© 20182 HORIBA, Ltd. All rights reserved.



1.Principio de la Técnica de Rastreo de Nanoparticulas (NTA)
2. Informacion gue nos proporciona la técnica NTA

3. Limitaciones de la técnica NTA

4. Optimizacion

5. Aplicaciones mas recientes

© 2019 HORIBA, Ltd. All rights reserved.



Andlisis de Rastreo de Particulas (NTA)

Este analisis monitorea el movimiento Browniano de las particulas

Volumen

Luz esparcida

S

Fuente de luz laser Microscopio + Camara E]
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Informacion que nos proporciona la técnica NTA

 Medicion precisa y reproducible de:

" Concentracion del numero de particulas
(particulas /ml)

= Determinacion de la distribucion de tamano de
particulas
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Problema

La OrganizaciOn Internacional de NormalizaciOn
1SO 19430

“La poli-dispersidad de la muestra afecta la capacidad de rastrear y, por lo tanto,
de analizar fracciones de diferentes tamarfios en la distribucion del nUmero y
tamafio de las particulas. [...]

"En una muestra poli-dispersa, las particulas grandes se dispersan mucho mas
gue las particulas pequenas, lo que dificulta la deteccion o el rastreo de
particulas de tamafio pequeno".
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Problema

Seccion eficaz de dispersion [nm?]
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MANTA Solucion

Rastreo Multiespectral Avanzado de Nanoparticulas
(Multispectral Advanced Nanoparticle Tracking Analysis)
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ViewSizer® 3000

Cubeta con
inserto

Patentes 9,541,490y 10,161,852
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Sistema Optico




Especificaciones del ViewSizer 3000

Rango de tamafio de particulas *
: Minimo volumen de muestra
: Concentracion de la muestra**

: Rango de temperature de la muestra
: (controlada)

: Dimensiones
: Peso

Temperatura

de 10 nm a 50 um

L 0.4mL

de 10° a 102 particulas/mL

1 10°Ca 50 °C, +0.1°C

66 largo cm x 55 cm ancho x 35 cm alto
27 kg

: 15°Ca30°C

*dependiendo del material de la muestra
**dependiendo de la dilucion de la muestra
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Adquisicion de Datos
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Procesamiento de Datos

© 2019 HORIBA, Ltd. All rights reserve d.



Analisis y Visualizacion de Datos
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Uso y Aplicacion de la Fluorescencia

Densidad de particulas (part/mL/nm)

2.5E+05

2.0E+05

1.5E+05

1.0E+05

5.0E+04

0.0E+00

Sin Fluorescencia

.
Y
- L
. "
.
- - ..
. .
3
1 7. A\\ .
M Al
] ('--;r . .‘-
2 S
LA LI Y PP
A A
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1,000

Didametro (nm)

Densidad de particulas (part/mL/nm)

Fluorescencia - Azul

Didmetro (nm)

Densidad de particulas (part/mL/nm)

Densidad de particulas (part/mL/nm)

Fluorescencia - Verde

Diametro (nm)

Fluorescencia - Rojo

Diametro (nm)

© 2019 HORIBA, Ltd. All rights reserved.



Fluorescencia

Mezcla de tres tipos de carboxilato con fluorescencia (todas con un diametro nominal de 500 nm, teflidas con Fluoresbrite®)
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Vesiculas Tenidas con Fluoroforo DilC

Fluorophore DilC,4(3) E,=520-551 nm, E,_=569-620 nm

1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine-5,5'-Disulfonic Acid
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Uso de Filtros

Filtro Filtro Filtro

pasa-alta pasa-alta pasa-alta
de 450 de 550 de 650

e

© 2019 HORIBA, Ltd. All rights reserved.



Proteinas - Calculo de Viscosidad

Muestra 1 Muestra 2
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Calculo de Viscosidad de Proteinas

203 nm PSL in water and proteins
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Proteina — Efecto Agitacion
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Lisososmas a 60 °C

antes después

© 2019 HORIBA, Ltd. All rights reserve d.



Disolucion patente 10,012,580
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Disolucion de Nanoparticulas
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Cristalizacion de Proteinas

Crystallization
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Wittbold & Tatarkiewicz, BioProcess International 15(3) (2017)
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Sedimentacion

g = 18 xv *n
g * (p— po)

)

Composite of 300 frames
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Muestras tomadas con resultados esperados

PSL, silice, acero inoxidable 316L, plata, oro, arcilla, CaO,
ZnO, carbono negro, diamantes, agua de mar, agua dulce,
agua de lluvia, agua del grifo, acetona, vino, orina, plasma
sanguineo, PBS, leche, amoniaco, combustible A-1 API de
moléculas pequeias, agregados de proteinas, aceite de
silicio, cristales de proteinas, liposomas, exosomas,
vesiculas, micelas, a-lactoalbumina, ADN enrollado, ARN,
virus, bacteriofagos, emulsiones
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Beneficios de MANTA (ViewsSizer 3000)

= 1. Visualizaciéon y procesamiento de particulas
= 2. Método absoluto (no requiere calibracion)

= 3. Concentracion medida, no estimada
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Otros Beneficios del ViewSizer 3000

= Tiempo real de agitacion
= Tiempo real de adicion de reactivo

= Pruebas multiples sin cambio de muestra
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