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Editorial

El primer semestre de este afio ha resultado mds activo de lo habitual. Por ello, en
este nimero, incluimos informacién de méds de media docena de empresas con las que
recientemente hemos establecido acuerdos de colaboracion. De entre ellas destacamos
las siguientes:

Arcturus Bioscience, Inc. es una empresa de california que es lider en
Microdiseccién por Captura Liser (LCM). Esta compaiiia ha desarrollado esta tecnolo-
gia para andlisis genético de muestras de biopsias, para efectuar andlisis celulares rapi-
dos de progresién de enfermedades utilizando las muestras mds puras y pequefias dispo-
nibles. Actualmente tienen equipos instalados en los centros de investigacién mas impor-
tantes del mundo.

Fluid Imaging Technologies es una compaififa americana que fabrica instrumenta-
cién para monitorizar células y particulas presentes en fluidos combinando la Citometria
de Flujo con la Microscopia, con aplicaciones interesantes tanto en investigacién como
en la industria quimica, cosmética, farmacéutica. ..

Brookhaven Instruments Corporation es otra compaiifa americana especializada
en la fabricacién de Analizadores de Tamafio de Particula en el rango nanométrico y
Potencial Z. El Potencial Z es un indicador de la carga eléctrica de un material en con-
tacto con un liquido y que adquieren en su superficie. Es ttil e importante para predecir
y controlar la estabilidad de suspensiones coloidales y emulsiones.

Thar Technologies, Inc. es otra compaiiia americana lider en tecnologia de fluidos
supercriticos que fabrica, entre otros productos, Cromatégrafos de Fluidos Supercriticos,
que son objeto de nuestro acuerdo.

Y, por iltimo, es interesante citar también a Quantomix, compaiiia que comerciali-
za la tecnologia WETSEM, que permite a los microscopios electrénicos de barrido tra-
bajar con muestras himedas (células, tejidos...) en su entorno sin necesidad de aplicar

procedimientos de preparacion de muestra.
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Espectrofotometro de alta gama UV-VIS-NIR
modelo UV-3600 de Shimadzu

En su proyecto de renovacion, Shimadzu completa su nueva linea de Espetrofotometros de Alta
Gama, lanzando este nuevo UV-3600. Este, junto con el de reciente salida, el SolidSpec 3700, refuerza
y pone el listdn muy alto en este segmento. Con ello, da soluciones especificas que se dirigen tanto
al analisis de muestras sdlidas, con el SolidSpec 3700, como liquidas con el UV-3600.

El Espectrofotémetro UV-3600
UV-VIS-NIR es el nuevo modelo
que Shimadzu saca al mercado de
la Espectroscopia dentro de la
linea de alta gama que abarca
desde el Ultravioleta Lejano

pasando por el Visible hasta el
Infrarrojo Cercano. Es el sucesor y

sustituto del UV-3101PC, que
grandes satisfacciones dio en su
momento. Como su compafhero, el
SolidSpec 3700, espectrofotome-
tro de alta gama dedicado eminen-
temente a la medida de muestras
solidas y de gran tamafo, esta
equipado con tres detectores (tubo
foto-multiplicador, fotodiodo de
InGaAs y elementos fotoconducti-
vos enfriados de PbS) para conse-
guir una alta sensibilidad en la
regidon NIR. Tiene el menor nivel de
ruido del mercado en la actualidad
a 1.500nm y un intervalo espectral
de 185nm a 3.300nm superior a su
antecesor.

Aunque orientado eminente-
mente a la media de muestras
liquidas, también se le puede usar
para muestras sélidas acoplando
el Compartimiento de Muestras
Multipropésito (MSC) y la esfera
integradora.

Caracteristicas del UV-3600:

1. Esta equipado con tres
detectores para asegurar el mini-
mo ruido posible en la region NIR.

El tubo foto-multiplicador es res-
ponsable de las regiones UV y VIS.
El InGaAs asi como el PbS son
detectores para la regién NIR. La
sensibilidad del tubo foto-multiplica-
dor decrece en la regiéon 850-
1.600nm. Sin embargo, el UV-3600
utiliza el detector InGaAs que propor-
ciona una alta sensibilidad en esa
zona asegurandola a lo largo de la
region NIR. El ruido a 1.500nm es de
0,00003A o menor y es el de mas
bajo nivel en el mundo (rendija de
2nm, valor RMS).

2. Doble monocromador de alta
resoluciéon que asegura alta reso-
lucién y bajo nivel de luz directa
en un amplio intervalo de medida.

Por medio del doble monocroma-
dor de alta resolucién, el UV-3600
obtiene una resolucién de 0,1nm con
nivel minimo de luz directa de
0,00005% o incluso inferior a 340nm.

3. Util en una gran variedad de
aplicaciones gracias a su amplia
gama de accesorios.
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Se le pueden acoplar todos los
accesorios de la serie UV-2400 asi
como de la serie UV-3100.
Asimismo, utilizando el MPC-3100
(Compartimiento de  Muestra
Multipropésito) y la esfera integra-
dora, se puede proceder a la medi-
da de sodlidos en reflectancia. De
igual manera, por medio de los acce-
sorios de la serie ASR, se pueden
hacer medidas de reflexion especular.
Otros accesorios tales como los
soportes de cubetas con termostatiza-
cion y los soportes para micro-cube-
tas, se le pueden acoplar dando mas
riqueza a su gama de aplicaciones.

Sensitivity Characteristic

=PMT
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InGaAs
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Identificacion de retardadores de llama bromados

en plasticos por FTIR

La norma RoHS (Restriccidon del Uso de Sustancias Peligrosas en Equipamiento Electrénico
y Eléctrico) restringira el uso de retardadores de llama bromados para piezas eléctricas y elec-
tronicas a partir del préoximo julio del ano 2006. Como consecuencia de esta norma, el uso de
PBDE (pentabromodifenil éter), Octabromodifeniel éter (OBDE) o Decabromodifenil éter
(DBDPE) como retardadores de llama bromados que se encuentran de forma tipica en PS
(Poliestireno), PE (Polietileno) o ABS (Acrilonitrilo-Butadieno-Estireno), no se permitira o si su
concentracion esta por encima de las 1.000ppm.

Los retardadores de llama bro-
mados en plasticos, no son efecti-
vos como tales si su contenido
esta en niveles de ppm. Para que
sean efectivos, su contenido (en
peso) en el plastico debe de estar
entre el 5% y el 10%.

o

Y [

,‘;-I o [T I::f

Cuando su contenido estd en
ese intervalo, aparecen picos visi-
bles en el espectro infrarrojo. Por
ello es por Ilo que la
Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR) es
util si se usa para determinar la
presencia de este compuesto en
polimeros.

La técnica de muestreo a seguir
es la Reflectancia Total atenuada o

Reflectancia Total Atenuada (ATR)
se basa en el comportamiento del
haz de luz IR en un prisma con indi-
ce de refraccién alto (cuando el
angulo del haz de incidencia es
mayor que el angulo critico). Bajo
estas condiciones el haz IR se
refleja de forma total en la superfi-
cie interna del prisma procurando
una onda de evanescencia por
encima de esta. La interaccion de
la onda evanescente (radiacion
electromagnética) con la muestra
resulta en un espectro de absor-
bancia.
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El accesorio ATR recomendado
para este andlisis es el de prisma
de diamante en soporte de seleniu-
ro de zinc (ZnSe) por lo que su
barrido espectral baja hasta los
350cm™. Este cristal, por su dureza
y comportamiento a lo largo del
espectro IR, nos permite su aplica-
cién en una amplia gama de plasti-
cos independientemente de su
dureza y composicién ya que el

diamante se caracteriza, ademas,
por lo inerte que es.

En el pasado, la preparacion de
muestra habitual era la prepara-
cion de la pastilla de KBr este pro-
cedimiento llevaba unos 15 6 20
minutos. Ahora, en nuestros dias,
es posible utilizar esta técnica de
preparacion mas confortable y facil
que es la técnica del ATR
(Reflectancia Total Atenuada) la
cual, ademas, no destruye la
muestra.

En la figura se puede ver el
espectro IR del Decabromodifenil
Eter (DBDPE) asi como su férmu-
la. Asimismo, podemos ver el
espectro del poliestireno (PS) puro
y con un 5% de retardador de
llama bromado (DBDPE). Vemos
entonces que, en el espectro, los
picos correspondientes al DBDPE
empiezan a dejarse ver a partir de
ese 5% de contenido en peso.

Se recomienda entonces este
tipo de técnica FTIR con ATR por
su limpieza, facil uso asi como no
destruccién de muestra para esta
aplicacion.

4 Hoja respuesta Ref. 2
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Familia Companion de Teledyne Isco

Teledyne Isco presenta la nueva familia Companion para purificacion dentro del laboratorio
de desarrollo. No importa la necesidad que tenga por particular que sea, seguro que alguno

En 1.997 Isco lanz6 su primer sis-
tema CombiFlash marcando una
nueva etapa con los nuevos sistemas
de cromatografia de flash automati-
cos de mayor rapidez en la purifica-
cion. Fueron los primeros en sacar
sistemas automaticos tanto en para-
lelo como en separacion secuencial.
Siempre presente la idea de mejorar
y en constante consulta con los usua-
rios de la cromatografia de flash,
nace el primer Companion alla por el
2002, equipo que vino a facilitar las
tareas de purificacion para cada
usuario individual. A éste le siguio el
Companion 4X y después, por ultimo
llega el Companion XL.

Hemos pasado entonces de tener
un modelo en un segmento concreto
de la separacion a una familia con
soluciones mas flexibles segun las
necesidades.

CombiFlash Companion.

Es el primero que aparecié de la
familia. Reconoce de forma automa-
tica el tamafno de la columna elimi-
nando el error de configuracion de la
separacién al cambiar la columna.
Puede usar columnas de hasta
330gr. Su sistema de deteccién UV
con matriz de diodos proporciona,
junto con su calculo de picos por
pendiente y linea de base, las maxi-
mas garantias en la separacion de

Hoja respuesta Ref. 3

de los Companion se lo resuelve.

picos. El cambio de disolventes es
muy rapido pudiendo pasar de fase
normal a fase reversa en cuestion de
minutos. Lleva un colector de fraccio-
nes Foxy Junior con capacidad de
hasta 144 tubos y con la flexibilidad
de poder usar distintas gradillas cuyo
tamafo y cantidad de tubos se auto-
detecta. Respecto a la seguridad, el
Companion esta equipado con un
sensor de vapor y otro de sobre-pre-
siéon ademas de parada automatica
al final de cada separacién. Por ulti-
mo, comentar que con Su nuevo
Sistema de Gestion de Disolvente
opcional, se puede gestionar hasta 4
disolventes distintos, seguir su nivel
de llenado en los depdsitos y ampliar
(duplicar) su capacidad de coleccién
de muestra a 2 colectores Foxy
Junior.

CombiFlash Companion 4X.

Suma a las caracteristicas basi-
cas del Companion estandar otras
particulares que le proporcionan su
Modulo 4X.

hasta 330gr por canal. En cada
canal, entonces, puedo usar tanto
diferentes columnas como diferentes
flujos y gradientes. Al igual que el
modelo Estandar, puede ampliar sus
posibilidades de trabajo con el
Sistema de Gestion de Disolvente.

CombiFlash Companion XL.

Esta dirigido eminentemente a
separaciones de gran volumen. El
tamafno de columna que usa va de
120gr. a 1.500gr. Estamos hablando
pues de purificaciones que pueden
llegar a los 150gr, es decir, las mayo-
res del mercado para un instrumento
de estas caracteristicas con flujos de
hasta 450ml / minuto.

Ofrece la posibilidad de compartir
recursos (el propio sistema
CombiFlash) con otros usuarios del
laboratorio al poder trabajar con
hasta 4 columnas (separaciones)
independientes de forma secuencial
e inatendida. Al igual que su herma-
no, el Companion Estandar, puede
trabajar con columnas desde 4qgr.

Reulne las mismas caracteristicas
de deteccion y seguridad que el
Companion Estandar pero, en el
caso del XL, dado el tamano de
columnas y por ende de muestra a
purificar, en vez de llevar un Colector
de fracciones Foxy Junior, lleva el
Foxy 200 de mayor capacidad dan-
dose el caso de poder conectar
hasta dos colectores si las necesida-
des de purificacion lo requieren.

Tanto la version estandar como la
4X y la XL pueden trabajar bien
conectados a un PC via conexion de
red local (ethernet) como con PDA o
pocket PC o bien con una pantalla
tactil incorporada que le hace traba-
jar de forma auténoma.




UV-1240

Espectrofotémetro analitico compacto y de bajo coste de inversién con un intervalo
de medida de 190-100nm y un ancho de banda espectral de 5nm. El sistema se con- -
trola via software incorporado con pantalla LCD. El usuario tiene a su eleccion tres

modos de operacion basicos: fotométrico, espectro y cuantitativo. [ —

Ademas de estos tres métodos estandar, se dispone de tarjetas con programas para
ampliar las aplicaciones: Registro Temporal, Cinéticas, Long. Onda Multiple, | o —
DNA/Proteina, etc. Con capacidad de intercambio / transferencia de datos a PC. —— f

Asimismo, hay disponibles gran variedad de accesorios que se pueden insertar indi-
vidualmente en el compartimiento de muestras.

3.200 € PVP* por un nuevo UV-1240

al entregarnos su viejo UV-VIS

UV-1700

_ Espectrofotémetro de haz doble compacto y robusto con un intervalo de long. de

onda de 190-1100 nm y rendija fija de 1 nm. El cambio de longitudes de onda se lleva
a cabo a una velocidad de 6.000 nm/min y un registro espectral a 3.200 nm/min. Sus
: - _ caracteristicas opticas le garantizan una alta fiabilidad y precision debido a su mini-
| —L—J ma luz directa (0,05%). Su software integrado posee las funciones espectro, cuanti-
| = 2 tativo, cinéticas y multi-componentes con posibilidad de ampliacién via tarjetas IC.
Posibilidad de trabajo con software de control de PC.

6.200 € PVP * por un huevo UV-1700

al entregarnos su viejo UV-VIS

UV-2401PC

Espectrofotémetro de haz doble compacto y robusto para uso en las aplicaciones

que demanda la investigacion. Su intervalo de long. de onda de 190-900 nm se

puede ampliar por un fotomultiplicador especifico hasta 1100 nm y se puede medir

con 6 resoluciones diferentes y a 4 velocidades de barrido. Con rendija variable que —_
se ajusta en 6 niveles desde 0,1 nm a 5 nm. Software de control por PC con progra-
mas estandar y opcionales de cinéticas, fotométrico y validacion. Para problemas
mas cientificos y complejos hay software especiales como el Hyper UV o el UV-Probe
con posibilidad de programacién de macros.

9.1 00 € PVP * por un nuavo UV-2401PC

* Precios sin IVA

ZASA

) SHIMADZU
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Ultimas novedades en andlisis de proteina Kjeldahl
y grasa por extraccion con disolvente

Gerhardt, en su inquietud continua por desarrollar nuevos productos / accesorios que faciliten
el trabajo en el laboratorio, nos muestra dos novedades que seran utiles para el analisis tradicional

VAPODEST 10: unidad basica para
el analisis Kjeldahl.

El VAPODEST 10 es el nuevo
modelo basico para la destilacién rapi-
da y automatica. Esta especialmente
disenada para disoluciones proceden-
tes de digestiones Kjeldahl bien en
matraces o bien en tubos de digestion.

El VAPODEST 10 es el instru-
mento ideal para aquellos laborato-
rios con poca cadencia de muestras
pero con alta demanda de fiabilidad,
facilidad de trabajo y seguridad.

Es ideal para las destilaciones
automaticas y rapidas de disolucio-
nes de muestras procedentes de la
digestion Kjeldahl y que pueden estar
tanto en matraces de destilacion de
250ml, 500mly 750ml de boca ancha
como en tubos de digestion de
250ml, 400ml y 800ml. El generador
de vapor funciona de forma totalmen-
te automatica pudiendo ser graduado
su incremento. Virtualmente es sin
mantenimiento y con seguimiento de
sobre-temperatura. Asimismo, la uni-
dad dispone de bombeo de sosa
céaustica en el tubo de digestion con-
trolado por tiempo. La duracion de la
destilacién la gobierna un contador
de tiempo.

por Métodos Oficiales.

Resumen de los valores anadidos:

¢ Adicion de sosa por bomba de con-
trol por tiempo o manualmente al
presionar un botén.

* El tiempo de destilacién se puede
preseleccionar utilizando un conta-
dor de tiempo.

* El rendimiento del generador de
vapor se puede graduar desde el 10
al 100%.

* Cambio de tubos manual.
* Puerta de proteccién con interruptor.
* Excelente relacion calidad precio.

SOXTHERM-MANAGER: extrac-
cién con disolvente, por fin, con-
trolada por ordenador.

Gerhardt ahora le ofrece la
posibilidad de controlar y seguir de
forma individual hasta cuatro uni-
dades de extraccion Soxtherm por
medio de ordenador. Todas las fun-
ciones, ya conocidas por el contro-
lador MultiStat, se integran en este
programa. Mas aun, ofrece tam-
bién documentacion y accesos al
software como nombre de muestra,

programa y reconocimiento de
usuario.

Con la presentacion de este soft-
ware, Gerhardt ofrece un control por
PC eficiente que satisface las
demandas de gestion de los labora-
torios modernos.

El paquete Soxtherm —Manager
se compone del CD en inglés o ale-
man con el programa de instalacion
compatible con Windows 95, 98,
2000 y XP; breve manual de usuario
para los primeros pasos y apoyo en
linea asi como autorizacion a la base
de datos de aplicaciéon Gerhardt.

Resumen de valores anadidos:

e Control y seguimiento de hasta 4
unidades de extraccién basicas.

¢ Programacion y almacenaje de pro-
gramas de extraccion.

¢ Documentacion y acceso a toda la
informacidn relevante.

* Funcion de diagnosis para un pro-
ceso de extraccion ideal.

¢ Disposicion concisa de todas las
pantallas de estado en diferentes
ventanas que favorecen la mejor de
las supervisiones.
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Caracteristicas técnicas y evaluacion
de las cabinas de seguridad biolagica

Las cabinas de seguridad biolégica deben cumplir con la normativa
europea EN12469. Sélo un certificado emitido por una entidad indepen-
diente de reconocido prestigio avala este cumplimiento

1. Certificaciones
* La certificacion EN12469 incluye:

- Pruebas tipo “type testing” espe-
cificas para cabinas de seguri-
dad bioldgica, asi como pruebas
de instalacion y mantenimiento.

- El cumplimiento de todas las
demas normas relacionadas en
la EN12469.

El cumplimento de solo las
pruebas “type testing” no es la
certificacion EN12469.

Todas las cabinas de seguridad
bioldgica Telstar cumplen con la
normativa europea EN12469.

2. Ventiladores: ¢{Dos mejor que
uno?

Para compensar la progresiva col-
matacién de los filtros (impulsion y
extraccion), se actua sobre la velocidad
del ventilador. Los equipos con un solo
ventilador no permiten la regulacién
independiente del flujo de cada filtro.

i)

PAAAAARSNARY

R0

PSRN
YL

B

Farmy

R lme
Cl=ar akr

Han M e s

i

Una cabina con un solo ventila-
dor no permite mantener las con-
diciones de reparto de flujo origi-
nales para la que fue disehada.

Todas las cabinas de seguridad
bioldgica Telstar incluyen dos ven-
tiladores: impulsién y extraccion,
que garantizan que cada zona reci-
ba la regulacién que precisa.

3. ¢Todos los sitemas de control
son iguales?

Existen varios tipos de control:

* Cabinas con regulacién manual
(con o sin microprocesador):

- Con monitorizacion por micro-
procesador: incluyen un sistema
que da lectura mas o menos
inteligible sobre los parametros
de la cabina. Si es cabina certifi-
cada debe incluir sistema de
alarma.

La regulacion para mantener los
parametros adecuados e ir com-
pensando la progresiva colmata-
cion de los filiros se efectua
manualmente.

- Monitorizacién sin microproce-
sador: Igual que en el caso ante-
rior pero no proporcionan otra
informacion que la referente a
situacion de alarma.

Ambos tipos de control precisan
igualmente de frecuentes revi-
siones por parte del servicio
técnico para evitar llegar a tal
situacion.

* Cabinas con regulacion automatica:

- Disponen de un sistema que va
comparando los valores reales
de los parametros a controlar
con los idéneos, proporcionando
asi un nivel de seguridad supe-
rior, minimizando la necesidad
de revisiones del servicio técnico
y proporcionando en todo
momento los valores reales de
los parametros y la situacion de
las alarmas.

Las cabinas de seguridad bio-
I6gica Telstar disponen de sistema
de regulacion automatica para
proporcionar un maximo nivel de
seguridad y un minimo manteni-
miento.

4. Sensores de caudal/velocidad:
¢ Dos mejor que uno?

* Una cabina de bioseguridad dis-
pone de dos zonas fisicamente
diferenciadas asi como de dos fil-
tros HEPA: impulsién y extraccién.
Es Idgico pues que disponga tam-
bién de control independiente en

ambas zonas. Por tanto debe ir
provista de dos sensores uno en
la impulsion para controlar el flujo
laminar y la proteccion del produc-
to, y otro en la expulsién para con-
trolar la proteccion a usuario y
ambiente.

Los equipos que disponen de un
solo sensor (normalmente en la
extraccién) son de dificil regula-
cion.

Las cabinas de seguridad bioldgi-
ca de Telstar estan dotadas de
dos sensores termo anemométri-
COSs que en conjuncion con el sis-
tema de control activo por micro-
procesador permiten un control
fiable e independiente de la cabi-
na, asi como la auto compensa-
cién de la progresiva colmatacion
de los filtros y la generacién de
sefales de alarma distintas y de
utilidad.

5. Construccion:
Frontal deslizante:
* Ventajas:
- Comodidad de manejo.

- Permite el cierre inmediato en
caso de accidente.

¢ Desventajas:

- Pocos equipos disponen de un
sistema estanco lo cual provoca
contaminaciones de la muestra
y resulta indtil como sistema de
cierre en caso de accidente o de
descontaminacion.

- En la mayoria de los casos el
cristal es de dificil limpieza:
necesidad de desmontarlo para
acceder a la limpieza interior o
al cambio de filtros.

) _

.| l
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La cabina Biostar de Telstar
dispone de todas las ventajas de

un frontal deslizante y de ninguno
de sus inconvenientes.
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Lavador de microplacas ELx405 con Ultrasonic Advantage

El ELx405 de Biotek esta considera-
do como un estandar en el lavado de
microplacas. A pesar de un disefo
robusto para evitar paradas y errores
inesperados , el mantenimiento regular
del ELx405 y del resto de los lavadores
de este tipo es un proceso que consu-
me tiempo y trabajo.

El atasco de los tubos de los lava-
dores debido a precipitaciones de
proteinas y de sales es uno de los
problemas mas frecuentes que nos
encontramos en el laboratorio. La
solucion patentada por Biotek, es el
Ultrasonic Advantage que hace del
ELx405 el unico lavador del mercado
con auto-mantenimiento, eliminando
los fallos asociados a lavadores asi
como garantizando un lavado sin
interrupciones.

El gran avance en el lavado de microplacas

variacion entre resultados en los distin-
tos pocillos en inmunoensayo, menor
background e incremento de la relacion
sefal / ruido.

Programa de auto-lavado y manteni-
miento incorporado

Ajuste de altura automatico.

Seguro: Control electrénico y pantalla
de seguridad anti aerosoles.

Disefado para adaptarse a robética.

-

El nuevo ELx405 con cabezal de 96
puntas, puede incorporar opcionalmen-
te un lavador ultrasénico interno para
completar el mantenimiento rutinario
del lavador.

Con solo apretar un botén, en el
ELx405 con el Ultrasonic Advantage
puede programarse un protocolo de
limpieza personalizado basado en el
uso del instrumento y del tipo de tam-
pén de lavado. El ELx405 se purgara
automaticamente con el liquido de lim-
pieza, realizara el proceso de limpieza
con ultrasonidos, para lavar y purgar el
manifold con el tampén y prepararse
para el siguiente ciclo de lavado.

Con caracteristicas como el mani-
fold patentado Dual-Action para un pre-
ciso lavado aun con el pocillo lleno y
proteccion de sobrellenado, la adapta-
cién para el lavado de células y ahora el
Ultrasonic Advantage, el ELx405 reune
la mayoria de los requerimientos
demandados por el laboratorio.

Dependiendo del modelo, debido a
su cabezal es capaz de lavar micropla-
cas completas (96/384 pocillos simulta-
neamente) siendo programable a medi-
da por el usuario, incluso se puede rea-
lizar la unién de programas. Permite el

establecimiento de hasta 75 programas
de lavado, controlando:

* Volumen de liquido dispensado

¢ Ciclos de lavado

* Tiempo de remojo

* Tiempo de agitacion

* Retraso en la aspiracion

* Frecuencia de agitacion

* Nombre de programa (hasta 20 caracteres)
Su precision y posibilidades de ajus-

te consiguen un menor coeficiente de

Especificaciones
Tipos de Microplacas:
- ELx405 Auto Plate Washer: Todas las placas de 96 pocillos
- ELx405 Select: Placas de 96 y 384 pocillos
- ELx405 Magna: Placas de 96 para ensayos con bolas magnéticas
Velocidad de lavado: < 15 seg para 96 pocillos
Volumen de llenado: de 50 a 3.000 microlitros
Eficiencia de aspiracion: < 5 microlitros de residuo maximo por pocillo
Seguridad:
- Deteccion nivel botella de residuos
- Chequeo de vacio
- Deteccion de fluido y flujo
- Cubierta para aerosoles
Funciones de operacion permanentes:
- 75 programas de lavado programables, incluyendo lavado, dispensado, aspiracion, agitacion, aclarado
- 5 programas de mantenimiento
- Posibilidad de unir hasta 10 programas
-1 a 10 ciclos de lavado
- Tiempo de remojo (permanencia de la solucién) de 0 a 600 segundos
Nombres de programa de 15 caracteres
Proteccion de programa contra cambios accidentales y fallos de corriente
Profundidad de aspiracion programable
Mantenimiento:
- Dispensador miiltiple y portador de placas desmontable para lavado
- Programa de aclarado
- Programa de desinfeccion
Agitacion, programable en intensidad y tiempo
Volumen de botellas de aclarado: 2 litros
Potencia: de 100 a 240 VAC, 50-60 Hz
Dimensiones aparato: 43.2 x 35.6 x 22.9 cm
Peso: 12.5 Kg

- Proteccion contra derrame

- Filtro en linea para proteccion de la bomba de vacio
- Proteccion contra fallo en la dispensacion

- Chequeo de la posicion de los pocillos

Hoja respuesta Ref. 6 9



PCR set-up con puntas fijas para genotipado de plantas en el MICRO-

LAB STAR de HAMILTON

En el estudio gendmico de plantas, se requiere procesar un gran numero de muestras, que hace
necesaria su automatizacion. Los protocolos de PCR set-up, especialmente en el campo del
genotipado de plantas, son aplicaciones tediosas que requieren una gran cantidad de tiempo.

La preparacion de reacciones
de PCR en formatos de 96 y 384
pocillos ha sido totalmente automa-
tizada en el robot manipulador de
liguidos MICROLAB STAR de
HAMILTON. Pueden prepararse
hasta 24 placas de PCR sin inter-
vencion del usuario. Para ahorrar
costes, la transferencia de mues-
tras de DNA y el pipeteo de las
mezclas de PCR son realizadas
con puntas lavables de acero.

EQUIPO Y MATERIALES
Equipamiento

* MICROLAB STAR, 8 canales,
carga manual.

e Estaciéon de lavado con 1 mddulo
para puntas de acero de 300pl y 2
maodulos para puntas de 10pl.

¢ Estacién de autollenado.

* Bandejas para tubos Eppendorf de
1,5ml y para placas de PCR de 96
pocillos “ABgene AB-0800".

¢ Secuenciador automatico de DNA
Licor.

e Termociclador Tetrade MJResearch
PTC-225.

Reactivos

*DNA de semilla de
(0.25ng/ml, 1ng/ml)

colza

¢ Reactivos para la PCR set-up
(Concentraciones Finales):

- Taq Polimerasa EurobioTaqg Il
5U/ul (0.15U)

- MgCl: 50mM Eurobio (2mM)

- 10 x Buffer sin MgCl- Eurobio (1x)

- dNTPs 25mM Promega (75 pM)

- Primer_MF (1pM)U (0.04pM)

- Primer_R (10pM)L (0.4puM)

- Primer marcado M13 (10uM)
(0.36puM)

10

* Reactivos para tampén de carga:

- Bromophenol Blue [0.08%(w/v)]
- EDTA pH 8.0 (20mM)
- Formamida [95%(v/v)]

PROTOCOLO
Plataforma de Trabajo

Las bandejas con las placas de
reacciones de PCR, la placa con la
fuente de DNAYy las mezclas de PCR
se cargan de forma manual en el
equipo (Figura 1). El ndmero de pla-
cas a procesar es flexible pudiéndo-
se elegir desde 1 a 24 placas.

La correcta carga de las bandejas
se controla con sensores magnéti-
cos. La estacién de lavado con un
maédulo para 8 puntas de 300ul y dos
modulos para puntas de 10ul esta
situada de forma permanente en la
plataforma del robot. Las puntas de
300pl se usan para aliquotar las

mezclas de PCR y las de 10ul para
pipetear las muestras de DNA.

Software de Aplicacion

Para programar el método se ha
usado el software STAR Vector.

Método

Las reacciones de PCR son pre-
paradas en dos pasos usando dos
tipos diferentes de puntas de acero.
Primero, las mezclas master son ali-
quotadas en volumenes 3ul con las
puntas de 300ul por el modo de
multi-dispensacion. Posteriormente,
las muestras de 2ul de DNA
(0.25ng/pl o 1ng/ul) son pipeteadas
con la agujas de 10yl por el modo de
aspiracion-dispensacioén unica. Tanto
las puntas de 300l como las de 10pl
son lavadas con agua destilada des-
pués de cada pipeteo con los
siguientes parametros: 5 segundos
de tiempo de enjuague, 2 segundos

i y SO

Figura 1.- Sistema automatico de PCR set-up para el genotipado de plantas en el INRA en
Rennes (Francia), basado en el MICROLAB STAR de HAMILTON.
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de tiempo de remojo, flujo de 18ml/s
y tiempo de drenado de 10 segun-
dos. Los 2 mddulos de la estacion de
lavado para las agujas de 10pl per-
miten el pipeteo continuo de DNA sin
ningun tiempo de espera para que
las agujas sean lavadas.

Después de preparar las reaccio-
nes de PCR con el MICROLAB
STAR, la amplificacion del DNA es
realizada en el termociclador bajo las
siguientes condiciones: 4 min. 94°C,
12 x (30 seg 94 °C, 60 seg desde
65°C a 54°C (-1°C/ciclo), 30 seg
72°C), 25 x (30 seg 94°C, 60 seg
53°C, 30 seg 72°C), 10 min. 72°C, 5
min. 20°C.

Finalmente, las muestras de PCR
fueron cargadas en geles de acrila-
mida para su analisis en el secuen-
ciador. Las muestras amplificadas
con un marcador micro satélite
Brass029, con una concentracién de
partida de 0.25ng/ul, se diluyeron
1:10 con tampdén de carga. Las
muestras amplificadas con el marca-
dor O/12F02, con una concentracion
de 1.0ng/pl, se diluyeron 1:30. 0.6l
de las muestras de PCR diluidas se
cargaron en geles de acrilamida
(6.5%, 25cm de longitud). Los geles
corrieron 1h 30min a 1.200V para el
analisis de los microsatélites en el
secuenciador Licor.

RESULTADOS
Eficiencia del lavado de las puntas

Con el fin de excluir cualquier
posibilidad de contaminacion cru-
zada, se testd la eficiencia del
lavado de las puntas. Se colocaron
dos filas con muestras de DNA
seguidas de otras 2 con agua des-
tilada como control negativo. Este
patron se siguié en todos los poci-
llos de la placa de DNA. La trans-
ferencia de las muestras a las pla-
cas de PCR se hizo con los dos
juegos de puntas de bajo volumen,
que se lavaron cada paso de pipe-
teo. Por lo tanto, todas las filas
fueron pipeteadas con las mismas
puntas. No se detectd ninguna
contaminacion cruzada en el anali-
sis electroforético después de la
PCR con el marcador microsatélite
O/12F02 en los controles negati-
vos (Figura 2). Se obtuvieron
resultados similares con concen-
traciones de DNA hasta 10ng/pl.
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Figura 2.- No se detect6 ninguna contami-
nacion cruzada por analisis electroforético
después de la PCR para el marcador
microsatélite O/12F02. La eficiencia del
proceso de lavado para las agujas de acero
entre el pipeteo de muestras de DNA y el de
agua destilada como control negativo
durante la preparacion de la placa de PCR,
es lo suficientemente bueno como para pre-
venir cualquier contaminacion cruzada.

Resultados genotipado

La PCR set-up automatizada se
usé para investigar la progenie en
cruzamientos de semilla de colza. El
marcador microsatélite Brass029 se
empleé para distinguir entre los dos
homocigotos parentales A y B, ya
que los tamafos de los fragmentos
amplificados son diferentes. La
mayoria de las plantas hijas contie-
nen ambos fragmentos del marcador,
lo que indica el éxito del cruzamiento
(Figura 3).

Capacidad

El sistema permite el procesa-
miento de hasta 24 placas de PCR
de 96 pocillos sin ninguna inter-

vencion del usuario, en parte debi-
do a que las botellas con los liqui-
dos para la estacion de lavado de
las puntas son automaticamente
rellenadas por la “estacion de
autollenado”.

DISCURSION

El sistema presentado permite
la preparacion de un gran ndmero
de muestras de PCR para el geno-
tipado sin ninguna intervencion por
parte del usuario. La gran eficien-
cia de la estacion de lavado pro-
porciona una preparacién de las
muestras libre de contaminacion
cruzada y reduce al minimo los
costes al no usar puntas desecha-
bles.

Caracteristicas y beneficios

e Buena reproducibilidad para
bajos volumenes de pipeteo (2 y
3ul) comparado con el pipeteo
manual.

* Sistema eficiente para aplicaciones
altamente repetitivas.

e Eliminacion de errores de pipe-
teo.
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Figura 3.- El analisis de la progenie en cruzamientos de semilla de colza se investigoé usan-
do el marcador microsatélite Brass029. La mayoria de las plantas hijas contienen ambos
fragmentos del marcador, lo que indica el éxito del cruzamiento.
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Analisis de distribucion de tamaiio de particulas
en pigmentos por difraccion laser

Los pigmentos son una clase importante de materiales industriales, presentes en multitud de
productos, como pinturas, cosméticos o tintas. La técnica de difraccion laser multi-frecuencia se
puede emplear con éxito en el analisis de la distribucion de tamafo de particulas en estos materiales.

Las propiedades de un sistema
pigmentado, como una pintura, vie-
nen determinadas en gran parte por
la distribucion de tamaro de parti-
culas del pigmento, que determina
el poder de recubrimiento o la pro-
fundidad del color. También es un
parametro importante en pigmentos
usados en tintas, ya que el tamafo
de particula debe ser menor que el
diametro de la boquilla que dispen-
sa la tinta.

La capacidad de un determinado
pigmento para absorber luz aumenta
al disminuir el tamafno de particula y
por lo tanto aumentar el area superfi-
cial, hasta que llega un punto en que
se vuelve translucido a la luz inciden-
te. Solamente este hecho, hace que
la medida del tamafo de particula
del pigmento sea critica en multitud
de productos pigmentados.

El LS 13 320 de Beckman
Coulter (Figura 1) emplea la técni-
ca de difraccidn laser para la deter-
minacion de la distribucion de
tamano de particulas. Ademas
incorpora una tecnologia comple-
mentaria de dispersién de luz
denominada PIDS (Polarization
Intensity Differential Scattering)
para el rango submicrométrico.

Andlisis de pigmentos por difrac-
cion laser

Se han empleado muchas técnicas
para el analisis de distribucion de tama-
fio de pigmentos, pero la técnica de
difraccion laser es actualmente la mas
empleada, dada su facilidad de uso y la
versatilidad en cuanto a la presentacién
de muestra para el analisis.

En esencia, la muestra dispersada
en un medio adecuado es iluminada
por un haz de luz laser de una determi-
nada longitud de onda. Las particulas
dispersan la luz con un patrén de difrac-
cién frente al angulo que depende de
su tamano (Figura 2). El patrén de
difraccion se mide mediante detectores
de luz situados a diferentes angulos, y
a partir de él se infiere una distribucién
de tamanos de particula en la muestra.

La facilidad de uso junto con unos
tiempos de analisis cortos, tipicamente
menos de un minuto, han hecho que la
difraccion laser sea una técnica popu-
lar. Sin embargo, hay un inconveniente:
la mayoria de pigmentos poseen tama-
fos de particula por debajo de 1 micra,
regién en la cual los instrumentos de
difraccion laser estandar fallan a la hora
de proporcionar datos con suficiente
exactitud.

Para comprender esto es necesa-
rio profundizar algo mas en la técni-
ca de difraccion laser. La dispersion
de luz por una particula "grande" en
relacion a la longitud de onda de la
luz incidente, se produce mayorita-
riamente en la direccion frontal
(Figura 3), con maximos y minimos
de difraccién perfectamente detecta-
bles. Esto hace que la determinacién
de su tamano sea relativamente sen-
cilla. Sin embrago, cuando la particu-
la tiene un tamafno semejante o infe-
rior a la longitud de onda de la luz
incidente, la dispersion es mas débil
y se produce en todas direcciones,
sin que aparezcan minimos de
difraccion facilmente detectables
incluso a angulos muy altos. Por lo
tanto la determinacion de tamarno de
particulas submicrométricas presen-
ta ciertos problemas.

T aw rar

Figura 1. LS 13 320 de Beckman Coulter, equipado con médulo acuoso ALM y estacién de

preparacién de muestras / automuestreador AutoPrep.
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Figura 2. Patron de difraccion para dife-
rentes tamaios de particula. La grafica
representa la intensidad de luz difractada
en funcién del angulo.

Diferentes fabricantes han adop-
tado distintos sistemas para la medi-
da de particulas submicrométricas
con diferentes grados de éxito.
Algunos han optado por la medida de
“backscatter”, esto es, la luz disper-
sada a angulos altos con unos pocos
detectores adicionales. La mejora de
estos sistemas en el rango sub-
micrométrico es escasa, ya que no
solucionan el problema basico que
consiste en que la dispersion de luz
es muy parecida para todos los angu-
los alrededor de la particula, y por lo
tanto es muy dificil diferenciar parti-
culas de diferentes tamarnos, ya que
dispersan la luz de forma muy similar.
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: | Particula grande
: | Particula mediana

Particula pequena

Figura 3. Las particulas grandes difractan
luz mayoritariamente en la direccion fron-
tal. Las particulas mas pequeias dispersan
luz de forma mas uniforme alrededor de la
particula, haciendo muy dificil la deteccién
de maximos y minimos de difraccién.

PIDS

Para hacer frente a este problema,
Beckman Coulter incorpora en sus ban-
cadas LS 13 320 MW y LS230 el siste-
ma PIDS (Figura 4), que proporciona
una exactitud y resolucion en el rango
submicrométrico muy superior a cual-
quier otro sistema existente. El sistema
PIDS se basa en la medida de la dis-
persidn de luz polarizada vertical y hori-
zontalmente a 3 longitudes de onda
diferentes, 450 nm, 600 nm y 900 nm,
con deteccion a 6 angulos. La informa-
cién importante procede de la diferen-
cia de dispersion de luz polarizada ver-
ticalmente y horizontalmente, no del
valor absoluto. A diferencia de la dis-
persion laser estandar, la sefal obteni-
da por el sistema PIDS es muy distinta
para diferentes tamanos de particula en
el rango submicrométrico.

N
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Figura 4. Esquema éptico del LS 13 320
multi — longitud de onda. Puede observarse
la celda de difraccion laser y el sistema
complementario PIDS.

La informacion obtenida por el siste-
ma PIDS responde a la misma teoria

Hoja respuesta Ref. 8

de Mie en la que se basa la dispersion
laser. Todos los datos de intensidad de
luz dispersada frente al angulo obteni-
dos tanto por el laser principal como por
el sistema PIDS se incorporan juntos al
algoritmo de célculo, que proporciona
una distribucion de tamafio continua
entre 0,04 y 2.000 ym. El sistema PIDS
ha demostrado ser extremadamente
exacto en la determinacién de tamafio
de particulas sub-micrométricas.

Modelo 6ptico

Los pigmentos presentan un proble-
ma, no encontrado en otros tipos de
materiales, derivado de su color. Para
poder calcular la distribucién de tamafo
de forma precisa es necesario conocer
el indice de refraccion del material, tanto
su parte real como su parte imaginaria.
Esto es mas importante cuanto menor
sea el tamafo de las particulas analiza-
das, ya que el tratamiento matematico
necesario exige el empleo de la teoria
de Mie. Mientras que la parte real del
indice de refraccion es bien comprendi-
da por la mayoria de analistas, la parte
imaginaria no lo es tanto. En realidad,
consiste en el grado de absorbancia
que presenta la muestra a una determi-
nada longitud de onda. En materiales
pigmentados, la parte imaginaria es
diferente para cada longitud de onda
empleada en el andlisis. El valor correc-
to de esta parte imaginaria es muy facil
de calcular empleando un espectrofoto-
metro UV/VIS para cada una de las lon-
gitudes de onda empleadas.

Durante el andlisis de pigmentos es
util emplear fuentes de informacion
complementarias, tales como image-
nes de microscopio Optico o electroni-
co, que pueden confirmar la informa-
cién obtenida por el equipo de difrac-
cién laser, por ejemplo la deteccion de
una poblaciéon de mayor tamano, como
puede verse en la figura 5. En este
ensayo, se ha realizado un seguimien-
to del proceso de molienda de un pig-
mento naranja durante un periodo de
tiempo de 2 horas. El pigmento presen-
ta una absorbancia maxima a 450 nm,
segun los resultados del espectro
UVNIS, lo cual se ha tenido en cuenta
a la hora de disefar el modelo éptico.
La gréfica muestra como la poblacion
de particulas de mayor tamafo va dis-
minuyendo con el tiempo de molienda,
a la vez que el tamano de particula
medio se va haciendo mas pequefio.

La figura 6 muestra el resultado del
analisis de la misma muestra emplean-

do un modelo dptico que contiene la
parte imaginaria correspondiente a un
pigmento azul, por lo tanto incorrecta
para un pigmento de color naranja.

[+ 1

Figura 5. Seguimiento del proceso de
molienda de un pigmento de color naranja.

Figura 6. Misma muestra de la figura 4
analizada empleando un modelo o6ptico
incorrecto.

Figura 7. Seguimiento del proceso de
molienda de un pigmento de color amarillo.

Queda en evidencia lo incorrecto del
andlisis, al estrecharse significativa-
mente la poblacion principal, ademas
de no detectarse la poblacion de parti-
culas de mayor tamafo.

La figura 7 muestra el resultado del
andlisis de otro pigmento de color ama-
rillo, empleando un modelo éptico con
la parte imaginaria calculada a partir del
espectro UV/VIS. En este caso se estu-
dia el proceso de molienda durante un
periodo de 4 horas. La grafica muestra
de manera clara la disminucién con el
tiempo de la poblacidon de particulas
mayores asi como la disminucion del
tamafno medio de la poblacion principal.
El resultado obtenido se corrobord
empleando un microscopio.
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Analisis Dinamico Mecanico (DMA)

El analisis dinamico mecanico (DMA) se ha convertido en una herramienta esencial para el estudio de
propiedades mecanicas y térmicas en multitud de materiales. El Tritec 2000 de Triton Technology es
el analizador DMA mas versatil disponible actualmente.

El analisis dinamico mecanico es
una técnica ampliamente utilizada
para la caracterizaciéon de propieda-
des especificas de los materiales,
tales como el mddulo elastico y el
factor de amortiguamiento. Los picos
observados en el factor de amorti-
guamiento (tan d) proporcionan infor-
macion sobre los mecanismos de
pérdida macroscopicos y microscopi-
cos, como fallo interfacial o movi-
miento molecular interno respectiva-
mente.

El andlisis dinamico mecanico
implica la aplicacion de una carga
periddica a una muestra y la medi-
da de la deformacién resultante. A
partir de los datos obtenidos es
posible calcular la rigidez dinamica
compleja, que contiene dos para-
metros, el componente en fase, o

rigidez real (S’) y el componente
fuera de fase, o rigidez imaginaria
(8”). La relacion entre ambos valo-
res es el factor de amortiguamien-
to (damping factor) o tan &. Las
muestras elasticas, como los meta-
les, exhiben valores bajos de tan 3,
mientras que liquidos viscosos
poseen un angulo de fase d cerca-
no a 90°.

La mayoria de materiales poli-
méricos son viscoelasticos, pre-
sentando valores tipicos de tan &
<0.01 en la fase cristalina. Una vez
sobrepasada la transicidon vitrea
(Tg) o una relajaciéon sub-Tg, el
valor de tan 8 aumenta espectacu-
larmente. La energia de activacion
del proceso se puede calcular a
partir del cambio en los picos tan §
en funcién de la frecuencia.

La geometria de medida permite configuraciones en
modo flexion simple y doble (con hasta 18 longitudes
libres diferentes), cizalla, flexién en tres puntos, tension
y compresién.

Un experimento DMA tipico
consiste en aplicar una o multiples
frecuencias a la muestra sometida
a una rampa de temperatura.
También es posible obtener datos
cinéticos a partir de experimentos
isotermos, lo cual es util en estu-
dios de curado y para verificar el
equilibrio en muestras sometidas a
diferentes condiciones de hume-
dad.

Analizador dindmico mecénico Tritec 2000 DMA de Triton Technology, con cabezal de medida orientable a cualquier angulo.

Analisis de una lamina de PVC en modo flexién simple a
1 Hz con rampa de temperatura de 2°C/min hasta 135°C.

El ambiente tiene un efecto sig-
nificativo en las propiedades meca-
nicas de materiales higroscopicos.
Con el controlador de humedad es
posible realizar ensayos DMA a
diferentes valores de humedad
relativa de forma rutinaria.

Mediante la incorporacién del
bano de fluidos es posible estudiar
el comportamiento de la muestra
sumergida en un liquido o en pre-
sencia de un gas.

Hoja respuesta Ref. 9




CARACTERIZACI

ON DE PARTICULAS

Medida de potencial Zeta en muestras dificiles

El ZetaPALS de Brookhaven Instruments Corporation es un analizador de potencial Z capaz de medir
movilidades extremadamente bajas en muestras complicadas, por ejemplo en disolventes organicos,
proporcionando una sensibilidad 1000 veces mayor que otras técnicas.

El ZetaPALS de Brookhaven
Instruments (Figura 1) es un analiza-
dor de potencial Z que emplea la téc-
nica PALS (Phase Analisis Light
Scattering). La técnica es hasta
1.000 veces mas sensible que los
métodos tradicionales basados en la
medida del desplazamiento de fre-
cuencia de la luz dispersada.

e

s )

Figura 1. Analizador ZetaPALS de Brookhaven
Instruments Corporation.

La repulsién electrostatica de las
particulas coloidales es a menudo la
clave para comprender la estabili-
dad de cualquier dispersion. La
medida de la movilidad electroforéti-
ca, incluso en disolventes no pola-
res, proporciona una valiosa infor-
macion. Las medidas en agua u
otros disolventes polares son senci-
llas y pueden realizarse de forma
rapida con analizadores como el
ZetaPlus de Brookhaven. Estas
medidas normalmente cubren el rango
+ 6 - 100 mV, correspondiente a movili-
dades de + 0,5 - 8 x 10® m?Vs. El
ZetaPALS, ademas de cubrir este
rango, lo extiende por un factor de
1.000 en sensibilidad, hasta 10" m#/Vs.

Esta sensibilidad es necesaria
cuando se mide en liquidos de baja

Hoja respuesta Ref. 10

constante dieléctrica, en aceites de
alta viscosidad o en presencia de
altas concentraciones salinas, asi
como para medidas cerca del punto
isoeléctrico. En la Tabla 1 pueden
verse algunos ejemplos de medi-
das realizadas en al ZetaPALS.

A diferencia de la técnica tradi-
cional, denominada velocimetria
doppler de laser, la técnica PALS
no requiere la aplicacion de cam-
pos eléctricos altos, que pueden
producir problemas de calenta-
miento. En la medida PALS por
analisis de fase de luz dispersada,
solo se requiere que las particulas
se muevan una fraccién de su pro-
pio diametro para proporcionar
buenos resultados. Por ejemplo, a

da, tetrahidrofurano o metil etil
cetona es facil empleando electro-
dos especiales resistentes a disol-
ventes y celdas de vidrio.
Asimismo es posible usar celdas
desechables, eliminando cualquier
posibilidad de contaminacién cru-
zada.
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una concentracion salina 3 molar y
con un campo eléctrico tan bajo
como 1 6 2 V/cm, se induce un
movimiento suficiente como para
conseguir excelentes resultados.

La Figura 2 muestra la pantalla
con los resultados de un experi-
mento, asi como los parametros
importantes de la medida. La grafi-
ca muestra el analisis de fase de
las cinco repeticiones realizadas,
asi como la curva paramétrica, con
excelente acuerdo entre todas
ellas.

La medida en disolventes agre-
sivos, tales como di-metil formami-

Muestra Resultado PALS  Valor literatura
NIST 1980 2.51 +0.11 2,53 +0.12
Células ; i
sanguineas 1.081 + 0.015 1.08 + 0.02
Fez0s 0.013 £ 0.0015 No disponible
TiO: 0.255 +0.010 No disponible
TiO= 0.155 + 0.011 No disponible
TiO: -0.503 + 0.0015 No disponible
Caseina -0.025 + 0.002 No disponible
SiO: -0.73 £ 0.04 No disponible

Figura 2. Resultados de un experimento en pantalla.

El ZetaPALS es un instrumento
extraordinariamente flexible que
permite la medida de potencial Z
tanto por la técnica de analisis de
fase de luz dispersada (PALS), con
una excelente sensibilidad, como
por la técnica clasica de velocime-
tria doppler de laser, capaz de
detectar distribuciones multimoda-
les de potencial Z. Ademas, es
posible opcionalmente medir la
distribucién de tamano de particula
en el rango nanométrico por dis-
persion de luz dinamica (DLS -
Dinamic Light Scattering).

Comentarios

Patrén de movilidad electroforética
Dispersion en suero fisioldgico

Dispersion en dodecano

Dispersion en tolueno — no seco
Dispersion en tolueno — seco

Dispersion en etanol

Dispersion en PEG — viscoso

Dispersion en KCI 2.0M — alta conc. salina

Tabla 1. Movilidades electroforéticas determinadas con el ZetaPALS (unidades 10* m*Vs)

15



=0

Microscopio Confocal Espectral NIKON mod. Clsi

El sistema de Imagen Confocal Espectral Nikon C1si captura datos espectrales absolutos
en un solo barrido, para minimizar significativamente la fototoxicidad celular
y el apagamiento de la seial fluorescente.

Con el lanzamiento del nuevo
sistema de Microscopia Confocal
Espectral Nikon Digital Eclipse C1si,
se mejora dramaticamente la cali-
dad de imagenes obtenidas median-
te multiples sondas fluorescentes
dentro de una misma muestra,
especialmente en el terreno de la
biologia de células vivas. Esto es
debido a que la nueva tecnologia
confocal de Nikon adquiere datos a
alta resolucion a lo largo de un
rango espectral de 400 a 750 nm, en
una unica pasada.

El sistema C1si es el unico que
puede capturar de modo simulta-
neo datos de imagen sobre un
amplio rango espectral de 320 nm
con resolucién de 10 nm, o sobre
rangos menores con 5 6 2,5 nm de
resolucion, en menos de 1 segundo
en formato 512 X 256 pixeles. Esta
capacidad es debida al empleo de
un sistema detector de 32 canales
fotomultiplicadores PMT, e inde-
pendiente del tamafno del pinhole

confocal.  Adicionalmente, el
microscopio Digital Eclipse C1si
emplea un mecanismo Unico para
evitar el cegado de canales detec-
tores coincidentes con la longitud
de onda de excitacion utilizada. La
emisién de las sondas de la mues-
tra puede ser facilmente conmuta-
da entre campo claro, contraste
interferencial DIC, deteccién de
fluorescencia confocal estandar en
tres canales, y deteccidon espectral
de alta resolucidn, haciendo que un
unico instrumento permita su utili-
zacion en el mas amplio rango
posible de aplicaciones de micros-
copia.

e Adquisicion mas rapida:
Escanea 32 canales simultanea-
mente en menos de un segundo.

¢ Imagenes mas luminosas:
La sensibilidad incrementada
mediante un nuevo sistema de alta
eficiencia optica y el procesamien-
to de senal a alta velocidad permi-

ten atrapar perfectamente los foto-
nes de la sefal fluorescente.

* Imagenes mas precisas:
Repetitibilidad de longitud de
onda mejor que 1 nm, mediante
calibraciones multiples.

¢ Sistema mas flexible:
Amplia seleccion de laseres,
desde 405 nm a 633 nm. Amplio
rango espectral desde 400 nm
hasta 750 nm. Eleccion de tres
resoluciones espectrales diferentes.

La extremada facilidad de empleo
del software confocal EZ-C1 ha sido
extendida para gestionar ademas el
sistema de imagen espectral C1si.
Han sido requeridas importantes mejo-
ras, dado que se extrae mucha mas
informacién de cada pixel, debido fun-
damentalmente al sistema patentado
de compensacion de polarizacion
(DEES), que reduce la pérdida de foto-
nes de la sefal de emision. Se utiliza
adicionalmente tecnologia DISP de

16
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nuevo desarrollo (procesamiento de
sefal por doble integracion) en el cir-
cuito de procesamiento de sefnal ana-
I6gica, para obtener imagenes espec-
trales mas luminosas. Finalmente, el
software EZ-C1 es capaz de manejar
toda esta fuente masiva de datos de
un modo organizado y rapido.
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La aplicacién de discriminacion
de espectros (“spectral unmixing”)

Hoja respuesta Ref. 11

incluida en el software EZ-C1 permi-
te al investigador separar curvas
espectrales solapadas de los fluoro-
cromos de la muestra, a una resolu-
cién no alcanzada hasta ahora,
incluso con el empleo de las maxi-
mas calidades en filtros y espejos
dicroicos modernos. Un ejemplo
caracteristico consiste en discrimi-
nar en la imagen los marcajes de
Alexa 488 (Emision maxima 513
nm) frente a los de GFP (519 nm). El

sistema Nikon Digital Eclipse C1si
es altamente sensible y rapido, ofre-
ciendo “barridos espectrales” (512 X
512 pixeles) usando un rango de
350 nm en menos de dos segun-
dos.

* Presentacion en color real (no tan
s6lo en falso color)

e Separacion de fluorocromos
mediante 3 clicks de ratén.

* Presentacion de datos 5D (lamb-
da-x-y-z-tiempo)

* Generacidon de espectros a partir
de ROI sobre la imagen.

* Segmentacién de objetos por color
espectral (hasta 16 segmentos)

* Configuracion avanzada del detec-
tor espectral mediante menu visual
intuitivo.
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Sistema Veritas de microdiseccion laser:
Flexibilidad y rapidez en Microdiseccion

La microdiseccion es una técnica utilizada por miles de investigadores de todo el mundo. El equipo
de microdiseccion Veritas de la firma Arcturus permite una gran flexibilidad en la eleccion del método
de microdiseccion, todo ello en un unico equipo: captura por laser de IR, corte por laser UV o

Caracteristicas del equipo Veritas:

* Anchura de corte inferior a 1 micra.

e Velocidad de corte hasta 20
veces mas rapida que otros sis-
temas alternativos.

* Corte por laser muy preciso lo
que minimiza la exposicion del
tejido adyacente.

e Platina motorizada X-Y de alta
precision y alta velocidad con
capacidad para tres portas.

* Revdlver motorizado con objeti-
vos Nikon 2x, 10x, 20x y 40x.
Opcionalmente puede adquirirse
un objetivo 60x.

ablacion mediante laser UV.

18

* Opcionalmente puede adquirirse
con un sistema de epi-fluores-
cencia incorporado (con 3 blo-
ques de filtros).

* Permite ver al mismo tiempo una
presentacién panoramica de la
muestra y la zona de interés,
todo ello a tiempo real.

* Herramientas de manejo del
equipo de facil uso, incluyendo
autofoco de las muestras.

e Permite la captura en todo tipo
de muestras.

Hoja respuesta Ref. 12
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Novedades en cromatografia en capa fina:
nueva camara de desarrollo automatica ADC2

Camag introduce la nueva camara de desarrollo totalmente automatica ADC2, capaz de producir
separaciones cromatograficas en capa fina reproducibles dia tras dia, independientemente de factores
cambiantes tales como las condiciones ambientales o la diferente habilidad de cada operador.

La nueva ADC2 es de aplicacion
universal y proporciona resultados
con una reproducibilidad inmejora-
ble. Esta disefiada para automatizar
todas las operaciones manuales
necesarias para el desarrollo de cro-
matogramas en capa fina. Uno de los
puntos fuertes de la ADC2 reside en
el hecho de que emplea la cubeta de
vidrio estandar Camag de 20 x 10 cm
con fondo doble, y por lo tanto, los
protocolos basados en el empleo de
esta cubeta se pueden usar en la
ADC2 sin ningun cambio.

La automatizaciéon del proceso
completo de desarrollo en la ADC2
incluye los siguientes pasos:

1.- Es posible ajustar la actividad
de la placa previamente a la
cromatografia mediante la
opcién de control de humedad.

N
.I

Se controla la saturacion de la
camara. Nueva camara de desarrollo automéatica ADC2 de Camag

3.- La placa se introduce entonces 5.- Durante la cromatografia se guiendo resultados reproduci-

en la cubeta sin hacer contacto monitoriza la posicion del frente bles.
con el disolvente de desarrollo, del disolvente.
por lo que se realiza un pre- Control de humedad
acondicionamiento de la placa 6.- En el momento en el que el
con la fase vapor del disolvente frente del disolvente alcanza la La separacion cromatografica
en un tiempo controlado. posicién prefijada, es decir, la en gel de silice se puede ver afec-
distancia de desarrollo especifi- tada por la actividad de la fase
4.- Comienza la cromatografia cada en el método, la placa se estacionaria, que a su vez depende
bajando la placa hasta que entra extrae del disolvente y se seca de la humedad relativa que exista
en contacto con el disolvente. rapidamente bajo unas condi-  en el laboratorio. La humedad rela-
g ciones de flujo de aire éptimas. tiva del aire varia mucho de un
lugar a otro, o en diferentes épocas
5 e er———y 7.- Cuando la ADC2 se opera del afo, causando diferencias en el
Sl N g iz desde el software winCATS, resultado de la cromatografia.
o o L T todos los parametros del de-
£ ,-'i . i ' sarrollo quedan registrados de Con la opcién de control de
| - acuerdo a GMP/GLP, como  humedad, la actividad de la fase
"ﬂ;’ parte del analisis. estacionaria se ajusta mediante aire
7 % % = 7 con humedad relativa definida, lo
Time (min) La ADC2, por lo tanto, elimina que permite estandarizar el desarro-
El control de humedad opcional permite factores ambientales y humanos llo de la placa a una humedad relati-
al?anzar la humedad relativa deseada en que afectan al desarrollo del cro- va fija, o seleccionar una humedad
minutos. matograma en la placa, consi- relativa especifica.
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Microscopia electronica de barrido en muestras humedas

Ya es posible la observacion de muestras en su estado natural de hidratacion, mediante el nuevo
sistema de encapsulado, patentado por QUANTOMIX.

Este sistema nos permite aislar
la muestra contenida en un medio
liquido, del sistema de vacio del
microscopio, obteniendo la infor-
macion a través de una membrana
capaz de soportar 1 atm. y ser
transparente a los electrones.

s
J

Este disefo permite obtener
imagenes de las muestras utilizan-
do cualquier microscopio del mer-
cado dotado de detector de elec-
trones retrodispersados.

La capsula combina la funcion
de portamuestras, celda de cultivo
o porta tejidos con una ventana
transparente a los electrones.

20

La muestra permanece en agua
o cualquier otro liquido y a presion
atmosférica.

Ventajas:

e Observacién directa de muestras
humedas (alimentos, cosméticos,
tintas, células, tejidos).

* Determinacién de la composicion
quimica mediante EDS.

* Amplio espectro de posibilidades
para marcadores y tefiidos.

¢ Posibilidad de observacién de
muestras sin tefir o fijar.

e Alta resolucién en Histopatologia.

* Excelente preservacién y obten-
cién de imagenes de lipidos.

El encapsulado se puede utili-
zar en modo alto y bajo vacio. No
se deseca la muestra durante la
observacion o el almacenaje.

La interferencia de la membra-
na con el haz principal y con los
electrones emitidos por la mues-
tra, es minima. La membrana pro-
duce un ruido de fondo en la emi-
sién de rayos-x que es facilmente
sustraible.

IZASA, acaba de firmar un
acuerdo de distribucidn en exclusi-
va con QUANTOMIX, para la pro-
mocion y venta de esta tecnologia
en Espafa.

De esta forma la observacion
de células, tejidos, alimentos, etc.
se produce en su ambiente origi-
nal, a la temperatura ambiente y a
la presién atmosférica, sin ningun
coste adicional de preparacion,
con el ahorro anadido en tiempo y
recursos.
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Tecnologia de Plasma, de Gala Instruments, para

preparacion y limpieza de superficies

La técnica de plasma de bajo vacio esta muy extendida en la industria

y permite que las superficies de las muestra tratadas sean
desengrasadas, limpiadas, activadas, decapadas o recubiertas.

Los efectos que produce el
plasma son:

» Decapado de la superficie, erosiona-
da por el bombardeo de iones.

* Reaccion quimica de los iones del
plasma con la superficie.

e La radiaciéon ultravioleta rompe las
moléculas de los compuestos de
carbono.

APLICACIONES:
Limpieza de superficies.

El bombardeo idnico transforma las
impurezas en su fase gaseosa (efecto
fisico y quimico en funcién del gas utili-
zado) y son expulsadas por el sistema
de vacio.

Activacion de superficies de
plastico.

La superficie tratado con plasma,
por ejemplo oxigeno, crea lugares con
radicales libres que aumentan la adhe-
sion.

Decapado de superficies.

La superficie es decapada por el
plasma. Parte del material es transfor-
mado en su fase gaseosa y lo elimina
por el sistema de vacio. Aumenta el
area de la superficie.

Hoja respuesta Ref. 15

Aplicaciones a la microscopia elec-
tronica.

La microscopia TEM de alta resolu-
cién implica que las muestra a observar
estén libres de contaminacion, que pro-
duce modificaciones y artefactos en las
imagenes y analisis.

La firma Gala Instruments produce
sistemas de plasma adecuados para la
limpieza de cualquier portamuestras de
microscopia electrénica.

PLASMA PREP™2

1. Camara de reaccion cilindrica @ 9,5
cm. x 27 cm. (2 litros)

2. Construido en acero inoxidable con
puerta en aluminio y vidrio.

3. Generador de 40 KHz.

4. Medidor de flujo de gas con valvula
de aguja.

5. Control manual del proceso.
6. Potencia de 10 a 200 W.

7. Valvula electromagnética antiretor-
no de vapor de aceite.

8. Ajuste automatico de la impedancia.
9. Sistemas de seguridad.
PLASMA PREP™5

1. Camara de reaccién de @ 15 cm.
x 31,5 cm. (5 litros).

2. Construido en acero inoxidable
con puerta de aluminio y vidrio.

3. Generador de 40KHz.

4. Ciclo de proceso semiautomatico
con reloj digital.

5. Medidor Pirani.

6. Potencia de 10 a 200 W. (camara
de acero), max. 100 W. (camara
de vidrio).

7. Ajuste automatico de la impedan-
cia.

8. Valvula electromagnética antire-
torno de vapor de aceite.

9. Reloj digital de control de proceso
con parada automatica.

10. Medidor de flujo de gas con valvu-
la de aguja.

Un completo juego de accesorios
permite a ambos sistemas cubrir todas
las necesidades de preparacion.
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Nueva generacion de HPLC de Shimadzu

LC-20A PROMINENCE

El primer HPLC que puede controlarse desde el PC sin software

El nuevo sistema de HPLC LC-20
Prominence es atractivo no solo por
sus especificaciones técnicas, tam-
bién por la nueva filosofia sobre la
que se ha basado su disefo.

Buenas noticias para los usuarios
no expertos. El sistema ha simplifica-
do su uso en muchos aspectos:

* El controlador del sistema ha
pasado a la historia de manera
que el nuevo LC-20 A Prominente
dispone de un médulo de comuni-
caciones CBM (Comunication Bus
Module).

* El formador de gradientes cuater-
nario y el sistema de lavado de
pistones de las bombas se dispo-
nen dentro de la propia bomba.

e La nueva bomba binaria de alta
presion LC-20AB proporciona gra-
dientes binarios, sustituyendo de
este modo la necesidad de dispo-
ner de dos bombas, con la consi-
guiente reduccion del volumen
muerto del sistema.

e Las comunicaciones entre el
HPLC y el PC o con el Detector
de Array de Diodos (PDA) se rea-
lizan mediante protocolos estan-
dares gracias a la posibilidad de

22

control mediante exploradores de
Internet. (figura 1)

Mayor facilidad en las comunica-
ciones

Imagine arrancar su sistema de
HPLC y crear secuencias de analisis,
simplemente abriendo su Explorador

de Internet. En este aspecto la nueva
generacion de médulos de comuni-
cacion ha mejorado con la incorpora-
cion de funciones de servidor de
Internet capaz de generar paginas
HTML para el control del sistema a
través de una red.

Una vez que se ha accedido al sis-
tema, mediante clave personal, a tra-
vés del explorador de Internet todas las
funciones de control son accesibles.
Los métodos y las secuencias de anali-
sis se pueden crear y almacenar en for-
mato XML. También es posible monito-
rizar la linea de base del detector con el
fin de verificar el estado del HPLC. Nos
muestra informacion del estado de los
consumibles con el fin de verificar la
necesidad de cambio de los mismos.

En laboratorios con sistemas de
red (Internet o Intranet) es posible
conectar el HPLC de SHIMADZU
LC-20 A incluso con la presencia de
otros software. La CBM-20 A propor-
ciona control del sistema incluso sin
la instalacion de ningun software adi-

Figura 1.- Control por red de cualquier equipo de HPLC LC-20 desde cualquier ordenador
conectado a la red.

Hoja respuesta Ref. 16
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Figura 2.- Ventana de control del sistema desde Internet Explorer.

cional, de manera que la sefnal ana-
I6gica de los detectores se puede
adquirir en cualquier otro software
(figura 2).

Los avances tecnolégicos no se
reducen a la nueva CBM-20 A, la
cual dispone de una memoria interna
capaz de almacenar los datos de
forma segura en el caso de que se
produzca un error en la red.

Figura 3.- Detalle del formador de gradientes
cuaternarios, integrado en la bomba LC-20AT.

Avances tecnoldgicos en las bombas

Basadas en las bombas previas por
su resistencia y larga vida operativa, la
nueva generacion ha dado lugar a tres
modelos: bomba de pistones en parale-
lo, bomba de pistones en serie y bomba
de pistones en paralelo binaria. El

Hoja respuesta Ref. 16

rango de flujos se ha mejorado signifi-
cativamente (0.0001 — 10 ml/min) y la
colocacién de una camara de mezcla
(bomba LC-20AB) que proporciona un
volumen muerto mucho mas reducido.
Se puede incorporar a las bombas el
gradiente cuaternario de concentracio-
nes (figura 3) y el sistema de lavado de
pistones. El nuevo sistema de desgasi-
ficacidn por vacio de pequeno volumen
ayuda a la formacion de gradientes con
mayor precision.

Avances tecnoldgicos en los
detectores

Los detectores de la nueva serie
LC-20 A son los detectores de UV y
de array de diodos (PDA). En ambos
casos se dispone de celdas de flujo
termostatizadas con el fin de obtener
una mejor relacion senal/ruido y una
deriva mucho menor (figura 4). En el
caso del PDA se ha incorporado una
rendija variable con el fin de obtener
resultados con el méximo de resolu-
cion espectral y/o la mayor sensibili-
dad de deteccién. El PDA dispone de
4 salidas analégicas para una mayor
capacidad de analisis.

Avances tecnoldgicos en los
inyectores

Los nuevos inyectores SIL-20 A
combinan la velocidad de inyeccién

mas rapida del mercado (10 segun-
dos para una inyeccion de 10microl)
y el menor efecto memoria (carry-
over). La incorporacion del mddulo
Rack Changer proporciona la capa-
cidad de gestionar e inyectar hasta
12 MTP. En paralelo con las placas
de viales dispone un rack de 10
muestras para patrones, de manera
que no es necesario intercalar los
viales de control en el rack. Cuando
se trabaje con muestras especial-
mente problematicas por su capaci-
dad de adherirse a las superficies
del inyector, se puede incorporar
una segunda bomba de lavado en el
SIL-20 A.

Avances tecnoldgicos en los hor-
nos de columnas

Los hornos de la serie LC-20 A
pueden generar programas de tem-
peratura con el fin de facilitar las
separaciones cuando se utilice
agua 100% como fase movil (para
obtener mas informacién sobre el
trabajo con fases méviles no agre-
sivas con el medioambiente
GREEN LC solicite informacion
mediante la referencia del articulo).
Se dispone de un médulo de con-
trol de columnas CMD. Dentro de
los hornos es posible incorporar
valvulas para el cambio de colum-
nas o de lineas de flujo.

La nueva serie de HPLC LC-20 A
Prominence es compatible con las
series de HPLC previas de Shimadzu
LC-10 Ay LC-10AVP. Se mantienen
las comunicaciones por fibra dptica
con el fin de minimizar las interferen-
cias en la senal producidas por cam-
pos magnéticos y otros factores.

Celda sin control de temperatura

Celda con control de temperatura a 40°C
mAU °c

mAU

40 — 40

Temperatura de la Celda
Temperatura de la Celda 35

Temperatura
Fufa 30

35
Temperatura — e
15| ambiente 0 15 oM Ie;;lu".n"b
o 25 ¥, 25
10 M 10, |

0 30 60 90 120min 0 30 60 90 120min

Figura 4.- Respuesta de la linea de base en los
detectores ultravioleta-visible frente a los cam-
bios de temperatura ambiente, sin termostati-
zacion de la celda y con termostatizacion de la
celda en la serie LC-20 de SHIMADZU.

23



THAR: Cromatografia supercritica (SFC)

La solucidn en separaciones a nivel preparativo.
Eficacia, bajo coste de produccion, facil de usar...

En laboratorios con necesidad
de separaciones quirales actual-
mente se trabaja con sistemas de
HPLC preparativos o semiprepara-
tivos. Los niveles de separacidon
con estos equipos son aceptables
pero los inconvenientes aparecen
al observar los costes de estos sis-
temas. Los consumos de disolven-
tes y adicionalmente los costes en
tiempo y mano de obra, requeridos
para la evaporacion de los disol-
ventes de las fracciones recogidas.

Como alternativa existe Ila
CROMATOGRAFIA
SUPERCRITICA cuya forma de tra-
bajo es la misma que si se tratara
de HPLC convencional, pero con
las ventajas de trabajar con una
fase mévil barata, no téxica y que
no necesita ningun proceso expre-
so de evaporacion de las fraccio-
nes recogidas.

El eluyente principal es CO, el
cual permite trabajar en unas con-
diciones mucho mas favorables que
los disolventes habituales de HPLC
(hexano, heptano,...). Este eluyen-
te reduce drasticamente el costo en

Sistema preparativo Superpure200
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el consumo de disolvente frente a
cantidad de analito recuperado. El
proceso de evaporacion de disol-
vente, que en HPLC supone inver-
sién de tiempo, instrumentacién y
espacio, en SFC (Supercritical
Fluid Chromatography) implica la
ausencia parcial o total de todos
estos procesos, con el consiguiente
ahorro econémico.

Como beneficio afadido se
encuentra el aumento dramatico
de la productividad, debido a la
reduccion de tiempo de los ciclos
de analisis por el aumento de los
flujos de trabajo gracias a la baja
viscosidad del CO, . En otras pala-
bras, el flujo de CO, se puede
aumentar entre 3 y 5 veces para
una misma columna si lo compara-
mos a un sistema convencional de

SFC CON VALVULA DE RECIRCULACION

MEZGLA
RACEMICA

RECIRCULACION
DE CO2

ENANTIOMEROS
SEPARADOS

Esquema de trabajo del sistema con recir-
culacion de CO,

HPLC.

La obtenciéon de compuestos
éptimamente puros se esta convir-
tiendo en una necesidad cada vez
mas importante en la industria far-
macéutica, debido a las estrictas
directrices marcadas por la FDA.

Mientras un enantiomero puede
ser muy beneficioso, el enantiome-
ro opuesto 6ptimamente puede ser
absolutamente nocivo y debe reti-
rarse con absoluta certeza de la
fraccién recuperada.

La cromatografia supercritica
(SFC) proporciona una herramien-
ta directa y muy eficaz de separa-
cién de tales enantiomeros, mas
eficaz que cromatografia HPLC
convencional. Las ventajas de
SFC sobre HPLC incluyen la
reduccion de los tiempos de anali-
sis, altos flujos de trabajo (gran
productividad) y menor
consumo/costo de disolvente que
lleva parejo la reduccidén de tiempo
en la evaporacion y la minimiza-
cion de residuos susceptibles de
ser gestionados.

Uno de los aspectos que expli-
ca esta superioridad del SFC radi-
ca en la mayor eficiencia de la
transferencia de masa y la menor
viscosidad del CO, que los disol-
ventes utilizados en HPLC.

Thar dispone de 4 equipos de
distintos tamafos para adecuarse
a las necesidades de cada usua-
rio, desde sistemas analiticos
hasta sistemas preparativos que
dependen de la produccion que se
requiera: Discovery (sist. analiti-
co), gama Superpure: 70, 200 y
350 (3 sist. preparativos). En los
sistemas preparativos se puede
disponer de una valvula de recircu-

Hoja respuesta Ref. 17
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Andlisis de acidos grasos en plasma humano
por FASTGC

Shimadzu GC-2010 / GCMS QP-2010

Maxima resolucion con FastGC

El objetivo principal de cualquier
método es la separacion de los compo-
nentes de las muestras en el menor
tiempo posible. Este hecho cobra mas
importancia en laboratorios cuya canti-
dad de muestras a analizar implica la
optimizacién de métodos y aquellos en
los que es necesario dar resultados en
el menor tiempo posible para dar salida
a descargas de materias primas, o
como control de calidad de productos
obtenidos. En esta aplicacion vamos a
ver la utilizacion de la cromatografia de
alta velocidad en el campo del diagnds-
tico médico.

Como consecuencia existe un inte-
rés constante en la comunidad de
usuarios de cromatografia en la intro-
duccion de técnicas cada vez mas velo-
ces. El primer aspecto, en el terreno de
cualquier método de FastGC, es man-
tener un nivel de resolucién igual o
mejor que el obtenido por métodos de
cromatografia tradicional.

El uso de columnas de diametro
interno reducido es el modo mas eficaz
para el aumento de la velocidad de
analisis. El descenso del diametro inter-
no de la columna reduce la resistencia
a la transferencia de masa en la fase
gaseosa. Aun cuando la efectividad de
este tipo de columnas se conoce desde
hace muchos anos, su uso en analisis
de rutina es muy reciente. La razén de
este desfase hay que buscarla unica-
mente en la ausencia de equipos sufi-

cientemente desarrollados para poder
aplicarla. Los nuevos equipos de GC
cubren los requerimientos técnicos
para el uso de estas columnas:

e Altas presiones en cabeza de
columna.

e Grandes flujos y ratios de split de
gran precision.

* Hornos de gran potencia de calenta-
miento y gran capacidad de enfria-
miento.

* Detectores de gran velocidad de
adquisicion de datos.

Inyeccion de muestra en FastGC

Otro aspecto critico es la introduc-
ciéon de muestra en el desarrollo de un
método de FastGC. El uso de inyecto-
res automaticos es necesario en estas
metddicas por su precision, y por la
capacidad de inyectar las muestras en
inyectores con altas presiones (dificil-
mente realizable manualmente) y per-
mite obtener indices de reproducibilidad
en los tiempos de retencién muy altos.

Las columnas de FastGC

Actualmente las aplicaciones en
FastGC se obtienen mediante las
columnas de 10 metros con didmetros
internos de 0.1mm y espesores de
capa de 0.1 micras. Estas columnas tie-
nen una capacidad de separacién simi-
lar a las columnas de 25m x 0.25mmID
x 0. 25 pym (alrededor de 100,000 platos
tedricos). Hay dos factores que mejo-
ran significativamente: la menor longi-
tud de las columnas y la
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utilizacién de valores
superiores al éptimo, de
la velocidad del gas por-
tador en la columna.

Equipos para FastGC

Los analisis se reali-
zaron con un GC-2010
y un GCMSQP-2010
de Shimadzu, am-
bos con inyectores
Split/Splitless, Inyector
automatico AOC-20i y
) automuestreador para
150 muestras AOC-20s.
La columna utilizada en

Figura 1. Cromatograma de FAME en plasma humano.
Identificacion de picos: LS.: Ciz:0; 1) Cia:05 2) Cis:05 3)Cieioy 4)
Ci6:1.73 5) Ci7:05 6) Ci6:3 45 7) Cis:05 8) Cis:n9; 9) Cis:z 65 10) Cis:3 3
11) C20:3 65 12) C20:4 65 13) C20:5 35 14) Cz22:5 35 15) Ca2:6 3.

Hoja respuesta Ref. 18

ambos casos fue
SupelcoWax10 (10m x
0.1mmID x 0.1pm). El
control de los equipos y
la gestion de los datos

se hizo con el
GCsolution/GCMSsolution

Anadlisis de acidos grasos en plasma
humano por Fast GC

programa

El andlisis cualitativo/cuantitativo de
estos acidos grasos en plasma se
puede dividir en dos fases principales:
preparacion de muestra y analisis por
cromatografia de gases.

La preparaciéon de muestra consis-
te, basicamente, en la esterificacion
metilica. Este proceso no se va a deta-
llar en este articulo.

El andlisis por FastGC de los metil
esteres de los acidos grasos, conteni-
dos en plasma, se ha realizado con los
equipos mencionados anteriormente
en un andlisis de 63 segundos, como
muestra la figura 1.

Detectores de GC para el analisis de
acidos grasos en plasma humano

El trabajo en FastGC se caracteriza
por la minimizacion de la anchura de
banda de los analitos introducidos en el
cromatégrafo, provocando la aparicion
de picos de rapida elusién y muy estre-
chos. De este modo para una misma
cantidad de analito analizado en GC
convencional se observa que la altura
del pico en FastGC es mucho mayor
debido a que la misma cantidad de
analito pasa por el detector en menos
tiempo. Como consecuencia de este
hecho la capacidad de los detectores
para un muestreo mas veloz se hace
imprescindible. Los detectores actuales
de los equipos de GC de Shimadzu tie-
nen una velocidad de adquisicion de
hasta 250Hz (250 puntos por segundo).
La frecuencia de 50Hz utilizada habi-
tualmente en cromatografia convencio-
nal no es suficiente para trabajar con
las columnas de 0.1mm de diametro
interno por la baja reproducibilidad en la
cuantificacion de los picos.

Por ejemplo, el primer pico tiene
una anchura de pico a media altura de
180ms y es uno de los mas rapidos del
cromatograma. Para una cuantifica-
cién precisa es necesario trabajar a
una frecuencia de muestreo de no
menos de 125Hz, que corresponde a
unos 22 puntos en ese pico, que es
justo la mitad de las posibilidades de
los detectores.
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Nuevas tendencias en Citometria de Flujo Il

En numeros anteriores de nuestra revista hablabamos de las diferentes tendencias en el desarrollo de
citometros de flujo y repasamos las dos vias principales de evolucion de esta técnica. Por una parte,
teniamos la linea clasica basada en el desarrollo de equipos dotados de un nimero creciente de
detectores, de otra esta la de disenar sistemas hibridos entre los citometros clasicos y otras técnicas
afines, como analizadores de imagen, o contadores celulares clasicos.

En este numero nos centrare-
mos en la ultima tendencia, y pre-
sentaremos en Espafa dos equipos
nuevos, disefiados con filosofia
hibrida, pensados para resolver
problemas concretos del andlisis
celular. En primer lugar, veremos el
nuevo desarrollo de un clasico en el
mundo de la Citometria de Flujo,
como es Beckman Coulter, que pre-
senta el Cell Lab Quanta, finalmen-
te un sistema que reune las carac-
teristicas de los citémetros clasi-
cos, y los contadores celulares del
efecto Coulter. En la segunda parte
del articulo, hablaremos de otro
desarrollo novedoso, el de la
empresa Fluid Imaging (que lzasa
presenta en Espafa), que presenta
un sistema que combina las carac-
teristicas de un citometro clasico,
con un sistema de analisis de ima-
gen en flujo continuo, pensado para

su empleo en ecologia, tanto mari-
na como de aguas dulces.

Citometria y medida de volumen
por efecto Coulter en un solo
equipo, Cell Lab Quanta de
Beckman Coulter.

El Cell Lab Quanta ha transfor-
mado la camara de flujo convencio-
nal de los citdmetros de flujo en una
camara de recuento de efecto
Coulter. La camara pasa a ser una
pieza tallada en cuarzo, de excelen-
tes propiedades Opticas, tanto en
visible como en Ultra Violeta, con un
poro de seccidn triangular de 125
mm (en versién estandar), a través
del cual se establece un campo
eléctrico caracteristico de un conta-
dor de efecto Coulter. El propio flui-

Figura 1.- Cell Lab Quanta de Beckman-Coulter
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do envolvente del citémetro actua
como electrolito de tal modo que,
cada vez que una particula atravie-
sa la camara de flujo, provoca una
distorsion mesurable del campo
eléctrico, que es proporcional al
volumen real de la particula (Efecto
Coulter). Por primera vez, un
Citometro de flujo permite medir
volimenes absolutos de particula, y
por tanto hacer estudios y valoracio-
nes reales sobre el estado fisiol6gi-
co en base a los cambios de los
volumenes celulares, como las que
se producen como consecuencia de
variaciones del volumen nuclear en
funcién de estados de condensacion
de cromatina, fases de divisiéon o
muerte etc. Cambios en el volumen
celular como respuesta a induccion
de apoptosis o en respuesta a la dis-
ponibilidad de nutrientes etc.

El Cell Lab Quanta dispone
ademas de un sistema de inyec-
cién de muestra mediante jeringa
de precisiéon, con volumenes y
velocidades de muestra controla-
bles via software, que permiten la
realizacién de recuentos absolutos
sin necesidad de recurrir a la utili-
zacion de costosos sistemas de
particulas de referencia con con-
centracion conocida.

Desde el punto de vista del
equipo como citdémetro analiza-

Hoja respuesta Ref. 19




dor de poblaciones, se trata de
un sistema con multiples longitu-
des de onda de excitacidn, y dos
longitudes de onda de anélisis.
En ambos casos, el sistema es
totalmente flexible y configura-
ble. En la configuracién que se
oferta, el equipo viene dotado de
una lampara de mercurio que
permite trabajar a diferentes lon-
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Figura 2.- Esquema ()ptico del Cell Lab
Quanta

gitudes de onda (366, 405, 435,
546 nm) seleccionables median-
te dicroicos facilmente intercam-
biables por el usuario y laser de
estado soélido de 488 nm, tal y
como se muestra en el ejemplo
de la figura. Los laseres de esta-
do sdélido tienen la ventaja de su
duracion y coste, muy favora-
bles. Todas las configuraciones
de filtros se pueden personalizar
en funcidon de las aplicaciones
especificas de cada usuario.
Ademas, el sistema permite el
intercambio facil por parte de
usuario de los distintos juegos de
filtros, para hacer diferentes
combinaciones de dos longitudes
de onda de emision, y hasta dos
de excitacion.

Hoja respuesta Ref. 19

Andlisis de Imagen y Citometria
para aguas. FlowCam de Fluid
Imaging.

El empleo de sistemas de
Citometria de flujo para el estudio
de plancton es ya un clasico
desde hace afos. Su éxito se ha
basado en la posibilidad que ofre-
ce la Citometria para identificar
los distintos componentes de sis-
temas ecoldgicos complejos,
como los acuicolas, en funcién de
la capacidad para discriminar los
mismos en funcidon de parametros
como el tamano, la complejidad
celular, y las emisiones de fluo-
rescencia debida a pigmentos
intrinsecos.

Desgraciadamente, la compleji-
dad y riqueza de estos ecosiste-
mas hace que no sea suficiente la
citometria de flujo, y que los datos
que esta ofrece deban ser comple-
mentados por observaciones
microscoépicas, a fin de verificar o
completar los datos procedentes
del citdmetro.

En la actualidad la tecnologia
de camaras CCD ha alcanzado un
desarrollo tal, que ha permitido a la
compafia Fluid Imaging disefar un
equipo basado en tecnologia de
Citometria de Flujo, que junto con
los parametros clasicos de Scatter
y fluorescencia es capaz de regis-
trar la imagen de cada uno de los
organismos que pasan a través de
la camara de flujo, permitiendo al
investigador la comprobacion
visual (o informatica, basada en
parametros morfométricos obteni-
dos a partir de la imagen).

Como ventajas mas destaca-
bles, incorpora ademas un siste-
ma de camara de flujo y una 6pti-
ca intercambiable, que permite
trabajar en un rango mucho
mayor que el de los citometros
clasicos, lo que permite seleccio-
nar poblaciones objeto de estudio
tan pequenas como las bacteria-
nas, o tan grande como las larvas
de moluscos. Ademads, la obten-
cion de parametros derivados de
la imagen, como el “volumen
esférico equivalente” y la posibili-
dad de realizar recuentos absolu-
tos, nos permite hacer estimacio-
nes de la cantidad de biomasa,
como parametro sumamente
importante.

Finalmente, es remarcable que,
dado el entorno en el que se
mueve este tipo de equipos, Fluid
Imaging ha disefiado equipos,
tanto de laboratorio, como portati-
les y que ademas se pueden insta-
lar en continuo, a fin de hacer
seguimiento de las variaciones
naturales de las poblaciones.

Figura 3.- Esquema Optico del Sistema
Flow Cam
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Combinacion de citometria de flujo y microscopia: Andlisis de Materia

Organica Particulada

FlowCAM es el nuevo sistema dirigido a todos aquellos usuarios que habitualmente requieren de la
ultima tecnologia en monitorizacion rapida de particulas en fluidos de diferente naturaleza.

FlowCAM combina las posibili-
dades de la citometria de flujo y de
la microscopia, ambas mejoradas
en este sistema, en un orden de
magnitud. FlowCAM es un equipo
que es capaz de contar, captar
imagenes y analizar las células de
una muestra en flujo continuo con
resultados significativamente pre-
cisos de forma instantanea.

El sistema de procesamiento del
FlowCAM, captura imagenes digita-
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les de cada célula y presenta los
datos en un formato general de facil
interpretacion o bien a través de
nuestro patentado Escatergrama.

APLICACIONES

Las aplicaciones de esta técni-
ca son muy variadas, debido a la
gran diversidad de particulas en
cuanto a tipos y tamafos asi como
a los diferentes fluidos con los que
el sistema puede trabajar. Entre
las mas importantes, caben desta-
car las siguientes.

Quimica

FlowCAM® representa un
avance exponencial en cuanto a la
determinacién y precision de la
calidad de las mezclas quimicas
de baja viscosidad. Ademas del
contaje, distribucion y datos sobre
el diametro esférico equivalente,
es capaz de determinar la forma
exacta de la particula, lo que
supone una mejora excepcional
del ESD (diametro esférico equi-
valente).

Estudios recientes han demostra-
do que el conocimiento de la anchu-
ra y la longitud de las particulas en
las formulaciones quimicas, es de
vital importancia la hora de evaluar
la efectividad del producto. EI
FlowCAM® te da esta informacion
de inmediato y ademas de la preci-
sién en la distribucion de las particu-
las, es también posible adquirir ima-
genes de cada una de ellas.

FlowCAM® puede utilizarse
para mantener el control de cali-
dad y para procesos en linea, en
los que es necesario medir el
tamafo y la frecuencia de distribu-
cién de éstas.

Dentro de las aplicaciones qui-
micas de baja viscosidad caben
destacar dispersiones, impresiones
térmicas, emulsiones y mezclas.

Oceanografia

FlowCAM® ofrece diferentes
posibilidades y aplicaciones en
Oceanografia, tanto en muestreos
puntuales como en ensayos conti-
nuos o in-situ. Con este equipo, es
posible recoger informacién de
particulas y células de Tmm a 3
mm en determinadas fracciones
de tiempo, ademas de poder inte-
grar otro tipo de instrumentacion
como fluorometros o monitores de
temperatura y salinidad.

FlowCAM® puede incluso ser
usado en combinaciéon con esta-
ciones de medicidn submarinas
para la monitorizacién continua de
las aguas y estudiar asi cambios

Hoja respuesta Ref. 20




en el fitoplancton y en otras parti-
culas, asi como en las condiciones
de temperatura y salinidad.

FlowCAM® es el instrumento
ideal, tanto en laboratorio como en
campo, para la monitorizacién de
aguas costeras, fitoplancton, acui-
cultura, etc...

Farmacéuticas

FlowCAM® puede desempenar
un papel fundamental en la industria
farmacéutica dentro de la investiga-
cion y desarrollo en drogas. El obje-
tivo prioritario en este campo es el
de conseguir sacar al mercado en el
menor tiempo posible, la mayor can-
tidad de farmacos efectivos contra
determinadas enfermedades.

En la fase de test, FlowCAM®
puede funcionar como un sistema
de feed-back para la determina-
cién del tamano y forma exactos
de los materiales y componentes
bioldgicos.

Calidad en Aguas

En el laboratorio o en campo,
FlowCAM® es el equipo de elec-
cién ya que puede aportar infor-
macion imprescindible en cuanto a
la calidad de las aguas que se
desean testar.

FlowCAM® genera informacion
cuantitativa y cualitativa que
puede ser usada para la creacidén
de valores referenciales que se
pueden comparar con los niveles
de algas en disolucién o masas
extensas de las mismas en el
agua de estudio.

Con la técnica de Spot-chec-

king, FlIowCAM® es capaz de
encontrar donde se producen cam-
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bios en el entorno acuatico y mos-
trar visualmente los microorganis-
mos causantes de los disturbios.
Esta informacidn tan util, obtenida
en tiempo real, ayuda al control de
la calidad de las aguas on-line, asi
como a determinar si las modifica-
ciones o alteraciones puntuales en
el entorno acuatico son fruto de
eventos accidentales o introduci-
dos.

CARACTERISTICAS TECNICAS:
Equipo de laboratorio (benchtop)

Modos de trabajo: Imagen constan-
te, Light Scatter, y Fluorescencia

Tasas de flujo: 0 a 2.5 mililitros por
minuto (modo lento), 2 a 12 milili-
tros por minuto (modo medio)

Luz de excitacion: Laser azul de esta-
do sdlido (488 nm). Opcionalmente
podria configurarse con un laser
verde de 532nm

Nivel de magnificacion: 20X.
Rango de tamanos detectables: de
1 a 3x10* m en funcién de las 6pti-
cas seleccionables.

Software FlowCam IMS.

Paquete de 6 células de flujo de
repuesto.

Ordenador: Incorporado.
Parametros medidos:

* Tamaho de particula.
* Fluorescencia de la particula.
e Tiempo de vuelo.

* Longitud de cada particula.

* Anchura de cada particula.

e Diametro esférico equivalente.

Formato de graficos: TIFF escala
de grises.

Formato datos: Hoja de calculo o
escatergrama.

Canales de Fluorescencia: Clorofila
y Ficoeritrina. Opcionalmente pue-
den configurarse otros filtros, como
demanda de cliente.

Ambas particulas tienen el mismo diame-
tro esférico equivalente, pero no son igua-
les. Es necesario capturar imagenes de
ambas para diferenciarlas.

Estamos pues ante un sistema
de multiples aplicaciones que
combina la precision de la citome-
tria de flujo con la versatilidad de
la captura de imagenes de hasta 3
mm, lo que le convierte en el ele-
mento idéneo no sdlo para el estu-
dio de particulas en fluidos sino
incluso para la identificacion de
especies vegetales y animales
como algas y larvas marinas.
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Calidad del agua de laboratorio para técnicas
analiticas de alta resolucion

A la hora de realizar un anadlisis empleando una técnica analitica de
alta resolucion, bien sea mediante espectroscopia UV-Vis, espectros-
copia de absorcion atomica, ICP, HPLC, IC.... el agua con la cual se
van a realizar los blancos y las diluciones de muestras y patrones ha
de ser de la mas alta calidad en cuanto a su pureza.

Se deberia tener un agua de tipo |,
ultrapura con presencia de las menores
trazas posibles en disolucion, o en el
caso de técnicas de ciencias de la vida,
las menores interferencias como pue-
den ser RNA-sas, endotoxinas,... posi-
bles.

Para conseguir un agua de esta
calidad, lo ideal es partir desde una pri-
mera calidad de agua, que idealmente
sea agua osmotizada (tipo lll) o agua
osmotizada y desionizada (tipo Il), una
vez conseguida una calidad de este
tipo, en funcion de la calidad de agua
pretratada necesaria en el laboratorio,
esta pasa a un sistema de ultrapurifica-
cion. En el caso de técnicas de alta
resolucién se emplean los equipos de
altas especificaciones de la gama
Purelab ULTRA de ELGA Labwater.

onda de 254 nm tiene un efecto germi-
cida, manteniendo el bacteriano del
agua por debajo de 1 CFU/ml, mientras
que la longitud de onda de 185 nm tiene
un efecto foto oxidante, destruyendo la
materia organica, quedando esta a
niveles inferiores a 2 ppb. Para mante-
ner el nivel de particulas cuenta con un
ultra microfiltro de 0.05 pm. Aunque
todos estos procedimientos de purifica-
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En el caso de técnicas analiticas de
alta resolucion resulta ideal el equipo
Purelab ULTRA Analytic, que combina,
junto con las resinas de ultrapurifica-
cién, un sistema de emision ultravioleta
de amplio espectro. La longitud de

cidn de agua son comunes a otros equi-
pos, los ULTRA cuentan con un sistema
de doble cartucho de resinas que per-
mite confiar en la calidad del agua.

El motivo del uso de este modulo de
pulido es que con el tiempo los iones de
gran tamafo y carga van saturando las
resinas, haciendo desplazarse a los
iones de menor tamano y carga, que en
el momento en que el médulo principal
comienza a saturarse, difunden al exte-
rior contaminando el agua. El segundo
modulo de pulido atrapa estos iones
evitando la contaminacién del agua y
aumentando de esta manera la vida util
del médulo principal.

Al terminar la vida del mddulo
principal, el médulo de pulido se
coloca en la posicién principal, y un
nuevo médulo de resinas pasa a la
posicion de pulido.

El equipo Purelab ULTRA Analytic
es capaz de dar un caudal de agua
ultrapura de hasta 2 litros por minuto
y cuenta con un sistema de monitori-
zacién multipunto de la calidad del
agua, en el cual hay un medidor de
TOC mediante UV en continuo, con
lo cual se tiene la medida de este
parametro de todo el agua purificada
que se obtiene.

De manera que el equipo ELGA
Purelab ULTRA Analytic es la alternati-
va mas eficaz para obtener agua ultra-
pura para su uso en técnicas analiticas
de alta resolucion.
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Cdmara Digital de ultra-alta calidad para fotomicrografia

Captura imagenes en
fluorescencia de alto contraste

Con imdgenes de hasta 12 millones de pixeles de resolucion la
nueva cdmara digital Nikon DXM1200F consigue resultados
inmejorables.

Gracias al diseno original Nikon de bajo ruido electrénico ast
como a su nuevo CCD de sensibiidad mds del doble que la de
su predecesor, la cdmara DXM1200F captura imdgenes en
fluorescencia de una claridad superior y sorprendente contraste.

Sus magnificas prestaciones y su faci manejo hacen que la
DXM1200F sea la mejor eleccion para los profesionales.
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