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اسپکتروسکوپی رامان افزایش سطح در الکتروفورز ریز تراشه

چکیده 
اتصال الکتروفورز مویرگی ریز تراشه با اسپکتروسکوپی رامان افزایش سطح (MCE-SERS) موجب ترکیب قدرت بالای جداسازی الکتروفورز مویرگی با توانایی دستیابی به طیف لرزشی جهت شناسایی اجرا می گردد. طیف سنجی رامان یک روش تشخیص توصیفی است که به طور خاص برای آنالیز شیمیایی مناسب است چون غیر مخرب بوده و قابلیت شناسایی آنالیت ها را دارد. با این وجود نقطه ضعف آن حساسیت کم می باشد و حتی گاها به زمان های طولانی تری نسبت به پهنای پیک معمول جهت جداسازی های الکتروفورزی نیاز دارد. شدت رامان با نزدیک کردن آنالیت به سطح فلزات نانوساختار و یا کلوئیدها به شدت بهبود می یابد (علت اثر افزایش سطح). این مقاله رویکرد جدیدی در زمینه اتصال MCE-SERS بر خط ارائه می دهد. عنصر اصلی دستگاه میکروفلوئید شیشه ای پیشرفته یک ساختار دوزسنجی است که شامل دوکانال جانبی می شود. این دو کانال پس از جداسازی الکتروفورزی آنالیت ها به کانال MCE متصل می شود. کانال های دوزسنجی نانوذرات نقره (Ag-Nps) را به مناطق متفرقه الکتروفورزتیک ارائه می دهد. این مناطق ضبط از طیف SERS ترکیبات جداشده را آسان می کند. عملکرد تراشه MCE-SERS با آنالیز یک محلول مدل رودامین در 90 ثانیه با دستیابی به RSD زمان مهاجرت زیر 1.5% ارزیابی گردید. این رویکرد به طور موفقیت آمیزی برای تجزیه و تحلیل ریبوخلاوین افزودنی خوراکی در سس باربیکیو به کاربرده شد. 


1. مقدمه 
اسپکتروسکوپی رامان یک ابزار و تحلیل ارزشمند برای تشخیص شیمیایی ترکیبات بر اساس مشاهده تغییرات لرزشی ملکول پس از پراکندگی یر الاستیک فوتون های متقابل می باشد. با این وجود از آن جاییکه پراکندگی غیر الاستیک یک پدیده نادراست (به طور تخمینی 1 فوتون از 106 فوتون، سیگنال های رامان را فراهم می کند). اسپکتروسکوپی رامان دارای نقطه ضعف کمبود سیگنال است در اواخر دهه 1970 کشف شد که جذب آنالیت ها به نانوساختارهای فلزات نجیب منجر به بهبود چشمگیر حسایت با افزایش فاکتور تا 106-109 می شود. حتی حساسیت در حد یک ملکول نیز گزارش شده است [1,2]. این تکنینک که اسپکتروسکوپی رامان افزایش سطح (SERS) نامیده می شود اهمیت زیادی در شیمی تحلیلی مدرن دارد و همچنین در میکروفلوئیدها به کار می رود[3-10]. 
اثر SERS به طور گسترده حاصل ایجاد میدان مناطیسی در سطح نانوساختار فلزی پس از برهم کنش با فوتونهای دارای انرژی می باشد. واژه Hotspot (نقطه اشتراک) به فاصله بین دو (یا چند) نانوساختار اطلاق می شود که در آن نقطه میدان الکترومناطیس شدت می یابد و موجب ارتقا فاکتورهای افزایش می گردد.[8] در مورد نانوساختارهای فلزی که در منطقه تشخیص مستحکم شده اند، نقاط اشتراک با ایجاد ساختارهای دقیق (اغلب به صورت سلسه مراتبی) به دست می آید. [9]. روش های مبتنی بر نانو ذرات در محلول (NPS) پایه تجمع کنترل شده، معمولا افزایش قدرت یونی- به ویژه با افزودن کلریدها (مثلNaCl  یا KCl) انجام می گیرد. 
علیرغم این که گاه جداسازی ترکیبی در خط به طور فزاینده ای محدوده کاربردی های بالقوه را افزایش می دهد، ترکیب تکنولوژی های جداسازی با تشخیص SERS به ندرت مورد استفاده قرار می گیرد [4,11]. چالش هایی که از استفاده SERS به عنوان ابزار تحلیل در خط علم جداسازی جلوگیری می کند عبارت است از اغدام سوبسترا SERS مناسب و ضرورت به دست آوردن سری اطلاعات به ویژه برای نظارت همزمان در جداسازی سریع مانند HPLC یا الکتروفورز مویرگی (CE) می باشد. محدودیت های زمان ضبط طیف موجب محدود شدن حساسیت قابل دسترسی می گردد. 
در یکی از اولین کارها در مورد اتصال CE-SERS، زمان انباشت با استفاده از یک میدان الکتریکی نسبتا ضعیف (16v/cm) تا 1 ثانیه بسط داده شد[12]. اما این عمل موجب افزایش زمان جداسازی و پیک های وسیع گردید. تشخیص آنلاین SERS به راحتی با افزودن محلول کلوئیدی نقره به الکترلیت پس زمینه (BGE) امکان پذیر شد. با این وجود شکل پیک را تحت تاثیر قرارداد و رسوب نانوذرات نقره (NPS) در پنجره تشخیص مشکلاتی را برای آنالیزهای بعدی ایجاد کرد. برای ترکیب HPLC با آنالیز SERS  ,  Zaffino و همکاران از یک استراتژی افزودن ستون برای دوزسنجی یک محلول NPS  برای خروجی استفاده کردند[13]. یک کویل پیچیده قبل از پنجره تشخیص SERS قرارداده شد که به عنوان میکسری برای NPS و آنالیت ها عمل می کرد. با وجود اینکه اختلاط برای جهت سیگنال SERS سودمند بود اما در دقت جداسازی اختلال ایجاد نمود. 
ایجاد نقاط نقره در داخل کانال جداسازی از NPS  [14] و پایش سازهای NPS [15] توسط ته نشت با استفاده از لیزر به  عنوان یک روش جایگزین برای CE-SERS مورد آزمایش قرار گرفت و ضعف نانوساختارهای مستحکم شده را نمایان کرد. از آن جاییکه آنالیت ها با نقره ای ایجاد شده واکنش می دادند قله های تیزی مشاهده گردید. توسط گروه شولتز، که یک طراحی بر اساس نقل مکان سوبستری نقره به بعد از جداسازی مویرگی پیشنهاد شد و پیشرفت های چشمگیری را حاصل نمود[16]. مایع اضافی در امتداد خروجی مویرگی پمپاژ شد و آنالیت های جداشده را در سوبسترا جمع نمود همچنین موجب رطوبت آن گردید. در این زمینه، آنالیز نمونه های بیولوژیکی را با CE-SERS [17,18] کارپیش گام در زمینه LC-SERS مویرگی، گزارش کردند [19]. 
میکروفلوئیدهای بر پایه ریز تراشه یکپارچگی سیستم را تسهیل می کند و  پتانسیل بالایی را برای ترکیب جداسازی فاز مایع و تشخیص رامان یا SERS در یک دستگاه ایجاد می کند. connaster  و  همکاران مفهومی برای انتقال درون خطی الکتروفورز مویرگی میکرو مکوئیدی(MCE)  و SERS معرفی کردند [20]. جداسازی در یک پلت فرم میکروفلوئیدی PDMS شامل یک منطقه از خوشه های سه بعدی نقره انجام شد. پس از جداسازی الکتروفورزی، ولتاژ محرک جداسازی متوفق شد و قسمت نقره ای با استفاده از لیزر اسکن شده اگر چه این روش بسیار نوآورانه است و امکنا زمان تجمع نامحدود را فراهم می کند اما اسکن زمان زیاد و ابزار دقیق لازم دارد. 
یکی از چالش های پیش رو در اهداف SERS جذب غیر قابل برگشت آنالیت ها است که مانع اندازه گیری های SERS در جریان پیوسته می گردد. یک راه حل برای این مشکل می تواند رویکرد تازه منتشر شده برای باز سازی الکتریکی سوبستراهای SERS روی تراشه باشد[21]. 
تشخیص رامان در HPLC ریزتراشه اخیرا توسط Geissler و همکاران با استفاده از پراکندگی منسجم ضد استوکس رامان گزارش شده است [23] افزودن یک محلول کلوئیدی نقره به عنوان سوبسترای SERS، پس از استون، نیز همان طور که توسط فیلور و همکاران ارائه شده، در تراشه HPLC انجام شده است. آن  دستگاهی با یک ستون توسعه دادند و اختلاط پس از استون، افزودن نانوذرات برای تشخیص آنلاین SERS از طریق یک کانال جانبی کنترل می کرد [22]. یک چالش در این زمینه،مقابله با فشارهای مختلف برگشتی ستون جداسازی و کانال های جانبی بود. در جداسازی های الکترواسموزی همانند الکتروفوررز ریز تراشه مسایل مربوط به فشار معکوس نگرانی ندارد. 
در اینجا رویکردی برای ترکیب الکتروفورز ریزتراشه (MCE) و SERS برروی یک سوبسترا ارائه نموده ایم. طرح پیشنهادی تراشه شیشه ای MCE  شامل دو کانال متقارن جانبی برای ورود نانو ذرات نقره پس از جداسازی الکتروفورزی است. نانوذرات به وسیله انتشار محوری با جریان آنالیت ها مخلوط می شود. و در نتیجه ریسک بالقوه گسترش منطقه که در میکسرهای جریان آشفته وجود دارد را محدود می کند. دو کانال جانبی (به جای یک کانال) باعث توزیع سریع و همگون NPها در کانال شده امکان افزودن یک افزودنی ثانویه (مثل عامل تجمع) برا پیشبرد تشخیص SERS را فراهم می کند. ویژگی ها و پتانسیل دستگاه توسعه یافته  با استفاده از یک محلول مدل از سه رودامین مورد بررسی قرار گرفت. در نهایت سیستم برای شناسایی یک ترکیب در یک مخلوط پیچیده نمونه ذایی به کار برده شد.
جدول1 پتانسیل های به کار برده شده به ترتیب برای تزریق و جداسازی MCE
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2. مواد و روش ها 
2.1. ساخت دستگاه میکروفلوئید
تراشه های میکروفلوئید برای آنالیز MCE-SERS آماده شد. این تراشه ها از دو تیغه شیشه ای سدیم آهک به ضخامت 1mm تشکیل شده است (76*26mm). فوتولیتوگرافی معمولی و به دنبال آن یک روش اچینگ مرطوب و با دمای بالا انجام شد. جهت مشاهده شرح مفصل فرایند ساخت و پارامترهای دستگاه، اطلاعات پشتیبانی را ببینید. ساختار دستگاه ساخته شده را می توان بر اساس عملکرد آن به 4 قسمت تقسیم کرد: (1) منافذ نمونه برداری برای تزریق پاششی (2) کانالی برای جداسازی  MCE (3) اتصال متقارن برای ورود افزودنی های SERS (4) منطقه تشخیص طراحی کلی در شکل 1 نشان داده شده است. 

2.2. تشخیص MCE با فلوئور سانس و SERS 
 جداسازی MCE در 20mm از 3-(N- مورفولینور) پروپان سولفونیک اسید (MOPS) بافر (سیگما آلدریچ،USA) به عنوان الکترولیت پس زمینه (BGE) که در PH=6.5 تنظیم شده بود انجام شد. جهت آزمایش با محلول نمونه رودامین، 10% ایزوپروپانول (مرک، آلمان) به BGE افزوده شد. جهت جلوگیری از تغییر ایزوپروپانول در اثر تبخیر، این BGE قبل از هر آنالیز تهیه می شد. به منظور بازسازی سطح شیشه، بین هر آنالیز تراشه توسط 1M از HNO3 (مرک، آلمان) و 0.1 M NaOH (سیگما آلدریچ، USA) شسشه شد. در حین آنالیز MCE، دستگاه میکروفلوئیدی به منظور دستیابی به تزریق انحصاری نمونه و نیز جداسازی الکتروفورزی در پتانسیل داده شده در جدول 1 نگه داشته شد. ولتاژ توسط دو منبع تغذیه (FUGelectronik GmbH آلمان) و از طریق 6 الکترود که توسط پیچ های تفلون به یک صفحه الکترود پلاستیکی متصل شده بود، فراهم گردید. 
برای آزمایش MCE با فلوئورسانس، تراشه میکروفلوئیدی روی یک میکروسکوپ IX-70(المپس- ژاپن)مجهز به هدف 40 برابر قرار داده شد. بریا برانگیخته سازی نمونه یک لامپ جیوه (HBO 103 w/s, osrom) به همراه یک فیلتر مکعبی U-MSWB2 (المپس،ژاپن) با ex:420-480nm و em>520nm و آینه کروی: 500nm مورد استفاده قرار گرفت. سیگنال های فلوئورسانس به وسیله یک لوله چندگانه آلمانH 9307-03,Hama matsu,   جمع آوری شده و به وسیله نرم افزار Charity (جمهوری چک Data Apex,) و با سرعت دریافت 25Hz، ثبت شد. 
در آزمایش های MCE,SERS تراشه میکروفلوئیدی روی میکروسکوپ اپی فلوئور سانس Ix-71  (ژاپن olymis) که بخشی از یک  سیستم رامان بود، قرار داده شد. ابزار رامان با استفاده از یک لیزر 473نانو متری (50 مگا وات، کوپولت،سوئد) با وضوح 40 مگاپیکسل در مرکز کانال تراشه قرار گرفت (ژاپن، olmpis). طیف رامان به وسیله یک ریزپردازنده Action sp2750 (تجهیزات پرینسون، USA) با بزرگنمایی 600 خطی ضبط گردید. زمان انباشت در 250ms تنظیم شد که برای منطقه آنالیت ارائه شده بیش از 7 نقطه داده را به دست می دهد. 

2.3. نانو ذرات نقره
(Ag-Nps) 
نانو ذرات نقره با توجه به پروتکل Lee-Meisel بر اساس کاهش نیترات نقره (Sigma-Aldrich,USA) با سدیم سیترات دی هیدراته، سنتز شد.  سوسپانسیون های کلوئیدی حاصل از جذب ماکسیم 430nm و لظت نقره 0.11 mg/ml بود. 
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شکل 1 A- تصویر تراشه های ساخته شده جهت آزمایشات MCE-SERS نمونه های ورودی-SI. نمونه های خروجی-SO الکترلیت پس زمینه ورودی-BI الکترولیت پس زمینه خروجی-BO. کانال های جانبی- S1,s2. اعداد نشان دهنده طول بر حسب mm می باشد. پنجره تعبیه شده نشان دهنده پروفایل کانال است. تصاویر میکروسکوپی ساختار دوزسنجی و نمونه گیری به ترتیب B,C.
تکرار پذیری سنتز نانو ذرات با استفاده اندازه گیری حاصل از سه آزمایش نانو پیوسته کلوئیدی، با استفاده از طیف سنج UV-vis ارزیابی شد. از آنجاییکه توزیع شکل و سایز نانو ذرات بر افزایش سیگنال SERS تاثیر می گذارد. این مسئله حائز اهمیت است. با ماکسیم جذب 430nm (شکل S2A) مقادیر قابل مقایسه ای به دست آمد. یک از نمونه های ناپیوسته توسط میکروسکوپ الکترونی اسکن گردید (SEM) (شکل S2B). 
در برخی آزمایشات جمع آوری NPS با افزودن سدیم کلرید (آلمانCarl Roth,) آغاز شد.برای افزایش غلظت نانو ذرات، 1 میلی لیتر کلوئید خام به مدت 10 دقیقه در 13000rpm سانتریفیوژ گردید (Galax 14D, USA). حجم مایع رویی با توجه به فاکتور غلظت مطلوب محاسبه شد. نانو ذرات تغلیظ شده برای رسیدن به غلظت نهایی بافر 200M محلول رودامین، برای رسیدن به غلظت (7.7) 10%  ایزوپروپانول به کلوئید افزوده شد. 

2.4. مواد 
محلول های استوک رودامین (Rh 6G) 6G . رودامین 123 و رودامین (Rh 110) 110 در غلظت 0.1nm از طریق حل کردن در MOPS 20mm با 10% حجمی ایزوپروپانول آماده گردید. هر سه رودامین از Sigma_Aldrich در USA خریداری شد. محلول آنالیت رودامین با رقیق سازی محلول استوک در BGE تا غلظت 10M برای Rh123 و Rh110  و 30M  برای Rh 6G به دست آمد. به منظور آماده سازی یک محلول استوک ریبوفلاوین (Sigma Aldrich,USA) ، این محلول برای به دست آوردن ریبوفلاوین با غلظت 1mM در 10 mM NaOH حل شد. این محلول استوک هر هفته تهیه می شد. محلول های کاری با رقیق کردن در BGE تا غلظت 50M به دست آمد. همه محلول های استوک در دمای اتاق و در تاریکی نگهداری شد. 
یک نمونه ارنس بابیکو(سس ساندویچ آمریکایی ،H.j Heinz Gmb آلمان) با پراکندگی 1g سس در 1mL از 5mM Naoh به وسیله اولتراسونیک، تهیه شد. محلول به دست آمده در یک ویال پلاستیکی تجدید پذیر در 13000rpm به مدت 7 دقیقه سانتریفیوژ گردید و یک سیستم سه لایه به دست آمد (شکل S3). محلول سبک زرد رنگ از لایه میانی به وسیله پیپت حذف شد. قبل از آنالیز، محلول به وسیله فیلترهای قابل تجزیه با سایز حفره 0.22m فیلترشده (Restek,GmbH آلمان) و به وسیله آب دیونیزه سه برابر رقیق گردید. اطلاعات جزئی در مورد مواد تشکیل دهنده سس. در اطلاعات تکمیلی ارائه شده است. 

3. بحپ و نتیجه گیری 
هدف از این کار توسعه رویکرد میکروفلوئیدی برای ترکیب جداسازی الکتروفورزی و اسپکتروسکوپی رامان افزایش سطح در یک دستگاه می باشد. این عمل باید قدرت تفکیک بالای تراشه الکتروفورزی و قابلیت های SERS را به عنوان یک روش اسپکتروسکوپی ارتعاشی برای شناسایی، ترکیب کند. بدین منظور تراشه های شیشه ای را با اتصالات متقارنی در انتهای کانال جداسازی برای افزودن محلول های کلوئیدی نقره، طراحی کرده و ساختیم- ساختار دوزسنجی مذکور(شکل1) در این طرح کانال های جداسازی از Np  ها خالی شده و در نتیجه از اثرات مخرب جداسازی الکتروفورزی مانند ترسیب NP و واکنش های نامطلوب آنالیت ها و NP جلوگیری می شود. عناصر میکروفلوئیدی از دو کانال جانبی تشکیل شده که به طور متقارن از دو طرف به کنال MCE متصل می شود. دو کانال جانبی برای دستیابی به توزیع سریع و همگون NPها در طول کانال و جهت ایجاد امکان افزودن واکنش گرهای ثانویه طراحی شد. پس از اتصال (در ناحیه تشخیص) کانال به آهستگی عریض شد تا از سرعت یافتن MCE به علت افزودن مجلول های جانبی جلوگیری شود. 

3.1. موقعیت یابی  پنجره تشخیص
یک پیش شرط برای دستیابی به سیگنال های چشمگیر SERS ترکیبات جداشده عبارت است از تماس ترکیب NPها و آنالیت های مربوطه است. به کار بردن ساختارهای میکسر روشی برای نزدیک کردن NP ها و آنالیت ها پس از جداسازی است [5,25]. متاسفانه میکسرهای بر پایه جریان متلاطم منجر به کاهش بازدهی جداسازی می شود[13]. میکسرهای بر پایه پراکندگی جایگزین بهتری می باشد [22,26]. کاربرد آن ها بر اساس دو جریان پیشرو و راندن آنها به وسیله حرکت براونی می باشد. از آن جاییکه انتشار یک پدیده وابسته به زمان است، مکان یابی دقیق پنجره انتشار حائز اهمیت است. در سیستم پیشنهادی MCE-SERS اختلاط سه جریان الزامی است. جریان میانی محلول کانال الکتروفورز است که توسط دو جریان جانبی همراه محلول های کلوئیدی نقره اضافه شده است. 
اگر چه اضافه کردن NP ها برای بهبود اثر سطحی حیاتی است، جریان های جانبی می تواند به تغییرات در شکل و یا شدت پیک گردد. برای بررسی تاثیر جریان جانبی، چهار پنجره تشخیص در فاصله 1،10،17.5 و 25 میلی متر پس از اتصال انتخاب گردید. در یک سری از آزمایشات MCE اثر با استفاده از تصویر برداری میکروسکوپ فلوئورسانس و تشخیص فلوئور سانس مورد مطالعه قرار گرفت. جهت تمرکز کامل بر اثر جریان های جانبی و حذف فاکتور برهم کنش NP- آنالیت، هر دو کانال جانبی در این آزمایش توسط BGE پر شد. 
با توجه به پتانسیل تشخیص فلوئور سانس و SERS یک محلول آزمایشی از 3 رودامین (Rh 123,Rh6G,Rh110) برای سنجش مشخصات دستگاه میکروفلوئیدی انتخاب گردید. در PH انتخابی Rh 6G , Rh123 (PH=6.5) دارای بار مثبت اما Rh110  از نظر بار خنثی بود و در نتیجه به عنوان نشانگری برای جریان الکتوراسمزی شناخته شد.
داده های حاصل از جداسازی MCE نشانگر افت چشمگیری در شدت از 1mm به 10mm بود (افت مشاهده شده حدود 35% ارتفاع پیک بود). در حالیکه بیشتر نقاط، شدت بدون تغیر باقی می ماند (شکل 2A) این بدان معنی است که آنالیت ها به طور کامل به دو طرف در 10میلی متداول نفوذ کرده اند. این نتیجه گیری توسط مشاهدات میکروسکوپی تایید شد. دو رنگ آلی برای رنگ آمیزی فلوئورسنت BGE پر شد. با پیاده سازی شرایط ولتاژ آزمایشات قبلی محلول های MCE  ویال های S1,S2 به سمت محل اتصال رانده شده و با جریان الکتورلیت حاصل از الکتروفورز ادغام گردید. تصاویر میکروسکوپ فلوئورسانس در محل اتصال کانال در فاصله 1 و10 میلی متر پس از اتصال به طور واضح نشان دهنده تفاوت توزیع غلظت (شکل2B) است. در حالیکه مستقیما در محل اتصال و در فاصله 1 میلی متر هر سه جریان هنوز آشکار شده بود، در فاصله 10 میلی متر، ترکیب فلوئورسنت به طور مساوی در مرکز کانال پخش شده بود. 
با تغییر مکان پنجره تشخیص علاوه بر کاهش شدت تاثیر منفی در عرض پیک نیز مشاهده شد. این نتیجه بیشتر مورد Rh 6G مشهود است. که تغییر پنجره تشخیص از 1mm تا 25mm موجب کاهش تعداد صفحات نظری از 28.000 تا 10.0000می شود. برای اولین پیک مهاجرت (یعنی Rh123) بازدهی جداسازی از 60.000 به 50.000 کاهش یافت. عریض شدن پیک می تواند به انتشار محوری و افزودن احتمالی با مشارکت برهمکنش دیواره آنالیت نسبت داده شود. 
[image: ]
شکل 2. A-جداسازی MCE (1) رودامین 123 (2) رودامین 6G و (3) رودامین 110 با تشخیص فلوئورسانس در محل نقطه مختلف (1،10،17.5و25 میلی متر) پس از اتصال، افزودن BGE با اتصال دوز سنج. تصویر میکروسکوپی جریان درون تراشه میکروفلوئیدی با استفاده از محلول های رنگی فلوئورسانس

3.2. آزمایشات MCE-SERS 
در مطالعات قبلی از فلوئورسانس روشن ترکیبات برای تصویر برداری و تشخیص مناسب و حساس مورد استفاده قرار دادیم. محتوای اطلاعاتی اندازه گیری های SERS بسیار حساس  مورد استفاده قرار دادیم. محتوای اطلاعاتی اندازه گیری های SERS بسیار بالاتر است طیف لرزشی است که برای شناسایی ترکیبات استفاده می شود. یکی دیگر از مزایای تشخیص رامان در مقایسه با فلوئورسانس این است که در اصل یک روش بدون برچسب است. 
با توجه به نتایج فصل 3.1 نزدیک بودن موقعیت پنجره به محل اتصال با توجه به حساسیت تشخیص و شکل پیک نوارهای جداشده می تواند مفید باشد. با این حال همان طور که تصاویر میکروسکوپی مشخص است (در شکل 2B) موقعیت 1 میلی متری پس از اتصال مناسب نیست چون اجازه نفوذ NP ها را به جریان MCE نمیدهد. در نتیجه نقطه شناسایی برای آزمایشات MCE-SERS در 10 میلی متری نقطه اتصال قرار داده شد. 
قبل از آزمایش MCE_SERS تعامل رودامین با محلول های کلوئیدی نقره (110,123,Rh6G) توسط مشاهدات میکروسکوپی مورد آزمایش قرار گرفت شکل 4هرسه رودامین به طور جداگانه به کلوئید غلیظ افزوده شد. مشخص شد که در این شرایط، آنالیت های دارای بار مثبت (Rh 123 , Rh 6G) با جذب نانو ذرات Ag موجب تجمع NPها گردیدند. در ننقطه مقابل حضور Rh110 خنثی تاثیری در ظهور کلی کلوئیدی نداشت. این امر را می توان به علت خنثی بودن بار آن و کاهش شدید تمایل به جذب بار منفی و در نتیجه کاهش تجمع داشت. 
محلول رودامین به عنوان نمونه مدل برای تشخیص مشخصات دستگاه میکروفلوئیدی MCE_SERS استفاده شد. هر دو کانال جانبی با نانو ذرات Ag  با 0.1mg/mL از نقره پر شد. به طور شگفت با وجود اینکه فاصله 10 میلی متری برای جریان های آنالیت و نانو ذره کافی است اما نتایج کاملا نا امید کننده بود. از سه رودامین مورد استفاده تنها Rh 6G طیف رامان بسیار ضعیفی ارائه داد در حالیکه Rh123 و Rh110 فقط فلوئورسانس نشان داد. برای نتایج به شکل S5 مراجعه کنید. 
در SERS  بالاترین افزایش سیگنال را می توان در نقاطی که نقطه اشتراک (Hotspot) نامیده می شود  و بین دو یا سه NP قرار می گیرد به دست آورد[8]. به منظور تجمع نانوذرات افزودن کلرید به عنوان راهی بالقوه برای بهبود سیگنال SERS مورد آزمایش قرار گفت. در حالیکه کانال دوم برای نگه داری 100mm از Nacl  به کار رفت. داده های به دست آمده در شکل 3A نشان داده شده است. 
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شکل 3. A- جداسازی MCE (1) رودامین 123 (2) رودامین 6G و (3) رودامین 110 با مشخص SERS (نوار تشخیصی 1650cm-1). نقطه تشخیص در 10 میلی متری اتصال قرار داده شده. نانوذرات Ag و محلول NaCl توسط تزریق وارد گردید. B- طیف اصلاح شده SERS رودامین 123 برگرفته از پیک ماکسیم C- طیف اصلاح شده SERS رودامین 6G برگرفته از پیک ماکسیمم D- در پنجره نصب شده فرکانس نمونه گیری جمع آوری نشان داده شد.
افزودن کلرید به محلول: به طور چشمگیری شدت سیگنال رامان را افزایش داد با وجود اینکه هر سه رودامین حاوی پس زمینه ی فلوئورسانس نسبتا قوی بودند(شکل ۵ را ببینید) هر دو آنالیت با بار مثبت(RH123, RHSG) دارای باندهای رامان واضح بودند(شکل C و 3B). از این مشاهدات نتیجه گرفتیم که امیدوارکننده ترین نتایج ممکن است با اضافه شدن همزمان NPها و کلرید ها از طریق دو کانال جانبی و با قراردادن پنجره  تشخیص در ۱۰میلی متری بعد از اتصال باشد.پس دستگاه برای تکرارپذیری در یک سری آنالیزهای مکرر MCE-SERS مورد ارزیابی قرار گرفت.RSD زمان تایم به محدوده 0.9-1.3%(N=7) رسید و نتایج به دست آمده بسیار امیدوارکننده بود. شدت باندهای RSD رامان 15-20% (n=7) بود. این RSD نسبتا بالا در سیگنال های رامان را می توان به این امر مربوط دانست که شکل گیری NP های ناشی از کلرید به طور خاص منجر به افزایش مقاومت می شود. 
زمان دریافت اطلاعات سیگنال رامان بر حساسیت  ارزیابی های MCE-SERS تاثیر میگذارد. برای توصیف یک پیک کروماتوگرافیکی با الکتروفورزی حداقل ۷ نقطه داده مورد نیاز است. برای رسیدن به این امر زمان تشخیص رامان انباشت برابر 250M منعکس کننده ی فرکانس 4Hz انتخاب شد که تضمین کننده  حداقل ۷ نقطه داده  در منطقه تحلیل است. فرکانس نمونه برداری داده ها در پنجره داده شده در شکل 3D نشان داده شده است. در تشخیص فلوئورسانس با استفاده از 25Hz داده های بیشتری را می توان به دست  آورد. 
لازم به ذکر است که همچنین در تجزیه و تحلیل رودامین ها غلظت های بالاتری از کلوئید(بیش از 0.1میلی گرم بر میلی لیتر نقره) مورد بررسی قرار گرفت(شکل ۶)  علیرغم اینکه غلظت های بالاتر نقره حساسیت را بالاتر میبرد موجب گسترش شدید پیک Rh6G نیز میگردد که به شدت بر دقت جداسازی تاثیر میگذارد. این گسترش می تواند به جذب Rh6G به سطح و به ویژه به Ag-Np مربوط باشد [8و27] که می تواند در دیواره های کانال رسوب کند و انباشته شود. درحالی که Rh123 و Rh110 به طور برگشت پذیر به نانو ذرات جذب شده بودند و یا در امتداد NP ها بودند، Rh6G برهمکنش های قوی تری با NP داشته و موجب گسترش پیک شده است. بنابراین غلظت 0.1mg/ml از NP ها به عنوان مناسبترین غلظت برای آنالیز MCE-SERS در مدل انتخابی تعیین شده است.
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شکل4  A. تاثیر غلظت کلوئید نقره بر ریبو فلاوین (50Mm) که به عنوان مقدار S/N برای سه باند رامان تعیین شده است. نوارهای خط نشان دهنده انحراف معیار (n-3). C,B- تعیین تاثیر کلریدها برسیگنال SERS ریبوفلاوین. آنالیز MCE با تشخیص SERS محلول استاندارد ریبوفلاوین (50Mm) با افزودن Nacl (مشکی) در کانال های جانبی 3- طیف SERS که پیک ماکسیمم گرفته شده است . C-  الکتروفروگرام MCE با تشخیص SERS محلول استاندارد ریبوفلاوین (باند تشخیص //163cm-1 ).

3.3. آنالیز MCE-SERS ریبوفلاوین 
پس از اینکه توانستیم عملکرد این رویکرد را به وسیله یک مدل نسبتا ساده اثبات کنیم ، دستگاه را برای آنالیز یک ترکیب در یک محلول پیچیده مورد بررسی قرار دادیم که معمولا قبل از تجزیه و تحلیل SERS مورد نیاز است . 
ریبوفلاوین (ویتامین B)  یک ترکیب محلول در آب متعلق به یک بخش ضروری از رژیم غذایی انسان با مصرف روزانه توصیه شده 1 تا 1/4 میلی گرم است[ ۲۸] اگر چه به طور طبیعی در بسیاری از منابع (مثل شیر ، تخم مرغ، آجیل ، ماهی،گوشت گاو و... ) وجود دارد، بخش متداولی از بسیاری از مکمل های غذایی است . در صنایع غذایی همچنین به عنوان یک رنگ خوراکی زرد- سبز به کار می رود. در نتیجه تعیین ریبوفلاوین جنبه مهمی از کنترل کیفی غذا و داروست . روش های متعددی برای آنالیز آن در گذشته وجود داشته است- فلوئورسانس  [ 12,29] ، روش های الکتروآنالیزی [30] ،  [19]UV-VIS و اسپکروسکپی جرمی از متداولترین روش ها بوده است. متأسفانه این تکنیک‌ها تنها سیگنال های غیر انتخابی را ارائه می دهند و یا به ابزار آلات گران قیمتی نیاز دارند. در مقابل SERS با توجه به اطلاعات اثر انگشتی اش امکان شناسایی دقیق آنالیت را بدون نیاز به ابزار دقیق پیجیده فراهم می کند. علاوه بر این باندهای باریک می توانند به طور خاص تجزیه و تحلیل ویژگی های بیشتر را در همان زمان [6,31] و / یا امکان شناسایی آنالیت از یک ماتریش یا تداخل کنند[32]. علیرغم این واقعیت، نمونه هایی از یک ماتریس پیچیده تر یا تداخل کننده، قبل از بررسی SERS نیاز به جدا سازی دارد. این موضوع در مثال زیر در تجزیه ریبوفلاوین در سس باربیکیو نشان داده شده است. هدف این قسمت از کار کمی سازی ریبوفلاوین نیست بلکه بر اهمیت گام جداسازی قبل از تشخیص SERS تاکید می کند. 
در حالیکه در مورد آنالیز محلول رودامین کلوئیدها حاوی بیشض از 0.1mg/ml نقره منجر به از دست دادن وضوح جداسازی می شود، برای ریبوفلاوین  افزایش قابل توجهی از پاسخ SERS را بدون گسترش قابل توجه پیک به همراه دارد (شکلS7) در نتیجه غلظت های کلوئید نقره در محدوده 0.4-4.8 mg/mL به طور سیستماتیک برای آنالیز ریبو MCE-SERS ریبوفلاوین ارزیابی شد. نتایج یک سیگنال خطی افزایش تا غلظت 3.2 mg/L  و متعاقب آن یک افت سیگنال در غغلظت های بالاتر را نشنا داد (شکل 4A). ما این کاهش شدت را به حذف سیترات پایدار کننده از کلوئید (با توجه به گام غلظت)نسبت دادیم که موجب تمجع زیاد NP ها می شود. بر اساس این مشاهدات برای آزمایش های بیشتر با ریبوفلاوین، یک مخلوط کلوئیدی با 3.2mg/ml نقره استفاده شد. در یک سری آزمایشات RSD زمان مهاجرت کمتر از 0.5%  (n=5) تعیین شد. و حد تشخیص (LOD) در سطح 1M  بود. 
[image: ]
شکل 5 A- جداسازی MCE با تشخیص SERS ریبوفلاوین در سس BBQ متناظر با داده های ناحیه ماکسیمم ریبوفلاوین (روند مشکی رنگ)
محلول استاندارد ریبوفلاوین با MCE-SERS با استفاده از تراشه پیشرفته میکروفلوئیدی با طراحی دو کانال جانبی برای نگه  داری NP ها  و کلرید ها به صورتی که در فصل قبلی بهیته سازی شد، آنالیز گردید. با کمال تعجب ، افزودن کلرید به طور چشمگیری سیگنال‌های SERS ریبوفلاوین را کاهش داد این پدیده غیر منتظره در شکل 4B و C نشان داده شده که یک ناحیه ریبوفلاوین با MCE-SERS بدون( خط مشکی ) افزودن کلریدها و با افزودن کلریدها (خط قرمز) از طریق یک کانال جانبی ارزیابی شده است. با وجود اینکه افزودن Ag-Np به تنهایی طیف های SERS واضحی را به وجود می آورد.(شکل 4B).افزودن کلرید به طور کامل نوارهای رامان را کاهش داده و الکترو پروگراف ضبط شده (شکل 4c) موجب افزایش چشمگیر فلورسانس گردید تاثیر یدیدها، کلریدها و برومیدها بر طیف SERS ریبوفلاوین به طور مفصل توسط لیو و همکاران مطالعه شده است. آنان برای هر سه هالید افت شدید شدت و تغییرات کمی در انتقال رامان مشاهده نمودند [۳۳] .این رفتار به جذب رقابتی بین هالیدها و NP ها نسبت داده می‌شود.با توجه به این موضوع هر دو کانال جانبی برای تامین نانوذرات نقره استفاده شد و کلریدها از آزمایشهای ریبوفلاوین حذف شدند 
پس از این روش ریبوفلاوین از یک نمونه سس باربیکیو آنالیز شد . در سس ریبوفلاوین به عنوان رنگ زرد-سبز به کار برده می‌شود قابل ذکر است که علاوه بر سایر مواد( اطلاعات تکمیلی را ببینید). سدیم کلرید نیز در سس وجود دارد.
یک آنالیز مستقیم SERS از سس باربیکیو بدون پیش جداسازی نشان داد که ماتریس به شدت در آنالیز طیف سنجی اختلال ایجاد میکند ( شکل 5B روند آبی رنگ).آنالیز مربوط در تراشه MCE-SERS ما نشان دهنده پتانسیل بالای این نوع جداسازی ترکیبی و دستگاه SERS است. در حین جداسازی الکتروفورز آنالیت به طور موثر از ماتریس متداخل جدا شد. این امر منجر به یک طیف مشخص از طیف الکتروفورزی ( شکل 5A) به صورتی که در شکل 5B با خطوط مشکی نشان داده شده می گردد .
این مثال بسیار ساده نشان دهنده مفید بودن مرحله جداسازی MCE  قبل از تحلیل SERS برای نمونه هایی با ماتریس متداخل است. این رویکرد همچنین بایستی برای سایر ماتریس های مختلط حاوی هالید مثل نمونه های ادراری نیز مفید خواهد بود[34].

4. نتایج
دستگاه شیشه ای معرفی شده یک کانال الکتروفورزی و یک کانال تشخیص SERS را برای دستیابی به طیف رامان یکپارچه سازی می‌کند .طراحی دستگاه بر اساس دو کانال جانبی است که محلول نانو ذره و یک عامل تجمعی را برای جریان خروجی الکتروفورز تامین می کند. از آن جا که اختلاط هر سه جریان تنها از طریق نفوذ امکنا پذیر می گردد، در ای نروش در مقایسه با میکسرهای متلاطم گسترش پیک و نقص وضوح جداسازی کاهش می یابد. یکپارچه سازی کل کانال های مایع در یک ترشاه در مقایسه با روش های سنتی که از اتصالات استفاده می شده، تحقق فنی را ساده تر نموده است. 
ویژگی های تراشه SERS الکتروفورزی یکپارچه از طریق آنالیز سه محلول رودامین مشخص گردید. موقعیت صحیح پنجره تشخیص و نیز غلظت بهینه کلوئید برای عملکرد مناسب دستگاه ضروری است. پتانسیل چنین دستگاهی بریا انالیز SERS ترکیبات درون محلول پیچیده با آنالیز ریبوفلاوین در سس باربیکیو مشخص شد. 
علیرغم  اینکه دستگاه RSD های مناسبی از زمان های مهاجرت (کمتر از 1.5% ) به دست می دهد اما همچنان پتانسیل هایی برای بهبود حساسیت وجود دارد. برای افزایش حساسیت، در کارهای آینده تمایل داریم بر اجرای یک مرحله غلظت (مثل انبساط میدان مغناطیسی یا اصطکاک گذرا) و یا طراحی دستگاه با سنتز روی تراشه ای NP ها تمرکز کنیم [3,5]. 
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