al orificio de entrada de muestra 11, que actua en este caso
como un orificio de residuos, el orificio de entrada de bucle de muestra analitica 13 se conecta al orificio de bomba
de aspiracion/distribucién 12 y el orificio de bomba de CL 15 también se conecta al orificio de columna de CL 16.
La FIG. 1B también muestra la etapa de procedimiento de recibir en el bucle de muestra analitica 40 conectado a
la valvula de conmutacion de CL 10 entre el orificio de entrada de bucle de muestra analitica 13 y el orificio de
salida de bucle de muestra analitica 14, al menos parte de la muestra 1 aspirada en el bucle de muestra de tampén
30, estando conectado el orificio de entrada de bucle de muestra analitica 13 al orificio de bomba de
aspiracion/distribucion 12. Esto se realiza por la accién de la misma bomba de aspiracion 20, que también es una
bomba dosificadora.

El volumen de muestra que se recibe en el bucle de muestra analitica 40 desde el bucle de muestra de tampén 30
puede ser una fraccion del volumen interno total del bucle de muestra analitica 40 y, por lo tanto, es variable
dependiendo de las condiciones de CL especificas de vez en cuando. Ademas, se podrian realizar varias
inyecciones de la misma muestra 1 aspirada en el bucle de muestra de tampén 30 transfiriendo secuencialmente
parte del volumen de muestra aspirada en el bucle de muestra analitica 40. En particular, el procedimiento puede
comprender distribuir un volumen dosificado de muestra analitica mas pequefio que el volumen de muestra
aspirada en el bucle de muestra de tampén 30 en el bucle de muestra analitica 40.

De acuerdo con un modo de realizacion, el bucle de muestra de tampdn 30 tiene un volumen interno mayor que el
volumen interno del bucle de muestra analitica 40 y/o un diametro interno mas grande que el diametro interno del
bucle de muestra analitica 40.

La FIG. 1C muestra la valvula de conmutacion de CL 10 de nuevo en la primera posicién de conmutacién como en
la FIG. 1A y la etapa de procedimiento de inyectar la muestra recibida en el bucle de muestra analitica 40 en la
columna de CL 50 conectada fluidicamente al orificio de columna de CL 16 por la bomba de CL 60 conectada
fluidicamente al orificio de bomba de CL 15, estando conectado el orificio de bomba de CL 15 al orificio de salida
de bucle de muestra analitica 14 y el orificio de columna de CL 16 al orificio de entrada de bucle de muestra
analitica 13. Paralelamente a la inyeccién de muestra, el procedimiento comprende ademas bombear liquido de
lavado 81 por la bomba de lavado 80 a través del bucle de muestra de tampdn 30 para lavar al menos parte del
inyector de muestra 100 en contacto con la muestra, lavando y desechando de este modo el exceso o trazas de
muestra en un recipiente de residuos 3 a través del orificio de entrada de muestra 11, que también en este caso
actia como orificio de residuos, conectando el orificio de entrada de muestra 11 al orificio de bomba de
aspiracion/distribucién 12.

La FIG. 1D es la misma que la FIG. 1A, en la que se repite la etapa de procedimiento de aspiracion de muestra en
el bucle de muestra de tampon, sin embargo, mientras también se lleva a cabo la inyeccién de muestra. En
particular, por una bomba de lavado rapido 80 y una bomba de aspiracién/dosificadora rapida 20, tanto la etapa de
lavado como en la FIG. 1C como la aspiracidn de una nueva muestra pueden tener lugar en paralelo a la inyeccién
de una muestra previa.

La FIG. 1E muestra la valvula de conmutacién de CL 10 de nuevo en la segunda posicién de conmutacion y la
etapa de procedimiento de someter la muestra inyectada en la columna de CL 50 a cromatografia de liquidos,
estando el orificio de bomba de CL 15 conectado al orificio de columna de CL 16. Al mismo tiempo, el liquido de
lavado 81 se puede bombear por la bomba de lavado 80 también a través del bucle de muestra analitica 40, antes
de que se repita todo el proceso.

Las FIGS. 2A-E, tomadas conjuntamente, muestran esquematicamente un segundo modo de realizacion del
inyector de muestra 100' para cromatografia de liquidos y las diversas etapas de un respectivo procedimiento de
inyectar una muestra 1 para cromatografia de liquidos, donde la presencia de liquido que se bombea se indica con
lineas en negrita mas gruesas y la direccién del flujo por la direccién de las flechas. El inyector de muestra 100' es
sustancialmente el mismo que el inyector de muestra 100 de la FIG. 1A-E, donde a rasgos caracteristicos similares
se les dan numeros similares, con la excepcién de que el inyector de muestra 100', en lugar de una Unica bomba
20 que funciona como bomba de aspiracion de muestra y bomba dosificadora de muestra, comprende una bomba
de aspiracién 21 para aspirar la muestra 1 en el bucle de muestra de tampén 30 y una bomba dosificadora separada
22 conectada a la valvula secundaria 70 para distribuir un volumen dosificado de muestra de la muestra aspirada
en el bucle de muestra de tampén 30 por la bomba de aspiracion 21 en el bucle de muestra analitica 40, en el que
la bomba dosificadora 22 es mas precisa que la bomba de aspiracién 21 y la bomba de aspiracion 21 es mas
rapida que la bomba dosificadora 22. Por lo demas, la misma descripcion relativa a las FIGS. 1A-E se aplica
también a las FIGS. 2A-E respectivamente.

La FIG. 3 muestra esquematicamente un sistema de cromatografia de liquidos 200 que comprende un inyector de
muestra 100, 100’ de acuerdo con cualquiera del primer 0 segundo modo de realizacidén de las FIGS. 1A-2E.

La FIG. 4 muestra esquematicamente un sistema de diagndstico clinico 300 que comprende el sistema de
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cromatografia de liquidos 200 de la FIG. 3 y un espectrometro de masas 250 acoplado al sistema de cromatografia
de liquidos 200. El sistema de diagndstico clinico 300 comprende ademas un méodulo de preparacion de muestra
220 para la preparacion automatizada de muestras que se van a inyectar y acoplado al sistema de cromatografia
de liquidos 200 por medio del inyector de muestra 100, 100’. El sistema de diagnéstico clinico 300 comprende
ademas un controlador 230 asociado al menos con el procedimiento de inyectar muestras para cromatografia de
liquidos, que incluye controlar la conmutacidon de la valvula de conmutacion de CL y la operacidn de las diversas
bombas.

En la memoria descriptiva precedente, se exponen numerosos detalles especificos para proporcionar una
comprensién completa de la presente divulgacién. Sera evidente, sin embargo, para un experto en la técnica, que
no se necesita emplear el detalle especifico para poner en practica la presente ensefianza. En otros casos, los
materiales o procedimientos bien conocidos no se han descrito en detalle para evitar confundir la presente
divulgacion.

En particular, las modificaciones y variaciones de los modos de realizacion divulgados son ciertamente posibles
en vista de la descripcidén anterior. Por lo tanto, se debe entender que, dentro del alcance de las reivindicaciones
adjuntas, la invencion se puede practicar de otro modo a como se concibe especificamente en los ejemplos
anteriores.

La referencia a lo largo de la memoria descriptiva precedente a "un modo de realizacién" o "un ejemplo" quiere
decir que un rasgo caracteristico, estructura o caracteristica particular descrita en relacién con el modo de
realizacién o ejemplo se incluye en al menos un modo de realizacion. Por tanto, las apariciones de las frases "en
un modo de realizaciéon" o "un ejemplo”, en diversos lugares a lo largo de esta memoria descriptiva, no
necesariamente se refieren todas al mismo modo de realizacion o ejemplo.

Ademas, los rasgos caracteristicos, estructuras o caracteristicas particulares se pueden combinar en cualquier
combinacién y/o subcombinacion adecuada en uno o mas modos de realizaciéon o ejemplos.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2999 149 T3

REIVINDICACIONES
1. Inyector de muestra (100, 100’) para cromatografia de liquidos que comprende

- una valvula de conmutacion de CL (10) que comprende un orificio de entrada de muestra (11), un orificio de
bomba de aspiracidén/distribucion (12), un orificio de entrada de bucle de muestra analitica (13) y un orificio de
salida de bucle de muestra analitica (14), y un orificio de bomba de CL (15) y un orificio de columna de CL (16),

- una bomba de aspiracion (20, 21) conectada fluidicamente al orificio de bomba de aspiracion/distribucion (12)
por medio de un bucle de muestra de tampén (30) para aspirar una muestra (1) en el bucle de muestra de tampén
(30) cuando el orificio de bomba de aspiracion/distribucién (12) se conecta al orificio de entrada de muestra (11),

- un bucle de muestra analitica (40) conectado a la valvula de conmutacion de CL (10) entre el orificio de
entrada de bucle de muestra analitica (13) y el orificio de salida de bucle de muestra analitica (14), para recibir al
menos parte de la muestra (1) aspirada en el bucle de muestra de tampoén (30) cuando el orificio de entrada de
bucle de muestra analitica (13) se conecta al orificio de bomba de aspiracidén/distribucion (12),

- una columna de CL (50) conectada fluidicamente al orificio de columna de CL (16), y

- una bomba de CL (60) conectada fluidicamente al orificio de bomba de CL (15), para inyectar la muestra (1)
recibida en el bucle de muestra analitica (40) en la columna de CL (50) cuando el orificio de bomba de CL (15) se
conecta fluidicamente al orificio de salida de bucle de muestra analitica (14) y el orificio de columna de CL (16) se
conecta fluidicamente al orificio de entrada de bucle de muestra analitica (13).

2. El inyector de muestra (100, 100’) de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el orificio de entrada de
muestra (11) también es un orificio de residuos.

3. Elinyector de muestra (100, 100’) de acuerdo con la reivindicacién 1 0 2, en el que el orificio de salida de
bucle de muestra analitica (14) se conecta al orificio de entrada de muestra (11) cuando el orificio de entrada de
bucle de muestra analitica (13) se conecta al orificio de bomba de aspiracidén/distribucion (12).

4.  Elinyector de muestra (100, 100’) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el bucle
de muestra de tampdn (30) tiene un volumen interno mayor que el volumen interno del bucle de muestra analitica
(40) y/o un diametro interno mas grande que el diametro interno del bucle de muestra analitica (40).

5. El inyector de muestra (100, 100’) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que
comprende ademas una valvula secundaria (70) que conecta fluidicamente la bomba de aspiracion (20, 21) con el
bucle de muestra de tampon (30).

6. Elinyector de muestra (100, 100’) de acuerdo con la reivindicacion 5, que comprende ademas una bomba de
lavado (80) conectada a la valvula secundaria (70) para bombear liquido de lavado (81) a través de al menos parte
del inyector de muestra (100, 100’) en contacto con una muestra (1).

7. El inyector de muestra (100°) de acuerdo con la reivindicacién 5 o 6, que comprende ademas una bomba
dosificadora (22) conectada a la valvula secundaria (70) para distribuir un volumen dosificado de muestra (1) de la
muestra (1) aspirada en el bucle de muestra de tampan (30) por la bomba de aspiracion (21) en el bucle de muestra
analitica (40), en el que la bomba dosificadora (22) es mas precisa que la bomba de aspiracion (21) y la bomba de
aspiracion (21) es mas rapida que la bomba dosificadora (22).

8. Elinyector de muestra (100) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que |la bomba de
aspiracion (20) también es una bomba dosificadora (20) para distribuir un volumen dosificado de muestra (1) de la
muestra (1) aspirada en el bucle de muestra de tampdn (30) en el bucle de muestra analitica (40).

9.  Procedimiento de inyectar una muestra (1) para cromatografia de liquidos por un inyector de muestra (100,
100’) que comprende una valvula de conmutacion de CL (10) que comprende un orificio de entrada de muestra
(11), un orificio de bomba de aspiracion/distribucion (12), un orificio de entrada de bucle de muestra analitica (13)
y un orificio de salida de bucle de muestra analitica (14), y un orificio de bomba de CL (15) y un orificio de columna
de CL (16), comprendiendo el procedimiento

- aspirar un volumen de muestra (1) en un bucle de muestra de tampén (30) por una bomba de aspiracion (20,
21) conectada fluidicamente al orificio de bomba de aspiracién/distribucion (12) por medio del bucle de muestra de
tampén (30) conectando el orificio de bomba de aspiracidén/distribucion (12) al orificio de entrada de muestra (11),

- recibir en un bucle de muestra analitica (40) conectado a la valvula de conmutacién de CL (10) entre el orificio

de entrada de bucle de muestra analitica (13) y el orificio de salida de bucle de muestra analitica (14), al menos
parte de la muestra (1) aspirada en el bucle de muestra de tampoén (30) conectando el orificio de entrada de bucle
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de muestra analitica (13) al orificio de bomba de aspiracién/distribucién (12),

- inyectar la muestra (1) recibida en el bucle de muestra analitica (30) en una columna de CL (50) conectada
fluidicamente al orificio de columna de CL (16) por una bomba de CL (50) conectada fluidicamente al orificio de
bomba de CL (15), conectando el orificio de bomba de CL (15) al orificio de salida de bucle de muestra analitica
(14) y el orificio de columna de CL (16) al orificio de entrada de bucle de muestra analitica (13).

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9, que comprende aspirar un volumen de muestra (1) en el
bucle de muestra de tampdn (30) mayor que un volumen de muestra analitica (1) que se va a recibir en el bucle
de muestra analitica (40).

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 10, que comprende distribuir un volumen dosificado de
muestra analitica (1) mas pequefio que el volumen de muestra (1) aspirada en el bucle de muestra de tampdn (30)
en el bucle de muestra analitica (40) por la bomba de aspiracién (20) o bien por una bomba dosificadora (22)
conectada fluidicamente al bucle de muestra de tampdn por medio de una valvula secundaria (70).

12. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, que comprende bombear liquido
de lavado (81) a través de al menos parte del inyector de muestra (100, 100’) en contacto con una muestra (1) por
una bomba de lavado (80) por medio del bucle de muestra de tampdn (30).

13. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, que comprende desechar el
exceso de muestra (1) y/o liquido de lavado a través del orificio de entrada de muestra (11) conectando el orificio
de entrada de muestra (11) al orificio de bomba de aspiracion/distribucion (12) o al orificio de salida de bucle de
muestra analitica (14).

14. Sistema de cromatografia de liquidos (200) que comprende un inyector de muestra (100, 100’) de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

15. Sistema de diagndstico clinico (300) que comprende un sistema de cromatografia de liquidos (200) de

acuerdo con la reivindicacion 14 y un espectrometro de masas (250) acoplado al sistema de cromatografia de
liquidos (200).
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Fig. 1A
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Fig. 2A
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