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Editorial

Tras las merecidas vacaciones ponemos en sus manos, un afio mas, este
nuevo giemplar delarevistalZASA L AB con informacién interesante sobre las
ultimas novedades de la instrumentacion para laboratorios y de las compafiias
con las que colaboramos.

Desde el punto de vista de nuevos acuerdos, tenemos que destacar el firma-
do recientemente con la compafiia japonesa RIGAK U Cor poration, fundada
en 1951 y que cuenta en la actualidad con méas de mil empleados. Esta compa-
fia esta especializaday es lider en instrumentacion utilizando rayos X, con una
gran experiencia en Difraccion de rayos X, asi como en Fluorescencia y
Espectroscopia de Absorcion de rayos X.

: _ Respecto a las hovedades instrumentales destacamos el Sistema de Imagen
; i ; y Monitorizacion Celular que haintroducido recientemente la Firma Nikon. Se
/v IZASA LAB trata de un sistema integrado de monitorizacion celular, incubacion y observa-

Sorsizacacn cion con imagen en cAmararapida. Este sistema permite aun usuario (sin dema-
siada experiencia en Microscopia) llevar a cabo, de forma sencillay comoda,
Celiles tizlenzes clistiliisss Bl cultivos celularesy su observacion, tanto en el laboratorio como de formaremo-

LEEE S ) (A i o) taatravés de unared informética. Ademés, Nikon haintroducido también, para

trabajos con célula viva, un sistema CLEM (Microscopia de Exposicion
Luminica Controlada) para su Microscopio Confocal C1. Este sistema permite
alargar la supervivencia celular, de modo que el investigador dispone de més
tiempo para observar y registrar sus experimentos.
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CBO, la gran revolucion en XRD

¢Geometria de haz paralelo o geometria de focalizacion? Esa es una pregunta que alguna vez ha
estado en la cabeza del usuario de difractémetros de rayos X. Con las nuevas tecnologias que ha
desarrollado Rigaku, esta pregunta tendra una respuesta muy sencilla: jLas dos!

Existen dos geometrias principa-
les de configuracién de los equipos
de difraccion de rayos X: la geome-
tria de focalizacion (Focussing Beam,
Para-focussing o Bragg-Brentano) y
la geometria de haz paralelo (Parallel
Beam). Recordaré en pocas palabras
en qué consiste cada una de ellas.

La geometria de focalizacién,
referencia en difraccion durante los
ultimos 50 afios, toma su nombre del
hecho de que la muestra focaliza el
haz de rayos X sobre la apertura del
detector. Las ventajas que proporcio-
na esta geometria en la mayoria de
las muestras policristalinas es la gran
intensidad de la sefal y su alta reso-
lucion. Esto es especialmente impor-
tante para aquellas muestras que
dan sefiales muy débiles.

La parte negativa de esta configu-
racion esta en la imprecision en la
localizacion de los picos debido a los
errores inducidos por la propia morfo-
logia de la muestra.

La segunda geometria es la de
haz paralelo. Esta ha sido la preferida
para andlisis de peliculas delgadas
durante los dltimos 15 afos. La idea
en esta configuracion es incidir con el
haz de rayos X en un espejo multica-
pa que canalice los rayos divergentes
para formar un haz paralelo con el
que iluminar la muestra. De esta
forma, como no se focaliza el haz, se
evitan los errores debidos asociados
a ello.

Al contrario que con la geometria
de focalizacion, la precision en la

localizacion de los picos es mucho
mas alta, pero pierde en intensidad,
ya que incide en un area mas peque-
fla de muestra, y en resolucioén.

Esta muy claro que tanto una
como otra geometria tienen una serie
de caracteristicas muy Utiles para el
andlisis, por lo que seria muy conve-
niente tener las dos.

La mejor soluciéon para tener los
dos seria disponer de dos difracto-
metros, uno configurado para geo-
metria de focalizacibn y otro para
geometria de haz paralelo, pero esta
solucion no parece al alcance de
muchos, por lo que habra que buscar
un difractdmetro que permita cambiar
de una a otra geometria de la forma
mas facil posible.

Cualquier persona que haya utili-
zado un difractdbmetro sabrd que
cambiar entre configuraciones en un
difractometro puede ser de todo
menos facil; desmontar uno o varios
modulos, montar otros, realinear
todas las rendijas, monocromadores,
espejos, etc. Ademas, tras cambiar la
configuracion del difractometro varias
veces, aparecen las incertidumbres
en cuanto a la optimizacion del siste-
ma.

Todo esto hace que en la practica,
el difractometro funcione casi todo el
tiempo en una de las configuracio-
nes, quedando los otros mddulos
como un adorno en la vitrina del
difractébmetro, un caro adorno.

Pero, ¢y si en lugar de cambiar de
configuracioén, lo que hiciése-
mos fuese seleccionar en el
momento la configuracién que
queremos utilizar?.

Rigaku ha desarrollado (y
patentado) la tecnologia CBO
(Cross Beam Optics) que pro-
porciona las dos geometrias
en un solo instrumento de
manera que ambas estén per-
manentemente montadas, per-
manente alineadas y permitan
al usuario seleccionar una u
otra en cualquier momento.
Esto es especialmente impor-
tante para aquellos centros
que realizan analisis de mues-
tras de una gran variedad.
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Ademas es un gran avance para
aquellos usuarios menos experimen-
tados, para los estudiantes, por no
mencionar a aquellos a quienes les
gusta jugar con el instrumento para
sacar la mayor cantidad de informa-
cién a su muestra.

El sistema Ultima IV de difraccion
de rayos X de uso general, incorpora
esta tecnologia CBO de seleccion de
la geometria.

Ademas presenta un sistema de
alineamiento automético Unico con-
trolado por ordenador, de tal forma
gue con un solo clic el sistema alinea
la altura de la fuente, la direccion del
haz incidente, el espejo, la rendija
automatica de divergencia, la superfi-
cie de la muestra, la optica de recep-
cion, el punto cero de 2theta y el
detector.

Otra de las caracteristicas de este
difractometro es su flexibilidad, que
le permite aumentar sus posiblidades
con opciones como el cargador auto-
mético de muestras y los porta-
muestras giratorio y para capilares.

Todo ello le permite, ademéas de
las aplicaciones de andlisis cualitati-
VO Y cuantitativo, realizar medidas en
SAXS, difraccién en el plano, micro
areas, estrés, texturas, peliculas del-
gadas, tamafios de grano, reflecto-
metria, etc...

Ultima IV es el nuevo difractome-
tro de rayos X de Rigaku que se une
a los ultimos lanzamientos; Miniflex
I, Gnico difractobmetro de sobremesa
con monocromador, y Smartlab, el
difractometro de alta gama especial-
mente disefiado para peliculas del-
gadas.



¢Apoptosis Tardia o Necrosis?
... Un ensayo por Citometria de flujo

El estudio de muerte celular programada, o APOPTOSIS, concentra en los Gltimos afios una intensa
actividad en investigacion. Conocer los mecanismos por los cuales una célula desarrolla una
compleja serie de mecanismos bioquimicos que conducen a su muerte, ha despertado interés en
campos tan dispares como la biologia de desarrollo, la oncologia, la inmunologia, el estudio del

Durante el desarrollo de un pro-
grama de muerte celular por apopto-
sis, se pueden observar una serie de
procesos caracteristicos, que resul-
tan indicativos del mismo, y que pue-
den evidenciarse o medirse mediante
deferentes técnicas experimentales,
gue abarcan desde estudios bioqui-
micos, como la actividad de ciertas
proteasas de la familia de las caspa-
sas, 0 ciertos estados mitocondria-
les, hasta cambios morfolégicos en la
célula como son la formacion de
cuerpos apoptéticos, la condensa-
cion y fragmentacion nuclear o las
alteraciones de la membrana que se
pueden observar en distintos esta-
dios del proceso.
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Datos clasicos de Citometria de flujo (obteni-
dos con un ImageStream de Amnis). El mar-
cae clasico de Annexina V frente a 2-AAD
identifica claramente las poblaciones de célu-
las vivas 'y apopt6ticas tempranas. Sin embar-
go, no permite discriminar, dentro de la pobla-
cién doble positiva las necréticas y las apop-
téticas tardias. La muestra se compone de una
mezcla de células en las que se provocd
Necrosis con Peroxido de Hidrogeno y un cul-
tivo paralelo en el que se indujo apoptosis con
Campotectina.

envejecimiento o la virologia.

De entre las diferentes técnicas
empleadas para el estudio y segui-
miento de procesos apoptaticos, des-
tacan fundamentalmente la micros-
copia de fluorescencia y muy espe-
cialmente la Citometria de flujo. Esta
Ultima tiene la gran ventaja de poder
procesar de forma rapida y facil un
gran numero de células y permite la
cuantificacion del proceso incluso en
condiciones en las que el nimero de
células apoptoticas representa un
porcentaje muy bajo del total de la
poblacion.

De entre los cambios morfol6gi-
cos y funcionales detectables por
Citometria de Flujo, se pueden des-
tacar los que hacen referencia al
tamafio y la granularidad celular, no
obstante, aunque sean mesurables,
no representan una caracteristica
especifica, por si mismos, del proce-
SO apoptotico, si bien combinados
con otros fenédmenos, como los cam-
bios en la permeabilidad de la mem-
brana celular a algunos colorantes
fluorescentes, nos dan una indica-
cion de la cinética del mismo. El
empleo de estos colorantes (normal-
mente se unen a acidos nucleicos) si
es indicativo de los distintos momen-
tos del proceso. El empleo de marca-
dores vitales, como la 7-AAD o el IP
nos permite identificar estadios
tardios del proceso. Otros marcado-
res, como el HO342 identifican cam-
bios mas tempranos en la permeabi-
lidad de la membrana de las células

apoptéticas y finalmente colorantes
como AO pueden utilizarse para
medir los cambios en el estado de
condensacion de la cromatina, que
tienen lugar durante el proceso apo-
potdtico. Englobado dentro de los
cambios que afectan a la membrana
de las células apoptéticas, esta la
externalizacion de Fosfatidilserina,
gue puede medirse mediante el
ensayo de Annexina V (la cual puede
acoplarse a marcadores fluorescen-
tes como FITC, PE o Alexas). Este
popular ensayo resulta muy util en la
identificacién de estadios tempranos
del proceso apoptético, en los que la
membrana celular, a pesar de estar
afectada, aln no es permeable a
marcadores comunmente Pl o 7-
AAD. De hecho, combinando ambos
marcajes, se realizan un nimero ele-
vado de ensayos para intentar dife-
renciar las tres poblaciones de vivas,
apoptoticas y necréticas. El principal
problema de este ensayo es la tre-
menda dificultad (sino imposibilidad)
de diferenciar las células necréticas
de los estadios tardios de la apoptosis.

El proceso que mejor define el
fenbmeno de apoptosis es la frag-
mentacion del ADN que tiene lugar
desde estadios tempranos. Una vez
gue la célula queda comprometida en
un proceso apoptoético, comienza a
degradar su ADN en fragmentos
nucleosémicos, siendo, a partir de
este punto irreversible. Esta fragmen-
tacion se puede medir por Citometria

4 Hoja respuesta Ref. 2



de flujo mediante un par de técnicas,
como la aparicion del pico de Sub-
GO, en un ensayo convencional de
ciclo celular con PI, o la elongacion
del ADN a partir de los extremos de
los fragmentos generados en el
ensayo de TUNEL. Ambos ensayos
comparten como caracteristica la
necesidad de fijar las células, con la
consecuente pérdida de informacion
sobre los porcentajes de células via-
bles o necréticas. Ademas la “agresi-
vidad” de los protocolos de marcaje
en ensayos como el de TUNEL , con-
ducen a la aparicién de numerosos
artefactos, que pueden identificarse
como falsos positivos.

Apoptosis Tardia o Necrosis. La
solucién de Amnis.

El proceso de Apoptosis es qui-
zas una de las formas mas intere-
santes de muerte celular, especial-
mente desde el punto de vista de la
investigacion biomédica. Sin embar-
go, no podemos olvidar que las célu-
las pueden morir por otros mecanis-
mos que no tienen nada que ver con
el fenébmeno de muerte celular pro-
gramada. Englobando estos otros
procesos de muerte celular en el ter-
mino NECROSIS, nos encontramos
con la dificultad que presentan todos
los métodos anteriormente descritos
para diferenciar las células necroti-
cas de las que se encuentran en
estadios tardios de apoptosis, dado
que en este ultimo caso, las membra-
nas son permeables a colorantes
como la 7-AAD o el PI, al tiempo las
membranas dafiadas permiten la
union de Annexina V por su cara
interna. De todos los ensayos basa-
dos en Citometria de flujo que hemos
comentado, el Unico que en puridad
no confundiria una célula necrética
con una apoptética tardia seria el
ensayo de TUNEL, sin embargo
como hemos visto presenta otro
buen nimero de problemas, como la

APOPTOTICAS
TARDIAS

. o

Figura 2

Imégenes tomadas por un Citémetro
ImageStream de la compafia Amnis represen-
taaguno de los puntos individuales del grafi-
co representado en la Figura 1 ( en todos los
casos en Laregion Dobles Positivas. Se dis-
tinguen claramente las apoptéticas tardias de
las necrdticas por su morfologia nuclear.

dificultad técnica en su preparacion,
el elevado porcentaje de falsos posi-
tivos y su dificultad para diferenciar
apoptoéticas tempranas de tardias.

En este punto, es de una inesti-
mable ayuda la observaciéon micros-
coOpica de las células. Una caracteris-
tica que diferencia inequivocamente
necréticas de apoptéticas tardias es
el estado de condensacion y frag-
mentacion de los nucleos como se
Muestra en las figuras 2 y 3. El pro-
blema es que, recurrir a microscopio
significa renunciar a toda la flexibili-
dad de trabajo de la Citometria,
amén de perder calidad estadistica
en los resultados. Esto solo es cierto
a medias, para aquellos de ustedes
que leyesen el anterior numero de
Izasalab, recordaran la presentacion
gue haciamos de un sistema muy
especial, el ImageStream de Amnis,
un revolucionario Citometro de Flujo
gue toma imagenes de las células al
tiempo que las analiza con los mis-
mos principios de la Citometria de
flujo. De hecho, las imagenes de las
figuras 2 estan tomadas con un
ImageStream. Al igual que los grafi-
cos de las figuras 1 y 3. La gran dife-
rencia entre ambos gréaficos estriba
en que mientras el primero es un
resultado convencional de Citometria

de flujo, midiendo intensidades de
fluorescencia totales con el mismo
ImageStream, el grafico 3 correspon-
de a un analisis de parametros mor-
foldgicos, tanto de la célula total en
campo claro, el area de los nucleos
en fluorescencia, y el analisis de la
imagen en campo oscuro (equivalen-
te al Side Scatter convencional de un
Citobmetro).

La capacidad para separar las
cuatro poblaciones (apoptéticas tem-
pranas y tardias, necréticas y vivas)
gue demuestra este experimento no
tiene paralelo con ningun otro siste-
ma existente en el mercado. Incluso
criterios semejantes de analisis de
imagen se pueden emplear para
excluir los artefactos de un ensayo
TUNEL por Citometria, y por supues-
to un gran numero de otras aplicacio-
nes que iremos describiendo en futu-
ros nameros de esta revista, (por
favor, no dude en consultarnos acer-
ca de ellas) en las que la imagen
asociada a los ensayos de Citometria
aportan un salto cualitativo, que ten-
dra una enorme repercusion en la
investigacion sobre biologia celular
de los préximos afos.

Cells
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Misma muestra que en la Fig 1, pero en este
caso se analiza el dreatotal delacélulamenos
el dreadel nacleo, que serepresentafrenteala
desviacion estandar del brillo delos diferentes
pixels en e cana de campo oscuro (SSC). Se
distinguen perfectamente las cuatro poblacio-
nes.
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Medida del contenido de aceite y humedad

en semillas por resonancia magnética

La determinacion rapida y exacta del contenido de aceite en semillas oleaginosas es importante

para cultivadores y compradores en la determinacion del valor comercial de diferentes semillas

oleaginosas como colza, girasol, linaza, soja 0 cacahuete. La resonancia magnética ofrece una

alternativa rapida, limpia y exacta respecto al método tradicional por via himeda, y es mas facil
de calibrar que los equipos de infrarrojo cercano.

Método

El método de medida de aceite en
semillas se basa en la secuencia de
pulsos FID (Free Induction Decay) /
spin-eco, que se emplea para detec-
tar tanto sefiales RMN con tiempos
de relajacioén cortos (procedentes de
sélidos) como sefales con tiempos
de relajacion largos (procedentes de
liquidos).

El parametro mas importante para
ésta aplicacion es el tiempo de retar-

T T

S ,/mass = oil

(S, -S,¥mass = moisture

= measure at
7000 us (S,)

measure at
50 us (S,)

Método FID (Free Induction Decay) / spin-
eco paralamedida de sefia de aceitey hume-
dad.

do entre el primer (90°) y el segundo
(180°) pulsos de radiofrecuencia. El
valor es de 3.5 ms de acuerdo con el
método 1ISO 10565. Con este tiempo
de retardo se consigue que la sefal
procedente de agua haya decaido
antes de la adquisicion del eco que
proporciona sefial Unicamente del
aceite. Por lo tanto, es aplicable a
muestras que contengan menos del
10% de humedad. Las muestras con
contenido de humedad mayor del
10%, tendran que desecarse antes
de su andlisis.

Es posible medir contenidos de
humedad mayores cambiando los
parametros de adquisicion de la
sefial RMN, pero entonces no se
cumpliria con la norma ISO 10565.

La sefnal de aceite mas humedad
se mide a partir de la sefial FID,

mientras que del eco se obtiene la
medida solo del aceite. La medida de
humedad se obtiene por la diferencia
entre ambos.

Calibracion y resultados

La técnica RMN es comparativa,
de modo que se necesita un conjun-
to de patrones con contenidos cono-
cidos de aceite y humedad para cali-
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Figura 2. Calibracion de humedad en colza.

brar el método. La exactitud de la
calibracion dependera de la calidad
de los datos de los patrones. Se
recomienda emplear al menos 6
patrones con contenidos en aceite y
humedad que cubran de manera uni-
forme el rango de interés. Dado que
diferentes tipos de semillas producen
sefiales RMN ligeramente diferentes,
se consigue una mayor exactitud
cuando todos los patrones son del
mismo tipo de semilla. En caso de
que se requiera medida en diferentes
tipos de semilla, se recomienda reali-
zar una calibracién para cada una de
ellas.

Se recibieron 9 muestras de
colza, con contenidos de aceite
desde 39% hasta 51%, y humedad
desde 5.2% hasta 7.1%. Se realiza-
ron las calibraciones para aceite y
humedad de acuerdo al método I1SO
10565 empleando el software
MultiQuant, que permite la medida y
calibraciéon simultaneas de ambos
parametros, aceite y humedad. El
tiempo de medida fue de 16 segun-
dos por muestra. Las calibraciones
resultantes se muestran en las figu-
rasly 2.

Value Repeat Measurements.
4425 4429 4425 4422 4423 4426
Value Portion Measurements
39.5 39.7 392 394 39.5

MEAN sD
4422 4423 4422 4418 44 24 0.03
MEAN sD
39.5 0214

Tabla 1. Resultados de la medida de la repetibilidad de instrumento y muestra.

Se calculd entonces la repetibili-
dad del instrumento para la medida
de aceite midiendo una muestra 10
veces. La repetibilidad de la muestra
en relacion al contenido de aceite se
calculé midiendo 5 porciones diferen-
tes de la misma muestra. Se encon-
tr6 que la repetibilidad del instrumen-
to fue de 0.03%, mientras que la del
muestreo dio un valor de 0.21%. Los
resultados de ambas pruebas se
muestran en la tabla 1.

Instrumento recomendado

El MQC-23 de Oxford
Instruments, equipado con sonda de
26 mm (21 mL) es un instrumento
adecuado para esta aplicacién y
cumple con el estandar 1SO
10565:1998.

El paquete de aplicacion para
aceite y humedad en semillas com-
prende:

« Analizador MQC-23 con ordena-
dor PC incorporado con la ultima ver-
sion de Microsoft® Windows® (no se
requiere PC separado).

« Software MultiQuant, incluyendo
moddulo de calibracién, modulo de
analisis y método EasyCal para acei-
te y humedad en semillas.

« Tubos de vidrio de 26 mm de
diametro.

» Hojas de método.

El instrumento ofrece mudltiples
ventajas sobre otros instrumentos:

« Alta sensibilidad.

« Tamafio muy reducido.

- Bajo mantenimiento.

« Tubos de muestra reciclables, mi-
nimizando los costes de operacion.

 Preparacion de muestra minima.

El MQC tiene un tamafio realmente reducido,
y ademas puede instalarse de modo que el
ahorro de espacio sea maximo.

Algunas aplicaciones tipicas de
analizadores de resonancia
magnética de sobremesa:

« Aceite en snacks

» Aceite en piensos

« Aceite y humedad en semillas
» Contenido de grasa solida
» Grasa en chocolate

« Fltor en pasta dentifrica

- Grasa en carne

« Plastificante en PVC

« Cristalinidad en polimeros
« Caucho en poliestireno

» Aceite en cera

« Aceite de avivaje en fibras
 Hidrégeno en fueles

« Aceite en azufre

« Fldor en alimina



~_.  CARACTERIZACION DE PARTICULAS

Medida de Potencial Z

con el nuevo Delsa Nano de Beckman Coulter

El potencial Z es un parametro fundamental para asegurar la estabilidad de productos
alimenticios, farmacéuticos o pinturas, entre muchos otros. En otras aplicaciones se requiere
gue las suspensiones sean inestables, como en tratamiento de aguas. En cualquier caso,
la medida del potencial Z es importantisima en muchos campos de aplicacion.

Potencial Z

La estabilidad de las particulas
dispersadas en una suspension se
ve influenciada por su carga superfi-
cial. El potencial Z se emplea como
un indicador de la carga superficial
de las particulas.

Cuando se aplica un campo eléc-
trico a particulas cargadas en sus-
pension, éstas se mueven hacia el
electrodo de carga opuesta. Dado
que la velocidad es proporcional a la
carga de la particula, el potencial Z
se puede estimar midiendo la veloci-
dad de las particulas bajo un deter-
minado campo eléctrico, lo que es
conocido como movilidad electroforé-
tica.

Para determinar la velocidad de
las particulas, se iluminan con una

Analizador Delsa Nano y auto-titrador

luz laser y se detecta la luz dispersa-
da por éstas. Dado que la luz disper-
sada tiene una frecuencia ligeramen-
te distinta a la luz incidente, debido a
la velocidad de las particulas, es
posible medir la movilidad electrofo-
rética a partir del cambio de frecuen-
cia de la luz dispersada.

El nuevo Delsa Nano

La serie Delsa Nano es una nueva
generacion de instrumentos que
emplean Espectroscopia de
Correlacion Fotonica (PCS) para
medida del tamafio de particula en el
rango nanométrico, asi como
Dispersion de Luz Electroforética
(ELS) para determinacion del poten-
cial Z. La serie posee unas caracte-
risticas excepcionales, incluyendo

titracion estatica o automatica tanto

—

75””’”%
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Medida de potencial Z en soluciones concen-
tradas mediante tecnologia FST empleando
un electrodo transparente.

para tamafio de particula como para
potencial Z de particulas en suspen-
sion, en un amplio rango de tamafios
y concentraciones.

El Delsa Nano puede medir tam-
bién el potencial Z de una superficie
sélida o film, asi como el potencial Z
en soluciones concentradas median-
te el empleo de tecnologia FST
(Forward

Scattering through

Transparent Electrode Technology).
La serie incluye:

« Delsa Nano S, para andlisis de
tamafio de particulas en el rango 0.6
nma 7 pum.

» Delsa Nano Z, para determina-
cién de potencial Z.

» Delsa Nano C, para medida de
tamafio de particula y potencial Z.

» Delsa Nano HS para medida de
tamafio de particula y potencial Z con
una mayor sensibilidad.
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ANALISIS TERMICO

Analisis Termico

El Andlisis Térmico es la técnica que mide los efectos que producen los cambios de
temperatura en los materiales. Los métodos principales son Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC), Analisis Termogravimétrico (TGA) y Analisis Termo-Mecanico (TMA). Shimadzu,
lider mundial en instrumentacion cientifica, presenta su rango de analizadores térmicos
para aplicaciones tanto en control de calidad como en investigacion.

Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC)

La calorimetria diferencial de
barrido es una técnica esencial para
la evaluacion de materiales, y es
ampliamente utilizada en las éareas
de desarrollo de materiales, produc-
cién y control. El Shimadzu DSC-60
es uno de los equipos mas versatiles
disponibles actualmente. Es un calo-
rimetro de barrido de tipo flujo de
calor, capaz de analizar materiales
en el rango de -140°C a 600°C. El
disefio Unico de la celda de medida,
horno y sistema de refrigeracién pro-
porciona una gran flexibilidad de ope-
racion.

Dsc

118.34°C

20,00 - 221,64 Jg

Untreated
-3.17'C
10.00 -

115.66°C

. 69.
100°C 5 min. 12.13°C

0.00

100'C 60 min, Jp—

=10.00 -

\ | s
0.00 100,00 200,00
Temp ['C]

Caracterizacion de unaresina epoxy emplean-
do el DSC-60 de Shimadzu.

Cadorimetro diferencial de barrido Shimadzu
DSC-60.
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El modelo DSC-60A incorporara
un automuestreador integrado.
Asimismo existen diferentes opcio-
nes de refrigeracion, desde el méto-
do manual empleando el depdsito
interno de nitrogeno liquido, hasta
sistemas automaticos.

Analizador simultéaneo termogravimétrico
(TGA) y térmico diferencial (DTA) Shimadzu
DTG-60.

Analisis Simultaneo Termogra-
vimétrico (TGA) y Térmico
Diferencial (DTA)

El Shimadzu DTG-60 es un anali-
zador simultdneo TG/DTA (termogra-
vimétrico y térmico diferencial). El
control de atmésfera es programable,
asi como las rampas de calefacciony

enfriamiento  entre temperatura
ambiente y 1500°C.
‘I'g;a wA

0.0}
100.0

0.0

679.05'C

164.75C
2000 4000 00.0 800.0

Temp ['C)

Medida de CaC,0, en la DTG-60.

Analizador termo-mecanico Shimadzu TMA-
60.

Aligual que el DSC-60, el DTG-60
pueden incorporar un automuestrea-
dor de 24 posiciones integrado en la
unidad.

Anélisis Termo-Mecéanico (TMA)

El Shimadzu TMA-60 incorpora la
Ultima tecnologia en andlisis termo-
mecanico en un equipo flexible y
modular. Trabaja en el rango de
-140°C a 1500°C, en modo tension,
compresion y elongacion. El nuevo
modulo de generacion de carga per-
mite la carga estatica y dinamica de
muestras hasta 5N en pasos de
0.1N. Se detectan cambios dimensio-
nales dindmicos de hasta 10mm con
una precision de 10nm mediante un
sistema de deteccion LVDT indepen-
diente de la temperatura.




La Espectroscopia FTIR:

Un buen indicador de calidad del vino
a traves del contenido en mosto.

Esta nota de aplicacion describe la determinacion del contenido de mosto en diferentes tipos
de uva de laregién del Trieste en Italia de acuerdo con el método Brix. Se presenta el FTIR
como una técnica analitica capaz y rapida para dicha medida basada en los datos espectrales IR.

Medida.

La medida se lleva a cabo utili-
zando un espectrometro FTIR de
Shimadzu modelo IRPrestige-21
midiendo en transmision la muestra
dentro de una celda de flujo con un
paso Optico de 50 micras. La celda
esta hecha de CaF, y es por tanto
resistente a la humedad. Dado que la
radiacion infrarroja es también una
forma de aportar calor, la celda se
termostatiza para mantener a la
muestra a temperatura constante ya
que la variacion de temperatura en el
sistema analitico durante el proceso
de medicion puede llevar a errores
de medida en la cuantificacion lle-
gando a ser del orden de 0,0125 Abs.
por grado centigrado.

La exactitud del sistema FTIR con
respecto a la linea de base se puede
especificar dentro de las 0,005 Abs.
al medir agua tanto como referencia
como medida. El background que se
utilizé fue la celda de flujo llena de
agua.

Podemos decir que el contenido
de mosto, determinado segun Brix,
se considera como un indicador de
los pasos iniciales de la produccion
de vino. La llave nos la dara el uso de
modelos mateméaticos de cuantifica-
cion que correlacionen el parametro
Brix con la variaciéon en el espectro
de absorcién IR de la muestra.

Cuantificacion.

A pesar de que si establecemos
inicialmente una curva de calibracion
que enfrenta la concentracion o con-
tenido de mosto frente al nUmero de
onda o frecuencia no encontramos
un modelo de calibracién aceptable;
Si en vez de eso tenemos en cuenta
un modelo de calibracién multivarian-

Di

454 |

T
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vem

Espectro IR de las muestras después de haber
restado lareferencia (el agua). Lalinea verde
es ladiferencia con el agua, laazul esvinoy
la roja mosto.

te en el que en vez de tomar fre-
cuencias discretas para el calculo, se
tienen en cuenta tramos de espectro
o0 inclusive el espectro completo, lle-
gamos a sistemas cuantitativos mas
robustos. El espectro completo IR
representa todos los ingredientes de
la muestra y sus

caracteristicas

correspondien-

promedio de Brix de las 5 medidas
con un 0,0138% Bx descansa por
debajo del de una falsa lectura en un
refractometro que es del orden de
0,2% Bx.

Evaluacion.

Este modelo estandar limitado,
simplemente quiere mostrar la posi-
bilidad de llevar a cabo esta analitica
con la técnica FTIR. La calidad de los
modelos de calibracién (PL) depen-
den, por supuesto, de la calidad de
los patrones y métodos de referencia
gue se utilicen para ello. Este modelo
mostrado, se puede mejorar mas adn
utilizando mas patrones que hagan el
modelo mas exacto. Es, como se ha
dicho antes, muy importante la fiabili-
dad del método de referencia pero
sin olvidar que para llevar a buen
puerto los resultados un control
correcto de la temperatura se hace
imprescindible.

tes. El método Standard Spectrum Must content (% Bx

PLS (Partial 1 most_sample4 32.0

Least Square) 2 most_sample2 27.2

entonces el méto- 3 most_sample3F 16.9

do valido en este 4 most_sample2_1 26.0

caso. 5 most_samplelF 16.5
Tablal

Para el mode-
lo, en concreto,

Report of PLS Calibration

se utilizaron 5 Algorithm PLS |
muestras patro- Number of components 1

nes con diferente Number of references 48
contenido en Range (1) 2432.60-3000.60
mosto (Tabla 1) Range (2) 1122.591558.41
plegadas en 10 y Centered data Yes
utilizando un Components Must content
aUtom.u.eStreador' Number of factors 3
Se utilizaron 4.8 Correlation coefficient 0.99905
\éalores dg medi- MSEP 0.00186

a para desarro-

llar IIaa calibracion SEP 0.04319

Tabla 2

(Tabla 2) y para
comprobar la No.
bondad de Ia

Sample

Must content (% BXx)

. 1 most_sampleFland2__003 22.3893
misma se creo 2 most_sampleFland2__ 002 22.4411
una muestra a 3 most_sampleFland2__ 001 22.4413
partir de los 4 most_sampleFland2__ 004 22.3474
patrones 1y 2 . 5 most_sampleFland2__005 22.3119
Los resultados se BN 22.3862
_?a%?:t?nl_ae%elsa_ s Difference in terms of the mean value  0.0138

viacion del valor
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ESPECTROMETRIA / COLOR

Nuevo Ultrascan Vis (USVIS)
espectrofotometro de altas prestaciones de Hunterlab,

para la medida de color

Con el UltraScan VIS (USVIS), queda completa la nueva gama de espectrofotémetros
colorimetros de HunterLab que, junto con el UltraScan Pro (USPro) y el ColorQuest XE (CQXE),
proporcionan la mejor oferta del mercado en prestaciones y con la flexibilidad de adaptarse

UltraScan® VIS es un espectrofo-
tébmetro de alta gama que mide el
color en todo el intervalo completo en
el que el ojo humano lo percibe y en
cuestion de segundos. Se usa tanto
en la zona de produccion como en el
laboratorio para inspeccionar mate-
rias primas, evaluar producto acaba-
do o desarrollar métodos de andlisis
de color. Dado su excelente acuerdo
Inter-Intrumentos y su gran estabili-
dad, se usa con la tranquilidad de
saber que las diferencias entre las
medidas de las muestras se deben
s6lo a cambios en el color del pro-
ducto y no a cambios en el instru-

CARACTERISTICAS

Intervalo de barrido (nm)

Red de difraccién hologréfica

a cada aplicacion colorimétrica.

mento. Materiales al borde de los
limites de aceptacién no tendran por
qué ser rechazados. Mide tanto el
color que transmite como el que
pueda reflejar una muestra. Mide
ademas la brumosidad (HAZE) y
cumple con normas CIE, ASTM.
Utiliza la geometria difusa/8° con

ULTRAScAN PrO

ULTRAScAN VIS

inclusion / exclusion de la componen-
te especular automatica. Su sistema
Optico es de doble haz con matriz de
diodos y un paso de banda efectivo
de 10nm. Sus calculos de color tries-
timulo se toman desde 360nm hasta
780nm segun recomendacion de la
CIE.

350-1050

CoLORQUEST XE

360-780 400-700

Ancho de banda éptico

Simulacién D65

La mejor

Patrén de fluorescencia Estandar Opcional No disponible

Acuerdo inter-instrumentos ?E*=0,08 ?E*=0,15 ?E*=0,15

Valor comp. con competencia El mas alto Muy Alto Alto
PVP + IVA (€) 26.033 19.824* 16.356

ULTRASCAN VIS | COLORQUEST XE
Tarbajo en NIR para camuflaje, vidrio arquitectonico, tarjetas de seguridad, bloqueadores de IR, etc

Intervalo completo CIE (360-780nm) para célculos de color triestimulo X X

Conformidad con USP para Ind. Farmacéutica

Acuerdo inter intrumentos para acuerdo de medidas en muiltiples plantas Excepcional Excelente Excelente
Area de medida mas pequefia en reflectancia 7 mm 9,5 mm 9,5 mm
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Nuevo sistema de destilacion

Vapodest 50s de Gerhardt con control por ordenador
y programa de aplicacion en Windows.

El aparato, controlado por ordenador, valora por potenciometria y se le puede acoplar
opcionalmente un médulo automuestreador neumatico cuando hay necesidad de elevado
numero de muestras de analisis. Es un producto que nace fruto de la tecnologia del Siglo XXI
y de su experiencia méas de 100 afios fabricando y en contacto con usuarios Kjeldahl.

Control total (funciones, manejo y
configuracién) gracias al “Vapodest
Manager”, programa de PC en
Windows. El VAPODEST 50s trabaja
controlado por el programa Vapodest
Manager, software que cumple con
todos los requerimientos para la ges-
tion del laboratorio moderno. Hace
seguimiento y control de todo el pro-
ceso de destilacion y valoracion a la
vez que proporciona grandes posibili-
dades en cuanto a la documentacion
y mantenimiento del log book o regis-
tro de actividad. Los parametros de
configuracioén y trabajo se definen en
el mend de configuracién lo que
incluye el idioma, la conexion a
balanza externa, importar/exportar
datos en formato CSV asi como los
parametros de valoracion. En el de
servicio se hacen los de calibracion
de bombas y valorador. Con el
Vapodest Manager se puede trazar
qué operador hizo el analisis, de qué
muestra y en qué momento.

Todo esta bajo control:

» Acceso a todas las funciones en
cualquier momento.

« Funciones de diagnéstico para
un proceso de destilacion optimo.

« Acceso rapido a todas las eta-
pas de la destilacion.

« Capacidad de crear bibliotecas
de programas Kjeldahl o destilacio-
nes especiales.

« Intercambio de datos con hojas
de calculo de diferentes programas.

Destilacion.

La estructura es de plastico libre
de corrosion y en su parte frontal hay
una pantalla desde la que se pueden
seguir todos pasos del programa.
Dispone de un generador de vapor
gue se puede configurar para traba-
jar desde el 40% hasta el 100% de
rendimiento pudiendo suavizar las
destilaciones y ahorrar energia. Su
control automatico asi como el segui-
miento del agua de enfriamiento, el
tubo de muestra,
el generador de
vapor y depdési-
tos asi como la
puerta de protec-
cion y el interrup-
tor del exceso de
corriente son
otras caracteris-
ticas que propor-
cionan seguridad
y ahorro energé-
tico.

Valoracion.

La unidad de valoracion esta total-
mente integrada para el analisis y uti-

liza un sistema potenciométrico con
reconocimiento automatico del punto
final de valoracion por medio de un
electrodo de pH. La valoracion se
puede hacer ademas durante la des-
tilacién (valoracion en linea) lo que
hace, en tal caso, que se optimicen
los tiempos de andlisis considerable-
mente. La dosificacion del valorador
se hace por medio de una bomba de
microdosificacion de cerdmica sin
mantenimiento.

Carrusel Automuestreador (opcio-
nal).

Se utiliza para alimentar de mues-
tras al Vapodest y trabaja con un sis-
tema neumatico. Hay, segun los tipos
de tubos a utilizar, distintos carruse-
les: de 20 tubos de 250ml, de 16
tubos de 400ml y de 12 tubos de
800ml.



Nuevo Sistema de Extraccion de
Fibra Automatico Fibretherm.

Nuevo sistema desarrollado por Gerhardt para el andlisis de fibra bruta,
fibra acido detergente vy fibra neutra detergente de forma automatica
y sin atencidon basado en el aceptado método FibreBag.

El nuevo Fibretherm ofrece un
andlisis totalmente automatico de los
pasos de ebullicion vy filtracién para la
determinacion de fibra bruta, fibra
acido detergente (FAD) y fibra neutro
detergente (FND). Tiene, ademas,
muchas ventajas comparado con el
método estandar. Doce muestras se
digieren vy filtran de forma simultdnea
haciéndose la adiccion y dosificacion
de los reactivos en un sistema cerra-

FibreBag and glass spacer (\

do. Esto hace que se pueda ahorrar
espacio de bancada y de reactivos
guimicos haciéndose significativo en
aquellos
demanda de muestras.

laboratorios con gran

Al determinar el contenido de fibra
bruta, la parte no
soluble en acido
sulfarico y sosa
permanece en el
FibreBag o bolsa
de extraccion.
Dicho residuo se
seca y se pesa
posteriormente
una vez se ha inci-
nerado. Cuando se
estan  haciendo
determinaciones
de fibra &cido y
neutro detergente,
la muestra se trata
con los detergen-
tes respectivos y
las sustancias
remanentes de la
estructura celulosa
se especifican y
determinan acorde
a su método. Los
célculos se hacen
de forma similar a
los de la determi-
nacion de la fibra

bruta. De entre sus caracteristicas
mas importantes podemos destacar:

« Se pueden definir diferentes
programas de digestion.

» Los vapores resultantes de la
digestion se condensan.

» Todos lo materiales que se usan
en el sistema son resistentes a los
reactivos y detergentes.

« El acceso a todas la partes del
sistema es sencillo pudiéndose lim-
piar éste con gran facilidad.

Ventajas:

» Tiempo de analisis:
- Andlisis de 12 muestras de for-
ma simultanea.
- Filtracién réapida y segura.
- Tiempo de calentamiento breve.

» Reduccion de costes:
- Procedimiento automatizado.
- Ahorro en reactivos y deshe-
chos.
- Seguimiento del agua de enfria-
miento y de la energia.



CIENCIAS DE LA VIDA

BioSpec mini de Shimadzu

La combinacién de trabajo que presenta el BioSpec min de Shimadzu junto con la TrayCell
de Hellma hace que nunca de forma tan facil y econémica se pudiera trabajar con una cantidad de
muestra tan pequefia de forma recuperable y reproducible en medidas de DNA/RNA o proteina.

La TrayCell de Hellma, cubeta de
medida Ultra-Micro basada en fibra
Optica, se disefid para medidas de
muestras de DNA/RNA o proteina y
facilita analisis altamente exactos en
muestras extremadamente pequefias
con una reproducibilidad digna de
resaltar. Las dimensiones de la
TrayCell son equivalentes a las de
una cubeta estandar con el fin de tra-
bajar en la mayoria de los espectro-
fotdbmetros y... a un precio de 6.800€
+ IVA.

Utilizando las tapas de 1 mm o
0.2 mm se crea un camino 6ptico de
luz definido de 1 mm y 0.2 mm res-
pectivamente. Esto genera unos fac-
tores de dilucion virtual de 1:10 o
1:50 en comparacién con las medi-
das de una cubeta estandar de 10
mm. Esta caracteristica ahorra tiem-
po y evita errores en la dilucion. Si se
desea, las muestras se pueden recu-
perar después de cada medida para
un posterior proceso. El volumen de

muestra requerido para una tapa de
I1mmesde3pulabuplyparaunade
0.2 mm, de 0.7 yl a 4 pl.

Con la TrayCell de Hellma el inter-
valo dinamico para el dsDNA esta
entre 2 ng/ul y 5,000 ng/pl. Debido al
desvio del haz integrado y al uso de
cables de fibra Optica, es posible
medir la muestra directamente sobre
a superficie de la ventana Optica. La
tapa con el espejo, proporciona una
un paso optico de luz bien definido y
previene a la muestra de posible eva-
poracion o secado. Evitar esta evapo-
racién, es lo que garantiza la repro-
ducibilidad de la medida ya que la
muestra no se concentra.

Durante los procesos de llenado y
limpieza, la cubeta permanece en el
espectrofotdmetro y garantiza que la
posicién oOptica sea continuamente
idéntica respecto a la apertura del
haz luz y sin variacién con respecto a
la medida de la referencia.

El BioSpec Mini es un espectro-
fotdbmetro de barrido de haz sencillo
compacto que barre desde 190nm a
1100nm con un paso de banda de
5nm. Utiliza un monocromador con

red de difraccion hologréfica y un
detector de silicio. Esta especifica-
mente disefiado para ofrecer medi-
das cuantitativas de DNA, RNA 'y pro-
teina permitiendo la normalizacion
de la concentracion de la muestra
antes de la electroforesis. Las mues-
tras de proteina de concentracién
conocida se miden de forma automa-
tica para crear una curva de calibra-
cion, la ecuacion y el valor de R2. Las
muestras de concentracion descono-
cida se miden de forma directa mos-
trando el BioSpec-mini en pantalla
los datos de concentracién de protei-
na asi como la absorbancia.

Caracteristicas:

« Cuantificacion sencilla de
DNA/RNA y proteina utilizando soft-
ware disefiado exclusivamente para
tales aplicaciones mostrando los
resultados por pantalla LCD.

« Cuantificacién de proteina utili-
zando los métodos Lowry, BCA,
Bradford y A280.

» Trabaja con cubetas de UV-VIS
estandar y con TrayCell de medidas
ultra-micro.

« Modo de cuantificacion de aci-
dos nucleicos para ssDNA, RNA,
oligo DNA, oligo RNA.

« Software de facil uso para calcu-
los de peso molecular de acidos
nucleicos, coeficiente de absorcion
molar, y Tm (temperatura de fision de
DNA y RNA de doble cadena).
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CIENCIAS DE LA VIDA

'Anélisis de viabilidad de células de insecto
con el Vi-Cell XR de Beckman Coulter

El Vi-Cell de Beckman Coulter es capaz de realizar el ensayo de viabilidad de células de
forma automética empleando el método de tincién con azul tripan.

Método de tincién con azul tripan

El método es ampliamente acep-
tado y consiste en mezclar tinte azul
tripan (0.4%) con un volumen igual
de suspension de células. Las célu-
las viables, dado que su membrana
esta intacta, no se veran afectadas
por el tinte, mientras que las células
no viables se tefiran de azul al pene-
trar el tinte a través de sus membra-
nas permeables o deterioradas. El
método manual requiere que un téc-
nico realice el recuento, con la vista,
de células viables y no viables
empleando una camara de
Newbauer en un microscopio.
Ademas de ser un trabajo arduo, esta
técnica posee un grado de error ele-
vado (hasta el 30%) debido a la natu-
raleza subjetiva del recuento manual.

El Vi-Cell

El Vi-Cell de Beckman Coulter
automatiza el método de tincién con
azul tripan. El Vi-Cell combina la ulti-
ma tecnologia en imagen, algoritmos
de reconocimiento y manejo de flui-
dos. El sistema realiza la aspiracion
de la muestra, adicion de reactivos y
limpieza posterior de forma totalmen-
te automatica. Una vez que la sus-
pension celular es aspirada y mez-
clada con el azul tripan, se hace
pasar a través de la celda de flujo

Figura 2. Analizador de viabilidad de células
Vi-Cell de Beckman Coulter
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IMAGENES DE CELULAS

EN TIEMPO REAL

(HASTA 100 IMAGENES)
PORCENTAUJE DE VIABILIDAD
CONCENTRACION DE CELULAS
DISTRIBUCION DE TAMANO

MONITOR DE NIVEL DE REACTIVOS

Figura 1. Las células viables se marcan en verde y las no viables en rojo.

para la toma de iméagenes. El Vi-Cell
puede analizar hasta 100 imagenes
por muestra, aumentando el volumen
entre 15 y 30 veces respecto al
empleado en el método manual. El
tiempo total de medida es menor de
2.5 minutos.

Analisis de células de insecto
céalula

Las células de insecto se
emplean en la produccion de protei-
nas terapeduticas. El gen especifico
que codifica la proteina de interés se
introduce en la canula mediante un
ADN virico de la  familia
Baculoviridae. La produccion de pro-
teina mediante este mecanismo, la
infeccion virica de la célula de insec-
to, se conoce como el Sistema Vector
Baculovirus. La célula de insecto méas
empleada es la especie SF9, o
Spodoptera frugiperda.

Ajustes del instrumento

Cuando se emplea el Vi-Cell, la
mayoria de las células se pueden
analizar empleando los ajustes por
defecto del instrumento. El software
del Vi-Cell permite una seleccion
sencilla de los parametros Optimos
de medida, asegurando unos resulta-
dos exactos.

Los ajustes del Vi-Cell para célu-
las de insecto SF9 son los siguientes:

« Tamafio minimo (um) =9

« Tamafio maximo (um) = 50

« NUumero de imagenes = 50

« Ciclos de aspiracion = 1

« Ciclos de mezcla azul tripan = 2
« Brillo de célula = 85

« Enfoque de célula = 100

« Brillo célula viable = 75

« Circularidad minima =0

» Grado de desagregacion = bajo

Resultados

Los resultados proporcionados
por el Vi-Cell se muestran en la sec-
cion de resultados de la Figura 1. El
porcentaje de viabilidad y concentra-
cién fue 95.1% y 2.01 x 106 /mL. El
Vi-Cell proporciona también concen-
tracion de células viables, didmetro
celular medio y circularidad. Es posi-
ble expandir los gréaficos facilmente.
Las imagenes de las células se pue-
den almacenar para poderlas reana-
lizar posteriormente.

Conclusion

El Vi-Cell de Beckman Coulter
automatiza el método estandar de
determinacion de viabilidad mediante
el método de tincion con azul tripan,
proporcionando resultados exactos y
eliminando la componente subjetiva
inherente al método manual.




El sistema CLEM de Nikon
(Controlled Light Exposure Microscopy) alarga el tiempo util
de barrido en el microscopio confocal Eclipse C1

Controla la excitacion luminosa y reduce el dafio a la muestra

Nikon Instruments Europe, lider
en el desarrollo de tecnologia 6ptica
avanzada, anuncia la aparicion de
una nueva opcion exclusiva para el
microscopio confocal Nikon C1, que
permite la realizacion de CLEM
(Microscopia de Exposicion Luminica
Controlada). La unidad de control uti-
liza sistemas electronicos ultrarrapi-
dos para reducir el fotoapagamiento
de la muestra y la fototoxicidad en
células vivas, mientras que expande
el rango dinamico de la sefial de la
unidad confocal.

El sistema CLEM de Nikon alarga
la supervivencia celular, de modo

que el investigador dispone de mas
tiempo para observar y registrar el
experimento. Combinado con el
microscopio confocal C1, los usua-
rios disponen de un instrumento que

puede ser utilizado por si solo en el
mas amplio rango posible de aplica-
ciones en imagen de células vivas.

Los elementos criticos para la fil-
macién con éxito de células vivas son
la obtencién de alta resolucion a alta
sensibilidad. La unidad de control del
sistema CLEM de Nikon utiliza dos
métodos de nuevo desarrollo para la
obtencién de imagen confocal por
barrido de laser, optimizando la exci-
tacion laser y el rango de sensibilidad
del detector, ofreciendo asi efectos
menores, tanto de fotoapagamiento,
como de saturacion del detector.
Cuando la unidad detecta una caren-

R
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cia en la sefal fluorescente de retor-
no, atenda la iluminacion y reduce
asi la excitacion innecesaria de fluo-
réforos del fondo de imagen y de los
planos de la muestra fuera de foco.
Simultaneamente, un segundo pro-
cedimiento detecta los niveles 6pti-
mos de sefial de retorno y puede
entonces atenuar la fuente de excita-
cion, reduciendo la deletérea sobre-
exposicion de las moléculas fluores-
centes de las zonas brillantes y de
los objetos que se encuentran fuera
de foco.

Controlando la excitacion median-
te sistemas electronicos de ultra-alta
velocidad que regulan el tiempo de
exposicion luminica, la unidad CLEM
bloquea la luz de excitacién en aque-
llas &reas de la muestra que no pre-
sentan fluorocromos. Ademas, la uni-
dad bloquea también la luz de excita-
cion en areas de la muestra donde
haya mas fluorescencia de la nece-
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saria para una captura
de imagen adecuada.

El sistema CLEM
obtiene informacién de
intensidades midiendo
la tasa de incremento
de respuesta del foto-
multiplicador, en lugar
del resultado final de la
cantidad de fotones.
Esto permite ampliar el
rango dinamico, lo que
significa que que se
pueden obtener image-
nes adecuadas con
irradiaciones luminosas de excitacién
inferiores a las usuales, sin reducir la
calidad de imagen.

La unidad de control CLEM es un
modulo adicional opcional para el
microscopio confocal C1, integrado
junto con el controlador C1, la unidad
de modulacion de laser AOM, y la tar-

jeta PC convertidora anal6gico-digi-
tal. La unidad CLEM calcula la inte-
gracion de la sefial fluorescente y el
tiempo de exposicién en cada pixel a
tiempo real, ejecuta el control de
obturacion AOM y el procesamiento
de datos a alta velocidad, basado en
la cantidad de sefial fluorescente
adquirida y ganancia del PMT, y
envia la sefal fluorescente resultante
al circuito electronico de digitaliza-
cion lineal del controlador C1.

Los resultados experimentales de
obtencion de imagen indican que,
bajo las condiciones de uso estandar
en los microscopios confocales de
barrido puntual de laser, el sistema
CLEM puede extender el tiempo util
de filmacion de células vivas en un
factor de 2.

D=ECLIPSE
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Sistema de Imagen y Monitorizacion
Celular Nikon Biostation IM

Nikon presenta el primer sistema integrado de monitorizacién celular
(incubacion + observacion) con imagen en camara rapida.

En los ultimos afios, el desarrollo
de lineas celulares estables y su ade-
cuada conservacioén durante el creci-
miento del cultivo se han convertido
en procesos fundamentales para
multitud de areas de investigacién
biomédica. En muchos de los casos,
el desarrollo de lineas celulares es
un proceso muy sensible a minimas
variaciones en las condiciones
ambientales de las células, de forma
que, pequefias desviaciones en
parametros fisico-quimicos basicos
del entorno celular, causan modifica-
ciones irreversibles del objeto a culti-
var, llegando incluso a provocar cam-
bios genéticos en su cariotipo. Asi, el
minucioso mantenimiento de dichas
condiciones resulta clave para el
éxito en la creacion de lineas celula-
res especificas.

Como respuesta al creciente inte-
rés en la mejora de las técnicas de
cultivo celular e histologico, Nikon
presenta la Biostation IM, el primer
sistema integrado para el cultivo y la
observacion microscoépica de celula-
res vivas. Se trata de un sistema de
monitorizacion completo, que combi-
na el control preciso de las condicio-
nes ambientales del cultivo mediante
una camara de incubacion de CO,
con un sistema de observacion y
captura de imagen consistente en un
microscopio invertido y una camara
termostatizada, haciéndolo ideal
para el seguimiento del crecimiento
celular en secuencias de imagen
digital a intervalos durante varios
dias.

El  principal
avance que apor-
ta la Biostation
reside en su con-
cepto de estacion
integral de traba-
jo. A partir de
ahora, deja de
ser necesario el
traslado de los
cultivos desde el
incubador al
microscopio para
su observacion,
ya que la
Biostation posibi-
lita la observa-
cion de la mues-
tra dentro de la
camara de incu-
bacion. Esta dis-
pone de cuatro
sensores de

temperatura, un humidificador para el
mantenimiento de la humedad a
saturacién y un sistema de inyeccion
con regulacién de flujo para el sumi-
nistro estable de CO, u otras mez-
clas de gases, de forma que los tres
parametros ambientales fundamen-
tales puedan ser determinados y
controlados por el usuario.

El ajuste de foco durante largos
periodos de tiempo, otra de las limi-
taciones presentes en los equipos
convencionales, queda eliminado en
la Biostation IM. Su disefio anti-deri-
va de foco permite obtener secuen-
cias de iméagenes perfectamente
enfocadas incluso durante varios
dias. La inestabilidad mecéanica des-
aparece aqui gracias a la motoriza-
cion integral de la Biostation, que
desplaza el objetivo en las tres
dimensiones sin necesidad de mover
la camara de incubacion. La deriva
térmica del foco queda, igualmente,
eliminada, gracias a un sistema de
control de temperatura, consistente
en ventiladores y calentadores, que
eliminan la expansion térmica de los
materiales y mantiene la temperatura
del sistema 6ptico constante.

También el sistema de iluminacién
de la Biostation constituye una mejo-
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ra resefable. El equipo permite llevar
a cabo observaciones tanto en con-
traste de fases como en fluorescen-
cia. En ambos casos, se han integra-
do sistemas de iluminacién poco
agresivos. Asi, para el contraste de
fases se emplea luz roja LED, inocua
para células vivas, mientras que el
fotoapagamiento de la muestra en
técnicas de fluorescencia se ha mini-
mizado extraordinariamente con la
inclusion de un obturador.

Existen dos modelos con Opticas
diferentes, en funcion del soporte en
el que dispongamos la muestra. Para
soportes de fondo cubreobjetos, el
equipo emplea un objetivo 40x con
A.N. de 0,8. Para soportes de plasti-
co, donde a menudo se hace nece-
saria gran distancia de trabajo, el
equipo dispone de un objetivo 20x y
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Expresion de proteinas con técnicas de Fluorescencia

0,5 A.N. Ambos modelos incorporan
lentes de tubo intercambiables de
0,5x, 1x y 2x.

Las imagenes son captadas por
una camara refrigerada para minimi-
zar el ruido térmico sobre la imagen
obtenida. Se trata de una camara de
2,0 Mp de alta sensibilidad, que per-
mite tiempos de exposicion muy cor-
tos, reduciendo notablemente la foto-
toxicidad inducida a la muestra.

La tecnologia de la Biostation per-
mite a un usuario sin demasiada
experiencia en microscopia llevar a
cabo de forma sencilla y comoda cul-
tivos celulares y su observacion,
tanto en el propio laboratorio como

de forma remota a través de una red
informatica, pues tanto incubacion
como observacién y captura de ima-
genes es dirigido desde un PC de
forma autonoma. Su disefio compac-
to permite una facil instalacion y
manejo. Los Unicos accesorios exter-
nos necesarios son el iluminador de
fluorescencia por fibra Optica, el mez-
clador de gas para la regulacion de la
concentracion de CO2 en el incuba-
dor (0o bombona de gas premezclado,
en su caso) y el controlador ergono6-
mico para el manejo del sistema
Optico. Por supuesto, el sistema se
puede completar con la instalacién
de aplicaciones informaticas de ana-
lisis de imagen, habitualmente utiliza-
das en sistemas auténomos de
observacion microscopica Nikon.

El cultivo de células pluripotencia-
les para su aplicacion en medicina
regenerativa es, sin duda, un buen
ejemplo de la importancia que estas
técnicas han adquirido Ultimamente.
Adicionalmente, la Biostation IM
encuentra aplicacién en otras areas
tales como Toxicologia, Farma-
cologia, Neurobiologia, Genémica y
Protedbmica. En definitiva, todos
aquellos campos en los que el dise-
fio, el control y monitorizacion de cul-
tivos celulares sea parte relevante de
la investigacion.
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Analisis de Catequinas por UFLC

Las catequinas son conocidas por sus propiedades antioxidantes asi como
inhibidores del cancer y por esas razones se incorporan en bebidas comerciales

Un ejemplo de andlisis de Fast LC
en Té Verde se muestra en el croma-
tograma 3. Después de hacer pasar
la bebida por un filtro de 0.45um, se
inyectan 5ul en el equipo de
Shimadzu Prominence UFLC.

Analisis de Acido Clorogénico por
UFLC:

como elementos comerciales.

patatas, etc. Es uno de los compues-
tos mas importantes presentes en el
café que afecta al sabor del mismo, y
recientemente se han descubierto
sus propiedades antioxidantes, por lo
gue se estan desarrollando numero-
so0s proyectos de investigacion para

estudiar los efectos del Acido cloro-
génico. En el ensayo que se presen-

Column: Shim-pack XR-ODS (3.0 nm id x 75 mm)
Mobile Phase: 0.1 % Phosphoric Acid aqueous solution/
Acetonitrile (9/1, v/v)

Flow Rate: 1.0 ml/min
Temperature: 40°C

Detection: Absorbance at 210 nm
Sample Volume: 5L

mAT
. o 400
Las catequinas en Te se dividen , Peaks
en 8 grupos, de las cuales, 6 impor- 1: chlorogenic acid
2: caffei
tantes se detectan en la muestra scateme
. ] . 300 — 3: caffeic acid
analizada. El &cido clorogénico se
trata de un polyfenol presente de
forma muy abundante en plantas 200
superiores. Este compuesto esta pre-
sente en cantidades grandes en café,
Column: Shim-pack XR-ODS (3.0 nm id x 75 mm) 100 —
Mobile Phase: A) 10 mmol/L (Sodium) Phosphate Buffer (pH 2.6) 1
B) 10 mmol/L (Sodium) Phosphate Buffer (pH 2.6)
/ Acetonitrile (1/1)
A/B) 90/10 to 80/20 in 4 min
80/20 to 60/40 in 5 min 3
0/100 for 1 min
90/10 for 3 min and end 0 "_'_'_'_J
Flow Rate: 1.0 mi/min
Temperature: 37°C
Detection: Absorbance at 230 nm | 1 I T
Sample Volume: 5 uL 0 1 1.5 2 2.5 mmn
mATU
500
Peaks
1: Epigallocatechin
2: Catechin
400 3: Caffeine
4: Epicatechin
5: Epigallocatechin gallate
300 6: Epicatechin gallate
200+ 5
13
100+
2
4 6
0 4 M Lu,.-._..l[l,_..-..\_.J m_)\_n_ﬁ\_ﬂ.,h\_,\_,,_ﬁ_ﬂ_
T T T 1 -
0 2 4 6 8 min
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ta se han detectado tres compuestos:
Acido clorogénico, cafeina y &cido
cafeinico. La muestra se diluyd un

Chromatographic Conditions
Shim-pack XR-ODS (3.0 nm id x 75 mm)
0.1 % Phosphoric Acid aqueous solution/
Acetonitrile (9/1, viv)

Column:
Mobile Phase:

gue normalmente supone una ver-
sion de tiempos de 30 minutos con el
uso de columnas convencionales de
5um de tamafio de particula, se acor-
ta 5 veces hasta un tiempo de menos

Flow Rate: L.0 milmin de 8 minutos, usando las columnas
Temperature: 40°C
Detection: Absorb: t 210 H
camplovome: oy Shim-Pack XR-ODS. Por otro lado la
ma 1T
400
2 Peaks
1: chlorogenic acid
2:caffeine
300 3: caffeic acid
200+
100 1
3
04—
T T 1 1
0 1 1.5 2 2.5 min

factor de cinco, se filtr6 en membrana
de 0.45um y se analizé.

estabilizacion de las columnas de par
iénico requieren mucho tiempo mien-
tras que las XR-ODS reducen este

Analisis de Amino acidos por
UFLC:

El analisis de amino&cidos se rea-
liza mediante la derivatizacién de los
mismos por distintos agentes. En
este caso la derivatizacién se realiza
precolumna con PTC. Desde el punto
de vista de analisis rapidos, la deriva-
tizacion pre-columna es mucho mas
efectiva. La reduccion de tiempo de
analisis se consigue gracias al uso
de las columnas de Shimadzu XR-
ODS junto con el
Prominence de UFLC.

sistema

La figura 6 muestra el resultado
del analisis Ultra Fast de aminoaci-

Column:
Mobile Phase:

Shim-pack XR-ODS (3.0 nm id x 75 mm)
A) 10 mmol/L (Potassium) Phosphate Buffer
(PH 7.0)
B) Acetonitrile
A/B) 95/5 for 0.3 min
95/5 to 60/40 in 3.4 min
40/60 for 1 min
95/5 for 2.3 min and end

Andlisis de Vitaminas solubles en tiempo de forma drastica. fowRae o L2mimn
emperature: 40°C
agua por UFLC gz::;lueoc.mume: /;thLorbance at 254 nm
El andlisis de vitaminas hidrosolu- mAU
bles presente en suplementos vitami- Ll oy
. . 1: Asp 2: Gl 3: Ser
nicos y bebidas se suele llevar a 4 Gy 5+ His G 18
cabo mediante el uso cromatografia 200 7Thr 8:Ala 9: Pro
10: Ammonia  11:Tyr 12: Val
de par iénico. Por esta via el uso de 13: Met 14: Cys-Cys 15: Il 14
i Lo L. 16: Leu 17: Phe 18: Lys
gradientes esta limitado y el andlisis 150~ (each 400 pmol/ 14 . I 15 16
requiere bastante tiempo. Este tipo 1 58 78 23 17
£l . 4
de analisis hace de esta separacion 100 3
un candidato muy adecuado para su z
optimizacion por Ultra Fast LC
. _ 10
(UFLC) utilizando las columnas XR- 50
ODS. La figura 5 muestra el cromato- d u U U l__[
. . ., i l I A\ l
grama obtenido por la inyeccién de 0 L ”
5ul de bebida que fue filtrada en , ! |

membrana de 0.45um. El andlisis,
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Column:
Mobile Phase:

Shim-pack XR-ODS (3.0 nm id x 75 mm)
A) 0.1% Formic Acid in Water
B) 0.1% Formic Acid in Acetonitrile
A/B) 85/15 to 80/20 in 1.5 min
80/20 to 60/40 in 3.5 min
5/95 for 1 min
85/15 for 2 min and end
1.2 mL/min
40°C
Absorbance at 275 nm

Flow Rate:
Temperature:
Detection:

Sample Volume: 5 uL

mona femenina, el estrégeno. La
figura 7 muestra el resultado del ana-
lisis de una muestra de harina de
soja. De las 15 tipos de isoflavonas
confirmados que existen en la soja,

mAT
100
Peaks
1: Daidzin
2: Glycitin g
80 3: Genistin
4: 6"-O-malonyldaidzin
5: 6"-O-malonylglycitin
60 -  6:6"-O-malonylgenistin 3
T: Daidzein
8: Genistein 6
40 ~ 1
20 +
2 7
4 5 L'L_,_._,..P...)'L-u_
0-
T I | I .
0 1 2 3 4 min

dos derivatizados con Phenil-isotio-
cianato. Donde el analisis con deriva-
tizacion post-columna dura alrededor
de 1 hora, y 25 minutos con derivati-
zacion pre-columna, el andlisis con
UFLC se reduce a tan solo 7 minutos.

Anélisis de Isoflavonas por UFLC:

Las isoflavonas se encuentran en
numerosos productos de consumo
de forma natural, y en ocasiones son
utilizados de forma comercial como
valor afadido de tales productos.
Estos productos se estan investigan-
do por su perecida actividad a la hor-

o
L
Postrun Browser GPC Postrun

2

mA T
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m AT
20
15 0.0168% 0.0165%
60 — SIN=97.9 &N=96.0 Cefazoline
10 ¥ ¢
05
40 — 0.0

incluidos Daidzina y genisteina, se
detectaron 8 de ellas. El andlisis dura
alrededor de 45 minutos utilizando la
cromatografia convencional, mientras
gue con UFLC el mismo analisis con-
sume menos de 5 minutos.

Andlisis de trazas de impurezas en

Cefazolina por UFLC:

El analisis de impurezas normal-
mente requiere largos analisis de
separaciébn de compuestos con
estructuras muy similares. Ademas
requieren de detectores con unos
niveles de sensibilidad muy elevados
para poder determinar las impurezas
a nivel de trazas. El cromatograma de
la figura 8 muestra el amplio rango
dindmico del detector de absorbancia
ultravioleta-visible Prominence SPD-
20A combinado con las columnas
XR-ODS, para el estudio de impure-
zas de la Cefazolina, primera genera-
cion de antibidticos de cefalosporina,
en Alta Velocidad con un tiempo de

andlisis de menos de 4 minutos.

Column:
Mobile Phase:

Shim-pack XR-ODS (3.0 nm id x 75 mm)
A) 20 mmol/L (Sodium) Phosphate Buffer (pH 2.5)
B) Acetonitrile
A/B) 92/8 to 80/20 in 4 min
50/50 for 3 min
92/8 for 2.5 min and end
1.2 mL/min
40°C
Absorbance at 272 nm

Flow Rate:
Temperature:
Detection:

Sample Volume: 2 uL
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Determinacion de THC en saliba
con el GCMS QP2010 de Shimadzu.

El instituto nacional de drogas de abuso [NIDA] determina los niveles de la
deteccién para la confirmacién por GCMS.

Los niveles varian dependiendo
de matriz y de blanco de la muestra.
Uno los usos del GCMS mas proble-
maticos es la determinacion de THC
en saliva. La deteccion para THC en
niveles bajos, de ppb [ng/ml], es
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requerida debido a varios factores,
incluyendo: 1) eliminacion rapida de
THC de la saliva desde la exposicion
y 2) volimenes de muestra peque-
fios. En esta aplicacion se demuestra
como el Shimadzu GCMS QP-
2010Plus puede ser el instrumento
necesario para realizar este analisis.

Este andlisis fue realizado usando
el Shimadzu QP- GC-2010Plus, cro-
matografo con control de flujo avan-
zado y usa una técnica de alta pre-
sion de la inyeccion, la bandeja auto
del inyector AOC-20i/20s. Usando el
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THC-TMS, 0,10 ppb

(x100.000)

THC-D3 (IS) - TMS 1,25 ppb

(x100.000)

1 37430
50 38925

1.0

I{’I 4’

2.85 2.90 3.00

Cuadro 1: Cromatograma del esténdar de la calibracion 0.10ppb.

puerto split/splitless estandar (SPL-
2010) de inyeccion en el GC-2010
como inyector de alta presion. Estos
resultados fueron obtenidos usando
una columna 15m x 0.25m m x .25
um de fase 1MS.

Los estandares fueron prepara-
dos de la saliva matriz, extraida y
secada. El extracto después fue
reconstituido y derivatizado con 40ul
BSTFA para formar el derivado del
trimethylsilane [TMS] de THC. Las
concentraciones usadas para los
volimenes de muestra extraidos
eran 0.100ppb - 2.50ppb. El THC-d3
se afiadi6 en 1.25ppb en todas las
muestras como estandar interno
usado para la cuantificacion.

Los anadlisis se realizaron en
modo SIM con las masas 371, 386 y
303 para el THC y las masas 374 y
389 para detectar el estandar interno
THC-D3.

CROMATOGRAFIA GASEOSA
El GC-2010 fue programado para uti-
lizar velocidad linear constante des-

pués de la inyeccién de alta presion
programada y del splitless.

Con un 1pL inyectado en el
GCMS, el limite de deteccion previs-
to para este compuesto es 0.01ppb
usando el mismo método demostra-
do. La deteccion a este nivel es
caracterizada por 3/1 s/n para el ion
de la cuantificacion con los cocientes
isotopicos constantes con cantidades
calibradas. Cuando esta utilizado
para niveles mas altos, el sistema
necesita ser vuelto a calibrar para los
nuevos niveles de deteccion.

Area Ratio

4
25

/
e
Py

05 / /

2 2 =0.99986

0.0

0.0 0.5 1.0 1.5 Conc. Ratio

Cuadro 2: Resultado de la calibracion para
el método de laTHC-Sdliva.
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Nuevo FlowCAM IIl.

Combinacion de la citometria de flujo y Ila microscopia

Andlisis de Materia Organica Particulada.

FlIowCAM 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 posibilida-
des de la citometria de flujo y de la
microscopia, ambas mejoradas en
este sistema, en un orden de magni-
tud. FlowCAM es un equipo que es
capaz de contar, captar imagenes y
analizar las células de una muestra
en flujo continuo con resultados sig-
nificativamente precisos de forma
instantanea.

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

Caracteristicas

El nuevo procesador digital de
sefiales permite que el FlowCAM sea
mas rapido y mas fiable cuando se
trabaja tanto en fluorescencia como
en Scatter. El tiempo de captura de la
imagen ahora es de 25 milisegundos,
lo que equivale a 40 frames/sg. Esto
nos permite ahora manejar hasta 20
acontecimientos fluorescentes por
segundo.

Podremos medir la anchura del
pulso del acontecimiento fluorescen-
te.

El rango de deteccion se amplia
con lo que se pueden captar particu-
las mas pequefias que despidan luz
fluorescente (por tanto una mejor
separacion sefial/ruido).

Procesamiento de imagenes cap-
turada mas rapido

Es posible modificar la frecuencia
de eventos permitiendo que el usua-
rio determine el caudal y/o la con-
centracion optimos

Control
mejorado de
la intensidad
de luz y de la
duracién del
flash, juntado
con una fuen-
te de alimen-
tacion mas
estable, pro-
porciona mas
luz uniforme y
por lo tanto
mejor calidad
de la imagen.

Posibilidad
de ajustar la

adquisicién de la imagen en el modo
de Autolmage (de 1/sec hasta
15/sec) y posibilidad de contar el
ndmero de particulas por ml introdu-
ciendo un volumen conocido en los
modos de triggering scatter y trigge-
ring fluorescencia.

Aplicaciones

Las aplicaciones de esta técnica
son muy variadas, debido a la gran
diversidad de particulas en cuanto a
tipos y tamafios asi como a los dife-
rentes fluidos con los que el sistema
puede trabajar. Entre las mas impor-
tantes, caben destacar las siguien-
tes:

Quimica

FlowCAM® representa un avance
exponencial en cuanto a la determi-
nacion y precision de la calidad de
las mezclas quimicas de baja visco-
sidad. Ademas del contaje, distribu-
cion y datos sobre el didmetro esféri-
co equivalente, es capaz de determi-
nar la forma exacta de la particula, lo
gue supone una mejora excepcional
del ESD (diametro esférico equiva-
lente).

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 importanciaa la hora de evaluar
la efectividad del producto. El
FlowCAM® te da esta informacion de
inmediato y ademas de la precision
en la distribucion de las particulas, es
también posible adquirir imagenes de
cada una de ellas.

FlowCAM® puede utilizarse para
mantener el control de calidad y para
procesos en linea, en los que es
necesario medir el tamafio y la fre-
cuencia de distribucion de éstas.

Dentro de las aplicaciones quimi-
cas de baja viscosidad caben desta-
car dispersiones, Impresiones térmi-
cas, emulsiones y mezclas.
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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 parti-
culas y células de Imm a 3 mm en
determinadas fracciones de tiempo,
a demas de poder integrar otro tipo
de instrumentacién como fluorome-
tros 0 monitores de temperatura y
salinidad

FlowCAM® puede incluso ser
usado en combinacion con estacio-
nes de medicion submarinas para la
monitorizacion continua de las aguas
y estudiar asi cambios en el fito-
plancton y en otras particulas, asi
como en las condiones de tempera-
tura y salinidad.

FlowCAM® es el instrumento
ideal, tanto en laboratorio como en
campo, para la monitorizacion de
aguas costeras, fitoplancton, acuicul-
tura, etc

Farmacéuticas

FlowCAM® puede desempeiiar
un papel fundamental en la industria
farmacéutica dentro de la investiga-
cion y desarrollo en drogas. El objeti-
VO 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 determinacion del
tamafio y forma exactos de los mate-
riales y componentes bioldgicos.

Calidad en Aguas

En el laboratorio o en campo,
FlowCAM® es el equipo de eleccion
ya que puede aportar informacion
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 creacion de valores
referenciales que se pueden compa-
rar con los niveles de algas en diso-
lucién o masas extensas de las mis-
mas en el agua de estudio.
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Con la técnica de Spot-checking,
FlowCAM® es capaz de encontrar
donde se producen cambios en el
entorno acuatico y mostrar visual-
mente los microorganismos causan-
tes de los disturbios. Esta informa-
cion tan util, obtenida en tiempo real,
ayuda al control de la calidad de las
aguas on-line, asi como a determinar
si las modificaciones o alteraciones
puntuales en el entorno acuatico son
fruto de eventos accidentales o intro-
ducidos.

Caracteristicas Técnicas:

El nuevo FlowCAM® viene equi-
pado con una serie de mejoras que
permiten una mayor versatilidad a la
hora de trabajar con diferentes apli-
caciones.

« Nuevo procesador digital de se-
flales (DSP) Hasta 30 veces mas
rapido que el anterior procesador

« Cadmara a color de alta resolu-
cion

- Hasta tres canales de fluores-
cencia y un canal de Scatter con
detector por diodo

e Puertos USB 2.0

« Procesador Intel Pentium 1.7
GHz, 2 GB RAM, 60 GB HD

Nuevo Software Visual
Spreadsheet

El nuevo software de Fluid
Imaging, Visual Spreadsheet, permi-
te al usuario trabajar en profundidad
en multitud de aplicaciones diferen-
tes. Entre las nuevas opciones de
este software podemos destacar:

« Posibilidad de ajuste interactivo
de todos los parametros de la cama-

ra en color para una mayor elimina-
cion de ruido electrénico y mejor cap-
tura de imagenes.

o Control por software para la
eleccion de 1,2 6 3 canales de fluo-
rescenciay 1 de scattering.

« Creacion de diferentes perfiles
segun el usuario. Almacenables y
recuperables para nuevos Run.

o Captura de datos RAW para
reprocesar muestras. Permite reana-
lizar cualquier Run con settings dife-
rentes sin necesidad de volver a
pasar la muestra.

« Software con capacidad de cla-
sificacion taxondémica en Tiempo
Real.

« Creacion de librerias para dife-
rentes grupos de imagenes que pue-
den ser utilizadas posteriormente en
otros runs como filtro de referencia
para seleccionar s6lo las imagenes
gue se ajustan a unos determinados
parametros.

« 15 tipos de gréficos configura-
bles por el usuario para comparar
fluorescencias entre si, fluorescencia
con tamafos, tamafos con frecuen-
cias, etc...

« Control de la ganancia de la
camara y el umbral de captura de la
imagen a Tiempo Real o predefinido.

« Actualizaciones gratuitas duran-
te el primer afio.

Estamos pues ante un sistema de
multiples aplicaciones que combina
la precision de la citometria de flujo
con la versatilidad de la captura de
imagenes de hasta 3 mm, lo que le
convierte en el elemento idéneo no
s6lo para el estudio de particulas en
fluidos sino incluso para la identifica-
cion de especies vegetales y anima-
les como algas y larvas marinas.




Sistemas de almacenamiento de ADN

y sangre a temperatura ambiente

Un nuevo sistema de conservacién, almacenamiento, gestion y recuperacién de muestras a
temperatura ambiente, es la propuesta de la empresa norteamericana GENVAULT.
Basado en el ya conocido papel FTA de Whatman, esta empresa nos ofrece este moderno
método en formato de placas de 384 pocillos.

Estas placas, constan de 384 ele-
mentos incluidos en sus pocillos de
forma que lo tnico que ha de hacer el
usuario es dispensar su muestra
(sangre, Buffy Coat, suspensiones
celulares, frotis bucales o DNA ya
purificado) en estos pocillos y guar-
dar la placa a temperatura ambiente
hasta su posterior procesamiento.

Disefio de las placas

Estas placas se comercializan en
cuatro diferentes configuraciones:

« Placas para un solo tipo de
muestra con 384 réplicas.

« Placas para 3 muestras de 96
réplicas cada una.

« Placas para 6 muestras de 40
réplicas cada una.

« Placas para 12 muestras de 16
réplicas cada una.

« Placas para 24 muestras de 4
réplicas cada una.

En cualquiera de los casos, cada
una de las regiones esta formada por
esos elementos, cada uno de los
cuales, a su vez, contienen una serie
de reactivos quimicos que tras la adi-
cion de la muestra, producen la lisis
celular y la liberacion del DNA de
doble cadena, el cual queda firme-
mente adherido a la matriz de celulo-
sa. Tras ello, la placa se sella y se
almacena a temperatura ambiente.

Ademas de los reactivos de lisis
celular, en cada elemento hay reacti-

VoS que inactivan Virus y Bacterias
por lo que el transporte de estas pla-
cas puede realizarse por correo ordi-
nario sin necesidad de recurrir a con-
tainers especiales con hielo seco,
nieve carbénica o nitrégeno liquido.
ADN de hasta 14 afios de antigliedad
ha sido recuperado en suficiente can-
tidad y calidad para aplicaciones
como PCR, STR, Microarrays, etc

Gen Code

Si hay algo caracteristico de este
sistema de conservacion que lo dife-
rencia de cualquier otro, es sin duda,
la incorporacién en cada region den-
tro de una placa, de un GEN CODE
Unico. Consiste en la incorporacion
de varias secuencias de oligonucleé-
tidos no existentes en el genoma
humano, de manera que la combina-
cion de éstas conforman un cdédigo
Unico para cada region y para cada
placa, lo cual permite identificar la
muestra en cualquiera de las aplica-
ciones posteriores al almacenamien-
to, PCR, STR, secuenciacion......

Estas secuencias oligonucleotidi-
cas eluyen con el DNA almacenado
al hacer la extraccion y migran con él
con la posibilidad asi de poder cono-
cer la trazabilidad de la muestra elui-
da en cualquier momento de la apli-
cacion downstream realizada.

Asimismo, existen placas
Genvault con las mismas caracteris-
ticas pero sin GEN CODE en sus
pocillos, por ejemplo para el caso de
DNA en plantas.

Recuperacion del DNA

La calidad del DNA recuperado
de las placas fue evaluado mediante
amplificacion por PCR de un frag-
mento mitocondrial de 2,5Kb y otro
fragmento del activador del plasminé-
geno (tPA) de 9,5 Kb.

T — —

FiguraA.

Figura B.

En la Fig. A, se observa la ampli-
ficacion del producto de PCR de 2,5
Kb. En la calle 1 el marcador, en las
calles 2, 3y 4 se corrieron los con-
troles positivos con 0,5ng, 5ng y
50ng de DNA respectivamente. En
las calles 5 a 7, se observa el resul-
tado obtenido con 0,5ng, 5ng y 50ng
extraidos de sangre total almacenada
en placas Genvault. En las calles 8-
10 tenemos los mismos resultados
para una segunda muestra de sangre
en la que el DNA se extrajo por otros

métodos diferentes (Qiagen
QlAamp® DNA Mini Kit and
QlAamp.DNA  Blood Mini  Kit
Handbook.)

En la Fig. B, se observa la amplifi-
cacion del fragmento de 9,5Kb. En la
calle 1 el marcador de 2,5 Kb. En la
calle 2 el control positivo y en las
calles 3-6, los resultados de la ampli-
ficacion del fragmento (tPA) a partir
de 4 muestras de sangre diferentes
conservadas en placas Genvault.

En las muestras testadas la cali-
dad e integridad del DNA obtenido es
comparable a la de cualquier otro
método tradicional de extraccion.
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La belleza estd en el interior...

¢Hus visto dlgunu vez imdyenes de un escdner CT
médico? jAhory, lu mismu técnicu puede uplicurse u
sus muestrus! Los sistemus de SkyScun le permiten cor-
far secciones o incluso volar u fravés de sus muestrus

de formu no destructiva.

SKYSCAN MICROTOMOGRAFIA DE RAYOS X

El SkyScan 1172 representuy unu huevu generu-
cidh de sistemas de Mmicro-CT por rayos X de
sobremesu. Unu novedosu cohstruccidon en lu
yue tanto el soporte de Muestra como lu cdmu-
ra de rayos X son moéviles, permitiendo una com-
binucidn de resolucidon de imdgyen, djuste u
tamano de muestra, velocidud de barrido y ren-
dimiento sin precedentes.

= IzZAsA SKYSCAN

Werfen Group
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2+2=4
éla formula sigue funcionando?...

De como la amplitud de opciones nos permite adaptarnos méas y mejor a cada necesidad.....

Antecedentes

Actualmente, dentro del mercado
de equipos para la deteccion de dife-
rentes tipos de sefiales, el lector de
microplacas Synergy 2 - un sistema
con capacidad para trabajar en cinco
modos “LFPTA" (L= Luminescencia;
F = Intensidad de Fluorescencia;
P=Fluorescencia Polarizada; T=
Fluorescencia “Time-Resolved”; A =
Absorbancia UV-Visible basada en
monocromador) se ha situado como
uno de los equipos de uso mas
ampliamente extendido en laborato-
rios que trabajan en el ambito de la
investigacion de las Ciencias de la
Vida; éste — en su momento — nuevo
sistema de deteccién, ha dado la
posibilidad a los investigadores de
con un equipo compacto y modular,
obtener un alto nivel de resolucion en
el analisis de microplacas a bajo
coste.

Basado en su antecesor, el
Synergy HT, Synergy 2 utiliza una
Unica combinacion de monocroma-
dor, filtros y espejos dicroicos que
dan la posibilidad de actuar al mejor
nivel en los diferentes modos. (Fig.1)

La capacidad para adaptarse a
las diferentes y nuevas necesidades
experimentales han hecho que
BioTek desarrolle ahora un nuevo sis-
tema adn mas completo: el nuevo
SYNERGYTM 4.

Gen5TM - La Marca del nuevo
software para detectores de
microplacas que aumenta el

Figural poder de synergy2

28

Filter-based

Spectral Scanning

Monochromator-based Hybrid Technology

0 O

Convenience

TRF / TR-FRET performance

Ratiometric ion channel assays

Fast wavelength switching

Figura 2.

Tecnologia Hibrida (elegir si, pero
no prescindir)

A diario estamos obligados a ele-
gir una opcioén concreta en los mas
diversos ambitos de nuestra vida :
¢de naranja o de limén ?, ¢mar o
montafa?, ¢estudias o trabajas?,¢en
efectivo o con tarjeta?.....ustedes
mismos.

Y si en lugar de elegir y, por
tanto, renunciar a la otra opcion,
jugaramos a adaptarnos a la situa-
cién?. Como en el resto de los cam-
pos, los usuarios de este tipo de sis-
temas, hasta ahora, debian elegir
entre las ventajas e inconvenientes
de un lector de microplacas que utili-
zara un sistema de
deteccion basado
en filtros u otro con
deteccién por mono-
cromador...pero, si
en lugar de perder
las ventajas de uno
o de otro se pudiera
SELECCIONAR que
sistema utilizar se-
gun lo que se adap-
te mejor al tipo de
experimento  que
queremos realizar el
éxito estaria practi-
camente asegura-

do... La falta de opciones es la que
en muchas ocasiones nos empuja a
elegir, sin embargo, con el Sistema
Hibrido que incorpora el nuevo
Synergy 4 la capacidad de eleccion
esta servida.

Si bien es cierto que un sistema
de deteccion basado en un monocro-
mador de red de difraccion no tiene
la sensibilidad necesaria y suficiente
para realizar con el mejor éxito expe-
rimentos de tipo BRET o Chroma-
Glo, o que el cambio de una longitud
de onda a otra en este sistema es
demasiado lento para el andlisis
“ratio-métrico” de canales idnicos
(fluorescencia), por el contrario, en la
parte positiva, este sistema no trans-
mite la luz sino que la refleja, lo que
evita que las radiaciones UV interfie-
ran con la sefial de nuestra muestra;
ademas tiene la capacidad de adap-
tarse a cambios en las condiciones
de la medicién y es facil y cémodo de
utilizar.

En el otro lado del ring los siste-
mas basados en filtros, con mejor
sensibilidad que una red de difrac-
cion, son, por un lado, “mas baratos”.
Ademas, en la mayoria de los casos,
son mas sensibles y conceden un
mayor control de los parametros 6pti-
cos — mucho mas especificos segun
el tipo de marcaje — y permiten traba-
jar cdmodamente en dos longitudes
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CIENCIAS DE LA VIDA

de onda diferentes; pero como en el
anterior caso a estas virtudes se con-
traponen la falta de flexibilidad (para
cada nueva aplicacion son necesa-
rios nuevos filtros, lo que supone su
eleccion, compra, instalacion,...), no
son sistemas validos para realizar un
escaneo espectral y en el caso de
necesitarlos para trabajar en el UV
(no visible) aun disminuye méas su
sensibilidad, afiadiendo a este pro-
blema que no soportan bien este tipo
de radiaciones.

Con todo esto, y en resumen,
tanto un sistema como el otro tienen
sus pros y sus contras y lo mas
importante, no son, en ningln caso,
excluyentes, sino que, dependiendo
del tipo de experimento que necesite-
mos realizar nos convendra optimizar
uno u otro parametro y por tanto, ele-
gir un sistema o el contrario. A esto
se le llama FLEXIBILIDAD, caracte-
ristica que ya nos ofrecia el Synergy
2. (Fig 3)

Figura3

Disefio de doble rejilla (0 como
aumentar la sensibilidad)

Puede ser que al aumentar la fle-
xibilidad de un sistema haga que
este sea menos “exacto” en su medi-
da... puede ser, pero no en el caso
del Synergy 4; ademas de combinar
los dos sistemas de deteccion que
hemos visto y ser flexible, el nuevo
Synergy 4 utiliza un método de filtra-
do de la luz basado en una doble reji-
lla (“Double Grating Design”).

Y esto ...¢ para qué sirve?¢ cuales
son sus ventajas?:

De entrada, este sistema reduce
considerablemente el ruido de fondo,
lo que hace que el sistema sea mas
sensible; es mas comodo porque no

Hoja respuesta Ref. 18

es necesario probar cada filtro, ya
gue por si mismo selecciona las con-
diciones Optimas para el experimento
y no muestra los saltos en la medida
gue se producen al cambiar de un fil-
tro a otro....como puede verse, en
general, nos permite trabajar en con-
tinuo a pesar de los cambios que
podamos ir introduciendo en el dise-
flo experimental. Todo esto confiere
a nuestro sistema ademas de flexibi-
lidad una alta sensibilidad. (Fig 4)

Seamos versatiles sefiores

Ya lo dijo Groucho Marx.: “Estos
son mis principios. Si a usted no le
gustan, tengo otros”.

Como en la vida misma lo mejor
es adaptarse a las condiciones nece-
sarias para ser Utiles que nos impone
la realidad, no luchar contra ellas; la
teoria de la seleccion natural funcio-
na incluso a nivel de espectrofotome-
tros, y esa es la principal caracteristi-
ca del nuevo Synergy 4. Synergy™ 4
ofrece un disefio dptico Unico creado
con el objeto de dar el mejor resulta-
do posible en cualquiera de los
modos en los que se utilice, asi como
un nivel de flexibilidad experimental
sin precedentes. En definitiva se trata
de evolucionar para conseguir cada
vez mejores resultados. (Fig 5)

SAMPLE DETAIL

Figura4

Figura5

Formula final

Si sumamos las caracteristicas
gue ya tenia el Synergy 2 las mejoras
gue introduce su heredero, el nuevo
Synergy 4 y traducimos todo esto a
la mas sencilla de las ecuaciones
matematicas el resultado es:

FLEXIBILIDAD + SENSIBILIDAD =
VERSATILIDAD

Synergy 2 + (1)SENSIBILIDAD +
(1)FLEXIBILIDAD = Synergy 4

SYNERGY (2) + 2 = SYNERGY(4)

... 'y el resultado final nos devuelve al
comienzo.

EXCITATION FILTER

MICROPLATE

REAGENT DISPENSERS




Tekcel: El almacenamiento de muestras automatizado

El mercado de la automatizacién en los laboratorios ha experimentado un importante crecimiento
en los dltimos 10 afios. Hasta ahora, uno de los puntos mas criticos y menos desarrollados era la
automatizacion del almacenamiento de muestras en frio.

Con el incremento en la producti-
vidad gracias a la robotizacién de
procesos y protocolos, el nimero de
muestras generadas se ha multiplica-
do. El problema aparece cuando el
ndmero de muestras a manejar es
tal, que se hace imposible su control
(localizacion en el congelador, fecha,
contenido, procedencia...) de forma
convencional.

FIG.1 TEKCEL ASM (Active Simple
Manager )

Hace unos meses la prestigiosa
Hamilton, lider mundial en fabrica-
cion de robots para manipulacion de
liquidos, adquirié la empresa Tekcel ,
actualmente una de las empresas
con mayor reconocimiento y recorri-
do en el mundo de la automatizacion
de almacenamiento de muestras. La
experiencia de Tekcel en la optimiza-
cién de estos sistemas de almacena-
miento en frio, asegura una total inte-
gridad de las muestras a lo largo de
todo el proceso asi como la maxima
facilidad de uso, tanto para la inser-

30

cién de muestras como la recupera-
cién, mediante un sencillo pero
potente software de control y base de
datos.

El ASM de Tekcel (Active Simple
Manager) permite almacenar las
muestras desde temperatura
ambiente hasta -20°C,
ambiente de gas inerte para reducir
la humedad ambiental. EI ASM inclu-
ye ademas un lector de cédigo de

barras 1D y 2D, compatible con préac-

con un

ticamente todos los standards del
mercado, y una unidad de descon-
gelacion integrada para minimizar la
intervencién del usuario.

La modularidad del sistema, per-
mite configurarlo a la medida del
laboratorio, con el coste justo para
nuestras necesidades, pero con la
opcién de aumentar su capacidad en
un futuro. Cada médulo puede alber-
gar hasta 200.000 tubos 6 2.200
microplacas y se pueden montar

FIG. 3. Software de control del ASM

hasta 5 moddulos en paralelo (jjl
millén de tubos!!) interconectados.

Las muestras pueden ser carga-
das en el equipo tanto de forma
manual a través de una puerta fron-
tal, como mediante una pasarela
integrada con cualquier dispositivo
(p.€j. cargar las placas directamente
desde un robot de pipeteo)

Un sistema de autocontrol permi-
te verificar al instante las posiciones
de todas nuestras muestras dentro

del equipo, teniendo un control total
en todo momento, pudiendo archi-
var/recuperar hasta 1.000 tubos en
una hora, permitiendo una productivi-
dad hasta ahora inimaginable.

FIG 2. El sistema de Tekcel permite la carga manual o automética (integrada con otros equipos).
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DIGITAL ECULIPSE

Vea mas que hasta ahora

El sistema de imagen confocal espectral Nikon C1si captura datos espectrales
reales en un solo barrido minimizando significativamente la fototoxicidad
celular y el apagamiento de la senal fluorescente

Adquisicion mas rapida. Escanea 32 canales
simultdneamente en menos de un segundo

Imagenes mas brillantes. Una sensibilidad
mejorada mediante un sistema o6ptico de
altaeficiencia y el procesamiento de sefales
a alta velocidad permiten atrapar perfectamente
los fotones de la sefial fluorescente

= IZASA

Werfen Group

Imagenes precisas. Repetibilidad de la longitud
de onda < 1nm. mediante multiples calibraciones

Sistema Flexible. Amplia seleccién de laseres,
desde 405 a 638 nm. Amplio rango espectral
desde 400 nm. hasta 750nm. Eleccién de tres
resoluciones espectrales diferentes
(2.5,56 10 nm.)

1ZASA S.A. - Departamento de atencion al cliente. - Tel.: 902 20 30 80 - Fax: 902 20 30 81 - www.izasa.es - E-mail: dac2@izasa.es



