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EDITORIAL

Autor: Diego Barucco

Macro foto del interior de una flor gigante

Editorial
Este nimero de septiembre viene cargado de noticias importantes a pesar de la crisis eco-

Estimado lector,
némica que padecemos.
Es interesante destacar en primer lugar el acuerdo que hemos firmado con la empresa sueca

Perten Instruments AB, fundada en 1962 y especializada en el control de calidad de grano,
harina, alimentacién y piensos.
El origen de la compafiia fue la innovacion del método “Falling Number”. Desde entonces
ha colaborado con organizaciones tales como ICC, AACC, AOM y el US Department of
Agriculture. Gran parte de su desarrollo de producto se ha realizado en colaboracién con sus
usuarios para resolver las necesidades que se han ido planteando.
En la pagina 4 de este ejemplar encontrard informacion sobre esta compafiia, sus areas de
actividad y la gama de instrumentacién que actualmente comercializa.

También merece mencion especial el lanzamiento por parte de Beckman&Coulter de su

nueva gama de Citometria de Flujo y de la que podemos destacar el Gallios, analizador con
3 laseres y 10 colores con prestaciones muy avanzadas, y el Astrios, el Sorter mas potente

y rapido del mercado, con hasta 7 laseres y 49 detectores.

Telefonos de interés
Atencion al Cliente (DAC)
Tfno: 902 20 30 80 » Fax: 902 20 30 81
e-mail: dac2@izasa.es
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CIENCIAS DE LA VIDA

Shimadzu. BioSpec Nano

Espectrofotometro de microvolimenes para Ciencias de la Vida. Determinacion rapida y
sencilla de acidos nucléicos.

BioSpec Nano.

| nuevo equipo de
Shimadzu Biospec
Nano se presenta en el
mercado aplicando todos los cono-
cimientos de la casa en un campo
en el que son lideres indiscutibles
“La Espectrofotoscopia”.
Afios de investigacion y desarrollo
han permitido lanzar al mercado un
equipo completamente automatiza-

do, simplemente se toma una mues-

tra de tan sélo 1-2uL de volumen y

Pasos Opticos:

se coloca en el portamuestras, el
equipo se encarga automaticamente
mediante tension superficial de
centrarla en el paso dptico y reali-
zar un espectro de absorbancia uv-
visible de 220 a 800nm.

Un vez colocada la muestra tan
s6lo hace falta presionar un boton y
dejar que el equipo proceda al ana-
lisis. Si fuera necesaria la recupera-
cion de la muestra puede hacerse
facilmente ya que presenta un siste-
ma de autolimpieza que permite
que la optica se encuentre lista y
asegure que no haya contaminacio-
nes cruzadas con muestras previas.

Sin necesidad de calibrar, el

El software incluido con el equipo
permite empezar a trabajar inme-
diatamente ya que presenta las
opciones disponibles de una forma

intuitiva y sencilla pudiendo elabo-

BioSpec-Nano permite

cuantificar la concen-

tracion de Acidos = %

Lo —
.

Nucleicos de manera ===
rapiday sencilla en dos
rangos complementa-
rios que aseguran
cubrir todas las con-
centraciones necesa-

rias en un laboratorio.

« 0,2mm: 1-75 OD (50-3,700 ng / pL)

¢ 0,7mm: 0.3-21 OD (15-1,000 ng / uL)

» Opcional Cubetas 5 mm : 0.04-3 OD (2-150 ng / L)

Software BioSpec Nano.

rar informes y exportarlos directa-
mente en formato pdf asegurando
que no puedan ser manipulados
involuntariamente y protegiendo su

contenido.

Hoja respuesta Ref. 1
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Nueva representacion de lzasa para el sector

Desde que en 1962, Harald Perten fundo la empresa al lanzar el método
entonces. Para Harald Perten, su mision era ayudar a los clientes a mejorar
gue fueran asequibles, y faciles de usar asi como de interpretar. Esta sigue
soluciones completas desarrolladas especificamente para satisfacer las

rapidos y precisos.

erten proporciona el equi-

pamiento para el control de

calidad, supervision de
proceso e | + D para las industrias
del grano, harineras, alimentacion
y piensos. Su amplia experiencia en
una amplia gama de aplicaciones
les avala.

¢Qué puede hacer Perten
Instruments por Ud.?

Produccién de etanol

Instrumentacion analitica que per-
mite determinar la calidad de las
materias primas, controlar la fer-
mentacion y verificar las especifi-
caciones de productos derivados
tales como el DDGS (destillers
dried grains with solubles)

Mejora genética

Identificacion de los genotipos mas
prometedores utilizando la amplia
gama de analizadores disponibles
de Perten Instruments. Varios de
los instrumentos se disefiaron para
Su Uso con muestras pequenas.

Fabricas de piensos

Control de ingredientes a la entrada
para la determinaciéon del valor
energético, proteina y demas, en
solo 6 segundos. Optimizacion de
las formulas, control del proceso, y
verificacion de la calidad del pro-
ducto acabado. Analisis del grado
de coccion en piensos extruidos.

Molienda de harina

Desde el Falling Number, analisis
de cenizas y caracterizacion de glu-

ten hasta informacion reolégica,
Perten dispone de las herramientas
necesarias para el pleno control de
calidad.

Alimentacion

Nuestras soluciones para el control
de calidad de los alimentos son
diversas e incluyen una amplia
gama de aplicaciones para panade-
ria y bolleria, lacteos, carnes, pata-
tas fritas, pastas, snacks, cereales
para el desayuno y mucho mas.

Lacteos

Desde la leche en polvo hasta el
yogur, la mantequilla o el queso,
una amplia gama de productos den-
tro de la industria lactea se contro-
lan con las soluciones aportadas
por Perten.

Productos de panaderia

Verificacion de materias primas y
control de calidad de productos
acabados. Con nuestras herramien-
tas tendra informacién tanto cuanti-
tativa como cualitativa.

Recoleccion y comerciantes
de grano

De pequefios comerciantes de
grano rurales hasta grandes instala-
ciones portuarias, ayudamos a las
cooperativas, los comerciantes pri-
vados, los laboratorios y agencias
gubernamentales para vigilar la
calidad, la segregacion y la optimi-
zacion del uso del grano.

Malteado

Mejora de la calidad de la malta y
el rendimiento a través de un
mayor conocimiento de la calidad
de la cebada y la malta asi como de
su proceso mediante tecnologias
NIR y RVA.

Fabricas de mezclas

Perten ofrece instrumentacion para
su uso en plantas de mezclas de
panaderia. Analizan los ingredien-
tes para conocimiento de sus pro-
piedades funcionales y quimicas,
vigilan el proceso de mezcla, e
incluso comprueban los ingredien-
tes que faltan en las mezclas fina-
les.

Procesamiento de oleagino-
sas

Determinacion de la composicion
de las semillas oleaginosas a la
entrada para una decision inmedia-
ta de su precio, seguimiento y opti-
mizacion de los procesos de extrac-
cion y refinado y verificacion de
que los aceites y derivados acaba-
dos cumplen las especificaciones.

Alimentos para animales de
compaiiia

Mejorar la calidad del producto y
reducir los costes al mismo tiempo.
Nuestros analizadores prueban la
calidad y composicién de los ingre-
dientes, procesos intermedios y
producto acabado tanto en himedo
COMo en seco.

Hoja respuesta Ref. 2
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Agroalimentario: Perten Instruments AB

“Falling Number”, Perten Instruments ha venido innovando desde

la calidad de los productos mediante el suministro de métodos analiticos
siendo la piedra angular de nuestro negocio. Nuestro objetivo: ofrecer
necesidades de los productores en agroalimentacion con resultados

Gama de productos

Diode Array 7200

Analisis NIR en 6 segundos para
las aplicaciones més exigentes. Es
rapido, preciso y facil de usar. Con
una flexibilidad incomparable,
tiene la capacidad de analizar en el
mismo instrumento grano entero,
molturados, pastas, granza, pasto-

sos y liquidos.

Rapid Visco Analyser (RVA)
El RVA es un viscosimetro rotacio-
nal de temperatura y cizalla varia-
ble. Sus métodos estandar incluyen
pegado del almiddn, grado de coc-
cion y dafios por meteorologia en
grano.

DoughLAB

Reometro flexible con entrada de
temperatura y de energia variables
para emular la mezcla comercial.
Mide la absorcion de humedad,
tiempo de mezcla, la estabilidad y
mas.

Micro-doughLAB

Redmetro para masa de harina que
proporciona datos reoldgicos de
muestras de tan solo 4 gramos. El
Micro-doughLAB  proporciona
resultados reoldgicos altamente
correlacionados a instrumentos de

gran escala.

Glutomatic

El procedimiento normalizado
mundial para el analisis de la canti-
dad y calidad de gluten en el trigo.
Mide el contenido de gluten hime-
do, gluten seco y el indice de glu-
ten.

SKCS 4100

El Gnico instrumento para la clasi-
ficacion de la dureza y la determi-
nacion de la uniformidad en granos
pequefios.

Inframatic 9200

Anélisis NIR de grano entero y
oleaginosas en 40 segundos.
Medidas de humedad, proteina,
peso especifico, grasa y mucho
mas.

Inframatic 8600
Instrumentacion NIR resistente y
fiable asi como de bajo coste para
el andlisis de la harina, grano ente-
ro, en alimentacion y piensos.

P

-

Aquamatic 5100

El medidor de humedad para grano
entero mas exacto disponible.
Andlisis en 10 segundos de hume-
dad, peso especifico y temperatura
en todo tipo grano entero y oleagi-
nosas.

Falling Number

El método normalizado internacio-
nal para la determinacion de la acti-
vidad alfa-amilasa en grano y hari-
na.

Molinos de laboratorio
Gama de molinos laboratorio tanto
de martillo como de disco para una
preparaciéon de muestra adecuada y
conveniente en diversas pruebas de
control de calidad en la industria
agroalimentaria.

Hoja respuesta Ref. 2



ESPECTROMETRIAZAA

Nuevos espectrometros de Absorcion Atomica Serie
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Los nuevos espectrometros de la Serie AA-7000 de Shimadzu alcanzan

a configuraciones y un altisimo nivel de seguridad en su operacion.

0S nuevos espectrome-

tros de absorcion atomi-

ca de la Serie AA-7000
destacan por su sensibilidad, flexi-
bilidad, seguridad y disefio com-
pacto, asegurando una operacion
eficiente y confortable en su labo-
ratorio. En combinacion con soft-
ware de muy sencillo manejo vy el
potente automuestreador ASC-
7000, la Serie AA-7000 es la elec-
cién para analisis tanto en llama
como en camara de grafito.
Los espectrometros AA-7000
incorporan un sistema O6ptico 3D
capaz de proporcionar un maximo
rendimiento tanto en deteccion por
Illama (0,015 ppm Pb) como en
camara de grafito (0,05 ppb Pb).

Esta altisima sensibilidad es posi-

ble gracias al ajuste éptimo del haz

de luz y filtro digital, asi como al
uso de elementos Gpticos que mini-
mizan las pérdidas de luz. El paso
de luz por el sistema se ha incre-
mentado un 60% respecto a otros
disefios, proporcionando una sensi-
bilidad no comparable con ningdn

sistema existente.

Para medidas en llama, se emplea
automaticamente el sistema foto-
métrico de doble haz éptico, mien-
tras que para medidas en camara de
grafito se selecciona el sistema de
haz simple de alto rendimiento.
Con un nuevo disefio del horno de
grafito, la Serie AA-7000 consigue
unos limites de deteccion mejora-

dos en todo tipo de aplicaciones.

El AA-7000 es el espectrometro de

absorcion atdbmica mas compacto

Nuevo espectrometro de Absorcion Atémica Serie AA-7000 de Shimadzu.

existente, combinando atomizado-
res de llamay horno de grafito en el
mismo compartimento. Con el uso
del cambiador automético de ato-
mizador, ambos atomizadores de
Ilama y horno de grafito permane-
cen instalados, realizandose el
cambio de uno a otro de forma
automatica y sin necesidad de ajus-
tes.

La Serie AA-7000 posee un Unico
automuestreador de alto rendimien-
to, el ASC-7000, valido tanto para

llama como para camara de grafito,

ahorrando costes, tiempo y espacio.

)

Discharge

-

—

-
Conventional method  Overflow method

Sistema de lavado continuo de la
punta del automuestreador
ASC-7000 que elimina cualquier
posibilidad de contaminacion entre
muestras.

El ASC-7000 incorpora funciones
de mezcla de la muestra con hasta 4
soluciones distintas, para adicion
de modificadores de matriz, reali-
zacion de diluciones o adicién
estandar, con un altisimo grado de

automatizacion.

Respecto a la correccién de fondo,

estos espectrometros incorporan,

Hoja respuesta Ref. 3
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ESPECTROMETRIAZAA

AA-7000 de Shimadzu

ademas del método estandar por
lampara de deuterio, el sistema de
correccion auto-reverso de alta
velocidad, que permite correccion
en el rango completo desde 185 nm
hasta 900 nm, asi como correccion
de interferencia espectral, tanto en

Ilama como en camara de grafito.

La seguridad es un aspecto muy
importante en los espectrdmetros
de absorcién atdémica, y la Serie
AA-7000 cumple con las dltimas
normas europeas al respecto. Es el
primer espectrometro del mundo en
incorporar un sensor de vibracion

que apaga la llama automéaticamen-

te en caso de notar una vibracion
fuerte. Otras medidas de seguridad
incluyen un control automatico
multimodo de deteccion de fugas
de gas y cambio automatico de aire
a N:0, en instrumentos con atomi-
zador de llama, y monitor de pre-
sion de argon y proteccion frente a
sobrecorrientes para instrumentos
con atomizador de camara de grafi-

to.

El software WizAArd es muy sen-
cillo de manejar, y cumple con
FDA 21 CFR Part 11. Permite fun-
cionalidad QA/QC, asi como vali-

dacion del hardware.

Sistema de cambio automatico de atomizador de llama a camara de grafito
sin necesidad de ajustes manuales.

Flame Furnace

Goneentration limit of detection <001 001 0.1 1~ <001 001 01 1~
~009 ~08 ~009 ~09

(ppm) (ppb}
H | | He
Li || Be) Bfc|N|o|F|Ne
Na My AllSi| P| 8| CljAr
1K) ca] sc| ] V] exmd Pel eol Niflou|Zn] Ga [Ge | As Se Br | K-
Rb) 8z % | Zr | Nb| M) Tc | Ru| RhjPa | Agled] In o] Sbf Tef 1 |xe
|€s | Ba] La| Hf| Ta| W Re| Os| Ir | Pt} Aul Hg |1 [Pb) Bi | Po| At |Rn
Fr[Ra A
Ce| Pr .\'fl_ Pm .‘-im__fh_l_ f"‘d_ 'J‘in_ Dy [-Iu_ _E'h-_ 'l'm_ }’])J Lu
Th|Pa| U

Np| Pul|[Am|Cm||Bk| Cf || Es|Fm|Md| No| Lr

Sensibilidad sin precedentes en la Serie AA-7000.

Caracteristicas principales de la Serie AA-7000:

Sensibilidad sin precedentes

* 60% mas de paso de luz

« Optica con menos espejos
Tamafio compacto

» Optica 3D

« Instrumento de menor tamarfio en su categoria
Sistema fotométrico inteligente

* Doble haz para llama

 Haz simple para camara de grafito
Flexibilidad en las configuraciones

* Sistema modular

* Llama continua y micromuestra

 Camara de grafito

* Generador de hidruros

* Posibilidad de crecer
Seguridad

» Cumple las tltimas normas europeas para equipos AA

* Primero en el mundo que incorpora sensor de vibracion
Doble sistema de correccion de fondo

* Método D2

» Método autoreverso de alta velocidad

Emplea el mismo automuestreador para llama y camara de grafito

Software WizAArd
» Facilidad de operacion
* Funcionalidad QA/QC
* Validacion del hardware

Hoja respuesta Ref. 3
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ESPECTROMETRIAZICP
ICPE-9000 de Shimadzu

El nuevo espectrometro de emision por plasma de acoplamiento inductivo
alto rendimiento analitico con bajos costes de operacion y gran facilidad

himadzu, uno de los lideres

mundiales en instrumenta-

cién analitica, afilade a su
rango de instrumentos el ICPE-
9000, un nuevo espectrometro de
emision por plasma de acoplamien-
to inductivo (ICP-OES). El instru-
mento combina alto rendimiento y
alta velocidad, con un sistema opti-
co Unico.

El ICPE-9000 incorpora un detec-
tor CCD de gran formato y muy
alta resolucién. La bancada Optica a
vacio asegura una estabilidad sin
precedentes, asi como tiempos de
arranque muy cortos.

Antorcha de bajo consumo

La antorcha de bajo consumo que
incorpora de estandar el sistema de
introduccion de muestras acuosas
del ICPE-9000 posee un diametro
de 2/3 respecto a la antorcha con-
vencional. Es capaz de reducir el
cosumo de argén en un 40%, consi-
guiendo sensibilidades similares a

-40%

Antorcha de bajo
consumo

las de la antorcha convencional.
Mientras que una antorcha conven-
cional necesita un caudal de argon
de unos 20 L/min, la antorcha de
bajo consumo solo necesita 12
L/min.

Configuracion del plasma

El ICPE-9000 puede estar configu-
rado con vision del plasma axial, o
bien dual (axial y radial). La confi-
guracion del plasma axial propor-
ciona una mayor sensibilidad y es
adecuada para conseguir los mejo-
res limites de deteccion posibles.
Por su parte, la configuracion axial
es muy Util cuando se analizan
muestras con una matriz compleja,
ya que éste tipo de vision es mas
inmune a las interferencias que se
producen en éste tipo de muestras,
y que hacen muy dificil su andlisis
en vision axial.

Posicioén de la antorcha

Sea cual sea la vision del plasma,
tanto axial como radial, la antorcha

Antorcha estandar

La antorcha de bajo consumo reduce el consumo de argén en un 40%.

ICPE-9000 de Shimadzu.

siempre esta en posicion vertical en
el ICPE-9000. Las antorchas verti-
cales solo se encuentran normal-
mente en equipos radiales. Es
conocido que la posicidn vertical
de la antorcha hace a ésta mucho
mas resistente a problemas de con-
taminacion y bloqueos, incluso con
muestras con alto contenido en
sales disueltas, mientras que la
posicion horizontal propicia que
parte de la muestra caiga por grave-
dad y provoque muchos mas pro-
blemas de contaminacién y blo-
queos en todo tipo de muestras. Los
problemas son aln mayores en
muestras de alto contenido en sales
disueltas.

Espectréometro a vacio

En la bancada optica de un ICP-
OES, es necesario extraer el aire
para poder observar correctamente
las lineas de emision en la region
UV, que es la mas importante en
emision atémica. En lugar de
emplear un gas de purga con tal

propdsito, el ICPE-9000 posee una
Optica a vacio, que elimina el coste
del gas de purga y consigue una
estabilidad en las medidas no igua-
lada por los sistemas con purga.
Asimismo, el tiempo necesario
para estabilizar el sistema al arran-
car es mucho mas corto, al ser el
vacio capaz de eliminar el aire pre-
sente de forma mucho més rapida
que la purga..

La antorcha del ICPE-9000 esta en
posicion vertical, incluso para vision
axial.

Hoja respuesta Ref. 4
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ESPECTROMETRIA/ZICP

ICPE-9000 de Shimadzu, con sus caracteristicas Unicas, proporciona un

11

La antorcha en posicion vertical
plantea muchos menos problemas
de obturacion que la antorcha en

posicion horizontal.

CCD de gran formato y alta
resolucién

El CCD incorporado en el ICPE-
9000 es de gran formato, de 1 x 1
pulgadas, con una resolucion de 1
megapixel. La alta resolucion per-
mite separar comodamente lineas
adyacentes y minimiza por tanto la
necesidad de emplear correcciones
interelementales, que de otra forma
serian necesarias.

Seleccion automatica de la
longitud de onda éptima

De todas las lineas de emision de
un elemento, el ICPE-9000, gracias
a la base de datos de interferencias,
es capaz de seleccionar aquella que
sea méas adecuada para la concen-
tracion del elemento y que no tenga
interferencias por la presencia de
otro elemento.

de uso.
Asistente para desarrollo
= de métodos
Uno de los aspectos mas importan-
tes del ICPE-9000 es el asistente
=0 )
- para el desarrollo de métodos, que
es capaz de desarrollar un método

analitico completo a partir de la
informacion del anélisis cualitativo
de varias muestras. Podemos selec-
cionar los elementos a analizar, y el
asistente entonces determina de
forma automética la linea o lineas
analiticas mejores, en funcién del
rango de concentraciones a cubrir y
de las posibles interferencias
encontradas. Se genera de forma
automatica informacion sobre los
patrones a emplear para realizar las
calibraciones y se realizan automa-
ticamente todas las correcciones de
fondo necesarias. También se pro-
graman las correcciones interlele-
mentales que sean necesarias y se
proporciona informacion sobre los
patrones que habra que preparar
para aplicarlas.

Asistente para diagnéstico
de métodos

Si el método analitico se ha creado
manualmente, sin emplear el asis-
tente para desarrollo, es posible
realizar un diagndstico del mismo
con el fin de encontrar posibles
problemas. El asistente de diagnds-
tico realiza esta tarea, e informa
sobre los problemas encontrados y
sus posibles soluciones, ordenadas
de mejor a peor.

Detector CCD de gran formato

(1"x1”) y alta resolucién
(1 megapixel)

Pixel Cu 213.60nm P 213.62nm

La alta resolucion del detector CCD permite separar lineas de emision muy

cercanas, reduciendo la necesidad de correcciones interelemantales.

Caracteristicas mas importantes del ICPE-9000:

« ICP simultaneo con detector CCD de gran formato.

« Bajo consumo de argoén con el empleo de la antorcha de bajo
consumo.

« Dos asistentes para desarrollo y verificacion de métodos.

« Espectrémetro de vacio, altisima estabilidad sin necesidad
de emplear gas de purga.

¢ Adquisicion del espectro de emision completo, sin ninguna
restriccion de lineas.

« Seleccion automatica de la longitud de onda 6ptima.

« Correcciones automaticas.

« Plasma axial con antorcha vertical.

 Opcidn de vision radial.

Hoja respuesta Ref. 4
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Medida de potencial Z en soluciones concentradas y superficies

solidas

La Serie Delsa Nano de Beckman Coulter abre nuevas posibilidades en la medida de
potencial Z en soluciones tanto diluidas como concentradas, asi como en superficies

solidas.

Una nueva generacion

La Serie DelsaNano es una nueva
generacion de instrumentos que
emplean dispersion de luz dinami-
ca (DLS) y espectroscopia de
correlacién foténica (PCS) para la
determinacion del tamario de parti-
culas en el rango submicrométrico,
asi como dispersion de luz electro-
forética (ELS) para la determina-

cion del potencial Z.

Medida de distribucion de
potencial Z en suspensiones

concentradas

El DelsaNano es el primer instru-
mento que permite la medida de
distribucion de potencial Z en solu-
ciones concentradas empleando
dispersion de luz electroforética
(ELS). Emplea la tecnologia de dis-
persion de luz frontal a través de
electrodo transparente (FST) para

medir el potencial Z de particulas

Medida de potencial Z en soluciones

concentradas mediante tecnologia

FST empleando un electrodo trans-
parente.

Analizador Delsa Nano de Beckman Coulter.

en suspension a concentraciones de
hasta el 40%, dependiendo del

tamafio de particula.

Medida de potencial Z de

superficies sodlidas planas

El DelsaNano es también el primer
instrumento capaz de medir el
potencial Z de superficies solidas y
peliculas, empleando dispersion de
luz electroforética. El DelsaNano
permite medir la carga superficial o
potencial Z de superficies sin tratar,
tratadas o recubiertas de materiales
tan diversos como vidrio, metal,

oxidos metalicos, ceramica, etc.

Caracteristicas mas impor-

tantes

» Medida de tamafio y potencial Z

de alta sensibilidad de particulas

desde 6 angstrom hasta 7 micras.

Medida de tamafio de particulas en
suspension, en un rango de concen-
tracion desde 0,001% hasta 40%.

» Medida de potencial Z de particu-
las en suspension, en un rango de
concentracion desde 0,001% hasta

40%.

« Titracion automatica de pH o adi-
tivos, tanto para medidas de tama-
fio como para potencial Z.

* Medida de potencial Z de superfi-
cies sélidas o peliculas.

e Trabajo mediante métodos de
operacion estandar (SOMs) y pro-
cedimientos de operacion estandar
(SOPs).

L~ Muestra

Electrodos

\

Celda de cuarzo

Celda de medida de potencial Z en superficies sdlidas planas.
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CARACTERIZACION DE PARTICULAS

Recuento y distribucion de tamano de células y particulas en agua

de mar

El recuento y calculo de la distribucion.de tamano de células y particulas en agua de mar
proporciona una informacion.muy valiosa en estudios oceanograficos y medioambientales.

| principio Coulter se ha

empleado durante afios

para el recuento y la deter-
minacion de la distribucion de
tamafio de células y particulas en
agua de mar en muchos laborato-
rios alrededor del mundo.
El uso de los analizadores de tama-
fio de particula Multisizer™ 3 y
Multisizer™ 4 de Beckman Coulter
proporciona un método réapido, sen-
cillo, exacto y automatico para el
recuento y la determinacién de
tamafio de células y particulas, sea
cual sea la concentracion en la que

Un tubo de apertura de 100 pm sera
capaz de analizar la concentracion
de particulas y su distribucién de
tamafio en un rango entre 2 um 'y
60 um. Si se necesita analizar otro
rango de tamafios, es posible hacer-
lo empleando otro tubo diferente.
El instrumento se calibra emplean-
do un patron de latex de tamafio
nominal 10 ym. La calibracion con-
seguida no cambia al variar la con-
ductividad del electrolito, ni ningln
otro factor. Esto se consigue gra-
cias al empleo de tecnologia de
medida a intensidad de corriente
constante.

The Coulter Principle Applied in the Multisizer 4

Fraamp

Degital Pule Processor
Ansiog Pulss Procassor

Esquema de funcionamiento de un instrumento que emplea el
principio Coulter para el recuento y determinacion del tamafio de células
y particulas.

estén presentes en el agua. El ins-
trumento ofrece resultados fiables
y objetivos, no dependientes del
criterio del operador.

Materiales y métodos

Existe una variedad de tubos de
medida, que se selecciona en fun-
cion del rango de tamafios a anali-
zar. El rango dinamico lineal de
cualquier tubo va desde el 2% hasta
el 60% del diametro de su apertura.

Para la determinacion de concen-
tracion y distribucion de tamafio de
células de algas en agua de mar, los
resultados se obtienen en nume-
ro/mL. El modo de control del ins-
trumento se ajusta a volumétrico,
con un volumen de medida de 1000
uL.

Procedimiento

Dado que el agua de mar es con-
ductora de la electricidad, no es

]
([
&
A
Y

El Multisizer 4 de Beckman Coulter es el instrumento para recuento y
determinacion de la distribucién de tamafio mas avanzado.

necesario emplear ningun electroli-
to adicional.

La muestra de agua de mar se pone
directamente en el vaso de medida
de fondo redondo y se analiza, sin
realizar ninguna dilucién adicional.

Analisis de muestra

La muestra se analiza empleando
un tubo de apertura de 100 um. Se
emplea el agitador a una velocidad
moderada para mantener la homo-
geneidad de la muestra.

Resultados

Los resultados se expresan en célu-
las/mL. El grafico muestra la distri-
bucién de tamafio y los datos esta-

disticos de una poblacion de célu-
las de alga en agua de mar.

Ademas de la concentracion total
de células, mediante el empleo de
los puntos de interpolacion que
permite el programa, es posible
determinar la concentracion de
células en intervalos de tamafio
previamente fijados por el usuario.

Conclusiones

Dado que el principio Coulter es la
tecnologia que ofrece una mayor
resolucion para el recuento y la
determinacion de tamafio de célu-
las y particulas, es una excelente
herramienta para estudios oceano-
graficos y medioambientales.

Ditferential Number

Number { per mL)

3

4 L
Particle Diameter (um)

2500 ym 1o 8.000 um
Mumber  119.5e3 perml
Mearn  4325um
Mode:  £165um

L] 7

Gréfico de distribucién de tamafio de células de alga.
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Oxidacion de acidos grasos en miocitos C2C12 y
metformina

lzasa Lab 2/2009

El nuevo modelo de SEAHORSE, XF24 es un instrumento totalmente integrado,
rendimiento de las dos principales rutas energéticas celulares, la respiracion

sta rapida y sensible
medicion de los niveles
energéticos  celulares,
permite realizar un analisis en
tiempo real y la reutilizacion de las
muestras celulares tras la finaliza-

cién del experimento.

Frente a sus precursores, capaces
de medir un solo parametro, XF24
ofrece un mayor rendimiento en el
campo del descubrimiento de nue-

vos farmacos.

XF24 ofrece la posibilidad de:

- Medir de forma simultanea la tasa
de consumo de oxigeno (OCR) y la
tasa de acidificacion del medio
extracelular (ECAR) en un periodo
de tiempo tan corto como cinco
minutos.

- Realizar medidas a tiempo real
sobre una poblacién celular duran-
te minutos, horas o incluso dias.

- Reutilizacion de las muestras
celulares tras la finalizacion del

analisis.

FAO (Fatty Acid Oxidation)
y Flujo Extracelular (XF)

El sistema de medicion de flujo
(XF) de
Seahorse, permite la medicién del

extracelular la casa
efecto de diferentes compuestos en
la oxidacion de é&cidos grasos

(FAO) en células de mamiferos.

Este método rapido, sensible y libre
de la etiqueta de ensayo detecta el
aumento de metabolismo aerébico

celular asociada a FAO.

La medicion del flujo extracelular
XF, produce un rendimiento com-
parable a los métodos radiométri-
cos, con un superior throughput
(hasta 96 muestras simultaneamen-
te) y sin el uso de materiales radiac-

tivos.

Identificacion de agonistas
de FAO

Con el Analizador de Seahorse,
XF24, se midi6 el impacto de dos
agonistas de la FAO, la metformina
y el inhibidor ACC2 CP-640186.
Este ensayo se llevé a cabo en
lineas celulares C2C12 del muscu-

lo esquelético en ratones.

Se usaron miocitos C2C12 diferen-
ciados durante 6 dias, posterior-
mente fueron preincubados duran-
te 24 horas, bien con inhibidor de
ACC2 a 10uM o bien con metfor-
mina 1mM en microplacas de 24

pocillos.

Utilizando el analizador XF24, se
establecieron tres mediciones de la
tasa de consumo de oxigeno (OCR)
y de la tasa de acidificacion extra-

celular (ECAR) hechas en interva-

Analizador XF24 de Seahorse Bioscience.

los de 8 minutos para establecer las

rutas y tasa metabdlica basal.

A continuacion se inyectd Palmitato
150 puM asociado a é&cido graso
libre de BSA, en pocillos por tripli-
cado y sobre miocitos C2C12 tra-
tados y no tratados. Se midieron los
valores existentes a intervalos de 8
minutos para la deteccion de un
cambio a favor de la respiracion
aerobia, sintoma indicativo de la

FAO.

La figura 1 muestra que el trata-
miento overnight con inhibidor de
ACC2 a 10pM o bien con metfor-
mina 1mM produjo 4,6 veces y 3,2
veces el aumento en OCR, respec-

tivamente.

Para confirmar que el aumento en
la tasa de consumo de Oxigeno se
debid a la oxidacion del Palmitato
frente a la Glucosa, afiadimos
50uM Etomoxir, un inhibidor de la
CPT-1. Después de la adicion de
Etomoxir, los valores de OCR dis-
minuyeron considerablemente lo
que confirma la especificidad para

la FAO (datos no mostrados).

Una medicion fisiolagica

La FAO est4 estrechamente vincu-
lada a la cadena respiratoria mito-
condrial y requiere oxigeno mole-
cular para producir ATP. El
Analizador de XF24 mide y com-
para las tasas de consumo de oxige-
no (OCR), una medida de metabo-

lismo aerdbico, y la acidificacion

12
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respuesta agonista a inhibidor de ACC2 y a

capaz de medir de forma simultanea y sobre un formato de microplaca, el
aerobica y la glicolisis.

extracelular (ECAR), una medida Oleato. También es posible medir  Palmitato como elemento de nor-
de la glicdlisis, ambos indicadores  la cantidad de agua radiactiva pro-  malizacion.
clave de la energética celular. ducida por el metabolismo de estos

sustratos marcados con H3. Conclusion

El XF24 utiliza biosensores épticos ~ Para comparar la calidad de los . I
Ambos métodos produjeron una

para medir la tasa de cambio en el ~ datos y la relativa sensibilidad de =~~~
inhibicion significativa de la FAO
contenido de oxigeno y pH en el los ensayos XF y radiométricos, ] ) )
. ) ) o en presencia de Etomoxir. La cali-
medio proximo a las células y, por  medimos la inhibicion de la FAO
. . . dad de los datos son realmente
tanto, es totalmente no invasivo. con un inhibidor de la CPT-1,

. . comparables entre los dos métodos.
Etomoxir. Paralelamente, cultivos
En contraste con los ensayos de  celulares de miocitos C2C12

radiométricos, con el Seahorse  expyestos a Palmitato150 UM , fue-
XF24 no se requieren materiales  op tratados 60 minutos mas tarde estudio de los cambios metabdlicos

Esto nos permite afirmar que la

nueva plataforma XF24 para el

radiactivos, acidos fuertes y alcali- con 50uM de Etomoxir (Fig. 2) celulares es un sistema revolucio-
nos, largos tiempos de ensayo, o nario que permite al usuario obte-
La FAO se evalué mediante el Ner resultados comparables a los

las pueden medirse varias Veces oy mediante ensayos radiomé-  Obtenidos por métodos tradiciona-
para configurar un perfil cinético

contadores de centelleo. Las célu-

tricos estandar. La cinética obteni-  les, con la ventaja de trabajar con

de induccion de la FAO, y pueden da con el XF24 y el valor tnico  células en monocapay en placas de

ser reutilizadas después de la prue-
ba.

endpoint del ensayo radiométrico  hasta 96 pocillos.
se pudieron comparar teniendo en

i ) cuenta la respuesta maxima del
Una gran variedad de células, tanto

primarias como inmortales, deriva-
das de musculo esquelético, el % ACC2 Metformin o XF24 Radiometric
. .. . 2 Inhibitor
higado y el tejido adiposo, se han E 6.00 2 100! =k
. . . T | c
utilizado con éxito para medir el o 500 "l . S ol
. Q400 2
efecto de diferentes compuestos 3 : & 604
o 3.00 1 =
0 =]
sobre la FAO. $ 200 £ 404
2 100 3 20]
= . s
i Al | s o |
Comparacién o 000 S - Y . '
A, A,
Y% BR % o, %, %0 %, %o
L diométri li % Y % %5, o %, Yo %,
0S ensayos raalometricos realiza- % )e/% % ‘3736 ) ] 1
> <
. . %
dOS para medlr Ia FAO: estan enca- - Figura 2: Direc Comparison of the XF24 and 3HP Palmitate
Figure 1: Agonist Response to Fatty Acid Oxidation Assays
minados a medir la cantidad de CO- Pretreatment with Metformin and an ACC2 Day 7 C2C12 myocytes were exposed to 150 pM Palmitate co
Inhibitor for 24 hours plexed to BSA followed by incubation with 50 pM Etomoxir (ETO).
Day 7 C2C12 myocytes pretreated for 24 hours with other 10uM ACC2 Fatty acid oxidation was measured either by the XF24 or a standard
marcado, concretamente Cu, pro- inhibitor or 1 mM Metformin were exposed to 150uM Palmitate complexed to radiometric assay. The results are expressed as a percentage of
BSA. The regul_ts are expressed as fold increase overpalmitate alone +/- the maximum response +/- Standard Deviation.
ducida por el metabolismo de &ci- Standar Deviation
dos grasos como el Palmitato o el
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Nuevo Rotor-Gene Q

El equipo Rotor Gene Q es un sistema de deteccion de amplificacion de ADN
muestras. Puede detectar la mayoria de los fluoréforos, incluyendo sondas
sondas de hibridizacion como Molecular Beacons, Scorpion y FRET.

Rotor-Gene Q

B e

Funcionamiento

Consta de un rotor que asegura que
la temperatura sea uniforme entre

las muestras y de un sistema de

calentamiento  sofisticado.

muestras giran en forma constante
durante todo el RUN, a 400 rpm y
la interrogacion del fluordforo es

exactamente la misma para todos

los tubos.

logra a través de unas rejillas de
ventilacion que favorecen la entra-
da del aire a temperatura ambiente.
De esta forma se logra calentar y
enfriar la cdmara de forma muy

rapida.

El equipo tiene seis fuentes de
excitacion y seis detectores lo que
le permite realizar reacciones mul-
tiplex sin problemas de calibracion
0 compensacion y con una variabi-
lidad de fluorescencia muy reduci-
da entre las muestras. Incorpora
tecnologia multifiltro, con fuentes
de excitacion mediante diodos
LED de alto poder y capacidad de

detectar la préctica totalidad de los

fluoréforos del mercado.

Las muestras se excitan desde
abajo de la cdmara mediante un
LED (Light Emitting Diode). La
energia se transmite a través de las
delgadas paredes en la base del
tubo. La fluorescencia emitida pasa
a través de los filtros de emision
hacia el costado de la cdmara y
finalmente es detectado por un

fotomultiplicador.

Este sistema garantiza la reproduci-
bilidad absoluta de los Run ya que
siempre se lee en las mismas condi-
ciones de temperatura y el angulo
de incidencia del LED sobre la
muestra y desde la emision de ésta
hasta el PMT detector, es exacta-

mente el mismo.

Cémara de reaccion

Filtros de
deteccion

La centrifugacion no genera un
g g Jareess

. , . vy

gradiente del fluor6foro ni un pellet

Detector

de ADN sino que impide que esto fotomultiplicador

I Tubos de Fuente de
se produzca a la vez que elimina las S ol excitacion
muestras LED

burbujas de aire. Existe un elemen-
to de cromo-niquel que calienta la
masa de aire de la cdmara (como si

fuera un horno). El enfriado se

14 Hoja respuesta Ref. 8
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en tiempo real. Se puede emplear para detectar, cuantificar y genotipar
intercalantes como SYBR Green, sondas de hidrolisis como Tagman y

Canales de Fluorescencia

L= 1 Excitation (nm) Detection (nm) E ples of fi ph
Blue 365420 460215 Biosearch Blue, Marina Blue®, Edans, R
Bothell Blue, Alexa Fluor™ 350 v Excitation
Gresn 470210 510+5 FAM™, SYBR Green I, Fluorescein, .
EvaGreen®™, Alexa Fluor 488
Yollow 530x5 555x5 JOE™, VIC*, HEX, TET™, CAL Fluor®
Gold 540, Yakima Yellow™
Orange 585+5 610x5 ROX™, CAL Fluor Red 610, Cy*3.5, eho . ) C
Toxas Red®, Alexa Fluor 568
Red 625+10 S60=10 Cy5, Quasar® 670, LightCycler® A A A Detection
Red6d40, Alexa Fluor 633
Crimson &680=5 712 high pass Quasar 705, LightCycler Red705,

Alexa Fluor 680

High-resclution 460215 510=+5 SYBR Green |, SYTO"?, LC Green®,
melting LC Green Plus+, EvaGreen

Tipos de rotores y tubos

Tipo de rotor N° de muestras  Tipo de tubo Volumen de reaccion Capacidad

Diferentes formatos de rotores per-

. ) . 36 Well Rotor 36 0.2ml 15-50ul 10-100ul
miten trabajar con tubos de diferen-
. 72 Well Rotor 72 0.1ml strip tube 5-30ul 10-50ul
tes capacidades para adaptarse a las
necesidades del usuario. Gene Disc 72 Rotor 72 0.1ml Gene Disc 72 10-25ul 10-50ul
Gene Disc 100 Rotor 100 0.3ml Gene Disc 100  10-25ul 10-25ul
HRM (High Resolution
Meltin
9l SNP’s

De la misma forma, existe un LED
especifico para aplicaciones HRM
(High Resolution Melting). Con
este canal es posible llevar a cabo
aplicaciones basadas en el estudio
de la temperatura a la que el ADN
conserva su estructura tanto de
doble cadena como de cadena sen-

cilla en una proporcion idéntica.

Este canal es tan sensible que per-
mite visualizar cambios de una sola
base en la secuencia del ADN usan-
do tan solo fluoréforos de cadena
doble como el SyBr Green, no sien-
do necesario el uso de sondas fluo-

rescentes.

e Cambiosde AaT

1 SNP (test predictivo no heterogéneo)

¢ 2 SNP’s
« Multiples SNP’s (tipaje HLA)
Deteccion de mutaciones

» Mutaciones genéticas (BRCA1, HNPCC)

» Mutaciones adquiridas/somaticas ( p53, JAK2)

Ensayos de sensibilidad

* Pooling de muestras. Hasta 10 simultaneas

Identificacion de especies
« Library banking
Metilaciones

« |dentificacion de metilaciones “low level”
 Metilaciones presentes/ausentes
* Mosaico

Hoja respuesta Ref. 8 15
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Citometria con muchos colores... pero ;para queé...?

lzasa Lab 2/2009

El numero de colores que los citobmetros de flujo pueden analizar
progresion imparable. Ante la respuesta de ¢para qué tantos colores?
puede”. Desde luego, no deja de ser una mala razén, y asi es cierto que

demas, el nimero de

fluorocromos disponi-

bles para su utilizacion
en citometria (y en general en ensa-
yos celulares) se incrementa igual-
mente a una velocidad creciente.
Junto con esto, el desarrollo de
software hace posible la utilizacion
sencilla de un nimero de parame-
tros en constante aumento, y los

ordenadores incrementan aln mas

los 49 detectores de fluorescencia que puede montar.

deprisa su capacidad de calculo. En
definitiva, hacemos citometria con
“maés colores” porque se puede, eso
esta claro, pero sigue en el aire la
pregunta “para que”... La primera
respuesta parece muy obvia. La
complejidad de los problemas bio-
légicos que se pueden resolver,
depende directamente del nimero
de pardmetros que podamos medir
simultdneamente en una Unica

Figura 1: Equipo Astrios de Beckman Coulter mostrando los 49 detectores
de fluorescencia que puede montar simultaneamente.

FITC

I 'l ECD I pcs |

PECY5.5] | PC7
1

APC || Alexa700

|

T
APCAlixa700

Pacific
Blue

Pacific
Orange

Figura 2: Los flourocromos disponibles en el mercado estan en constante
expansion. En este ejemplo, distintos marcajes para un anti-CD8 humano.
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Figura 3: Software de analisis
gréafico de multiples
sub-poblaciones.

célula. La famosa progresion 2"
siendo n el nimero de parametros
simultaneos que podemos medir,
nos da el calculo del nimero de
poblaciones diferentes que pode-
mos definir y valorar en un Unico
experimento, y nos ofrece la tre-
menda grafica exponencial de la
figura 4. A poco que la miremos
con detenimiento, y con una calcu-
ladora en la mano nos daremos
cuenta que si fuese posible utilizar
simultaneamente los 49 detectores
del equipo Astrios que se muestra
en la figura 1, podriamos definir
simultaneamente la friolera de
562.949.953.421.312, para simpli-
ficar 5 x 10* , poblaciones simul-
tdneamente. Afortunadamente solo
puede llegar a adquirir simultanea-
mente 32 y por tanto 4 x 10° pobla-

ciones simultaneas.

Con la anterior idea en mente,
habria que preguntarse cual es el
nimero maximo de colores que es
realista hacer simultaneamente. En

este sentido, cada afio que pasa la

estimacion se incrementa en uno o
dos colores, y en este momento no
es infrecuente oir hablar de 12, 16 6
18 colores simultaneos. Aqui la
limitacion ya no la plantean las
maquinas, tanto como el software
de anélisis, en la actualidad tam-
bién esta dejando de ser un proble-
ma, y el nimero de fluorocromos
disponibles, que hay razones para
pensar que seguira creciendo.

Figura 4: Numero de subpoblacio-

nes que se pueden definir simulta-

neamente en un experimento, en

funcion del nimero de parametros
utilizados.

En este punto podria parecer que el
incremento en el ndmero de colores
con los que se hacen los experi-
mentos en citometria ha llegado a
su techo, y que no tiene sentido
seguir incrementando la compleji-
dad de los experimentos. La ver-
dad es que no hay nada mas lejos
de larealidad, y en contra de lo que
la l6gica parece decirnos, el incre-
mento en el nimero de canales de

16
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