
        
            
                
            
        

    
	Κεφάλαιο 9: Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση

	 

	Αναστασία-Στέλλα Ζώτου

	 

	Σύνοψη 

	Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζονται οι βασικές αρχές λειτουργίας της τεχνικής της Τριχοειδούς Ηλεκτροφόρησης, οι αναλυτικές παράμετροι, οι διάφοροι τρόποι διαχωρισμού, η οργανολογία και οι λειτουργικές παράμετροι της τεχνικής. Ιδιαίτερη έμφαση δίνεται στην ανίχνευση με χρήση φασματομετρίας μαζών. 

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Για την καλύτερη κατανόηση των εννοιών του κεφαλαίου, χρήσιμη γνώση για τον αναγνώστη μπορεί να βρεθεί σε συγγράμματα Ενόργανης Ανάλυσης, Βιοχημείας και Βιολογίας. 

	 

	9.1. Εισαγωγή – Ιστορική Αναδρομή

	 

	Ως Ηλεκτροφόρηση ορίζεται η διαφορική κίνηση φορτισμένων ειδών (ιόντων) με έλξη ή άπωση σε ηλεκτρικό πεδίο. Στην πράξη, ένα θετικό (άνοδος) και ένα αρνητικό ηλεκτρόδιο (κάθοδος) τοποθετούνται σε διάλυμα που περιέχει ιόντα. Όταν εφαρμοστεί τάση μεταξύ των ηλεκτροδίων, τα ανιόντα και τα κατιόντα του διαλύματος θα μετακινηθούν προς το ηλεκτρόδιο αντίθετου φορτίου. Η Ηλεκτροφόρηση ως τεχνική διαχωρισμού, έγινε γνωστή από τον Tiselius το 1937, ο οποίος τοποθετώντας μίγματα πρωτεϊνών μεταξύ ρυθμιστικών διαλυμάτων σε ένα σωλήνα και εφαρμόζοντας ηλεκτρικό πεδίο, διαπίστωσε ότι τα συστατικά του δείγματος μετανάστευσαν σε μια κατεύθυνση και με ένα ρυθμό, ο οποίος καθορίζεται από το φορτίο και την ευκινησία τους. 

	Η απόδοση του διαχωρισμού σε ελεύθερο διάλυμα, όπως πραγματοποιήθηκε από τον Tiselius, υπόκειται σε περιορισμούς λόγω θερμικής διάχυσης και μεταγωγής της θερμότητας. Για το λόγο αυτό, η Ηλεκτροφόρηση παραδοσιακά έχει πραγματοποιηθεί σε μέσα που δε μεταδίδουν τη θερμότητα, όπως πηκτές πολυακρυλαμιδίου ή αγαρόζης. Η Ηλεκτροφόρηση με πηκτή σε επίπεδη διάταξη, ή αλλιώς Ηλεκτροφόρηση Πλάκας (slab-gel electrophoresis) ή σε κυλινδρικούς σωλήνες έχει χρησιμοποιηθεί, κατά κύριο λόγο, για τον εξαρτώμενο από το μέγεθος διαχωρισμό βιολογικών μακρομορίων, όπως νουκλεϊκά οξέα και πρωτεΐνες.

	Αν και είναι μια από τις πλέον ευρέως χρησιμοποιούμενες τεχνικές διαχωρισμού, η Ηλεκτροφόρηση Πλάκας, πάσχει γενικά από μακρούς χρόνους ανάλυσης, και χαμηλές αποδόσεις και δυσκολίες στην ανίχνευση και τον αυτοματισμό. Μια εναλλακτική λύση για τη διάταξη σε επίπεδη μορφή είναι η εκτέλεση του ηλεκτροφορητικού διαχωρισμού σε ανοικτούς σωλήνες μικρής διαμέτρου ή σε τριχοειδείς. 

	Οι πρώτες εργασίες με ηλεκτροφόρηση σε ανοικτούς σωλήνες, δημοσιεύονται από τον Hjerten το 1967, με περιστροφή των σωλήνων κατά μήκος του διαμήκους άξονά τους για την ελαχιστοποίηση των επιπτώσεων της μεταγωγής θερμότητας. Αργότερα ο Virtanen και στη συνέχεια οι Mikkers και Everaerts πραγματοποίησαν Ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδείς κατασκευασμένους από γυαλί και τεφλόν αντίστοιχα, με εσωτερική διάμετρο (id) περίπου 200 μm. Στις αρχές της δεκαετίας του 1980, οι Jorgenson και Lukacs προώθησαν την τεχνική με τη χρήση τριχοειδούς, 75 μm id, από τηγμένο οξείδιο του πυριτίου. Ο Jorgenson διατύπωσε, επίσης τη θεωρία, περιέγραψε τις σχέσεις μεταξύ των λειτουργικών παραμέτρων και της ποιότητας διαχωρισμού και ανέδειξε το δυναμικό της Τριχοειδούς Ηλεκτροφόρησης ως αναλυτικής τεχνικής.

	 

	9.2. Αρχές Λειτουργίας

	 

	Η Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση (Capillary Electrophoresis, CE) μπορεί να θεωρηθεί ως η ενόργανη προσέγγιση της συμβατικής Ηλεκτροφόρησης και είναι μια διαχωριστική τεχνική υψηλής απόδοσης, στην οποία η Ηλεκτροφόρηση διεξάγεται σε στενούς τριχοειδείς σωλήνες, μικρής εσωτερικής διαμέτρου, συνήθως 25 έως 100 μm, οι οποίοι έχουν πληρωθεί με ρυθμιστικό διάλυμα και πραγματοποιούνται διαχωρισμοί τόσο μικρών όσο και μεγάλων μορίων. Οι διαχωρισμοί αυτοί διευκολύνονται από τη χρήση υψηλών τάσεων, οι οποίες δημιουργούν ηλεκτροωσμωτική ροή (electroosmotic flow, EOF) και ηλεκτροφορητική ροή των ρυθμιστικών διαλυμάτων και των φορτισμένων συστατικών, αντίστοιχα, μέσα στον τριχοειδή. Η χρήση τριχοειδούς σωλήνα προσφέρει πολυάριθμα πλεονεκτήματα, ειδικότερα σε σχέση με τα επιβλαβή αποτελέσματα της θέρμανσης Joule. Η υψηλή ηλεκτρική αντίσταση του τριχοειδούς επιτρέπει την εφαρμογή πολύ υψηλών ηλεκτρικών πεδίων ( 100 έως 500 V/cm ) και υψηλών τάσεων ( 10 έως 30 kV), με ελάχιστη μόνον παραγωγή θερμότητας. Επιπλέον, η μεγάλη αναλογία επιφανείας προς όγκο του τριχοειδούς, διαχέει αποτελεσματικά τη θερμότητα που δημιουργείται. 

	Η χρήση των υψηλών ηλεκτρικών πεδίων οδηγεί σε σύντομους χρόνους ανάλυσης, υψηλή απόδοση και αποτελεσματικό διαχωρισμό. Η υψηλή απόδοση, συχνά, σε περίσσεια 105 θεωρητικών πλακών, οφείλεται στην επίπεδη κατατομή (profile) της EOF, που είναι η ροή της κύριας μάζας του διαλύματος μέσα στον τριχοειδή. Αυτή η ροή επιτρέπει, επίσης την ταυτόχρονη ανάλυση όλων των προσδιοριζόμενων ουσιών, ανεξαρτήτως φορτίου. Οι διάφοροι τρόποι (modes) διαχωρισμού που υπάρχουν, στηρίζονται σε διαφορετικούς μηχανισμούς διαχωρισμού και προσφέρουν διαφορετική εκλεκτικότητα. Επιπλέον, οι ελάχιστες απαιτήσεις σε όγκο δείγματος (1 έως 10 nL ), η δυνατότητα ανίχνευσης επάνω στη στήλη (on-column) και το δυναμικό της τεχνικής για ποσοτική ανάλυση και αυτοματοποίηση την καθιστούν μια διαχωριστική τεχνική υψηλών προδιαγραφών. Οι ιδιότητες των διαχωρισμών και τα ηλεκτροφερογράμματα που προκύπτουν, έχουν χαρακτηριστικά τόσο από την παραδοσιακή Ηλεκτροφόρηση Πηκτής Πολυακρυλαμιδίου (PAGE), όσο και από την Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Πίεσης (HPLC). Παρ’ όλα αυτά, οι μηχανισμοί διαχωρισμού στη CE είναι σημαντικά διαφορετικοί απ’ αυτούς της Υγρής Χρωματογραφίας κι έτσι μπορούν να προσφέρουν συμπληρωματικές αναλύσεις. Επιπλέον, η CE μπορεί να προσφέρει απλούστερη ανάπτυξη μεθόδων, ελάχιστες απαιτήσεις όγκων δείγματος και απουσία οργανικών αποβλήτων. Ένα από τα βασικότερα πλεονεκτήματα της CE είναι το ευρύ πεδίο εφαρμογών της. Ενώ αρχικά θεωρήθηκε, κατά κύριο λόγο, κατάλληλη για την ανάλυση βιολογικών μακρομορίων, αποδείχθηκε πολύ χρήσιμη για διαχωρισμούς ενώσεων, όπως αμινοξέα, χειρόμορφα φάρμακα, βιταμίνες, φυτοφάρμακα, ανόργανα ιόντα, οργανικά οξέα, χρωστικές, επιφανειοδραστικές ενώσεις, πεπτίδια και πρωτεΐνες, υδατάνθρακες, ολιγονουκλεοτίδια και θραύσματα DNA και ακόμη ολόκληρα κύτταρα και σωματίδια ιών.

	Τα βασικά χαρακτηριστικά της CE είναι:

	 

	
		Χρήση τριχοειδών σωλήνων από τηγμένο οξείδιο του πυριτίου, μήκους (μέχρι τον ανιχνευτή) 10-100 cm, μικρής εσωτερικής διαμέτρου (25 έως 75 μm), εξωτερικής διαμέτρου 300-400 μm, με εξωτερική επίστρωση από πολυιμίδιο, όπου διεξάγονται οι ηλεκτροφορητικοί διαχωρισμοί.

		Εφαρμογή υψηλών τάσεων (10 έως 30 kV) και ισχυρών ηλεκτρικών πεδίων (100 έως 500 V/cm) κατά μήκος του τριχοειδούς.

		Χρήση ανιχνευτών σύγχρονης τεχνολογίας, με ανίχνευση on-column. 

		Υψηλή ηλεκτρική αντίσταση του τριχοειδούς, η οποία περιορίζει τη δημιουργία ρεύματος και θέρμανσης στο εσωτερικό του.

		Υψηλή απόδοση διαχωρισμού (N>105 ως 106) και σύντομοι χρόνοι ανάλυσης.

		Απαίτηση πολύ μικρών όγκων δείγματος (1 έως 50 nL).

		Kατανάλωση πολύ μικρών ποσοτήτων αντιδραστηρίων.

		Αυτοματοποιημένη οργανολογία για ακριβείς ποσοτικές αναλύσεις και ευκολία χειρισμού.

		Ποικιλία τρόπων λειτουργίας, -διαφορετικοί μηχανισμοί διαχωρισμού-, με επακόλουθη αύξηση της εκλεκτικότητας.

		Εφαρμοσιμότητα σε ευρύτερο πεδίο δειγμάτων, συγκρινόμενη με άλλες αναλυτικές διαχωριστικές τεχνικές.



	 

	Η οργανολογία που χρησιμοποιείται στη CE είναι εξαιρετικά απλή στο σχεδιασμό, όπως φαίνεται στο Σχήμα 9.1. Τα άκρα του τριχοειδούς εμβαπτίζονται σε χωριστά δοχεία, τα οποία περιέχουν ρυθμιστικό διάλυμα. Σε κάθε δοχείο εμβαπτίζεται και ένα ηλεκτρόδιο, το οποίο συνδέεται με πηγή τροφοδοσίας υψηλής τάσης, ικανής να παρέχει μέχρι 30 kV. Μετά την πλήρωση του τριχοειδούς με ρυθμιστικό διάλυμα, το δείγμα μπορεί να εισαχθεί στον τριχοειδή, αντικαθιστώντας προσωρινά ένα από τα δοχεία του ρυθμιστικού διαλύματος (συνήθως στην άνοδο), με ένα δοχείο που περιέχει δείγμα και εφαρμόζοντας ηλεκτρικό δυναμικό ή εξωτερική πίεση, για λίγα δευτερόλεπτα. Μετά από την επανατοποθέτηση του δοχείου με το ρυθμιστικό διάλυμα, εφαρμόζεται ηλεκτρικό δυναμικό κατά μήκος του τριχοειδούς και πραγματοποιείται ο διαχωρισμός. Με ένα μη επεξεργασμένο τριχοειδή οξειδίου του πυριτίου, η ηλεκτροώσμωση προκαλεί τη ροή του ρυθμιστικού διαλύματος από την άνοδο προς την κάθοδο.

	Η CE αυτοματοποιείται εύκολα και η διάταξη των εμπορικών οργάνων φαίνεται οικεία σε όσους έχουν γνώση των σύγχρονων οργάνων της HPLC. Έτσι, αν λάβουμε υπόψη ότι η παροχή ηλεκτρικού ρεύματος ισοδυναμεί με μία αντλία HPLC και ο τριχοειδής είναι ισοδύναμος με μία στήλη, η οργανολογία είναι εντελώς ανάλογη. Ένα πλήρως αυτοματοποιημένο σύγχρονο όργανο CE περιλαμβάνει έναν αυτόματο δειγματολήπτη, μια μονάδα ανίχνευσης, ένα τροφοδοτικό υψηλής τάσης, τον τριχοειδή και φυσικά έναν υπολογιστή, ο οποίος προσφέρει τον έλεγχο του συνόλου των εργασιών, αυτοματοποιημένες μεθόδους ανάπτυξης, ακριβή έλεγχο της θερμοκρασίας και ένα προηγμένο σύστημα απαγωγής της θερμότητας. Οι αυτοματισμοί είναι κρίσιμοι για τη CE, δεδομένου ότι οι επαναλαμβανόμενες λειτουργίες είναι απαραίτητες για ακριβή ποσοτική ανάλυση. Τα πακέτα λογισμικού που χρησιμοποιούνται για τον έλεγχο των περισσότερων εμπορικών οργάνων CE βασίζονται σε μεγάλο βαθμό σε ήδη υπάρχον λογισμικό HPLC.

	Σχεδόν το σύνολο των εργασιών με CE, πριν από το 1988, διενεργούνταν σε αυτοσχέδιες συσκευές, των οποίων ο σχεδιασμός βασιζόταν στη διάταξη του Σχήματος 9.1. Ενώ ήταν σχετικά εύκολα στη χρήση τους για πειραματισμό, αυτά τα πρώιμα συστήματα ήταν ακατάλληλα για ποσοτικές αναλύσεις ρουτίνας.
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	Σχήμα 9.1. Σχηματική απεικόνιση της οργανολογίας της CE

	 

	9.3. Θεωρία

	 

	9.3.1. Ορολογία της Ηλεκτροφόρησης 

	 

	Υπάρχουν μερικές σημαντικές διαφορές μεταξύ της ονοματολογίας της Χρωματογραφίας και της CE. Για παράδειγμα, ένας θεμελιώδης όρος στη Χρωματογραφία είναι ο χρόνος συγκράτησης. Στην Ηλεκτροφόρηση, υπό ιδανικές συνθήκες, τίποτα δε συγκρατείται, οπότε, ο ανάλογος όρος γίνεται χρόνος μετανάστευσης. Ο χρόνος μετανάστευσης (tm), είναι ο χρόνος που χρειάζεται μια προσδιοριζόμενη ουσία για να μετακινηθεί από το άκρο εισόδου του τριχοειδούς, μέχρι το παράθυρο του ανιχνευτή. Άλλοι βασικοί όροι ορίζονται παρακάτω. Αυτοί περιλαμβάνουν την ηλεκτροφορητική ευκινησία, μep (cm2/Vs), την ηλεκτροφορητική ταχύτητα, vep (cm/s) και την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου, E (V/cm). Οι σχέσεις μεταξύ αυτών των παραμέτρων δίνονται στις επόμενες ενότητες.

	Για ανίχνευση επάνω στη στήλη (on-column), δύο μήκη του τριχοειδούς είναι σημαντικά: το μήκος μέχρι τον ανιχνευτή, Ld, και το ολικό μήκος, Lt. Ενώ ο μετρήσιμος διαχωρισμός λαμβάνει χώρα στο τμήμα Ld του τριχοειδούς, η ένταση του πεδίου υπολογίζεται διαιρώντας την τάση (V) προς το συνολικό μήκος του τριχοειδούς, Lt. Το υπόλοιπο μήκος του τριχοειδούς, Lt - Ld, απαιτείται για να γίνει η σύνδεση με τον ηλεκτρολύτη στο δοχείο εξόδου (βλέπε Σχήμα 9.1). Το μήκος αυτό ποικίλλει στα διάφορα εμπορικά όργανα CE από 5-10 cm. Αν αντιστρέψουμε τη συμβατική διαμόρφωση του συστήματος, στην οποία η εισαγωγή δείγματος γίνεται από την πλευρά της ανόδου, το μικρό αυτό μήκος του τριχοειδούς μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να εκτελεστούν ταχύτατοι διαχωρισμοί. Στην περίπτωση αυτή, δηλαδή, η εισαγωγή δείγματος γίνεται από την πλευρά της εξόδου, οπότε το δείγμα διανύει πολύ μικρότερη απόσταση μέχρι τον ανιχνευτή. Όταν η ανίχνευση πραγματοποιείται εκτός του τριχοειδούς (off-column), όπως για παράδειγμα με φασματομετρία μάζας, τα δύο μήκη είναι ταυτόσημα. Η γνώση των δύο μηκών είναι σημαντική, αφού ο χρόνος μετανάστευσης και η ευκινησία ορίζονται από το αποτελεσματικό μήκος, ενώ το ηλεκτρικό πεδίο ορίζεται από το συνολικό μήκος. 

	 

	9.3.2. Ηλεκτροφόρηση 

	 

	Ο διαχωρισμός στην Ηλεκτροφόρηση βασίζεται στις διαφορές στην ταχύτητα της μετανάστευσης των ιόντων, η οποία μπορεί να εκφραστεί από την εξίσωση: 

	 

	
		
				[image: Image]

				(9.1)

		

	

	                                          

	όπου:       vep = ταχύτητα μετανάστευσης του ιόντος ή ηλεκτροφορητική ταχύτητα (cm/s) 

	μep = ηλεκτροφορητική ευκινησία (cm2 /Vs) 

	Ε = ένταση ηλεκτρικού πεδίου (V /cm)

	 

	Η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου είναι συνάρτηση της εφαρμοζόμενης τάσης διαιρούμενης με το συνολικό μήκος του τριχοειδούς. Η ηλεκτροφορητική ευκινησία δείχνει πόσο γρήγορα ένα συγκεκριμένο ιόν ή μια προσδιοριζόμενη ουσία μπορεί να κινηθεί μέσα από ένα δεδομένο μέσο (όπως ένα ρυθμιστικό διάλυμα). Είναι μια έκφραση της ισορροπίας των δυνάμεων οι οποίες επενεργούν σε κάθε ιόν. Η ηλεκτρική δύναμη δρα υπέρ της κίνησης, ενώ η δύναμη τριβής κατά της κίνησης του ιόντος. Δεδομένου ότι αυτές οι δυνάμεις είναι σε μια σταθερή κατάσταση κατά τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης, η ηλεκτροφορητική ευκινησία είναι μια σταθερά (για ένα δεδομένο ιόν υπό δεδομένες συνθήκες). Η εξίσωση που περιγράφει την ηλεκτροφορητική ευκινησία είναι: 
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				(9.2)

		

	

	 

	όπου:       q = φορτίο του ιόντος 

	η = ιξώδες του διαλύματος 

	r = ακτίνα του ιόντος

	 

	Το φορτίο του ιόντος (q) είναι σταθερό για πλήρως διιστάμενα ιόντα, όπως ισχυρά οξέα ή μικρά ιόντα, αλλά μπορεί να επηρεαστεί από μεταβολές του pΗ στην περίπτωση των ασθενών οξέων ή βάσεων. Η ακτίνα του ιόντος (r) μπορεί να επηρεαστεί από ιόν αντίθετου φορτίου που βρίσκεται στο διάλυμα, ή από οποιουσδήποτε συμπλοκοποιητές που χρησιμοποιούνται. Από την εξίσωση (9.2) βλέπουμε ότι, οι διαφορές στην ηλεκτροφορητική ευκινησία προκαλούνται από διαφορές στην αναλογία φορτίου - προς - μέγεθος των ιόντων του δείγματος. Μεγαλύτερο φορτίο και μικρότερο μέγεθος ιόντος προσδίδουν μεγαλύτερη ευκινησία, ενώ χαμηλότερο φορτίο και μεγαλύτερο μέγεθος προσδίδουν μικρότερη ευκινησία.

	Η ηλεκτροφορητική ευκινησία που βρίσκεται, συνήθως, σε τυποποιημένους πίνακες, είναι μια φυσική σταθερά, που προσδιορίζεται στο σημείο της πλήρους φόρτισης μιας ουσίας και επεκτείνεται σε άπειρη αραίωση. Αυτή η τιμή, συνήθως, διαφέρει από εκείνη που προσδιορίζεται πειραματικά. Η τελευταία ονομάζεται αποτελεσματική ευκινησία, δίνεται από την εξίσωση (9.3) και συχνά εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από το pΗ και τη σύνθεση του ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης.
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				(9.3)

		

	

	                                                      

	όπου: αi = βαθμός ιοντισμού (ή διάστασης) ενός μορίου

	 

	Στις επόμενες ενότητες η αποτελεσματική ευκινησία απλά εκφράζεται με μep.

	 

	9.3.3. Ηλεκτροωσμωτική Ροή 

	 

	Ένα βασικό συστατικό της λειτουργίας της CE είναι η ηλεκτροωσμωτική ή ηλεκτροενδοσμωτική ροή (ΕΟF). Η EOF είναι η μαζική ροή του υγρού διαμέσου του τριχοειδούς και αποτελεί συνέπεια του επιφανειακού φορτίου στα τοιχώματα του τριχοειδούς. Οι τριχοειδείς από τηγμένο οξείδιο του πυριτίου, που χρησιμοποιούνται, συνήθως, για διαχωρισμούς, έχουν ιοντισμένες σιλανολικές ομάδες (SiO-), οι οποίες βρίσκονται σε επαφή με το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (background electrolyte, BGE) που περιέχεται στον τριχοειδή. Ο βαθμός ιοντισμού ελέγχεται, κυρίως, από το pΗ του ρυθμιστικού διαλύματος. Η pΚa των επιφανειακών σιλανολικών ομάδων είναι δύσκολο να προσδιοριστεί και ως επί το πλείστον δεν είναι γνωστή σε γενικές γραμμές, όμως η ΕΟF γίνεται σημαντική σε τιμές pΗ > 4. Μη-ιοντικά υλικά όπως το τεφλόν, παρουσιάζουν επίσης EOF, η οποία προφανώς, προκύπτει από προσρόφηση ανιόντων. Σε κάθε περίπτωση, σε υδατικό περιβάλλον, οι περισσότερες στερεές επιφάνειες έχουν περίσσεια αρνητικών φορτίων. Αυτό μπορεί να προκύψει από τον ιοντισμό της επιφάνειας (δηλαδή, ισορροπίες οξέων-βάσεων) ή / και από την προσρόφηση ιοντικών ενώσεων στην επιφάνεια. Για το τηγμένο οξείδιο του πυριτίου και οι δύο διαδικασίες πιθανώς συμβαίνουν, αν και η EOF ελέγχεται πιο έντονα από τις πολυάριθμες σιλανολικές ομάδες (SiOH) οι οποίες μπορεί να υπάρχουν σε ανιοντική μορφή (SiO-).

	Όταν ο τριχοειδής, από τηγμένο οξείδιο του πυριτίου, γεμίζεται με ρυθμιστικό διάλυμα, τα αρνητικά φορτισμένα τοιχώματά του (SiO-) προσελκύουν τα θετικά φορτισμένα ιόντα από το ρυθμιστικό διάλυμα, με αποτέλεσμα να δημιουργούν μια ηλεκτρική διπλοστιβάδα και μια διαφορά δυναμικού (ζήτα δυναμικό) κοντά στα τοιχώματα του τριχοειδούς, όπως περιγράφεται από το μοντέλο του Stern (Σχήμα 9.2). Το μοντέλο του Stern για μια ηλεκτρική διπλοστιβάδα, περιλαμβάνει μια σταθερή στιβάδα προσροφημένων ιόντων και μια διάχυτη στιβάδα, στην οποία η διάχυση των ιόντων μπορεί να γίνει με θερμική κίνηση. Το ζήτα δυναμικό είναι το δυναμικό σε οποιοδήποτε δεδομένο σημείο στη διπλοστιβάδα και μειώνεται εκθετικά με την αύξηση της απόστασης από την επιφάνεια των τοιχωμάτων του τριχοειδούς.
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	Σχήμα 9.2 . Μοντέλο του Stern για την κατανομή της διπλοστιβάδας φορτίου στα αρνητικά φορτισμένα τοιχώματα του τριχοειδούς, το οποίο οδηγεί στην ανάπτυξη του ζήτα δυναμικού και της ΕOF.

	 

	Όταν εφαρμόζεται τάση κατά μήκος του τριχοειδούς, τα κατιόντα στη διάχυτη στιβάδα έλκονται προς την κάθοδο και επειδή είναι επιδιαλυτωμένα παρασύρουν και την κύρια μάζα του διαλύματος. Το αποτέλεσμα είναι μια καθαρή ροή (EOF) προς την κατεύθυνση της καθόδου. Αυτή η EOF μπορεί να είναι αρκετά ισχυρή, με γραμμική ταχύτητα περίπου 2 mm/s, σε pH 9, με 20 mM ρυθμιστικού διαλύματος βορικών. Για τριχοειδή εσωτερικής διαμέτρου 50 μm, αυτό μεταφράζεται σε μια ροή όγκου περίπου 4 nL/s. Σε pΗ 3, η ΕΟF είναι πολύ χαμηλότερη, περίπου 0,5 nL/s.

	Η γραμμική ταχύτητα της ΕΟF περιγράφεται από τον τύπο: 
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				(9.4)

		

	

	                              
όπου:       veo = ταχύτητα της ΕΟF

	ε = διηλεκτρική σταθερά του ρυθμιστικού διαλύματος

	       η = ιξώδες του ρυθμιστικού διαλύματος

	ζ = ζήτα δυναμικό 

	Ε = ένταση του εφαρμοζόμενου ηλεκτρικού πεδίου 

	 

	Οι όροι που περικλείονται στην παρένθεση, ισοδυναμούν με την ευκινησία (μeo) της ηλεκτροωσμωτικής ροής:
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				(9.5)

		

	

	 

	Η σχέση μεταξύ της ευκινησίας και της ταχύτητας της EOF είναι ανάλογη με εκείνη μεταξύ ηλεκτροφορητικής ευκινησίας και ταχύτητας μετανάστευσης. Πράγματι, οι μονάδες για την ευκινησία της EOF είναι οι ίδιες με εκείνες για την ηλεκτροφορητική ευκινησία.

	Οι κύριες παράμετροι που επηρεάζουν την ευκινησία της EOF είναι: α)η διηλεκτρική σταθερά και το ιξώδες του ρυθμιστικού διαλύματος και β)το μέγεθος του ζήτα δυναμικού. Η χρήση προσθέτων στο ρυθμιστικό διάλυμα ή/και άλλες τροποποιήσεις στη σύνθεση του ρυθμιστικού διαλύματος, μπορεί να επηρεάσουν τη διηλεκτρική σταθερά και το ιξώδες του ρυθμιστικού διαλύματος. Το ιξώδες του ρυθμιστικού διαλύματος θα εξαρτηθεί, επίσης από τη θερμοκρασία στην οποία διεξάγεται ο διαχωρισμός.

	Το ζήτα δυναμικό καθορίζεται ουσιαστικά από το επιφανειακό φορτίο στα τοιχώματα του τριχοειδούς. Δεδομένου ότι το φορτίο, σε μεγάλο βαθμό, εξαρτάται από το pΗ, το μέγεθος της ΕΟF ποικίλλει ανάλογα με το pH. Σε υψηλό pΗ (pH>9), όπου οι σιλανόλες αποπρωτονιώνoνται (πλήρως ιοντισμένες), η EOF είναι σημαντικά μεγαλύτερη απ’ ό,τι σε χαμηλό pΗ (pH<4), όπου είναι πρωτονιωμένες και η ευκινησία της ΕΟF είναι ασήμαντη. Ανάλογα με τις ειδικές συνθήκες, η ΕΟF μπορεί να μεταβάλλεται κατά περισσότερο από μια τάξη μεγέθους, μεταξύ pH 2 και 12. Το ζήτα δυναμικό εξαρτάται, επίσης, από την ιοντική ισχύ του ρυθμιστικού διαλύματος, όπως περιγράφεται από τη θεωρία του διπλού στρώματος του Stern. Αυξημένες τιμές ιοντικής ισχύος έχουν ως αποτέλεσμα τη συμπίεση του διπλού στρώματος, μειωμένο ζήτα δυναμικό και μειωμένη EOF. Δηλαδή, με αύξηση της συγκέντρωσης του ηλεκτρολύτη ελαττώνεται η ΕΟF.

	Σε pH > 7, η ευκινησία της ΕΟF είναι επαρκής για να διασφαλιστεί η καθαρή μετανάστευση των περισσότερων ιόντων προς την κάθοδο, ανεξάρτητα από το φορτίο τους. Έτσι, η παρατηρούμενη ταχύτητα μετανάστευσης ενός ιόντος μπορεί να μη σχετίζεται άμεσα με την ηλεκτροφορητική του ευκινησία. Αντίθετα, συνδέεται με ένα συνδυασμό και των δύο, δηλαδή, της ηλεκτροφορητικής του ευκινησίας και της ευκινησίας της ΕΟF. Έτσι, η φαινόμενη ηλεκτροφορητική ευκινησία ενός ιόντος (μa), η οποία υπολογίζεται από την παρατηρούμενη ταχύτητα μετανάστευσής του, είναι το διανυσματικό άθροισμα της πραγματικής (ή αποτελεσματικής) ηλεκτροφορητικής ευκινησίας του (μep) και της ευκινησίας της ΕΟF (μeo), δηλαδή: 
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				(9.6)

		

	

	                                          

	Δεδομένου ότι τα δείγματα, συνήθως, εισάγονται στην άνοδο και η EOF κινείται από την άνοδο προς την κάθοδο, τα κατιόντα έχουν θετική μep, τα ουδέτερα έχουν μηδενική μep και τα ανιόντα έχουν αρνητική μep. Με άλλα λόγια, τα κατιόντα μεταναστεύουν ταχύτερα από την EOF, τα ανιόντα πιο αργά από ό,τι η EOF και τα ουδέτερα είδη μεταναστεύουν με την ίδια ταχύτητα με την ΕΟF.

	Η ΕΟF πρέπει να ελέγχεται ή ακόμη και να καταργείται, προκειμένου να λειτουργήσουν στην πράξη ορισμένοι τρόποι διαχωρισμού στη CE, όπως η ισοηλεκτρική εστίαση ή η ισοταχοφόρηση. Αυτό είναι δυνατόν, εάν χρησιμοποιηθεί τριχοειδής από μη-ιοντικό υλικό, όπως τεφλόν, ή ένας τριχοειδής με τοιχώματα κατάλληλα επικαλυμμένα. Πρόσθετα στο ρυθμιστικό διάλυμα, όπως η μεθυλοκυτταρίνη, είναι, επίσης, αποτελεσματικά στην καταστολή της EOF. Από την άλλη πλευρά, η EOF καθιστά δυνατή την ταυτόχρονη ανάλυση κατιόντων, ανιόντων και ουδέτερων ειδών σε μια μόνο ανάλυση. Σε ουδέτερο έως αλκαλικό pΗ, η EOF είναι επαρκώς ισχυρότερη από την ηλεκτροφορητική μετανάστευση, έτσι ώστε όλα τα είδη τελικώς σαρώνονται προς το αρνητικό ηλεκτρόδιο. Η σειρά της μετανάστευσης είναι κατιόντα, ουδέτερα και ανιόντα. 

	Ας φανταστούμε τη μετανάστευση μέσα στον τριχοειδή ενός διπολικού ιόντος (zwitterion), όπως ένα πεπτίδιο, σε δύο διαφορετικά pH. Σε υψηλό pΗ, η EOF είναι μεγάλη και το πεπτίδιο είναι αρνητικά φορτισμένο. Παρά την ηλεκτροφορητική ευκινησία του πεπτιδίου προς το θετικό ηλεκτρόδιο (άνοδος), η ΕΟF λόγω του μεγάλου μεγέθους της, το παρασύρει και τελικά το πεπτίδιο μεταναστεύει προς το αρνητικό ηλεκτρόδιο (κάθοδος). Σε χαμηλό pΗ, το πεπτίδιο είναι θετικά φορτισμένο και η EOF είναι πολύ μικρή. Έτσι, η ηλεκτροφορητική ευκινησία του πεπτιδίου και η EOF είναι προς το αρνητικό ηλεκτρόδιο. Σε μη επεξεργασμένους τριχοειδείς από τηγμένο οξείδιο του πυριτίου, οι περισσότερες διαλυτές ουσίες μεταναστεύουν προς το αρνητικό ηλεκτρόδιο, ανεξάρτητα από το φορτίο τους, όταν το pH του ρυθμιστικού διαλύματος είναι πάνω από 7,0. Σε όξινο pΗ, τα περισσότερα διπολικά ιόντα και τα κατιόντα θα μεταναστεύσουν, επίσης, προς το αρνητικό ηλεκτρόδιο.

	Στις μεθόδους όπου χρησιμοποιείται η τεχνική της CE, συχνά είναι απαραίτητο να μετρηθεί πειραματικά η EOF. Αυτό επιτυγχάνεται με έγχυση μιας ουδέτερης ουσίας και μέτρηση του χρόνου που χρειάζεται για να φτάσει στον ανιχνευτή. Ουσίες όπως μεθανόλη, ακετόνη και το μεσιτυλοξείδιο χρησιμοποιούνται συχνά.

	Η EOF προκαλεί μετακίνηση σχεδόν όλων των ειδών, ανεξαρτήτως φορτίου, προς την ίδια κατεύθυνση. Υπό κανονικές συνθήκες (δηλαδή, αρνητικώς φορτισμένη επιφάνεια τριχοειδούς), η ροή είναι από την άνοδο προς την κάθοδο. Τα ανιόντα θα παρασυρθούν προς την κάθοδο, επειδή το μέγεθος της ροής μπορεί να είναι μεγαλύτερο από μια τάξη μεγέθους από τις ηλεκτροφορητικές ευκινησίες τους. Έτσι, κατιόντα, ουδέτερα και ανιόντα μπορούν να ηλεκτροφορηθούν σε μια μόνο ανάλυση, δεδομένου ότι όλα μεταναστεύουν στην ίδια κατεύθυνση. Εδώ, τα κατιόντα μεταναστεύουν ταχύτατα, λόγω του ότι η ηλεκτροφορητική έλξη τους προς την κάθοδο και η EOF είναι προς την ίδια κατεύθυνση, τα ουδέτερα όλα μεταφέρονται με την ταχύτητα της EOF, αλλά δε διαχωρίζονται το ένα από το άλλο και τα ανιόντα μεταναστεύουν βραδύτερα, επειδή έλκονται από την άνοδο, και εξακολουθούν να μεταφέρονται από την EOF προς την κάθοδο (Σχήμα 9.3). 

	 

	[image: Χωρίς τίτλο]

	 

	Σχήμα 9.3. Διαφορική μετανάστευση ιόντων και ουδέτερων ειδών υπό την επίδραση της ηλεκτροωσμωτικής ροής

	 

	Στις αναλύσεις μικρών ιόντων (π.χ. νάτριο, κάλιο, χλωριούχα) το μέγεθος της EOF δεν είναι, συνήθως, μεγαλύτερο από τις ευκινησίες των ιόντων. Επιπλέον, η τροποποίηση του φορτίου των τοιχωμάτων του τριχοειδούς μπορεί να μειώσει την ΕΟF, ενώ αφήνει ανεπηρέαστη την ευκινησία του ιόντος. Σ’ αυτές τις συνθήκες, ανιόντα και κατιόντα μπορούν να μεταναστεύσουν σε αντίθετες κατευθύνσεις.

	Ένα βασικό χαρακτηριστικό της EOF είναι ότι παρουσιάζει επίπεδη κατατομή ροής, σε αντίθεση με την παραβολική ροή που παράγεται από μια εξωτερική αντλία, όπως συμβαίνει στην HPLC. Η EOF έχει επίπεδη κατατομή, επειδή η κινητήρια δύναμή της (δηλαδή, το φορτίο στα τοιχώματα του τριχοειδούς) είναι ομοιόμορφα κατανεμημένο κατά μήκος του τριχοειδούς, που σημαίνει ότι δεν υπάρχει πτώση της πίεσης μέσα στον τριχοειδή και η ροή είναι σχεδόν ομοιόμορφη σε ολόκληρο τον τριχοειδή. Η επίπεδη κατατομή ροής της EOF είναι σημαντικό φαινόμενο, επειδή ελαχιστοποιεί τη διεύρυνση των διαχωριζόμενων ζωνών, προσφέροντας υψηλές αποδόσεις διαχωρισμών, οι οποίες βασίζονται σε διαφορές της ευκινησίας των ιόντων, μικρότερες του 0,05%. 

	 

	9.3.3.1. Έλεγχος της EOF 

	 

	Ενώ η ΕΟF είναι συνήθως ωφέλιμη, συχνά πρέπει να είναι ελεγχόμενη. Σε υψηλό pΗ, για παράδειγμα, η EOF μπορεί να είναι πολύ γρήγορη, με αποτέλεσμα την έκλουση της προσδιοριζόμενης ουσίας, πριν αρχίσει ο διαχωρισμός. Αντιστρόφως, σε χαμηλό ή μέτριο pΗ, τα αρνητικά φορτισμένα τοιχώματα του τριχοειδούς μπορεί να προκαλέσουν προσρόφηση κατιοντικών ουσιών, μέσω αλληλεπιδράσεων Coulomb. Το τελευταίο αυτό φαινόμενο, αποτελεί ιδιαίτερο πρόβλημα στους διαχωρισμούς πρωτεΐνών. Επιπλέον, σε μερικούς από τους ηλεκτροφορητικούς τρόπους διαχωρισμού, όπως στην ισοηλεκτρική εστίαση, στην ισοταχοφόρηση και στην ηλεκτροφόρηση πηκτής, συχνά απαιτείται μείωση της EOF.

	Βασικά, ο έλεγχος της ΕΟF απαιτεί τροποποίηση του επιφανειακού φορτίου του τριχοειδούς ή του ιξώδους του ρυθμιστικού διαλύματος. Ας σημειωθεί ότι, οι συνθήκες που επηρεάζουν το επιφανειακό φορτίο στα τοιχώματα του τριχοειδούς, επηρεάζουν συχνά τις προσδιοριζόμενες ουσίες (όπως το pΗ του ρυθμιστικού διαλύματος). Ικανοποιητικοί διαχωρισμοί συνήθως επιτυγχάνονται, όταν βελτιστοποιηθούν τόσο η ΕΟF, όσο και οι συνθήκες που επηρεάζουν την ευκινησία των προσδιοριζόμενων ουσιών.

	Η ταχύτητα της EOF μπορεί πιο εύκολα να ελαττωθεί με την ελάττωση του ηλεκτρικού πεδίου, όπως περιγράφεται από την εξίσωση (9.4). Η ελάττωση της έντασης του ηλεκτρικού πεδίου, όμως, έχει αρνητικές επιπτώσεις στο χρόνο της ανάλυσης, στην αποτελεσματικότητα και στη διαχωριστική ικανότητα του διαχωρισμού. Από πρακτική άποψη, οι πιο δραματικές αλλαγές στην ΕΟF μπορεί να γίνoυν απλά, με μεταβολή του pΗ του ρυθμιστικού διαλύματος. Η ρύθμιση του pΗ ωστόσο, μπορεί, επίσης, να επηρεάσει το φορτίο και την ευκινησία των προσδιοριζόμενων ουσιών. Ρυθμιστικά διαλύματα χαμηλού pH θα πρωτονιώσουν τόσο την επιφάνεια του τριχοειδούς, όσο και μια όξινη ουσία, ενώ ρυθμιστικά διαλύματα υψηλού pΗ αποπρωτονιώνουν και τα δύο. Η γνώση της pΚa ή του pΙ μιας ουσίας (για διπολικές ουσίες) είναι, επομένως, απαραίτητη για τη σωστή ρύθμιση του pΗ του ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης (ή φέροντος ηλεκτρολύτη).

	Η EOF μπορεί ακόμη να επηρεαστεί από τη ρύθμιση της συγκέντρωσης ή /και της ιοντικής ισχύος του ρυθμιστικού διαλύματος. Υψηλές συγκεντρώσεις ρυθμιστικού είναι, επίσης, χρήσιμες για τον περιορισμό των αλληλεπιδράσεων των προσδιοριζόμενων ενώσεων με τα τοιχώματα του τριχοειδούς, ελαττώνοντας το αποτελεσματικό φορτίο στα τοιχώματα.

	Η ανάπτυξη θερμότητας Joule μέσα στον τριχοειδή περιορίζει τη χρήση ρυθμιστικών διαλυμάτων υψηλής συγκέντρωσης. Τυπικές συγκεντρώσεις ρυθμιστικού διαλύματος κυμαίνονται από 10 έως 50 mM, αν και 100 έως 500 mM ή και υψηλότερες, έχουν επίσης χρησιμοποιηθεί. Με τις συνήθεις συγκεντρώσεις ρυθμιστικού (10-50 mM), η οργανολογικά ελεγχόμενη μεταβολή της θερμοκρασίας φαίνεται να είναι ένας εύκολος και χρήσιμος τρόπος για τον έλεγχο της EOF, λόγω των εγγενών μεταβολών του ιξώδους του ρυθμιστικού διαλύματος.

	Τέλος, η EOF μπορεί να ελεγχθεί με τροποποίηση των τοιχωμάτων του τριχοειδούς, με τη βοήθεια δυναμικών επικαλύψεων (δηλαδή, πρόσθετα στο ρυθμιστικό διάλυμα) ή ομοιοπολικών επικαλύψεων. Αυτές οι επικαλύψεις μπορεί να αυξήσουν, να μειώσουν ή να αντιστρέψουν το επιφανειακό φορτίο του τριχοειδούς και επομένως και την ΕΟF. 

	 

	9.3.4. Αναλυτικές Παράμετροι

	 

	Οι αναλυτικές παράμετροι στη CE μπορούν να περιγραφούν με όρους παρόμοιους με εκείνους στη χρωματογραφία στήλης. Η Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση Ζώνης (CZE) είναι ο απλούστερος τρόπος διαχωρισμού στη CE και όλες οι επόμενες συζητήσεις σ’ αυτήν την ενότητα, αναφέρονται στη CZE. Παρακάτω περιγράφονται οι θεμελιώδεις και πρακτικές περιγραφές του χρόνου, της ευκινησίας, της διασποράς των διαχωριζόμενων ζωνών, της απόδοσης και της διαχωριστικής ικανότητας του διαχωρισμού.

	 

	9.3.4.1. Ευκινησία και Χρόνος Μετανάστευσης

	 

	Ο χρόνος που απαιτείται για μια προσδιοριζόμενη ουσία να μεταναστεύσει στο σημείο ανίχνευσης, ονομάζεται χρόνος μετανάστευσης (tm) και δίνεται από το πηλίκο της απόστασης μετανάστευσης (δηλ. μήκος τριχοειδούς μέχρι το σημείο ανίχνευσης, Ld) και της ηλεκτροφορητικής ταχύτητας (vep): 
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				(9.7)

		

	

	 

	Όπως είναι γνωστό:
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				και

				[image: Image]

		

	

	 

	Ο χρόνος μετανάστευσης και άλλες πειραματικές παράμετροι μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τον υπολογισμό της φαινόμενης ευκινησίας (μα) της προσδιοριζόμενηςουσίας, βάσει του τύπου:
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				(9.8)

		

	

	 

	όπου:      μa=μep+μeo (σύμφωνα με τη σχέση 9.6)

	V=εφαρμοζόμενη τάση

	Ld= αποτελεσματικό μήκος του τριχοειδούς (μέχρι τον ανιχνευτή)

	Lt=συνολικό μήκος τριχοειδούς

	tm=χρόνος μετανάστευσης

	E=ένταση ηλεκτρικού πεδίου

	 

	Παρουσία της EOF, η μετρούμενη ηλεκτροφορητική ευκινησία ονομάζεται φαινόμενη ευκινησία, μα. Η πραγματική ή αποτελεσματική ευκινησία, μep, μπορεί να υπολογιστεί πειραματικά από τη φαινόμενη ευκινησία, με ανεξάρτητη μέτρηση της ΕΟF, χρησιμοποιώντας μία ουδέτερη ουσία (δείκτη). Η ουσία - δείκτης κινείται με ταχύτητα ίση με την ΕΟF (μeo). Παραδείγματα ουδέτερων δεικτών αποτελούν το διμεθυλοσουλφοξείδιο, το μεσιτυλοξείδιο και η ακετόνη. 

	 

	9.3.4.2. Διασπορά 

	 

	Ο διαχωρισμός στην Ηλεκτροφόρηση βασίζεται στις διαφορές ανάμεσα στις ευκινησίες των προσδιοριζόμενων ουσιών. Η διαφορά που είναι αναγκαία για το διαχωρισμό των ζωνών δύο ουσιών, εξαρτάται από το μήκος των ζωνών, το οποίο με τη σειρά του εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τη διασπορά. Η διασπορά θα πρέπει να ελέγχεται, επειδή αυξάνει το μήκος των ζωνών και επομένως και τη διαφορά μεταξύ των ευκινησιών, η οποία είναι αναγκαία για την επίτευξη του διαχωρισμού. 

	Η διασπορά, δηλαδή η διάχυση της ζώνης μιας ουσίας, προκύπτει από τις διαφορές στην ταχύτητα της ουσίας μέσα στην εν λόγω ζώνη και μπορεί να οριστεί ως το πλάτος της κορυφής στη βάση της, wb. Για μια κορυφή με μορφή κανονικής κατανομής:
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				(9.9)

		

	

	                                                      

	όπου: σ = τυπική απόκλιση της κορυφής (σε χρόνο, μήκος ή όγκο)

	 

	Η αποτελεσματικότητα ή απόδοση του διαχωρισμού, εκφραζόμενη σε αριθμό των θεωρητικών πλακών, Ν, είναι:
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				(9.10)

		

	

	 

	και μπορεί να συσχετιστεί με το HETP (ύψος ισοδύναμο προς μια θεωρητική πλάκα), Η, με τη σχέση:
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				(9.11)

		

	

	 

	Υπό ιδανικές συνθήκες (δηλαδή, μικρό μήκος εγχυόμενου δείγματος, καθόλου αλληλεπιδράσεις μεταξύ προσδιοριζόμενης ουσίας - τοιχωμάτων τριχοειδούς κ.λπ.), η μόνη συνεισφορά στη διεύρυνση της ζώνης των προσδιοριζόμενων ουσιών μπορεί να θεωρηθεί η αξονική διάχυση. Η ακτινική διάχυση είναι ασήμαντη, λόγω του επίπεδου μετώπου της ροής. Έτσι, η απόδοση διαχωρισμού μπορεί να συσχετιστεί με τον όρο μοριακή διάχυση, ο οποίος ισχύει στη χρωματογραφία:
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				(9.12)

		

	

	                                                

	όπου:       D = συντελεστής διάχυσης της προσδιοριζόμενης ουσίας

	tm, Ld, Lt, μep και V, όπως έχουν οριστεί προηγουμένως

	 

	Αν συνδυάσουμε τις εξισώσεις (9.10) και (9.12), προκύπτει μια θεμελιώδης ηλεκτροφορητική έκφραση του αριθμού των θεωρητικών πλακών: 
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				(9.13)

		

	

	 

	Από την εξίσωση (9.13), φαίνεται ότι σε υψηλά πεδία, αυξάνεται ο αριθμός των θεωρητικών πλακών. Σε υψηλά πεδία, η προσδιοριζόμενη ουσία δαπανά λιγότερο χρόνο μέσα στον τριχοειδή και έχει λιγότερο χρόνο να διαχυθεί. Επιπλέον, αυτή η εξίσωση δείχνει ότι τα μεγάλα μόρια, όπως οι πρωτεΐνες και το DNA, τα οποία έχουν χαμηλούς συντελεστές διάχυσης, θα παρουσιάζουν μικρότερη διασπορά από ό, τι τα μικρά μόρια. Η χρήση υψηλών τάσεων θα παράσχει επίσης, τη μεγαλύτερη απόδοση, με τη μείωση του χρόνου διαχωρισμού. Το πρακτικό όριο τάσης, με την υπάρχουσα σημερινή τεχνολογία είναι περίπου 30 kV. Το πρακτικό όριο έντασης ηλεκτρικού πεδίου -θα μπορούσε κανείς να χρησιμοποιήσει πολύ κοντούς τριχοειδείς για την παραγωγή πεδίων υψηλής έντασης- είναι η θέρμανση Joule. Η θέρμανση Joule είναι η συνέπεια της αντίστασης του ρυθμιστικού διαλύματος προς τη ροή του ρεύματος.

	Παρά τους περιορισμούς λόγω διάχυσης, η CE εξακολουθεί να είναι χρήσιμη για διαχωρισμούς μικρών μορίων, επειδή η μep είναι συνάρτηση της αναλογίας φορτίου προς μάζα. Τα μικρά μόρια τείνουν να είναι πιο ευκίνητα. Για παράδειγμα, η ευκινησία της θειικής κινίνης είναι 4 x 10-4 cm2/Vs. Παρά τον υψηλότερο συντελεστή διάχυσης, 0,7 x 10-5 cm2 /s, η εξίσωση (9.13) δίνει N = 857000 θεωρητικές πλάκες, όταν V = 15 kV.

	Ο αριθμός θεωρητικών πλακών μπορεί να προσδιοριστεί στην πράξη, απευθείας από ένα ηλεκτροφερόγραμμα, βάσει της εξίσωσης:
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				(9.14)

		

	

	                                                      

	όπου:       tm = χρόνος μετανάστευσης 

	w1/2 = πλάτος κορυφής στο ήμισυ του ύψους της

	 

	Στην πράξη, η μετρούμενη απόδοση, από την εξίσωση (9.14), είναι, συνήθως, χαμηλότερη από τη θεωρητικά υπολογιζόμενη, σύμφωνα με την εξίσωση (9.13). Αυτό συμβαίνει, επειδή η θεωρητικά υπολογιζόμενη, λαμβάνει υπόψη μόνον τη διεύρυνση των ζωνών η οποία οφείλεται στην αξονική διάχυση, ενώ στην πραγματικότητα συμβαίνουν κι άλλα φαινόμενα διασποράς.

	 

	9.3.4.3. Διαχωριστική Ικανότητα 

	 

	Η διαχωριστική ικανότητα ορίζεται ως:
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				(9.15)

		

	

	 

	όπου:      tm = χρόνος μετανάστευσης

	w = πλάτος κορυφής στη βάση της (σε μονάδες χρόνου)

	σ = τυπική απόκλιση

	οι δείκτες 1 και 2 αναφέρονται στις δύο διαχωριζόμενες ουσίες

	 

	Ο διαχωρισμός στη CE εξαρτάται, κυρίως, από την απόδοση (αριθμό θεωρητικών πλακών) και όχι από την εκλεκτικότητα, όπως στη χρωματογραφία. Λόγω των πολύ στενών ζωνών των διαχωριζόμενων ουσιών, μικρές διαφορές στις ηλεκτροφορητικές ευκινησίες τους (<0,05% σε ορισμένες περιπτώσεις), είναι συχνά επαρκείς για τον πλήρη διαχωρισμό τους. 

	Ο διαχωρισμός μεταξύ δύο συστατικών μπορεί, επίσης, να εκφραστεί σε σχέση με την απόδοση, ως:
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				(9.16)

		

	

	 

	όπου:      Δμep = διαφορά μεταξύ των ηλεκτροφορητικών ευκινησιών των δύο συστατικών

	¯μep = μέσος όρος των ηλεκτροφορητικών ευκινησιών των δύο συστατικών

	 

	Αν αντικαταστήσουμε την εξίσωση (9.13) στην εξίσωση (9.16), λαμβάνουμε μια θεωρητική εξίσωση για τη διαχωριστική ικανότητα, η οποία περιγράφει επίσης και την επίδραση της ΕΟF.

	 

	
		
				[image: Image]

				(9.17)

		

	

	 

	Σε αντίθεση με την απόδοση (αριθμό θεωρητικών πλακών), η οποία αυξάνει γραμμικά με την εφαρμοζόμενη τάση, μια παρόμοια αύξηση στη διαχωριστική ικανότητα δε συμβαίνει, λόγω της τετραγωνικής ρίζας στη σχέση (9.17). Για να διπλασιαστεί η διαχωριστική ικανότητα, πρέπει να τετραπλασιαστεί η τάση. Όμως, η παραγωγή θερμότητας Joule, σε υψηλές τιμές τάσης, συχνά, αποτελεί περιοριστικό παράγοντα για τη βελτίωση του διαχωρισμού. Το κλειδί για μεγάλη διαχωριστική ικανότητα είναι η αύξηση της Δμep. Ο έλεγχος της ηλεκτροφορητικής ευκινησίας επιτυγχάνεται καλύτερα μέσω της επιλογής του κατάλληλου τρόπου διαχωρισμού στη CE, σε συνδυασμό με την επιλογή των κατάλληλων ρυθμιστικών διαλυμάτων.

	Είναι προφανές από την εξίσωση (9.17), ότι άπειρη διαχωριστική ικανότητα προκύπτει όταν μep και EOF είναι ίσες αλλά αντίθετες. Δηλαδή, όταν το ιόν μεταναστεύει προς την αντίθετη κατεύθυνση και με τον ίδιο ρυθμό όπως η EOF. Σ’ αυτήν την περίπτωση, ωστόσο, ο χρόνος ανάλυσης προσεγγίζει το άπειρο. Σαφώς, οι λειτουργικές παράμετροι θα πρέπει να ελέγχονται έτσι, ώστε να προκύπτει ο βέλτιστος διαχωρισμός στο συντομότερο δυνατό χρόνο.

	 

	9.3.5. Παράγοντες που Επηρεάζουν την Απόδοση Διαχωρισμού

	 

	Η διασπορά στη CE μπορεί να οφείλεται σε μια σειρά από παράγοντες, εκτός από την αξονική διάχυση. Ανάμεσα στους πιο σημαντικούς είναι η βαθμίδωση της θερμοκρασίας μέσα στον τριχοειδή -η οποία προκαλείται από την ανάπτυξη θερμότητας Joule- το μήκος της ζώνης του εισαγόμενου δείγματος και οι αλληλεπιδράσεις των προσδιοριζόμενων ουσιών με τα τοιχώματα του τριχοειδούς. Ευτυχώς, αυτά τα φαινόμενα είναι, συνήθως, ελεγχόμενα. Οι παράγοντες και οι μηχανισμοί που επηρεάζουν τη διεύρυνση των ζωνών των διαχωριζόμενων ουσιών στην CE, περιγράφονται στον Πίνακα 9.1.

	 

	9.3.5.1. Μήκος Εγχυόμενου Δείγματος

	 

	Κατά την εισαγωγή του δείγματος, είναι σημαντικό το μήκος του εγχυόμενου δείγματος να ελαχιστοποιηθεί. Εάν το μήκος του εγχυόμενου δείγματος είναι μεγαλύτερο από τη διασπορά που προκαλείται από τη διάχυση, η απόδοση του διαχωρισμού και η διαχωριστική ικανότητα θα ελαττωθούν. Ιδανικά, το μήκος του δείγματος θα πρέπει να είναι μικρότερο από την τυπική απόκλιση η οποία οφείλεται στη διάχυση. Το ακριβές μήκος εξαρτάται τόσο από το συντελεστή διάχυσης των προσδιοριζόμενων ουσιών, όσο και από το χρόνο ανάλυσης. Τα μακρομόρια μπορεί να έχουν συντελεστές διάχυσης (D) 100 φορές χαμηλότερους απ’ αυτούς των μικρών μορίων και απαιτούν μικρότερα μήκη εγχυόμενου δείγματος. Η σχέση μεταξύ μήκους εγχυόμενου δείγματος και συντελεστή διάχυσης καθώς και η επίδρασή τους στην απόδοση διαχωρισμού απεικονίζεται στον Πίνακα 9.2. 

	 

	
		
				Παράγοντες

				Παρατηρήσεις

		

		
				Αξονική διάχυση 

				
	• Καθορίζει την απόδοση διαχωρισμού

	•  Ενώσεις με χαμηλότερο συντελεστή διάχυσης σχηματίζουν στενότερες ζώνες



		

		
				Θέρμανση Joule 

				
	• Οδηγεί σε διαφορές θερμοκρασίας (βαθμίδωση θερμοκρασίας) στον τριχοειδή και ομαλή ροή



		

		
				Μήκος εγχυόμενου δείγματος

				
	• Το μήκος του εγχυόμενου δείγματος θα πρέπει να είναι μικρότερο από το μήκος ελεγχόμενης διάχυσης 

	• Οι δυσκολίες στην αποτίμηση των ορίων ανίχνευσης συχνά απαιτούν μεγαλύτερο από το ιδανικό μήκος έγχυσης



		

		
				Προσρόφηση του δείγματος

				
	• Αλληλεπίδραση των συστατικών του διαλύματος με τα τοιχώματα του τριχοειδούς, συνήθως, προκαλεί σοβαρή παραμόρφωση των κορυφών (εμφάνιση ουράς)



		

		
				Ηλεκτροδιασπορά

				
	• Συστατικά δείγματος με αγωγιμότητα υψηλότερη απ’ αυτήν του ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης (φέροντος ηλεκτρολύτη) έχουν ως αποτέλεσμα κορυφές με μέτωπο 

	• Συστατικά δείγματος με αγωγιμότητα χαμηλότερη απ’ αυτήν του φέροντος ηλεκτρολύτη έχουν ως αποτέλεσμα κορυφές με ουρά



		

		
				Διαφορετικό ύψος ηλεκτρολύτη στα δοχεία ανόδου-καθόδου

				
	• Δημιουργεί ομαλή ροή



		

		
				Μέγεθος κυψελίδας ανιχνευτή

				
	• Πρέπει να είναι μικρό σε σχέση με το πλάτος των κορυφών



		

	

	 

	Πίνακας 9.1. Παράγοντες διεύρυνσης ζωνών στη CE

	 

	
		
				Μήκος Εγχυόμενου Δείγματος (mm)

				Ν (D=10-5cm2/s

				Ν (D=10-6cm2/s

		

		
				1

				238000

				1400000

		

		
				2

				164000

				385000

		

		
				10

				81000

				112000

		

	

	 

	Πίνακας 9.2. Επίδραση μήκους εγχυόμενου δείγματος και συντελεστή διάχυσης στην απόδοση διαχωρισμού

	 

	Πρακτικά, το μήκος του εγχυόμενου δείγματος πρέπει να είναι μικρότερο από 1 έως 2% του συνολικού μήκους του τριχοειδούς. Για έναν τριχοειδή μήκους 70 cm, ένα μήκος εισαγόμενου δείγματος 1% αντιστοιχεί σε 7 mm (ή 14 nL για έναν τριχοειδή εσωτερικής διαμέτρου 50 μm). Ενώ στα υπάρχοντα εμπορικά όργανα μπορούν να εισαχθούν αυτές οι μικρές ποσότητες με επαναλήψιμο τρόπο, υπό κανονικές συνθήκες, οι δυσκολίες στον προσδιορισμό των ορίων ανίχνευσης συχνά απαιτούν μεγαλύτερα μήκη εγχυόμενου δείγματος.

	 

	9.3.5.2. Αλληλεπιδράσεις Προσδιοριζόμενων Ουσιών με τα Τοιχώματα του Τριχοειδούς 

	 

	Η αλληλεπίδραση μεταξύ των προσδιοριζόμενων ουσιών και των τοιχωμάτων του τριχοειδούς είναι επιζήμια για το διαχωρισμό. Ανάλογα με την έκταση της αλληλεπίδρασης, μπορεί να συμβεί εμφάνιση κορυφών με ουρά και ακόμη συνολική προσρόφηση των ουσιών στα τοιχώματα. Τα κύρια αίτια της προσρόφησης είναι οι ιοντικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των κατιοντικών προσδιοριζόμενων ουσιών και των αρνητικά φορτισμένων τοιχωμάτων του τριχοειδούς, αλλά και υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις. Η μεγάλη αναλογία επιφανείας προς όγκο του τριχοειδούς, η οποία είναι ευεργετική για τη μεταφορά θερμότητας, στην πραγματικότητα αυξάνει την πιθανότητα προσρόφησης. Σημαντικά φαινόμενα προσρόφησης έχουν παρατηρηθεί ειδικά για μεγάλα πεπτίδια και πρωτεΐνες, κυρίως, επειδή τα είδη αυτά κατέχουν πολλαπλά φορτία και υδρόφοβα τμήματα.

	Υπάρχουν διάφοροι τρόποι που χρησιμοποιούνται στην πράξη για τη μείωση των αλληλεπιδράσεων προσδιοριζόμενων ουσιών-τοιχωμάτων τριχοειδούς. Η αύξηση της συγκέντρωσης του ρυθμιστικού διαλύματος, για παράδειγμα, μειώνει τις αλληλεπιδράσεις των προσδιοριζόμενων ουσιών, μειώνοντας το αποτελεσματικό επιφανειακό φορτίο. Η υψηλή ιοντική ισχύς μειώνει, επίσης, την EOF, αυξάνοντας έτσι το χρόνο παραμονής των προσδιοριζόμενων ουσιών στον τριχοειδή. Αυτή η προσέγγιση, βέβαια, περιορίζεται από το αυξημένο ρεύμα και την επακόλουθη θέρμανση Joule. Η χρήση διπολικού ιόντος στα ρυθμιστικά διαλύματα είναι μια εναλλακτική λύση.

	Μια άλλη προσέγγιση για τον περιορισμό της προσρόφησης, είναι η λειτουργία της CE σε ακραίες τιμές pΗ. Σε χαμηλό pΗ (<2 έως 3) οι ομάδες σιλανόλης του τηγμένου οξειδίου του πυριτίου θα είναι ουσιαστικά πρωτονιωμένες και μη φορτισμένες. Ενώ η EOF θα είναι σχεδόν μηδενική, δεδομένου ότι οι πρωτεΐνες (και άλλα είδη) θα είναι, επίσης, πρωτονιωμένες και θετικά φορτισμένες, θα μεταναστεύουν προς την κάθοδο. Αντίθετα, σε υψηλό pΗ (> 9 έως 10), τόσο τα τοιχώματα όσο και το δείγμα θα είναι αποπρωτονιωμένα και αρνητικά φορτισμένα και οι αλληλεπιδράσεις προσδιοριζόμενων ουσιών-τοιχωμάτων τριχοειδούς θα περιορίζονται από την άπωση φορτίου.

	Η επικάλυψη των τοιχωμάτων του τριχοειδούς είναι μια χρήσιμη μέθοδος για την ελάττωση της προσρόφησης των προσδιοριζόμενων ουσιών, μειώνοντας την ελεύθερη ενέργεια της αλληλεπίδρασης. Η επικάλυψη μπορεί να λάβει διάφορες μορφές, συμπεριλαμβανομένης της απλής δυναμικής απενεργοποίησης, με χρήση προσθέτων στο ρυθμιστικό διάλυμα (δηλαδή, υδρόφιλα πολυμερή ή τασιενεργά) ή της ομοιοπολικής τροποποίησης των τοιχωμάτων. Και οι δύο τρόποι μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να εξαλείψουν ή να αντιστρέψουν το φορτίο στα τοιχώματα, να μεταβάλουν την υδροφοβικότητα και να περιορίσουν τη μη-ειδική προσρόφηση. 

	 

	9.3.5.3. Ηλεκτροδιασπορά 

	 

	Οι διαφορές ανάμεσα στις αγωγιμότητες της ζώνης του δείγματος και του ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης, μπορεί να έχουν τρεις σημαντικές επιπτώσεις: 1)ασύμμετρα σχήματα κορυφών στα ηλεκτροφερογράμματα, 2)προσυγκέντρωση προσδιοριζόμενων ουσιών (χαμηλή αγωγιμότητα δείγματος), ή αραίωση προσδιοριζόμενων ουσιών (δείγμα υψηλής αγωγιμότητας), 3)προσωρινή κατάσταση ισοταχοφόρησης, λόγω της περίσσειας κάποιου ιόντος (για παράδειγμα, Cl-).

	Όταν η ζώνη μιας ουσίας έχει μεγαλύτερη ευκινησία (δηλαδή, υψηλότερη αγωγιμότητα και χαμηλότερη αντίσταση) από εκείνη του ρέοντος ρυθμιστικού διαλύματος, το μέτωπο της ζώνης της ουσίας, το οποίο διαχέεται κατά τη μετανάστευσή της προς την κάθοδο, συναντά μια υψηλότερη πτώση τάσης καθώς εισέρχεται στη ζώνη του ρυθμιστικού διαλύματος. Αυτό προκαλεί την επιτάχυνση της διαχεόμενης ουσίας (δηλαδή, των ανιόντων, όταν η EOF είναι προς την κάθοδο) μακριά από τη ζώνη του δείγματος και την εμφάνιση κορυφών με μέτωπο. Αντίθετα, όταν η ζώνη της προσδιοριζόμενης ουσίας έχει μικρότερη ευκινησία (δηλαδή, χαμηλότερη αγωγιμότητα και υψηλότερη αντίσταση) από εκείνη του ρυθμιστικού διαλύματος, εμφανίζονται κορυφές με ουρά. Όταν οι αγωγιμότητες είναι ίδιες, δεν εμφανίζονται ασύμμετρες κορυφές. Τα ουδέτερα είδη, δεν επηρεάζονται από αυτές τις διαφορές αγωγιμότητας.

	Η ασυμμετρία κορυφών είναι ιδιαίτερα εμφανής σε δείγματα τα οποία περιέχουν ουσίες με ένα ευρύ φάσμα ευκινησιών. Μέτρα για τη μείωση των φαινομένων αυτών περιλαμβάνουν την επιλογή ρυθμιστικού διαλύματος και δείγματος με ίδιες ευκινησίες, ή τη χρήση μιας συγκέντρωσης ρυθμιστικού διαλύματος, περίπου δύο τάξεις μεγέθους υψηλότερης από εκείνης του δείγματος.

	 

	9.4. Τρόποι Διαχωρισμού 

	 

	Η ευελιξία της CE, προέρχεται εν μέρει από τους πολυάριθμους τρόπους λειτουργίας της. Ο τρόπος διαχωρισμού καθορίζεται από το μηχανισμό διαχωρισμού, ο οποίος στηρίζεται ως επί το πλείστον στην αλλαγή της σύστασης του ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης. Τα σύγχρονα εμπορικά όργανα υποστηρίζουν αυτές τις λειτουργίες, παρέχοντας συγκεκριμένες ρυθμίσεις. Ανάλογα με το μηχανισμό που επικρατεί, προκύπτουν οι εξής βασικοί τρόποι (modes) διαχωρισμού (Πίνακας 9.3): Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση Ζώνης (Capillary Zone Electrophoresis, CZE), Μικυλλιακή Ηλεκτροκινητική Τριχοειδής Χρωματογραφία (Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography, MECC), Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση Πηκτής (Capillary Gel Electrophoresis, CGE), Τριχοειδής Ισοηλεκτρική Εστίαση (Capillary Isoelectric Focusing, CIEF) και Τριχοειδής Ισοταχοφόρηση (Capillary Isotachophoresis, CITP). 

	 

	
		
				Τρόπος Διαχωρισμού

				Μηχανισμός Διαχωρισμού

		

		
				Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση Ζώνης (CZE) 

				Κίνηση σε ελεύθερο διάλυμα 

		

		
				Μικυλλιακή Ηλεκτροκινητική Τριχοειδής Χρωματογραφία (MECC) 

				Υδρόφοβες/ιοντικές αλληλεπιδράσεις με μικύλλια 

		

		
				Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση Πηκτής (CGE) 

				Μέγεθος & φορτίο 

		

		
				Τριχοειδής Ισοηλεκτρική Εστίαση (CΙEF) 

				Ισοηλεκτρικό σημείο (pI)

		

		
				Ισοταχοφόρηση (CITP)

				Κινούμενα μέτωπα

		

	

	 

	Πίνακας 9.3. Τρόποι διαχωρισμού στη CE

	 

	Η εκλεκτικότητα στη CE καθορίζεται από το μηχανισμό διαχωρισμού. Οι διάφοροι τρόποι διαχωρισμού (CZE, MECC, CGE, και CIEF) προσφέρουν διαφορετικές εκλεκτικότητες, επειδή διέπονται από διαφορετικούς μηχανισμούς διαχωρισμού. Η ικανότητα ελέγχου της εκλεκτικότητας, όπως π.χ.μέσω αλλαγών στο pH του ρυθμιστικού διαλύματος, ή με προσθήκη επιφανειοδραστικών ή χειρόμορφων ενώσεων στο ρυθμιστικό διάλυμα, μπορεί να βελτιώσει την ανάλυση και να δώσει συμπληρωματικές πληροφορίες, οι οποίες είναι χρήσιμες για την επικύρωση της μεθόδου. Ας σημειωθεί ότι, οι αλλαγές αυτές στο ρυθμιστικό διάλυμα επηρεάζουν την ΕΟF, η οποία, όμως, επηρεάζει μόνον το χρόνο μετανάστευσης και το διαχωρισμό, όχι όμως και την εκλεκτικότητα της μεθόδου.

	 

	
9.4.1. Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση Ζώνης (CZE) 

	 

	Η Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση Ζώνης (CZE) είναι η πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδος, λόγω της απλότητας της λειτουργίας της και της ευελιξίας της. Η CZE είναι ουσιαστικά η πιο απλή μορφή της CE, κυρίως, επειδή ο τριχοειδής είναι γεμάτος μόνο με ρυθμιστικό διάλυμα. Ο μηχανισμός διαχωρισμού βασίζεται στις διαφορές στην αναλογία φορτίου - μάζας. Θεμελιώδης για τη CZE είναι η ομοιογένεια του ρυθμιστικού διαλύματος και η σταθερή ένταση πεδίου σε όλο το μήκος του τριχοειδούς. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 9.4, ο διαχωρισμός συμβαίνει, επειδή οι προσδιοριζόμενες ουσίες μεταναστεύουν σε διακριτές ζώνες και με διαφορετικές ταχύτητες. Με τη CZE, είναι δυνατός ο διαχωρισμός τόσο αρνητικά όσο και θετικά φορτισμένων ουσιών, λόγω της EOF. Τα ιόντα που κινούνται σε αντίθετη κατεύθυνση από την EOF, σαρώνονται προς τον ανιχνευτή, δεδομένου ότι η EOF είναι στις περισσότερες περιπτώσεις, σημαντικά μεγαλύτερη από την ηλεκτροφορητική ευκινησία. Τα ουδέτερα μόρια δε μεταναστεύουν, αλλά κινούνται μαζί με την ΕΟF, ως μια κορυφή, χωρίς να διαχωρίζονται. Η οργανολογία και η θεωρία της CE, όπως περιγράφηκαν στις προηγούμενες ενότητες, ουσιαστικά αναφέρονται στη CZE. Η CZE είναι, επίσης, γνωστή και ως Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση ανοικτού σωλήνα ή Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση σε ελεύθερο διάλυμα. Παρά την ασάφεια, εδώ θα χρησιμοποιηθεί ο όρος CZE, ώστε να υπάρχει συμφωνία με την ονοματολογία της διεθνούς βιβλιογραφίας.

	Για τη CZE είναι σημαντικό να ελέγχεται τόσο η ηλεκτροφορητική ευκινησία των προσδιοριζόμενων ουσιών, όσο και η ηλεκτροωσμωτική ροή. Έτσι, όλοι οι παράγοντες που επηρεάζουν την ευκινησία των ιόντων, την ΕΟF και το πλάτος των διαχωριζόμενων ζωνών, λαμβάνονται υπόψη, προκειμένου να βελτιστοποιηθεί και να ελεγχθεί ο διαχωρισμός.

	Η ηλεκτροφορητική ευκινησία επηρεάζεται από όλους τους παράγοντες που επηρεάζουν την αναλογία φορτίου-μεγέθους. Δηλαδή, με ρύθμιση του pΗ του ηλεκτρολύτη (ρέοντος ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης), ο βαθμός ιοντισμού των ιόντων μπορεί να μεταβληθεί. Εναλλακτικά, ο τύπος του ρυθμιστικού διαλύματος (ανόργανο, οργανικό, αμφολυτικό) που χρησιμοποιείται, ή η παρουσία οργανικών διαλυτών, θα επηρεάσει έντονα την ευκινησία των ιόντων και την EOF. 

	Οι αλληλεπιδράσεις με τα τοιχώματα του τριχοειδούς, που επηρεάζουν τη διεύρυνση των ζωνών, μπορούν να εξαλειφθούν, δουλεύοντας σε ακραίες τιμές pH. Έτσι, σε χαμηλό pΗ (<2 έως 3) οι ασθενώς όξινες ομάδες σιλανόλης του τηγμένου οξειδίου του πυριτίου στην εσωτερική επιφάνεια του τριχοειδούς, θα πρωτονιωθούν και θα είναι αφόρτιστες. Το ζήτα δυναμικό θα είναι ελάχιστο και, επομένως, η ΕΟF θα είναι σχεδόν μηδενική. Δεδομένου ότι οι πρωτεΐνες (και άλλα είδη) θα είναι επίσης πρωτονιωμένες και θετικά φορτισμένες σε χαμηλό pΗ, θα μεταναστεύσουν προς την κάθοδο, χωρίς να έλκονται από την ουδέτερη επιφάνεια του τριχοειδούς. Αντιστρόφως, σε υψηλό pΗ (> 8 έως 10), τόσο τα τοιχώματα του τριχοειδούς, όσο και το δείγμα θα είναι αποπρωτονιωμένα και αρνητικά φορτισμένα και οι αλληλεπιδράσεις προσδιοριζόμενων ουσιών-τοιχωμάτων θα περιορίζονται από την απώθηση φορτίου.
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	Σχήμα 9.4. Σχηματική απεικόνιση του διαχωρισμού των συστατικών ενός δείγματος με CZE. Το θετικά φορτισμένο συστατικό (1) έχει τη μεγαλύτερη ευκινησία, ακολουθούμενο από τα ουδέτερα μόρια (Ν) και από δύο αρνητικά φορτισμένα συστατικά (2,3).

	 

	Εφαρμογές της CZE: Η CZE βρίσκει ευρύ πεδίο εφαρμογών στις βιοεπιστήμες, ιδιαίτερα στους προσδιορισμούς πεπτιδίων και πρωτεϊνών. Ένα παράδειγμα, είναι ο διαχωρισμός γλυκοπρωτεϊνών. Οι γλυκοπρωτεΐνες είναι, συνήθως, δύσκολο να προσδιοριστούν με τις παραδοσιακές τεχνικές της επίπεδης Ηλεκτροφόρησης Πηκτής, της Ισοηλεκτρικής Εστίασης, ή της HPLC. Αναλύσεις φαρμάκων και των μεταβολιτών τους έχουν, επίσης, πραγματοποιηθεί επιτυχώς με CZE (Σχήμα 9.5). Η ισχυρή υδροφιλικότητα των μεταβολιτών καθιστά την εκχύλιση από βιολογικά υγρά δύσκολη. Για τον ίδιο λόγο, ο διαχωρισμός με HPLC αντίστροφης φάσης είναι ανεπαρκής, ακόμη και με σχηματισμό ζευγών ιόντων.

	Η CZE έχει ακόμη χρησιμοποιηθεί για το διαχωρισμό ανόργανων ιόντων και οργανικών οξέων, ο οποίος έχει παραδοσιακά πραγματοποιηθεί με ιοντική χρωματογραφία. Στην περίπτωση αυτή, είναι απαραίτητη η έμμεση ανίχνευση UV, λόγω της έλλειψης χρωμοφόρων ομάδων σε αυτά τα είδη. Η έμμεση ανίχνευση πραγματοποιείται, προσθέτοντας στο ρέον ρυθμιστικό διάλυμα μια ουσία, η οποία απορροφά έντονα στο UV, όπως τα χρωμικά ιόντα ή η ιμιδαζόλη και ανίχνευση στο μέγιστο απορρόφησης των εν λόγω ειδών (για παράδειγμα, 254 nm για τα χρωμικά ιόντα). Τα ιόντα του δείγματος εκτοπίζουν τα ιόντα των χρωμικών και συμβαίνει μια μείωση στην απορρόφηση, όταν οι ζώνες περνούν την περιοχή του ανιχνευτή. Το εμβαδόν της (αρνητικής) κορυφής που δημιουργείται, σχετίζεται γραμμικά με τη συγκέντρωση του δείγματος. Η ταχύτητα μετανάστευσης των ιόντων της ουσίας που απορροφά έντονα στο UV, πρέπει να ταιριάζει πολύ με εκείνη του προσδιοριζόμενου ιόντος, αλλιώς λαμβάνονται παραμορφωμένες κορυφές και μειωμένη ευαισθησία.

	Για ταχείς διαχωρισμούς ανόργανων ιόντων, η ηλεκτροφόρηση και η ηλεκτροενδοόσμωση θα πρέπει να είναι στην ίδια κατεύθυνση. Αυτό ισχύει αυτόματα για τα κατιόντα, δεδομένου ότι αυτά και η ΕΟF κατευθύνονται προς την κάθοδο. Για τα ανιόντα, των οποίων οι ευκινησίες είναι ιδιαίτερα αρνητικές και αντιτίθενται στην κανονική ροή της EOF, η κατάσταση αυτή θα οδηγούσε σε πολύ μεγάλους χρόνους ανάλυσης, φτωχά σχήματα κορυφών και χαμηλή ευαισθησία. Η κατεύθυνση της EOF, συνεπώς, πρέπει να αντιστραφεί, για να καταστεί ταυτόσημη με την κατεύθυνση της μετανάστευσης των μικρών ανιόντων, μειώνοντας έτσι τους χρόνους ανάλυσης. Μια σειρά από κατιοντικές επιφανειοδραστικές ενώσεις, όπως το CTAB (χλωριούχο κητυλοτριμεθυλαμμώνιο), χρησιμοποιούνται σε χαμηλές συγκεντρώσεις mM, γι’ αυτόν το σκοπό. Η θετικά φορτισμένη κατιοντική επιφανειοδραστική ένωση, προσκολλάται στα αρνητικώς φορτισμένα τοιχώματα του τριχοειδούς και σχηματίζεται μια διπλοστιβάδα, που παράγει θετικό φορτίο, το οποίο αντιστρέφει την κατεύθυνση της EOF. Στη συνέχεια, εφαρμόζεται αρνητική τάση (το όργανο λειτουργεί με την αντίστροφη πολικότητα) για την ανάλυση, καθώς τόσο η ΕΟF, όσο και τα ανιόντα μεταναστεύουν προς την ίδια κατεύθυνση. Για την ταυτόχρονη ανίχνευση ανιόντων με μεγάλη διαφορά στις ευκινησίες τους, η EOF πρέπει οπωσδήποτε να αντιστραφεί. Διαφορετικά, τα ιδιαίτερα ευκίνητα ανιόντα μετακινούνται προς την άνοδο, ενώ τα ανιόντα χαμηλής ευκινησίας σαρώνονται από την ΕΟF προς την κάθοδο. Όταν διαχωρίζονται ανιόντα παρόμοιων ευκινησιών, η ρύθμιση της ΕΟF δεν είναι απαραίτητη, εκτός κι αν θεωρείται χρήσιμη για τη βελτιστοποίηση της ταχύτητας ή της εκλεκτικότητας του διαχωρισμού.
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	Σχήμα 9.5. Ηλεκτροφερόγραμμα ανάλυσης με CZE, ούρων επιμολυσμένων με το αντιβιοτικό Cefixime (CX) και με κινναμικό οξύ (CA) (α), ηλεκτροφερόγραμμα ανάλυσης Cefixime (CX) και των μεταβολιτών του (β). (Aνατύπωση με άδεια από: Honda, S., Taga, A., Kakehi, K., Koda , S. & Okamoto, Y. (1992). Determination of cefixime and its metabolites by high-performance capillary electrophoresis. Journal of Chromatography, 590, 364-368. Copyright (2014) Elsevier).

	 

	9.4.2. Μικυλλιακή Ηλεκτροκινητική Τριχοειδής Χρωματογραφία (MECC)

	 

	Η Μικκυλιακή Ηλεκτροκινητική Τριχοειδής Χρωματογραφία (MECC ή MEKC) είναι ένα υβρίδιο της Ηλεκτροφόρησης και της Χρωματογραφίας. Ο όρος εισήχθη από τον Terabe το 1984 και είναι ένας από τους πιο ευρέως χρησιμοποιούμενους τρόπους διαχωρισμού στη CE. Το βασικό πλεονέκτημα της MECC είναι ότι αποτελεί τη μόνη ηλεκτροφορητική τεχνική, η οποία μπορεί να χρησιμοποιηθεί για το διαχωρισμό τόσο ουδέτερων, όσο και φορτισμένων ειδών, στην ίδια μέτρηση. Η προσθήκη επιφανειοδραστικών ενώσεων, οι οποίες σχηματίζουν μικύλλια στο ρυθμιστικό διάλυμα, μπορεί να οδηγήσει σε διαχωρισμούς παρόμοιους με αυτούς που συναντώνται στην Υγρή Χρωματογραφία αντίστροφης φάσης, διατηρώντας, όμως, τα οφέλη της CE. Σε αντίθεση με την CIEF ή την CITP, η MECC στηρίζεται σε μια ισχυρή και ελεγχόμενη ΕΟF. 

	Τα μικύλλια (ή μικκύλια από το “μικκός”: μικρός) είναι αμφίφιλα σφαιρικά συσσωματώματα μορίων, με διαστάσεις κολλοειδούς, γνωστά ως τασιενεργά ή επιφανειοδραστικά. Είναι μόρια με μακριά αλυσίδα υδρογονάνθρακα (10-50 άτομα άνθρακα) και χαρακτηρίζονται από μια μακριά υδρόφοβη ουρά (μη πολικό ή λιπόφιλο τμήμα) και μια υδρόφιλη κεφαλή (πολικό τμήμα, ιοντικό ή όχι). Τα μικύλλια σχηματίζονται κανονικά σε υδατικό διάλυμα, με τις υδρόφοβες ουρές στραμμένες προς τα μέσα και τις υδρόφιλες κεφαλές στραμμένες προς τα έξω, εκτεθειμένες στον πολικό διαλύτη. Πάνω από μια συγκέντρωση, η οποία είναι γνωστή ως η κρίσιμη μικυλλιακή συγκέντρωση (Critical Micelle Concentration, CMC), τα συσσωματώματα σχηματίζονται πλήρως. 

	Υπάρχουν τέσσερις κύριες κατηγορίες επιφανειοδραστικών ενώσεων: Ανιοντικές, κατιοντικές, διιοντικές και μη ιοντικές. Από αυτές, οι δύο πρώτες είναι οι πιο χρήσιμες στη MECC. Επίσης, έχουν χρησιμοποιηθεί τόσο συνθετικές, όσο και φυσικές ενώσεις. Οι συνθετικές περιλαμβάνουν το ανιοντικό SDS (δωδεκυλοθειικό νάτριο) και τα κατιοντικά CTAB (χλωριούχο κητυλοτριμεθυλαμμώνιο) και DTAB (βρωμιούχο δωδεκυλοτριμεθυλαμμώνιο). Φυσικά απαντώμενες ενώσεις, όπως χολικά άλατα (ταυροχολικό νάτριο, κ.λπ.) είναι, επίσης, χρήσιμες. 

	 

	Μηχανισμός διαχωρισμού: Η επιφανειοδραστική ένωση και επομένως τα μικύλλια, είναι συνήθως φορτισμένα και μεταναστεύουν είτε προς την ίδια κατεύθυνση, ή αντίθετα προς την EOF (ανάλογα με το φορτίο). Σε ουδέτερο έως αλκαλικό pΗ, μια ισχυρή EOF κινείται προς την κατεύθυνση της καθόδου. Αν το ανιοντικό SDS χρησιμοποιείται ως επιφανειοδραστική ένωση, η ηλεκτροφορητική μετανάστευση του ανιοντικού μικυλλίου είναι στην κατεύθυνση της ανόδου, δηλαδή, αντίθετα προς την κατεύθυνση της EOF. Ως αποτέλεσμα, η συνολική μικυλλιακή ταχύτητα μετανάστευσης επιβραδύνεται σε σύγκριση με τη ροή του διαλύτη. Όταν μια ουσία συνδέεται με ένα μικύλλιο, η συνολική ταχύτητα μετανάστευσής της επιβραδύνεται. Όταν μια αφόρτιστη ουσία παραμένει στην κύρια μάζα του διαλύτη, η ταχύτητα μετανάστευσής της είναι εκείνη της EOF. Έτσι, οι προσδιοριζόμενες ουσίες που έχουν μεγαλύτερη συγγένεια για το μικύλλιο, έχουν πιο αργή ταχύτητα μετανάστευσης, σε σύγκριση με εκείνες που περνούν το μεγαλύτερο μέρος του χρόνου τους στην υδατική φάση. Δεδομένου ότι η EOF είναι γενικά ταχύτερη από την ταχύτητα μετανάστευσης των μικυλλίων σε ουδέτερο ή βασικό pΗ, η καθαρή κίνηση είναι προς την κατεύθυνση της EOF. Κατά τη μετανάστευση, τα μικύλλια μπορούν να αλληλεπιδρούν με τις προσδιοριζόμενες ουσίες με χρωματογραφικό τρόπο, διαμέσου υδρόφοβων και ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων. 

	Για τα ουδέτερα είδη, μόνο η κατανομή τους μέσα και έξω από τα μικύλλια επηρεάζει το διαχωρισμό. Όσο περισσότερο αλληλεπιδρά η προσδιοριζόμενη ουσία με το μικύλλιο, τόσο μεγαλύτερος είναι ο χρόνος μετανάστευσής της, αφού το μικύλλιο την μεταφέρει σε κατεύθυνση αντίθετη της ΕΟF. Όταν η προσδιοριζόμενη ουσία δεν είναι σε επαφή με το μικύλλιο, μεταφέρεται απλά με την EOF. Οι πιο υδρόφοβες ουσίες αλληλεπιδρούν πιο έντονα με τα μικύλλια και “συγκρατούνται” περισσότερο στον τριχοειδή. 

	Κατά την εξέταση των θεμελιωδών εξισώσεων που διέπουν τη MECC (εξισώσεις 9.18 και 9.19), τόσο ο παράγοντας συγκράτησης (ή χωρητικότητας), k΄, όσο και η διαχωριστική ικανότητα, R, σε άπειρη συγκέντρωση μικυλλίων, απλοποιούνται στις γενικές εξισώσεις της LC. Ο μηχανισμός διαχωρισμού των ουδέτερων μορίων στη MECC, είναι ουσιαστικά χρωματογραφικός και μπορεί να περιγραφεί με τη χρήση τροποποιημένων χρωματογραφικών σχέσεων. Ο λόγος των συνολικών moles μιας ουσίας στο μικύλλιο, δηλαδή, στην ψευδοστατική φάση, προς τα moles στην κινητή φάση (παράγοντας συγκράτησης, k΄), δίνεται από τη σχέση:
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				(9.18)

		

	

	 

	όπου:       to = χρόνος συγκράτησης της προσδιοριζόμενης ουσίας

	to = χρόνος συγκράτησης του μη-συγκρατημένου συστατικού, που κινείται με την ταχύτητα της EOF (ή νεκρός χρόνος)

	tmc = χρόνος συγκράτησης των μικυλλίων 

	Κ  = συντελεστής κατανομής

	VS= όγκος της φάσης των μικυλλίων 

	VM = όγκος της κινητής φάσης 

	 

	Η εξίσωση αυτή είναι μια τροποποίηση της κανονικής χρωματογραφικής περιγραφής του k΄ για να ερμηνεύσει την κίνηση της ψευδοστατικής φάσης. Καθώς το tmc γίνεται άπειρο (δηλαδή, το μικύλλιο γίνεται πραγματικά στατικό) η εξίσωση απλοποιείται στη συμβατική μορφή της.

	Ο διαχωρισμός δύο ειδών στη MECC, μπορεί να περιγραφεί από τη σχέση:
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				(9.19)

		

	

	 

	όπου: α=k΄2/k΄1

	 

	Όπως προκύπτει από την εξίσωση (9.19), ο διαχωρισμός μπορεί να βελτιωθεί με βελτιστοποίηση της απόδοσης διαχωρισμού (Ν), της εκλεκτικότητας (α) και/ή του παράγοντα συγκράτησης (k΄). 

	Η διαχωριστική ικανότητα βελτιώνεται, αυξάνοντας το εύρος έκλουσης (χρονικό παράθυρο). Κατά το διαχωρισμό ουδέτερων μορίων, αυτά εκλούονται σε χρόνο μεταξύ tο (χρόνος συγκράτησης της EΟF) και tmc (χρόνος συγκράτησης των μικυλλίων), όπως φαίνεται στο Σχήμα 9.6. Υδρόφιλα συστατικά που δεν αλληλεπιδρούν με τα μικύλλια, εκλούονται μαζί με την EΟF και αυτά που συγκρατούνται από τα μικύλλια, εκλούονται μαζί μ’ αυτά. Ενώ το διάστημα to έως tmc είναι σχετικά μικρό, η χωρητικότητα κορυφών μπορεί να είναι πολύ μεγάλη, λόγω της υψηλής απόδοσης διαχωρισμού. Είναι επιθυμητό να χρησιμοποιούμε συνθήκες οι οποίες ανοίγουν το χρονικό παράθυρο, δηλαδή, μέτρια EOF και μικύλλια που εμφανίζουν υψηλή ευκινησία. 

	Η εκλεκτικότητα μπορεί εύκολα να προσαρμοστεί στη MECC. Μεταβάλλοντας τη φύση (δηλαδή, μέγεθος, φορτίο, γεωμετρία) του μικυλλίου με τη χρήση διαφορετικών τασιενεργών ενώσεων, μπορεί να προκύψουν δραματικές αλλαγές στην εκλεκτικότητα, παρόμοιες με εκείνες που λαμβάνονται με αλλαγή της στατικής φάσης στην LC. Σε κάθε κατηγορία, το μήκος της αλυσίδας του αλκύλιου ή η δομή μπορεί, επίσης, να ποικίλλει. Σε όλες τις περιπτώσεις, οι μεταβολές στη συγκέντρωση του ρυθμιστικού διαλύματος, το pΗ, η θερμοκρασία, ή η χρήση πρόσθετων, όπως ουρία, μεταλλικά ιόντα, ή χειρόμορφοι επιλογείς μπορούν, επίσης, να χρησιμοποιηθούν για να επηρεάσουν την εκλεκτικότητα.

	Οι επιφανειοδραστικές ενώσεις που χρησιμοποιούνται στη MECC, μπορεί ακόμη να αλληλεπιδράσουν με τα τοιχώματα του τριχοειδούς και να έχουν δραματικές επιπτώσεις στην ΕΟF και στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ προσδιοριζόμενων ουσιών-τοιχωμάτων τριχοειδούς.
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	Σχήμα 9.6. Εύρος έκλουσης ουδέτερων μορίων στη MECC

	 

	Με ανιοντικά μικύλλια SDS, η γενική σειρά μετανάστευσης στον τριχοειδή θα είναι ανιόντα, ουδέτερα και κατιόντα. Τα ανιόντα ξοδεύουν περισσότερο από το χρόνο τους στην κύρια μάζα του υγρού, εξαιτίας ηλεκτροστατικών απωθήσεων από τα μικύλλια. Όσο μεγαλύτερο είναι το ανιοντικό φορτίο, τόσο ταχύτερη είναι η έκλουση. Τα ουδέτερα μόρια διαχωρίζονται αποκλειστικά με βάση την υδροφοβικότητα. Τα κατιόντα εκλούονται τελευταία, λόγω της ισχυρής ηλεκτροστατικής έλξης (π.χ. σχηματισμός ζεύγους ιόντων με το μικύλλιο). Ενώ αυτό ισχύει γενικά, οι ισχυρές υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις μπορεί να υπερβούν τις ηλεκτροστατικές δυνάμεις. Ομοίως, η ηλεκτροφορητική μετανάστευση των συστατικών ενός δείγματος μπορεί, επίσης, να επηρεάσει τη σειρά έκλουσης. Όταν χρησιμοποιείται κατιοντική επιφανειοδραστική ένωση, η EOF αντιστρέφεται και η πολικότητα των ηλεκτροδίων πρέπει να αντιστραφεί ώστε να είναι δυνατή η ανίχνευση μιας ουσίας. Η κατεύθυνση της προσδιοριζόμενης ουσίας και η μετανάστευση του μικυλλίου ποικίλλουν και εξαρτώνται από το φορτίο του μικυλλίου και την ταχύτητα της EOF. Γενικώς, χρησιμοποιούνται ρυθμιστικά διαλύματα υψηλού pΗ, για να διατηρηθεί ισχυρή EOF και να εξασφαλιστεί η κατεύθυνση της μετανάστευσης.

	 

	Εφαρμογές της MECC: Η MECC είναι μια δυναμική ηλεκτροφορητική τεχνική, δεδομένου ότι μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορισμό φορτισμένων και αφόρτιστων ουσιών και για ένα ευρύ φάσμα ουσιών, με υδρόφιλα ή υδρόφοβα χαρακτηριστικά. Οι εφαρμογές περιλαμβάνουν αμινοξέα, νουκλεοτίδια, βιταμίνες, ένα ευρύ φάσμα φαρμακευτικών προϊόντων, αρωματικών υδρογονανθράκων κ.λπ. 

	Σε ό,τι αφορά τα φαρμακευτικά προϊόντα, η MECC χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό των δραστικών ουσιών σε δισκία, κρέμες και ενέσιμα σκευάσματα. Εφαρμόζεται, επίσης, και στον προσδιορισμό παράνομων ναρκωτικών ουσιών για ιατροδικαστικούς σκοπούς και, γενικώς, στην ανάλυση μιας μεγάλης ποικιλίας δειγμάτων ιατροδικαστικού ενδιαφέροντος (Σχήμα 9.7). Ουσίες που είναι δύσκολο να προσδιοριστούν με GC, όπως οι φαιναιθυλαμίνες, βενζοδιαζεπίνες, ερυσιβώδη αλκαλοειδή (ergot alkalois), psilocybin (φυσική ψυχεδελική ουσία η οποία παράγεται από μανιτάρια) και το παραισθησιογόνο φαινκυκλιδίνη ή σκόνη των αγγέλων (PCP), μπορούν να προσδιοριστούν με MECC. Για το LSD η MECC θεωρήθηκε ανώτερη από την HPLC, η οποία χρησιμοποιείται συνήθως.
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	Σχήμα 9.7. Xρήση της MECC στoν προσδιορισμό παραισθησιογόνων ουσιών. (Aνατύπωση με άδεια από: Weinberger, R. & Lurie, I.S. (1991). Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography of Illicit Drug Substances. Analytical Chemistry, 63, 823-827. Copyright (2014) American Chemical Society).

	 

	9.4.3. Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση Πηκτής (CGE)

	 

	H Ηλεκτροφόρηση Πηκτής έχει χρησιμοποιηθεί κατά κύριο λόγο στις βιολογικές επιστήμες για διαχωρισμούς που βασίζονται στο μέγεθος μακρομορίων, όπως οι πρωτεΐνες και τα νουκλεϊκά οξέα. Ο διαχωρισμός μεγέθους επιτυγχάνεται με ηλεκτροφόρηση των προσδιοριζόμενων ουσιών μέσα από ένα κατάλληλο πολυμερές, το οποίο δρα ως «μοριακό κόσκινο». Αυτή η μορφή της ηλεκτροφόρησης ζώνης απεικονίζεται στο Σχήμα 9.8. Καθώς οι φορτισμένες ουσίες μεταναστεύουν μέσω του δικτύου του πολυμερούς, παρεμποδίζονται, τα μεγαλύτερα μόρια περισσότερο απ’ ό,τι τα μικρότερα. Μακρομόρια όπως το DNA, δεν μπορούν να διαχωριστούν χωρίς την παρουσία γέλης, επειδή περιέχουν αναλογίες μάζας- φορτίου που δε μεταβάλλεται με το μέγεθος. Δηλαδή, με το DNA για παράδειγμα, κάθε πρόσθετο νουκλεοτίδιο που προστίθεται σε μια αλυσίδα του DNA, προσθέτει μια ισοδύναμη μονάδα μάζας και φορτίου και δεν επηρεάζει την ευκινησία σε ελεύθερο διάλυμα.

	Η Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση Πηκτής (CGE) είναι άμεσα συγκρίσιμη με την παραδοσιακή επίπεδη ηλεκτροφόρηση ή την ηλεκτροφόρηση πηκτής σε σωλήνα, δεδομένου ότι οι μηχανισμοί διαχωρισμού είναι ταυτόσημοι. Η CGE, όμως, μπορεί να προσφέρει μια σειρά από πλεονεκτήματα, συμπεριλαμβανομένης της χρήσης υψηλότερων ηλεκτρικών πεδίων (10 έως 100 φορές), χωρίς τα επιβλαβή αποτελέσματα της θέρμανσης Joule (παρόλο που στην παραδοσιακή Ηλεκτροφόρηση Πηκτής πρόσφατα έχουν χρησιμοποιηθεί πηκτές σε εξαιρετικά λεπτές πλάκες, για να περιορίσουν τη θέρμανση), ανίχνευση επάνω στον τριχοειδή (on-capillary) και οργανολογικό αυτοματισμό. Επιπλέον, λόγω της ιδιότητας του τριχοειδούς να μη μεταδίδει τη θερμότητα με μεταγωγή, δεν είναι απαραίτητο να χρησιμοποιηθεί πηκτή. 
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	Σχήμα 9.8. Απεικόνιση διαχωρισμού στη CGE

	 

	Παραδοσιακά, διασταυρούμενες αλυσίδες πηκτής πολυακρυλαμιδίου και αγαρόζης έχουν χρησιμοποιηθεί σε επίπεδη διάταξη ή σε σωλήνα. Το πολυακρυλαμίδιο έχει, συνήθως, μικρότερες αποστάσεις πλέγματος (ή μεγέθη πόρων) και χρησιμοποιείται για διαχωρισμούς πρωτεϊνών. 

	Η διαχωριστική ικανότητα και η απόδοση του διαχωρισμού στη CGE είναι πανομοιότυπες με εκείνες της CZE, δεδομένου ότι και οι δύο είναι τεχνικές ηλεκτροφόρησης ζώνης. Μια αξιοσημείωτη διαφορά μεταξύ τους είναι η εξαιρετικά υψηλή απόδοση διαχωρισμού, η οποία είναι εφικτή σε διαχωρισμούς DNA, με τη CGE. Όπως και στη CZE, η εκλεκτικότητα στη CGE μπορεί να μεταβληθεί με την προσθήκη χειρόμορφων επιλογέων, αντιδραστηρίων σχηματισμού ζευγών ιόντων, ή άλλου παράγοντα συμπλοκοποίησης (όπως βρωμιούχο αιθίδιο για το DNA και SDS για πρωτεΐνες). Αυτά τα είδη μπορούν να συνδεθούν ομοιοπολικά με την πηκτή ή απλώς προστίθενται στο ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης. 

	Η CGE τυπικά εκτελείται σε τριχοειδείς εσωτερικής διαμέτρου 50 - έως 100 μm και μήκους περίπου 10 cm έως 1m. Καλύτεροι διαχωρισμοί διεξάγονται σε μακρύτερους τριχοειδείς, αλλά οι χρόνοι ανάλυσης είναι μεγάλοι. Η σύνθεση της γέλης στον τριχοειδή μπορεί να ρυθμιστεί για να βελτιστοποιηθεί η ανάλυση. Για παράδειγμα, η αύξηση της συγκέντρωσης της γέλης βελτιώνει την ανάλυση, αλλά μειώνει το εύρος μοριακού βάρους των προσδιοριζόμενων ουσιών. Η εφαρμοζόμενη τάση είναι ένας περιοριστικός παράγοντας, αφού εντάσεις πεδίου πάνω από 500 V / cm μπορεί να προκαλέσουν θέρμανση του τριχοειδούς και να δημιουργήσουν κενά στη γέλη.

	 

	Εφαρμογές της CGE: Η CGE έχει χρησιμοποιηθεί σε εφαρμογές τόσο της μοριακής βιολογίας, όσο και της πρωτεϊνικής χημείας. Η πρώτη περιλαμβάνει την ανάλυση καθαρότητας ολιγονουκλεοτιδίων, γονιδιακή θεραπεία, ταυτοποίηση αλληλουχιών DNA, την ανάλυση προϊόντων PCR (Protein Chain Reaction, Aλυσιδωτή Aντίδραση Πολυμεράσης) και ιατροδικαστική ανάλυση DNA. Η τελευταία περιλαμβάνει διαχωρισμούς τόσο φυσικών πρωτεϊνών, όσο και συμπλοκοποιημένων με SDS. Διαχωρισμός θραυσμάτων δίκλωνου DNA έχει, επίσης, πραγματοποιηθεί επιτυχώς με CGE. Το δίκλωνο DNA μπορεί να διαχωριστεί με φυσικές πηκτές. Γενικότερα, τα γραμμικά πηκτώματα με πιο ανοικτή δομή ή ελάχιστα σταυροειδείς δεσμούς είναι καταλληλότερα γι’ αυτά τα μεγάλα μόρια, όπως το DNA, τα οποία μπορούν να κυμαίνονται σε μέγεθος, από λίγα ζεύγη βάσεων έως περισσότερα από 106 ζεύγη βάσεων (Σχήμα 9.9). Τριχοειδείς με τροποποιημένη επιφάνεια χρησιμοποιούνται καλύτερα, δεδομένου ότι η ηλεκτροοσμωτική ροή εξαλείφεται εντελώς. Υπό αυτές τις συνθήκες, ο χρόνος μετανάστευσης των θραυσμάτων σχετίζεται άμεσα με τον αριθμό των βάσεων του DNA. Αυτοί οι διαχωρισμοί είναι πολύ αποτελεσματικοί, καθόσον μία κορυφή που αντιπροσωπεύει, για παράδειγμα 118 ζεύγη βάσεων, αποδίδει περίπου 2.000.000 θεωρητικές πλάκες ανά μέτρο. 

	Στον τομέα των πρωτεϊνών, αρκετή έρευνα έχει πραγματοποιηθεί με χρήση πηκτωμάτων και SDS για διαχωρισμούς με βάση το μέγεθος. Έχουν χρησιμοποιηθεί τόσο τα συνήθη πηκτώματα SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis), όσο και γραμμικά πηκτώματα με SDS. Εναλλακτικά, χρησιμοποιούνται γραμμικά πολυμερή δεξτράνης, δεδομένου ότι προσφέρουν μεγαλύτερη σταθερότητα πηκτώματος και χαμηλότερη απορρόφηση υποβάθρου, σε χαμηλά μήκη κύματος.

	Πρωτεΐνες μετουσιωμένες με 2-μερκαπτοαιθανόλη, συνήθως, αναλύονται με ένα σύστημα SDS-PAGE. Δεδομένων αυτών των συνθηκών, όλες οι πρωτεΐνες έχουν την ίδια αναλογία φορτίου - μάζας, αφού το κανονικό φορτίο τους επισκιάζεται από το δεσμό τους με το SDS. Πράγματι, μια σταθερή ποσότητα SDS, 1,4 g, προσροφάται σε κάθε γραμμάριο πρωτεΐνης. Το SDS είναι ανιοντικό και γι’ αυτό, όλες οι πρωτεΐνες γίνονται αρνητικά φορτισμένες και μεταναστεύουν προς την άνοδο. Οι πρωτεΐνες ξεδιπλώνονται (με την προϋπόθεση ότι οι δισουλφιδικοί δεσμοί σπάζουν) και η δομή τους γίνεται τέτοια ώστε να επιτρέπει ομοιόμορφο μοριακό κοσκίνισμα, για διαχωρισμό μεγέθους. Ένα τυπικό ρυθμιστικό διάλυμα είναι το 90 mM Tris-φωσφορικό, pΗ 8,6, με 0,1% SDS. Στη CGE χρησιμοποιείται ηλεκτροκινητική έγχυση δείγματος, δεδομένου ότι έγχυση υπό πίεση θα οδηγούσε σε εξώθηση του πηκτώματος. Χρησιμοποιούνται, επίσης, κοντοί τριχοειδείς, 10-20 cm, με εντάσεις πεδίου που πλησιάζουν τα 400 V/cm. Υπ’ αυτές τις συνθήκες, υπάρχει γραμμική συσχέτιση μεταξύ της ευκινησίας και του μοριακού βάρους. Ο λογάριθμος της ευκινησίας ως προς την εκατοστιαία σύσταση του μονομερούς (% Τ) της γέλης έχει, επίσης, γραμμική εξάρτιση. Οι πρωτεΐνες, συνήθως, μετουσιώνονται σε 1% SDS και 2% β-μερκαπτοαιθανόλη για 30 λεπτά στους 90°C. 

	Όπως στη συμβατική ηλεκτροφόρηση πηκτής, οι χρόνοι μετανάστευσης μειώνονται, καθώς αυξάνεται το μέγεθος πόρων ( χαμηλότερο % Τ). Οι χρόνοι διαχωρισμού μπορεί, επίσης, να μειωθούν με τη χρήση υψηλότερων τάσεων, με την προϋπόθεση ότι η απαγωγή θερμότητας είναι επαρκής. Κοντοί τριχοειδείς μπορούν ακόμη να χρησιμοποιηθούν στην ίδια ένταση πεδίου, για να επιταχύνουν περαιτέρω το διαχωρισμό.
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	Σχήμα 9.9. CGE διαχωρισμός 1000 ζευγών βάσεων DNA. Συνθήκες: δις-διασταυρωμένο πολυακρυλαμίδιο(3% Τ, 0,5%C), 100mM Tris-βορικά, pH 8,3, E=250V/cm, i=12,5μA, Ld=30cm, Lt=40cm, id=75μm, λ=260nm, τριχοειδής με επικάλυψη πολυακρυλαμιδίου. (Aνατύπωση με άδεια από: Heiger, D.N., Cohen A.S.& Karger B.L. (1990). Separation of DNA restriction fragments by high performance capillary electrophoresis with low and zero crosslinked polyacrylamide using continuous and pulsed electric fields. Journal of Chromatography, 516, 33-48. Copyright (2014) Elsevier).

	 

	9.4.4. Τριχοειδής Ισοηλεκτρική Εστίαση (CIEF)

	 

	Η Τριχοειδής Ισοηλεκτρική Εστίαση ( CIEF ) είναι μια ηλεκτροφορητική τεχνική υψηλής απόδοσης, η οποία για το διαχωρισμό πεπτιδίων και πρωτεϊνών, με βάση το ισοηλεκτρικό τους σημείο (pI). Η CIEF μπορεί να χρησιμοποιηθεί για το διαχωρισμό πρωτεϊνών, που το pI τους διαφέρει λιγότερο από 0,005 μονάδες. Θεμελιώδης προϋπόθεση της CIEF είναι ότι ένα μόριο θα μεταναστεύει μέσα στον τριχοειδή εφόσον έχει φορτίο.

	Στη CIEF σχηματίζεται μια βαθμίδωση pΗ μέσα στον τριχοειδή, όπου το pH είναι χαμηλό στην άνοδο και υψηλό στην κάθοδο, χρησιμοποιώντας αμφολύτες. Οι αμφολύτες είναι μόρια τα οποία περιέχουν και όξινη και βασική χαρακτηριστική ομάδα (δηλαδή, είναι διπολικά ιόντα), των οποίων τα ισοηλεκτρικά σημεία καλύπτουν την επιθυμητή περιοχή pH (pΗ 3 έως 9, για παράδειγμα). Μετά την πλήρωση του τριχοειδούς με ένα μείγμα συστατικών (δείγματος) και αμφολυτών, σχηματίζεται βαθμίδωση του pH. Με βασικό διάλυμα ηλεκτρολύτη στην κάθοδο και όξινο διάλυμα στην άνοδο, κατά την εφαρμογή του ηλεκτρικού πεδίου οι φορτισμένοι αμφολύτες και οι πρωτεΐνες μεταναστεύουν, έως ότου φθάσουν σε μια περιοχή όπου το φορτίο τους μηδενίζεται (στο pΙ τους). Εκεί, παύουν να μετακινούνται και εστιάζονται με τη μορφή ζωνών. Αυτή η διαδικασία είναι γνωστή ως “εστίαση”. Οι πρωτεϊνικές ζώνες παραμένουν στενές, δεδομένου ότι αν μια πρωτεΐνη εισέλθει σε μια ζώνη διαφορετικού pH, αποκτά φορτίο και αναγκάζεται να επιστρέψει στην αρχική της ζώνη, μηδενικού φορτίου. Η συνολική διαδικασία διαχωρισμού απεικονίζεται στο Σχήμα 9.10.

	 

	[image: Image]

	 

	Σχήμα 9.10. Απεικόνιση διαχωρισμού στην Τριχοειδή Ισοηλεκτρική Εστίαση.

	 

	Για παράδειγμα, ουσία με καθαρό αρνητικό φορτίο θα μεταναστεύσει αρχικά προς την άνοδο, όπου συναντά ρυθμιστικό διάλυμα χαμηλού pH. Στο τέλος, η ουσία συναντά ένα pH, όπου το καθαρό φορτίο της γίνεται μηδέν, στο ισοηλεκτρικό σημείο (pI), και η μετανάστευση σταματά. Όσο μεγαλύτερος είναι ο αριθμός των αμφολυτών στο διάλυμα, τόσο ομαλότερη είναι η βαθμίδωση του pH. Το pH του ανοδικού ρυθμιστικού διαλύματος πρέπει να είναι χαμηλότερο από το pI του πιο όξινου αμφολύτη, για να αποτρέψει τη μετανάστευση εντός του προσδιοριζόμενου συστατικού. Ομοίως, το καθοδικό ρυθμιστικό διάλυμα πρέπει να έχει ένα υψηλότερο pH από το pI του πιο βασικού αμφολύτη. Η CIEF χρησιμοποιείται, γενικά, για υψηλής απόδοσης διαχωρισμούς πρωτεϊνών και πολυπεπτιδίων, αλλά θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί για οποιαδήποτε αμφοτερική ουσία, υπό την προϋπόθεση ότι χρησιμοποιείται μια σειρά από αμφολύτες, που καλύπτουν ολόκληρο το εύρος τιμών pI. 

	Η εστίαση των ζωνών γίνεται αντιληπτή από το ρεύμα. Όταν ολοκληρωθεί η διαδικασία, επιτυγχάνεται κατάσταση ισορροπίας (steady state) και δεν υπάρχει διέλευση ρεύματος. Μετά την εστίαση, τα συστατικά του δείγματος και οι αμφολύτες κινητοποιούνται και οι ζώνες αρχίζουν να μετακινούνται προς τον ανιχνευτή. Η κινητοποίησή τους μπορεί να επιτευχθεί είτε με εφαρμογή πίεσης στον τριχοειδή, είτε με την προσθήκη άλατος σ’ ένα από τα δοχεία του φέροντος ηλεκτρολύτη.

	Η EOF πρέπει να ελαττωθεί ή να εξαλειφθεί εντελώς, επειδή υπάρχει κίνδυνος η ροή να παρασύρει τους αμφολύτες έξω από τον τριχοειδή, πριν επιτευχθεί η εστίαση των ζωνών. Η ελάττωση ή η εξάλειψή της γίνεται με επικάλυψη των τοιχωμάτων του τριχοειδούς (ομοιοπολική ή δυναμική). Η δυναμική επικάλυψη έχει το πλεονέκτημα της απλότητας, αλλά η επίτευξη αναπαραγώγιμων EOF είναι συχνά δύσκολη. Η επικάλυψη (δυναμική ή ομοιοπολική) είναι, επίσης, χρήσιμη για τον περιορισμό της προσρόφησης των πρωτεϊνών στα τοιχώματα του τριχοειδούς. 

	Τα τρία βασικά βήματα της CIEF είναι η φόρτωση του δείγματος, η εστίαση και η κινητοποίηση των ζωνών. Το δείγμα αναμιγνύεται με τους κατάλληλους αμφολύτες, σε μια τελική συγκέντρωση 1-2 % αμφολυτών. Οι υποδοχείς του ρυθμιστικού διαλύματος γεμίζονται με υδροξείδιο του νατρίου (κάθοδος) και φωσφορικό οξύ (άνοδος) και εφαρμόζονται ηλεκτρικά πεδία της τάξης των 500-700 V/cm. Καθώς προχωρά η εστίαση, το ρεύμα πέφτει κάτω από το 1μΑ. Η κινητοποίηση των εστιασμένων ζωνών μπορεί να επιτευχθεί είτε προς την κατεύθυνση της καθόδου, είτε προς την κατεύθυνση της ανόδου. Για κινητοποίηση προς την κάθοδο, ο υποδοχέας προς την πλευρά της καθόδου γεμίζεται με διάλυμα υδροξειδίου του νατρίου- χλωριούχου νατρίου. Για κινητοποίηση προς την άνοδο, το χλωριούχο νάτριο προστίθεται στον υποδοχέα ανόδου. Η προσθήκη άλατος μεταβάλλει το pΗ στον τριχοειδή, όταν εφαρμόζεται τάση, καθόσον τα ανιόντα / κατιόντα ανταγωνίζονται με τη μετανάστευση των ιόντων υδροξυλίου / υδρονίου. Καθώς το pΗ έχει αλλάξει, τόσο οι αμφολύτες όσο και οι πρωτεΐνες κινητοποιούνται προς την κατεύθυνση όπου έχει προστεθεί άλας. Επίσης, όσο προχωρεί η κινητοποίηση των ζωνών, το ρεύμα αυξάνεται καθώς τα ιόντα του άλατος μεταναστεύουν μέσα στον τριχοειδή.

	 

	Εφαρμογές της CIEF: Η CIEF έχει χρησιμοποιηθεί επιτυχώς για τον προσδιορισμό του ισοηλεκτρικού σημείου των πρωτεϊνών και για το διαχωρισμό ισομορφών των πρωτεϊνών και άλλων ειδών πρωτεϊνών, τα οποία δεν μπορούν να διαχωριστούν με άλλες μεθόδους, συμπεριλαμβανομένων των ανοσοσφαιρινών και των αιμοσφαιρινών (Σχήμα 9.11), των μεταφραστικών τροποποιήσεων των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών, καθώς στην ανάλυση αραιών βιολογικών διαλυμάτων.

	 

	[image: Image]

	 

	Σχήμα 9.11. Ηλεκτροφερόγραμμα CIEF διαχωρισμού των αιμοσφαιρινών F, A0 και Fac (κορυφές 1,2 και 3 αντίστοιχα) από εμβρυϊκό ερυθρό αιμοσφαίριο. (Aνατύπωση με άδεια από: Lillard, S.J.& Yeung, E. S. (1996). Analysis of single erythrocytes by injection-based capillary isoelectric focusing with laser-induced native fluorescence detection. Journal of Chromatography B, 687, 363-369. Copyright (2014) Elsevier).

	 

	9.4.5. Τριχοειδής Ισοταχοφόρηση (CITP)

	 

	Η Τριχοειδής Ισοταχοφόρηση (CITP) είναι μια ηλεκτροφορητική τεχνική “κινούμενων ορίων”. Στη CITP, χρησιμοποιείται ένας συνδυασμός δύο συστημάτων ρυθμιστικών διαλυμάτων, για να δημιουργηθεί μια κατάσταση, στην οποία οι διαχωρισμένες ζώνες κινούνται όλες με την ίδια ταχύτητα. Όπως η CIEF, έτσι και η CITP στηρίζεται σε μηδενική ηλεκτροωσμωτική ροή και το ρυθμιστικό σύστημα είναι ετερογενές. Τα δύο άκρα του τριχοειδούς είναι εμβαπτισμένα μαζί με τα αντίστοιχα ηλεκτρόδια σε δοχεία με διαφορετικά ρυθμιστικά διαλύματα. Το ένα ονομάζεται οδηγός (leading electrolyte) και το άλλο ουραγός (terminating electrolyte). Το δείγμα εισάγεται στον τριχοειδή, στο σημείο επαφής των δύο ηλεκτρολυτών. Οι ζώνες παραμένουν “στριμωγμένες” μεταξύ των λεγόμενων “οδηγού” και “ουραγού” ηλεκτρολύτη. Σε κάθε συγκεκριμένο διαχωρισμό, τόσο ο οδηγός όσο και ο ουραγός ηλεκτρολύτης περιέχουν από ένα ιόν ομόσημα φορτισμένο με τα ιόντα του δείγματος που θέλουμε να διαχωριστούν, αλλά με διαφορετική ευκινησία απ' αυτά. Σ’ ένα πείραμα CΙΤΡ μπορούν να αναλυθούν είτε μόνο κατιόντα, είτε μόνο ανιόντα. Ο οδηγός ηλεκτρολύτης περιέχει ένα ιόν με ευκινησία μεγαλύτερη από τις ευκινησίες των ιόντων του  δείγματος κι ο ουραγός ηλεκτρολύτης περιέχει ένα ιόν, με ευκινησία μικρότερη απ' αυτήν των ιόντων του δείγματος. 

	Για τις αναλύσεις ανιόντων, για παράδειγμα, τα ρυθμιστικά διαλύματα πρέπει να επιλεγούν έτσι ώστε, ο οδηγός ηλεκτρολύτης να περιέχει ένα ανιόν με ηλεκτροφορητική ευκινησία υψηλότερη από εκείνη των ανιόντων του δείγματος. Ομοίως, το ανιόν του ουραγού ηλεκτρολύτη πρέπει να έχει χαμηλότερη ευκινησία απ’ αυτήν των ανιόντων του δείγματος. Οταν εφαρμόζεται ηλεκτρικό πεδίο, τα ανιόντα αρχίζουν να μεταναστεύουν προς την άνοδο. Επειδή το προπορευόμενο ανιόν, του οδηγού ηλεκτρολύτη, έχει την υψηλότερη ευκινησία όλων, κινείται ταχύτερα, ακολουθούμενο από το ανιόν με την επόμενη υψηλότερη ευκινησία και ούτω καθεξής. Στη CΙΤΡ τα επιμέρους ανιόντα μεταναστεύουν σε διακριτές ζώνες, αλλά όλες κινούνται με την ίδια ταχύτητα, όπως ορίζεται από την ταχύτητα του οδηγού ανιόντος. Η διαδικασία διαχωρισμού απεικονίζεται στο Σχήμα 9.12. 

	Στη CITP δημιουργείται μια κατάσταση σταθερής ταχύτητας, δεδομένου ότι το ηλεκτρικό πεδίο μεταβάλλεται σε κάθε ζώνη. Το πεδίο είναι αυτορυθμιζόμενο, για να διατηρείται σταθερή η ταχύτητα (ταχύτητα = ευκινησία x πεδίο), με το χαμηλότερο πεδίο στη ζώνη υψηλότερης ευκινησίας. Το φαινόμενο αυτό διατηρεί πολύ αυστηρά όρια μεταξύ των ζωνών. Εάν ένα ιόν διαχυθεί σε μια γειτονική ζώνη, μεταβάλλεται η ταχύτητά του και επιστρέφει αμέσως στη δική του ζώνη. Έτσι, συμβαίνει μια βαθμωτή πτώση της έντασης του ηλεκτρικού πεδίου, από τη ζώνη του ουραγού-ιόντος (μικρή ευκινησία) προς τη ζώνη του οδηγού-ιόντος (μεγάλη ευκινησία). 
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	Σχήμα 9.12. Απεικόνιση διαχωρισμού στην Τριχοειδή Ισοταχοφόρηση.

	 

	Ένα άλλο ενδιαφέρον χαρακτηριστικό της CΙΤΡ είναι η σταθερή συγκέντρωση σε κάθε ζώνη, που καθορίζεται από τη συγκέντρωση του οδηγού ηλεκτρολύτη. Δεδομένου ότι η CΙΤΡ εκτελείται, συνήθως, σε συνθήκες σταθερού ρεύματος, πρέπει να υφίσταται μια σταθερή αναλογία μεταξύ της συγκέντρωσης και της ευκινησίας των ιόντων σε κάθε ζώνη. Οι ζώνες οι οποίες έχουν μικρότερη (ή μεγαλύτερη) συγκέντρωση από αυτήν του οδηγού ηλεκτρολύτη, στενεύουν (ή διευρύνονται) ώστε να προσαρμοστούν στην κατάλληλη συγκέντρωση. Το φαινόμενο αυτό μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως στάδιο προσυγκέντρωσης στη CZE, MECC ή CGE. Το “στένεμα” των ζωνών (και επομένως καλύτερος διαχωρισμός) μπορεί να συμβεί με την προσθήκη υψηλής συγκέντρωσης οδηγού και/ή ουραγού ηλεκτρολύτη στο δείγμα (δηλαδή, προσθήκη άλατος). Μια δυσκολία που προκύπτει συχνά, είναι η εύρεση ρυθμιστικών διαλυμάτων τα οποία να περιέχουν και των δύο ειδών ιόντα - οδηγούς και ουραγούς - και ταυτόχρονα να αποδίδουν το επιθυμητό pΗ. Ένας επιπλέον περιορισμός είναι ότι μόνον κατιόντα ή μόνον ανιόντα μπορούν να προσδιοριστούν ταυτόχρονα. 

	Σε σύγκριση με τη CZE, η επιλογή και η βελτιστοποίηση του ρυθμιστικού διαλύματος είναι λιγότερο άμεση. Για παράδειγμα, για τον προσδιορισμό κατιόντων ο οδηγός καθοδικός ηλεκτρολύτης μπορεί να περιέχει ένα ιδιαίτερα ευκίνητο οξύ (H+), ενώ ο ουραγός ανοδικός ηλεκτρολύτης μπορεί να περιέχει ένα ασθενέστερο οξύ, όπως προπιονικό οξύ. 

	Η λειτουργία της CITP στα σύγχρονα όργανα υπήρξε επιτυχής, τόσο με επεξεργασμένους, όσο και μη επεξεργασμένους τριχοειδείς τηγμένου οξειδίου του πυριτίου. Η EOF μπορεί να κατασταλεί με προσθήκη 0,25% υδροξυπροπυλομεθυλοκυτταρίνης. Ένα καλός οδηγός ηλεκτρολύτης είναι το φωσφορικό οξύ, 5 mM. Επίσης, η βαλίνη (100 mM, με ρύθμιση του pΗ με μια πρωτοταγή αμίνη) αποτελεί ένα χρήσιμο ουραγό ηλεκτρολύτη. Κατά την έναρξη του διαχωρισμού, το ρεύμα μπορεί να είναι αρκετά υψηλό, δεδομένου ότι ο υψηλής ευκινησίας οδηγός ηλεκτρολύτης γεμίζει πλήρως τον τριχοειδή. Καθώς προχωρά ο διαχωρισμός, το ρεύμα μειώνεται, όταν ο ουραγός ηλεκτρολύτης εισέρχεται στον τριχοειδή.

	 

	
9.4.6. Επιλογή Ηλεκτροφορητικής Τεχνικής 

	 

	Ο Πίνακας 9.4 μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να μας βοηθήσει να επιλέξουμε την πιο κατάλληλη ηλεκτροφορητική τεχνική, ως σημείο εκκίνησης κατά την ανάπτυξη μιας μεθόδου. Η τεχνική που δίνεται ως πρώτη επιλογή σε κάθε κατηγορία ενώσεων, είναι πιθανό να δώσει αποδεκτά αποτελέσματα στο συντομότερο δυνατό χρόνο. 

	 

	9.4.6.1. Ανάπτυξη Μεθόδου 

	 

	Κατά την ανάπτυξη μιας νέας μεθόδου με CE, είναι χρήσιμη η συλλογή πληροφοριών για κάποιες ιδιότητες της/των προσδιοριζόμενων ενώσεων σε ένα δείγμα, όπως: Είναι η ένωση διαλυτή στο νερό σε συγκεντρώσεις έως 1 mg / mL; Είναι διαλυτή σε όλα τα pH; Εάν η διαλυτότητα στο νερό είναι περιορισμένη, μικρές ποσότητες (έως 25%) μεθανόλης ή ακετονιτριλίου επαρκούν για τη διαλυτοποίησή της; Μικρά μόρια διαλυτοποιούνται χρησιμοποιώντας 100 mM SDS; Για τις πρωτεΐνες, η χρήση 7 Μ ουρίας ή ενός μέσου διασποράς, όπως η αιθυλενογλυκόλη θα βοηθήσει; Είναι η προσδιοριζόμενη ένωση ασταθής σε ορισμένα pΗ; Είναι η ένωση θερμικά ασταθής; Ποιο είναι το μήκος κύματος της μέγιστης απορρόφησης UV; Πόσα συστατικά αναμένονται στο μείγμα; Ποια είναι η αναμενόμενη συγκέντρωση κάθε συστατικού;
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	Πίνακας 9.4.  Επιλογή ηλεκτροφορητικής τεχνικής.

	 

	Ανάπτυξη μεθόδου με CZE: Πολλές επιλογές είναι διαθέσιμες για την ανάπτυξη μεθόδων με CZE. Για παράδειγμα, αναφέρουμε το διαχωρισμό μιας πρωτεΐνης. Έστω ότι αρχικά χρησιμοποιείται τριχοειδής συνολικού μήκους 75 cm, στους 25°C, με εφαρμογή τάσης 20 kV και με τον ανιχνευτή ρυθμισμένο στα 214 nm. Γίνεται υδροδυναμική εισαγωγή δείγματος, συγκέντρωσης 1 mg/mL, για 1s. Ως ηλεκτρολύτης ηλεκτροφόρησης χρησιμοποιείται ένα ρυθμιστικό διάλυμα 100 mM, κατάλληλου pΗ. Ορισμένες κατευθυντήριες γραμμές είναι οι εξής:

	 

	
		Είναι η ένωση σταθερή στα οξέα; - Χρησιμοποιήστε ένα ρυθμιστικό διάλυμα με pH κάτω από το pΙ της ένωσης. Είναι η ένωση ασταθής στα οξέα; - Επιλέξτε ένα pH, τουλάχιστον 1 μονάδα πάνω από το pI. 

		Πρόβλημα διαλυτότητας; -Προσθέστε στο ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης έναν τροποποιητή, όπως ουρία ή αιθυλενογλυκόλη. 

		Πρόβλημα προσρόφησης; -Χρησιμοποιήστε ένα πρόσθετο στο ρυθμιστικό διάλυμα, όπως ένα σουλφονικό οξύ, κάποιο άλας, ή αλλάξτε τριχοειδή. Χρησιμοποιήστε τροποποιημένο τριχοειδή με κατάλληλα επικαλυμμένα τοιχώματα.

		Καλή απόδοση, αλλά κακός διαχωρισμός. –Ρυθμίστε κατάλληλα το pH. 

		Ανεπαρκής απόδοση. - Αυξήστε την ιοντική ισχύ του ρυθμιστικού διαλύματος, προσθέστε ένα άλας στο οποίο η πρωτεΐνη είναι σταθερή. 



	 

	Λαμβάνοντας υπόψη τα ανωτέρω, στις περισσότερες περιπτώσεις, επιτυγχάνεται ένας ικανοποιητικός διαχωρισμός σε σχετικά σύντομο χρονικό διάστημα. Μερικά δείγματα μπορεί να είναι αρκετά δύσκολα και μπορεί να χρειαστεί να δαπανηθεί πολύς χρόνος, επιλέγοντας, παράλληλα, προσεκτικά τα ρυθμιστικά διαλύματα και τα χρησιμοποιούμενα πρόσθετα. 

	 

	Ανάπτυξη μεθόδου με MECC: Η MECC είναι ένας καλός μηχανισμός διαχωρισμού για μικρά μόρια. Οι πρωτεΐνες δε διαχωρίζονται ικανοποιητικά με αυτήν την ηλεκτροφορητκή τεχνική. Καλές συνθήκες έναρξης ενός πειράματος με MECC είναι η χρήση 100 mM SDS, σε 50 mM ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών-βορικών, pΗ 7. Στη συνέχεια, προσαρμογές στο pΗ και στις συγκεντρώσεις SDS και οργανικού τροποποιητή μπορεί να είναι απαραίτητες. Ορισμένες κατευθυντήριες γραμμές είναι οι εξής: 

	 

	
		Καλός διαχωρισμός, αλλά απαιτείται μεγάλος χρόνος. –Αυξήστε το pH, μειώστε τη συγκέντρωση του SDS. 

		Κακός διαχωρισμός, μεγάλος χρόνος διαχωρισμού. - Χρησιμοποιήστε οργανικό τροποποιητή. 

		Κακός διαχωρισμός, σύντομος χρόνος διαχωρισμού. - Αυξήστε τη συγκέντρωση του SDS.

		Μέτριος διαχωρισμός, σύντομος χρόνος διαχωρισμού. - Μειώστε το pH, αυξήστε τη συγκέντρωση του SDS. 



	 

	Η χρήση οργανικού τροποποιητή είναι ιδιαίτερα αποτελεσματική στη MECC. Το ακετονιτρίλιο είναι ο διαλύτης πρώτης επιλογής, δεδομένου ότι έχει μικρή επίδραση στην ΕΟF. Μπορούν, επίσης, να χρησιμοποιηθούν και αλκοόλες, αλλά οι χρόνοι διαχωρισμού αυξάνονται. Υπό τις κατάλληλες συνθήκες, η διαχωριστική ικανότητα και η χωρητικότητα κορυφών υπερβαίνουν κατά πολύ αυτές της HPLC. 

	 

	9.5. Οργανολογία και Λειτουργικές Παράμετροι της Τριχοειδούς Ηλεκτροφόρησης

	 

	9.5.1. Εισαγωγή Δείγματος 

	 

	Στη CE, εισάγονται μόνον πολύ μικροί όγκοι δείγματος, οι οποίοι διέπονται από το μικρό όγκο του τριχοειδούς (εσωτερικής διαμέτρου 25 μm έως 150 μm και μήκους 15 – 100 cm). Ως γενικός κανόνας, ισχύει ότι το μήκος του εισαγόμενου (ή εγχυόμενου) δείγματος (injection plug length), δηλαδή το τμήμα του διαλύματος που ρέει στον τριχοειδή και αντιστοιχεί στο δείγμα, σε αντίθεση με το υπόλοιπο υγρό, το οποίο αποτελεί το φέροντα ηλεκτρολύτη (background electrolyte, BGE), θα πρέπει να είναι μικρότερο από 1 έως 2% του συνολικού μήκους του τριχοειδούς. Αυτό αντιστοιχεί σ΄ ένα μήκος εγχυόμενου δείγματος, λίγων χιλιοστών (ή 1 έως 50 nL), ανάλογα με την εσωτερική διάμετρο των τριχοειδών, γεγονός που αποτελεί σημαντικό πλεονέκτημα, διότι όγκοι δείγματος, τόσο μικροί όσο 5 μL, επαρκούν για εκτέλεση πολυάριθμων αναλύσεων. Αντιστρόφως, αυτές οι μικρές ποσότητες παρεμποδίζουν σοβαρά την ευαισθησία, όταν τα δείγματα είναι εξαιρετικά αραιά.

	Ποσοτική εισαγωγή του δείγματος μπορεί να επιτευχθεί με διάφορες μεθόδους. Οι δύο πιο κοινές είναι η υδροδυναμική και η ηλεκτροκινητική (Σχήμα 9.13). Σε κάθε περίπτωση, ο εισαγόμενος όγκος του δείγματος δεν είναι γενικά μια γνωστή ποσότητα, αν και μπορεί να υπολογιστεί. Αντί του όγκου, οι ποσοτικά μετρήσιμες παράμετροι είναι: πίεση/χρόνος εισαγωγής του δείγματος για υδροδυναμική έγχυση, ή τάση /χρόνος εισαγωγής για ηλεκτροκινητική έγχυση.

	 

	9.5.1.1. Υδροδυναμική Έγχυση

	 

	Η υδροδυναμική έγχυση του δείγματος είναι η πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδος. Μπορεί να επιτευχθεί με εφαρμογή πίεσης στο άκρο εισόδου του τριχοειδούς, ή εφαρμογή κενού στο άκρο εξόδου του, ή με σιφωνισμό, ο οποίος επιτυγχάνεται με ανύψωση του δοχείου εισόδου, σε σχέση με το δοχείο εξόδου (Σχήμα 9.13Α,Β,Γ). Σε μια συμβατική διάταξη CE, το άκρο εισόδου του τριχοειδούς βρίσκεται στην πλευρά της ανόδου, ενώ το άκρο εξόδου στην πλευρά της καθόδου. Με την υδροδυναμική εισαγωγή, η ποσότητα του εισαγόμενου δείγματος είναι σχεδόν ανεξάρτητη από το υπόστρωμα του δείγματος. Τυπικές πιέσεις έγχυσης και διάρκεια εισαγωγής του δείγματος κυμαίνονται από 25 ως 100 mbar και 0,5 έως 5 sec, αντίστοιχα. Ο όγκος του εισαγόμενου δείγματος (Vinj) είναι συνάρτηση των διαστάσεων του τριχοειδούς, του ιξώδους του ρυθμιστικού διαλύματος, της εφαρμοζόμενης πίεσης και του χρόνου εισαγωγής του δείγματος. 

	Μια τυπική εισαγωγή δείγματος με σιφωνισμό, επιτυγχάνεται με ανύψωση του δοχείου του δείγματος 5 έως 10 cm σε σχέση με το δοχείο εξόδου για 10 έως 30 δευτερόλεπτα, ανάλογα με τις συνθήκες (Σχήμα 9.13Γ). Ο σιφωνισμός χρησιμοποιείται, συνήθως, σε συστήματα χωρίς δυνατότητες έγχυσης υπό πίεση. Τέλος, για να αποφευχθεί η ανεπιθύμητη έγχυση του δείγματος με σιφωνισμό, είναι σημαντικό η διάρκεια της έγχυσης να είναι όσο το δυνατό συντομότερη. Επιπλέον, τα επίπεδα υγρού στα δοχεία του δείγματος και του ρυθμιστικού διαλύματος θα πρέπει να είναι ίσα. Ο σιφωνισμός μπορεί να προκαλέσει κακή επαναληψιμότητα των εμβαδών κορυφής και ακόμη και υπερφόρτωση δείγματος. Η επαναληψιμότητα έγχυσης μπορεί να δώσει τιμές σχετικής τυπικής απόκλισης (RSD), καλύτερες από 1 έως 2% .

	 

	9.5.1.2. Ηλεκτροκινητική Έγχυση

	 

	Η ηλεκτροκινητική έγχυση πραγματοποιείται με αντικατάσταση του δοχείου του ρυθμιστικού διαλύματος με το δοχείο δείγματος και εφαρμογή τάσης (Σχήμα 9.13Δ). Συνήθως, εφαρμόζονται πεδία ισχύος 3 έως 5 φορές χαμηλότερα από εκείνα που χρησιμοποιούνται για το διαχωρισμό, με χρόνους εισαγωγής 10-30 δευτερόλεπτα. Χαρακτηριστικό της ηλεκτροκινητικής έγχυσης είναι ότι, η εισαγόμενη ποσότητα του κάθε συστατικού εξαρτάται από την ηλεκτροφορητική ευκινησία των μεμονωμένων διαλυμένων συστατικών. Διάκριση γίνεται για τα ιοντικά είδη, δεδομένου ότι τα περισσότερο ευκίνητα ιόντα εισάγονται στον τριχοειδή σε μεγαλύτερη έκταση απ’ ό,τι τα λιγότερο ευκίνητα. 

	Η φόρτωση του δείγματος εξαρτάται, εκτός από τη διάρκεια εισαγωγής του, από την EOF, από τη συγκέντρωση της προσδιοριζόμενης ουσίας και την ηλεκτροφορητική ευκινησία της ουσίας. Διαφοροποιήσεις στην αγωγιμότητα του δείγματος, οι οποίες μπορεί να οφείλονται σε επιδράσεις του υποστρώματος, όπως μεγάλη ποσότητα ενός διαλυμένου άλατος, οδηγούν σε διαφορές στην αντίσταση του δείγματος (συμβαίνει αλλαγή στο ηλεκτρικό πεδίο: Ε = V/Lt) και επομένως, στην ποσότητα του δείγματος η οποία φορτώνεται στον τριχοειδή. Λόγω αυτών των φαινομένων, η ηλεκτροκινητική εισαγωγή δείγματος δεν είναι γενικά τόσο επαναλήψιμη, όσο η υδροδυναμική.

	Παρά τους ποσοτικούς περιορισμούς, η ηλεκτροκινητική έγχυση είναι πολύ απλή, δεν απαιτεί πρόσθετη οργανολογία και πλεονεκτεί έναντι της υδροδυναμικής, όταν χρησιμοποιούνται στον τριχοειδή διαλύματα μεγάλου ιξώδους ή πηκτώματα, τα οποία καθιστούν την υδροδυναμική έγχυση λιγότερο αποτελεσματική. 
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(β) υδροδυναμική εισαγωγή
 

		

		
				[image: Image]

				[image: Image]

		

		
				 
(γ) εισαγωγή με σιφωνισμό

				 
(δ) ηλεκτροκινητική εισαγωγή

		

	

	 

	Σχήμα 9.13. Μέθοδοι εισαγωγής δείγματος

	 

	9.5.2. Ανίχνευση 

	 

	Αν και η CE απαιτεί μόνο μερικά νανόλιτρα του δείγματος, δεν αποτελεί τεχνική ιχνοανάλυσης, αφού χρησιμοποιεί σχετικά πυκνά διαλύματα προσδιοριζόμενων ουσιών, ή συχνά είναι απαραίτητο να εφαρμοστούν μέθοδοι προσυγκέντρωσης. Πολλές από τις μεθόδους ανίχνευσης είναι παρόμοιες με εκείνες που χρησιμοποιούνται στην HPLC. Στον Πίνακα 9.5, αναφέρονται οι μέθοδοι και τα όρια ανίχνευσης, καθώς και τα πλεονεκτήματα / μειονεκτήματα καθεμιάς.

	

	
		
				Μέθοδος

				Όριο Ανίχνευσης Μάζας 
(moles)

				Όριο Ανίχνευσης Συγκέντρωσης
 (mol. L-1)*

				Ανίχνευση
on-column

				Πλεονεκτήματα/Μειονεκτήματα

		

		
				Απορρόφηση υπεριώδους-ορατού (UV-Vis)

				10-12 – 10-15

				10-5 – 10-7

				ναι

				
	• Καθολική

	• Η ανίχνευση με παράταξη φωτοδιόδων (DAD) προσφέρει και φασματικές πληροφορίες



		

		
				Φθορισμός

				10-15 -10-17

				10-7 – 10-9

				ναι

				
	• Ευαίσθητη 

	• Συνήθως απαιτεί παραγωγοποίηση του δείγματος



		

		
				Φθορισμός επαγόμενος από λέιζερ (LIF)

				10-18 – 10-20

				10-9 – 10-12

				ναι

				
	• Πολύ ευαίσθητη

	• Συνήθως απαιτεί παραγωγοποίηση του δείγματος

	• Υψηλού κόστους



		

		
				Αμπερομετρία

				10-18 – 10-19

				10-10 – 10-11

				όχι

				
	• Ευαίσθητη

	• Εκλεκτική, αλλά εφαρμόζεται μόνο για ηλεκτροενεργά είδη 

	• Δεν είναι εύρωστη



		

		
				Αγωγιμομετρία

				10-15 – 10-16

				10-6 – 10-7

				όχι

				
	• Καθολική



		

		
				Φασματομετρία Μαζών (MS)

				10-16 – 10-17

				10-8 – 10-9

				όχι

				
	• Ευαίσθητη

	• Παρέχει πληροφορίες για τη δομή των μορίων

	• Απαιτείται σύστημα σύζευξης CE και MS



		

		
				Έμμεση UV
 
Έμμεσος φθορισμός
 
Έμμεση αμπερομετρία
 

				10 -1000 φορές 
υψηλότερο από τις άμεσες μεθόδους

				 

				ναι

				
	• Καθολικές

	• Λιγότερο ευαίσθητες από τις άμεσες μεθόδους



		

		
				ναι

		

		
				όχι

		

	

	 

	 

	 

	
	•  



	 

	 

	 

	
	•  



	*Υποτιθέμενος όγκος εγχυόμενου δείγματος 10 nL.

	 

	Πίνακας 9.5. Μέθοδοι ανίχνευσης

	 

	9.5.2.1. Απορρόφηση Υπεριώδους-Ορατού 

	 

	 

	Η απορρόφηση υπεριώδους-ορατού (UV-Vis) είναι η πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδος ανίχνευσης και οφείλεται, κυρίως, στη σχεδόν καθολική φύση της. Η υψηλή απόδοση που παρατηρείται στη CE, οφείλεται εν μέρει στην ανίχνευση επάνω στη στήλη (on-column). Επειδή το οπτικό παράθυρο, το οποίο δρα ως κυψελίδα ανίχνευσης, δημιουργείται επάνω στον τριχοειδή, κοντά στο καθοδικό άκρο του, δεν υπάρχει διεύρυνση των ανιχνευόμενων ζωνών, ως αποτέλεσμα του νεκρού όγκου ή της ανάμιξης των συστατικών. Στην πραγματικότητα, ο διαχωρισμός συνεχίζει να λαμβάνει χώρα, ενώ το δείγμα είναι ήδη στο παράθυρο ανίχνευσης. Δυστυχώς, το μήκος της οπτικής διαδρομής είναι περίπου 50 – 100 μm, γεγονός που περιορίζει τα όρια ανίχνευσης, όταν αυτά εκφράζονται σε συγκέντρωση. Επειδή, όμως, οι εισαγόμενοι όγκοι δείγματος είναι εξαιρετικά μικροί, τα όρια ανίχνευσης εκφραζόμενα σε μάζα, είναι ίσα ή καλύτερα από αυτά της HPLC. 

	Στους φασματοφωτομετρικούς ανιχνευτές, η απορρόφηση μιας ουσίας εξαρτάται από το μήκος της οπτικής διαδρομής, b, τη συγκέντρωση, C, και τη μοριακή απορροφητικότητα, ε, όπως ορίζονται από το νόμο του Beer (A=bCε). Η μικρή οπτική διαδρομή είναι ο κύριος παράγοντας που περιορίζει την ευαισθησία στη CE. Λόγω της καμπυλότητας του τριχοειδούς, το πραγματικό μήκος της οπτικής διαδρομής στον τριχοειδή είναι μικρότερο από την εσωτερική διάμετρό του, δεδομένου ότι μόνο ένα κλάσμα του φωτός περνά κατευθείαν μέσα από το κέντρο του τριχοειδούς. 

	Υψηλή ευαισθησία μπορεί συχνά να πραγματοποιηθεί με τη χρήση χαμηλού μήκους κύματος ανίχνευσης στο UV. Η ανίχνευση, όμως, σε αυτά τα χαμηλά μήκη κύματος, απαιτεί τη χρήση ρυθμιστικών διαλυμάτων που απορροφούν ελάχιστα (όπως φωσφωρικών ή βορικών αλάτων), δεδομένου ότι η υψηλή απορρόφηση υποβάθρου αυξάνει το θόρυβο της βασικής γραμμής και μειώνει το σήμα. Ας σημειωθεί ότι, η γραμμική περιοχή ανίχνευσης στη CE είναι σημαντικά χαμηλότερη απ’ αυτή που παρατηρείται στην HPLC (0,4 έως 0,7 AU στη CE, έναντι 1,2 έως 1,5 AU στην HPLC), λόγω του μικρού μεγέθους και της καμπυλότητας του τριχοειδούς.

	Η ευαισθησία και η γραμμική περιοχή ανίχνευσης, μπορεί, συνήθως, να βελτιωθεί με την αύξηση της εσωτερικής διαμέτρου του τριχοειδούς, η οποία ωστόσο, οδηγεί σε αύξηση του ρεύματος και επακόλουθη αύξηση της θερμοκρασίας μέσα στον τριχοειδή. Για το λόγο αυτό, έχουν προταθεί ειδικοί σχεδιασμοί του τριχοειδούς για την αύξηση της οπτικής διαδρομής της ακτινοβολίας μέτρησης, χωρίς αύξηση της συνολικής εσωτερικής διαμέτρου του τριχοειδούς. Τρεις από αυτούς τους σχεδιασμούς παρουσιάζονται στο Σχήμα 9.14.
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	Σχήμα 9.14. Τύποι κυψελίδων για τη βελτίωση της ευαισθησίας ανίχνευσης με μέτρηση απορρόφησης

	 

	9.5.2.2. Ανίχνευση με Παράταξη Φωτοδιόδων (DAD) 

	 

	Όπως στην HPLC έτσι και στη CE, η ανίχνευση με συστοιχία ή παράταξη διόδων (Diode Array Detection, DAD) μπορεί να εφαρμοστεί για την ταυτοποίηση και την εκτίμηση της καθαρότητας των κορυφών. Στα εμπορικά διαθέσιμα συστήματα CE, με ανιχνευτές παράταξης φωτοδιόδων είναι δυνατή η συνεχής καταγραφή φασμάτων στην περιοχή UV-ορατού, σε λιγότερο από 1s. Δεδομένου ότι όλα τα μήκη κύματος αποκτώνται ταυτόχρονα, δεν υπάρχει απώλεια της ευαισθησίας κατά τη διάρκεια της φασματικής καταγραφής. Με τις βέλτιστες συνθήκες διαχωρισμού των κορυφών, τα φασματικά δεδομένα μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να: 

	 

	
		Καθοριστεί το βέλτιστο μήκος κύματος ανίχνευσης για κάθε κορυφή. 

		Γίνει ποιοτική ταυτοποίηση, μετά από αναζήτηση σε φασματικές βιβλιοθήκες. 

		Υπολογιστούν οι αναλογίες των ηλεκτροφορητικών κορυφών, ώστε να αξιολογηθεί η καθαρότητά τους.

		Πραγματοποιηθούν έλεγχοι καθαρότητας κορυφών, ώστε να αποκαλυφθούν τυχόν (κρυφές) προσμίξεις.



	 

	Οργανολογικά, μια συστοιχία διόδων αποτελείται από ένα αχρωματικό σύστημα φακών, το οποίο εστιάζει το φως μέσα στον τριχοειδή. Η φωτεινή δέσμη στη συνέχεια διασπείρεται από ένα φράγμα περίθλασης και πέφτει στη συστοιχία φωτοδιόδων. Μια συστοιχία αποτελείται από πολυάριθμες διόδους (211, για παράδειγμα), καθεμία από τις οποίες μετρά μόνο μια στενή περιοχή του φάσματος. Ο αριθμός των μηκών κύματος, που πέφτουν σε μια φωτοδίοδο, ονομάζεται εύρος ζώνης. Η ανίχνευση με σύστημα DAD μπορεί να απλοποιήσει σημαντικά την ανάλυση στη CE. Με μια συστοιχία διόδων μπορεί να επιλεγεί ένα ευρύ φάσμα μήκους κύματος, για παράδειγμα, 190-600 nm, με ένα εύρος ζώνης των 400 nm. Σε μια ανάλυση, όλες οι ενώσεις που απορροφούν σ’ αυτήν την περιοχή μηκών κύματος μπορούν να ανιχνευτούν.

	Προκειμένου να ταυτοποιηθεί μια άγνωστη ένωση από το φάσμα της, θα πρέπει να συγκριθεί με τα φάσματα πρότυπων ενώσεων, οι οποίες αποθηκεύονται σε μια ή περισσότερες βιβλιοθήκες. Για τον έλεγχο της καθαρότητας μιας κορυφής, λαμβάνονται, συνήθως, φάσματα στο ανερχόμενο τμήμα, στο μέγιστο της κορυφής και στο κατερχόμενο τμήμα της κορυφής και κανονικοποιούνται (η κανονικοποίηση των φασμάτων αυτών αντισταθμίζει τη μεταβαλλόμενη συγκέντρωση του εκλουόμενου συστατικού, καθώς διέρχεται από τον ανιχνευτή). Τόσο η οπτική σύγκριση, όσο και ο υπολογιζόμενος συντελεστής καθαρότητας, μπορούν να δείξουν τη διαφορά μεταξύ μιας “καθαρής” κορυφής και μιας κορυφής που περιέχει προσμίξεις. Για αυξημένη ακρίβεια, μπορεί να γίνει ο υπολογισμός του συντελεστή καθαρότητας για όλα τα φάσματα μιας κορυφής. Ένας συντελεστής πάνω από 990, δείχνει γενικά ότι τα φάσματα είναι παρόμοια. Τιμές μεταξύ 900 και 990 δείχνουν ότι υπάρχει κάποια ομοιότητα, αλλά τα αποτελέσματα θα πρέπει να ερμηνεύονται με προσοχή. Όλες οι τιμές κάτω από 900, δείχνουν ότι τα φάσματα είναι διαφορετικά.

	Μια άλλη τεχνική για τον έλεγχο της καθαρότητας των κορυφών είναι να ληφθεί διάγραμμα των λόγων των απορροφήσεων, σε δύο ή περισσότερα μήκη κύματος, ως προς το χρόνο έκλουσης των κορυφών. Για οποιαδήποτε δεδομένη ένωση, ο λόγος (R) είναι σταθερός, ανεξάρτητα από το ύψος των κορυφών. Έτσι, ένα τέτοιο διάγραμμα παίρνει ορθογώνιο σχήμα (αν το συστατικό είναι καθαρό), με το ύψος του ορθογωνίου να ισούται με το λόγο των απορροφήσεων. Εάν τα μήκη κύματος επιλεχθούν προσεκτικά, ο λόγος αυτός μπορεί να είναι αρκετά ειδικός για κάποια ένωση.

	 

	9.5.2.3. Έμμεση Φωτομετρική Ανίχνευση 

	 

	Απλά ανόργανα και οργανικά ιόντα και σάκχαρα συχνά ανιχνεύονται έμμεσα, επειδή αυτές οι ενώσεις γενικά δεν απορροφούν στο υπεριώδες φως, παρά μόνο σε εξαιρετικά μικρή κλίμακα μήκους κύματος (<190 nm). Η έμμεση ανίχνευση είναι καθολική, αλλά όχι εκλεκτική. Για την έμμεση φωτομετρική ανίχνευση, χρησιμοποιείται ως ιόν παρακολούθησης ένα ιοντικό χρωμοφόρο, που απορροφά έντονα στο υπεριώδες, το οποίο είναι ταυτόχρονα ένα από τα συστατικά του ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης, οπότε ο ανιχνευτής δέχεται ένα συνεχές σήμα απορρόφησης, εξαιτίας της παρουσίας αυτού του χρωμοφόρου. Η παρουσία οποιουδήποτε συστατικού που δεν απορροφά, σε μια ζώνη, προκαλεί μια αλλαγή στη συγκέντρωση των ιόντων του ρυθμιστικού διαλύματος. Όταν η ζώνη του συστατικού διέρχεται μέσω του ανιχνευτή, ανιχνεύεται από τη συνοδευόμενη αλλαγή στη συγκέντρωση του ιοντικού χρωμοφόρου. Ο μηχανισμός της εξηγείται ως η εκτόπιση του ιοντικού χρωμοφόρου από ένα προσδιοριζόμενο ιόν του ίδιου φορτίου, στη βάση της διατήρησης της ηλεκροουδετερότητας, ώστε το σήμα απορρόφησης μειώνεται κατά τη διέλευση της ζώνης του συστατικού από τον ανιχνευτή. Αν και οι λαμβανόμενες κορυφές είναι αρνητικές, στα ηλεκτροφερογράμματα μπορεί να εμφανίζονται ως θετικές, αν αντιστραφεί η πολικότητα του ανιχνευτή.

	Ως ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης μπορεί να επιλεγεί το άλας ενός μικρού ιόντος, το οποίο απορροφά έντονα στο UV. Για την ανίχνευση ανιόντων, χρωμοφόρα ιόντα, όπως χρωμικά, βενζοϊκά, φθαλικά ή σορβικά μπορούν να χρησιμοποιηθούν. Για την ανίχνευση κατιόντων, συνιστάται συνήθως ιμιδαζόλιο και πυριδίνη. Σε σύγκριση με την έμμεση ανίχνευση UV, η έμμεση φθορισμομετρική ανίχνευση μπορεί να προσφέρει χαμηλότερα όρια ανίχνευσης (~ 10x). Αυτό οφείλεται, κυρίως, στη διαφορά στα χαρακτηριστικά θορύβου των δύο μεθόδων ανίχνευσης.

	 

	9.5.2.4. Φθορισμομετρική Ανίχνευση 

	 

	Η φθορισμομετρική ανίχνευση παρέχει αυξημένη ευαισθησία και εκλεκτικότητα για φθορίζουσες ενώσεις ή/και φθορίζοντα παράγωγα. Δεδομένου, όμως, ότι ο φθορισμός είναι ένα μάλλον σπάνιο φαινόμενο, η εφαρμοσιμότητα αυτού του τρόπου ανίχνευσης, με βάση το φυσικό φθορισμό, είναι περιορισμένη. Ωστόσο, υπάρχει διαθέσιμος ένας μεγάλος αριθμός αντιδραστηρίων, με τα οποία ορισμένες κατηγορίες ενώσεων μπορεί να μετατραπούν σε φθορίζοντα παράγωγα πριν ή μετά το διαχωρισμό τους με HPLC ή CE. Τα περισσότερα από τα συστήματα παραγωγοποίησης πριν τη στήλη, περιλαμβάνουν την ομοιοπολική προσθήκη ενός φθορίζοντος τμήματος μορίου, σε μια συγκεκριμένη λειτουργική ομάδα των μορίων των προσδιοριζόμενων ουσιών.

	Εκτός από τις συμβατικές λυχνίες φθορισμού, οι ακτίνες λέιζερ χρησιμοποιούνται, επίσης, ως πηγές διέγερσης. Οι ακτίνες λέιζερ χρησιμοποιούνται για ανιχνεύσεις υψηλής ευαισθησίας, με τριχοειδείς εσωτερικής διαμέτρου μικρότερης από 50 μm, επειδή έχουν την ικανότητα να εστιάζονται σε πολύ μικρότερους όγκους, απ΄ ό,τι οι δέσμες που προέρχονται από λυχνίες τόξου. Το μειονέκτημα της χρήσης λέιζερ είναι ο περιορισμένος αριθμός μηκών κύματος, τα οποία διατίθενται από τις συνηθισμένες πηγές, καθώς και η πιθανότητα φωτοδιάσπασης του δείγματος, που προκαλείται από την υψηλή ένταση των λέιζερ. Για τους λόγους αυτούς, στη CE είναι προτιμότερη η ανίχνευση με φθορισμό επαγόμενο από λέιζερ (Laser Induced Fluorescence, LIF), από πηγή He-Cd. Ένα λέιζερ μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως πηγή διέγερσης, παρέχοντας τα εξής πλεονεκτήματα: 

	 

	
		Το φως που παράγεται από το λέιζερ είναι μονοχρωματικό, επιτρέποντας τη βέλτιστη εκλεκτικότητα διέγερσης.

		Η παράλληλη δέσμη ενός λέιζερ είναι εύκολο να εστιαστεί στον τριχοειδή, έτσι ώστε μια ακτινοβολία υψηλής έντασης μπορεί να κατευθυνθεί σε ένα τμήμα του τριχοειδούς, το οποίο δρα ως οπτικό κύτταρο με μικρό όγκο ανίχνευσης. Το μειονέκτημα των μικρών εισαγόμενων όγκων στη CE, μπορεί ν’ αντιμετωπισtεί με την αύξηση της έντασης του φωτός διέγερσης στο παράθυρο ανίχνευσης ή / και χρησιμοποιώντας κύτταρα με διευρυμένο φωτιζόμενο όγκο (φυσαλίδα και κυψελίδες υψηλής ευαισθησίας). 

		Επιτυγχάνονται χαμηλότερα όρια ανίχνευσης. Με εξαρτήματα LIF, τα οποία μπορούν να συνδεθούν με εμπορικά όργανα CE, τα όρια ανίχνευσης φθάνουν μέχρι και τα 10 zeptomole (1 zeptomole=10-21 mole).



	 

	9.5.2.5. Ηλεκτροχημική Ανίχνευση 

	 

	Η ηλεκτροχημική ανίχνευση περιλαμβάνει την αγωγιμομετρία, την αμπερομετρία και την ποτενσιομετρία. Η αγωγιμομετρική ανίχνευση μπορεί να θεωρηθεί ως καθολική μέθοδος, ενώ η αμπερομετρική ανίχνευση περιορίζεται σε ηλεκτροενεργά είδη και η ποτενσιομετρική ανίχνευση δεν είναι εφαρμόσιμη για ορισμένα μικρά ιόντα με υψηλό φορτίο. Πολύ χαμηλά όρια ανίχνευσης έχουν αναφερθεί για την αμπερομετρική ανίχνευση.

	 

	Αγωγιμομετρική ανίχνευση: Η μέτρηση της αγωγιμότητας σ’ ένα διάλυμα, πραγματοποιείται με την τοποθέτηση ζεύγους ηλεκτροδίων στον τριχοειδή και μέτρηση του ρεύματος μεταξύ των δύο ηλεκτροδίων, ως συνάρτηση του εφαρμοζόμενου δυναμικού. Το κύριο πλεονέκτημα της αγωγιμομετρικής ανίχνευσης είναι η καθολικότητά της. Αποτελεί ιδανική λύση για ενώσεις που δεν απορροφούν στο υπεριώδες. Για ανίχνευση επάνω στον τριχοειδή (on-column), η αγωγιμομετρική κυψελίδα αρχικά κατασκευάστηκε, τοποθετώντας δύο σύρματα από λευκόχρυσο, εξωτερικής διαμέτρου 25 μm, το καθένα σε καθεμία από δύο διαμετρικά αντίθετες οπές, που ανοίχθηκαν σε τριχοειδείς σωλήνες εσωτερικής διαμέτρου 50 ή 75 μm, για να χρησιμεύσουν ως ηλεκτρόδια.

	Το ηλεκτροχημικό σύστημα ανίχνευσης στη CE μπορεί ν’ απλοποιηθεί με τη χρήση ενός ανιχνευτή, που τοποθετείται στο άκρο εξόδου του τριχοειδούς (end-column detection). Με το σύστημα αυτό, μπορεί να πραγματοποιηθεί τόσο αγωγιμομετρική, όσο και αμπερομετρική ανίχνευση. Στην αγωγιμομετρική ανίχνευση με το σύστημα end-column, το ηλεκτρόδιο ανίχνευσης τοποθετείται στο άκρο εξόδου του τριχοειδούς. Η μέτρηση της αγωγιμότητας πραγματοποιείται μεταξύ του μικροηλεκτροδίου ανίχνευσης και του ηλεκτροδίου γείωσης, το οποίο είναι γειωμένο με την παροχή υψηλής τάσης, με τη χρήση ενός κυκλώματος εναλλασσόμενου ρεύματος. Αυτή η κατασκευή δεν εφαρμόστηκε πολύ στην πράξη, λόγω, κυρίως, της εμφάνισης της αγωγιμομετρικής ανίχνευσης χωρίς επαφές (contactless conductivity detection, CCD), με την οποία εξαλείφθηκαν όλα τα προβλήματα τα οποία προέκυπταν από την επαφή των ηλεκτροδίων με το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (BGE).

	Η κατασκευή ενός ανιχνευτή CCD είναι πολύ απλή και επιτρέπει συνδυασμό με ένα δεύτερο ανιχνευτή. Τα όρια ανίχνευσης μπορούν να συγκριθούν με την end-column ανίχνευση.

	 

	Αμπερομετρική ανίχνευση: Η αμπερομετρική ανίχνευση κάνει χρήση τριών ηλεκτροδίων: του βοηθητικού, της αναφοράς και του ηλεκτροδίου εργασίας. Τα δύο πρώτα ηλεκτρόδια χρησιμοποιούνται για την παρακολούθηση του δυναμικού στο διάλυμα, ενώ το ηλεκτρόδιο εργασίας είναι το ηλεκτρόδιο ανίχνευσης. Ένα σταθερό δυναμικό διατηρείται μεταξύ του διαλύματος στην κυψελίδα και του ηλεκτροδίου εργασίας. Η αμπερομετρική ανίχνευση είναι συγκρίσιμη με την ανίχνευση LIF: είναι εκλεκτική (μόνον ηλεκτροαγώγιμα είδη ανιχνεύονται) και έχει πολύ χαμηλά όρια ανίχνευσης (femtomolar). 

	Η κλασική on-column ανίχνευση δεν είναι δυνατή, λόγω της αλληλεπίδρασης μεταξύ της τάσης διαχωρισμού και του ηλεκτροδίου εργασίας. Για το λόγο αυτό, βρέθηκαν άλλες οργανολογικές διαμορφώσεις, ώστε ν’ απομονώνονται τα ηλεκτρόδια του ανιχνευτή από την υψηλή τάση που απαιτείται για το διαχωρισμό, προκειμένου να εφαρμοστεί η αμπερομετρική ανίχνευση στη CE. Έτσι, αναπτύχθηκε η ανίχνευση off-column, με προσθήκη ενός συνδέσμου από πορώδες αγώγιμο γυαλί ή γραφίτη, μεταξύ του άκρου του τριχοειδούς και ενός δεύτερου τριχοειδούς, που περιέχει τα ηλεκτρόδια του ανιχνευτή. Μια άλλη διαμόρφωση περιλαμβάνει την τοποθέτηση του ηλεκτροδίου εργασίας απευθείας στο άκρο του τριχοειδούς (end-column detection). Η λύση αυτή είναι εύκολη στην εφαρμογή, αλλά απαιτεί ακριβή τοποθέτηση των ηλεκτροδίων (έτσι ώστε να αποφευχθεί η διεύρυνση ζωνών).

	 

	Ποτενσιομετρική ανίχνευση: Η ποτενσιομετρική ανίχνευση είναι παρόμοια με την αμπερομετρική ανίχνευση, με την έννοια ότι και οι δύο συνεπάγονται ηλεκτροχημικές δράσεις στην επιφάνεια ενός χημικά ενεργού ηλεκτροδίου. Ένα ηλεκτρόδιο υψηλής εμπέδησης (σύνθετης αντίστασης), κρατά το ρεύμα σε αμελητέα επίπεδα και η οξειδοαναγωγική δραστηριότητα στο ηλεκτρόδιο, οδηγεί στη συσσώρευση φορτίου στην επιφάνεια. Η προκύπτουσα ελάττωση του δυναμικού, η οποία εκφράζεται ως το δυναμικό Nernst, μετριέται. Οι πρώτες ποτενσιομετρικές μετρήσεις στη CE έγιναν με τον τρόπο end-column, αλλά και ανίχνευση on-column είναι, επίσης, δυνατή, λόγω της υψηλής εμπέδησης του ηλεκτροδίου, η οποία δεν προκαλεί ηλεκτροφορητικό ρεύμα.

	 

	9.5.2.6. Ανίχνευση με Φασματομετρία Μαζών 

	 

	Η ανίχνευση με φασματομετρία μαζών (MS) στη CE, θεωρείται πιο καθολική από τη φασματοφωτομετρική ανίχνευση UV, το φθορισμό επαγόμενο από λέιζερ ή την ηλεκτροχημική ανίχνευση. Η εκλεκτικότητα και ευαισθησία της ανίχνευσης MS αντισταθμίζει τη μη-επαναληψιμότητα στους χρόνους μετανάστευσης των συστατικών, ένα πρόβλημα που συναντάται, συχνά, στη CE και το οποίο οφείλεται στις διακυμάνσεις της EOF ή/και της έλλειψης θερμοστάτησης του τμήματος του τριχοειδούς, που συνδέει τη CE με το MS. Οι διακυμάνσεις στην EOF ελαττώνονται με τη χρήση όξινων ρυθμιστικών διαλυμάτων, αν και οι αναλύσεις στη CE είναι ταχύτερες με μεγάλη EOF, η οποία επιτυγχάνεται με ρυθμιστικά διαλύματα υψηλού pH. Η χρήση μη-πτητικών ρυθμιστικών διαλυμάτων μπορεί να ευθύνεται για ελάττωση του σήματος, λόγω επικάθησης αλάτων στην πηγή ιόντων και λόγω σχηματισμού ζευγών ιόντων με τα προσδιοριζόμενα συστατικά. Γι’αυτό το λόγο, προτιμούνται πτητικά ρυθμιστικά διαλύματα.

	H CE έχει συζευχθεί με πολλούς διαφορετικούς τύπους αναλυτών μάζας, όπως τριπλό τετράπολο (triple quadrupole, QQQ), κυκλοτρονικό συντονισμό ιόντων με μετασχηματισμό Fourier (Fourier transform ion cyclotron resonance, FT-ICR), παγίδα ιόντων (ion trap, IT) και αναλυτές μαζών χρόνου πτήσης (time of flight, TOF).

	Οι πολύ μικρές ταχύτητες ροής στον τριχοειδή επιτρέπουν την απευθείας εισαγωγή του εκλούσματος από τον τριχοειδή στην πηγή ιοντισμού του MS. Αν και διάφορες εργασίες αναφέρουν τη σύζευξη CE-MS με χρήση ιοντισμoύ εκρόφησης με τη βοήθεια υλικού μήτρας (matrix-assisted laser desorption ionization, MALDI), ο ιοντισμός με ηλεκτροψεκασμό (electrospray ionization, ESI) προτιμάται, γιατί πρωτίστως επιτρέπει την άμεση μεταφορά των μορίων από την υγρή στην αέρια φάση. Τεχνικές ιοντισμού όπως ο χημικός ιοντισμός σε ατμοσφαιρική πίεση (ΑΡCI) και ο φωτοϊοντισμός σε ατμοσφαιρική πίεση (ΑΡΡΙ), απαιτούν τη μεταφορά των μορίων των προσδιοριζόμενων ουσιών στην αέρια φάση. Στην πράξη, οι τεχνικές APCI και ΑΡPI περιορίζονται σε ενώσεις χαμηλού μοριακού βάρους (<1000 Dalton), οι οποίες είναι πτητικές. Υψηλού μοριακού βάρους ενώσεις, όπως πεπτίδια και πρωτεΐνες δεν μπορούν να ιοντιστούν με αυτές τις τεχνικές.

	Η απόδοση ιοντισμού και επομένως η ευαισθησία, βελτιώνεται δραματικά όταν χρησιμοποιείται ηλεκτροψεκασμός με πολύ χαμηλές ταχύτητες ροής (κάτω από 1 μL/min), κάτι κοινό στη CE. Ένα πρόσθετο πλεονέκτημα του ΕSI είναι ότι είναι ιδιαίτερα κατάλληλος για τον ιοντισμό πολικών και φορτισμένων ουσιών, οι οποίες διαχωρίζονται, κυρίως, με CE. Ο ηλεκτροψεκασμός είναι, εξάλλου, ο κύριος τρόπος για απευθείας εισαγωγή του εκλούσματος από μια στήλη διαχωρισμού στην πηγή ιοντισμού του MS, σε συνθήκες ατμοσφαιρικής πίεσης και θερμοκρασίας περιβάλλοντος. Στον ηλεκτροψεκασμό, το υγρό δείγμα ψεκάζεται μέσα από τριχοειδή σωλήνα στον οποίο εφαρμόζεται υψηλή τάση (3-4 KV) και σχηματίζεται αερόλυμα φορτισμένων σταγονιδίων.

	Η CZE είναι η απλούστερη μορφή της CE και κατά συνέπεια έχει συζευχθεί με MS πιο συχνά. Η μυκιλλιακή ηλεκτροκινητική τριχοειδής χρωματογραφία (MECC) είναι γενικώς μη-συμβατή με MS με ηλεκτροψεκασμό (ESI-MS), επειδή οι μη-πτητικές επιφανειοδραστικές ενώσεις στη μυκιλλιακή φάση οδηγούν στο σχηματισμό περίπλοκων προϊόντων προσθήκης και στην απώλεια ευαισθησίας, κατά τη διάρκεια του ηλεκτροψεκασμού, αλλά και για το λόγο ότι η παρουσία του οργανικού διαλύτη, που είναι απαραίτητος στον ηλεκτροψεκασμό, μπορεί να προκαλέσει αστάθεια στη μυκιλλιακή φάση.

	Στη σύζευξη CE-MS, η κατεύθυνση στην οποία εφαρμόζεται το ηλεκτρικό πεδίο και η κατεύθυνση του ρεύματος έχουν σημαντικές επιπτώσεις στην ηλεκτρική σύνδεση (electrical interfacing) CE-MS, η οποία θα περιγραφεί στην επόμενη παράγραφο.

	 

	Ηλεκτρική σύνδεση: Στη CE, εφαρμόζεται υψηλή τάση στο άκρο εισόδου του τριχοειδούς και απαιτείται ισχυρή ηλεκτρική επαφή μεταξύ του άκρου εξόδου του τριχοειδούς και της γείωσης του οργάνου, ώστε να εξασφαλίζεται διαδρομή επιστροφής για το ηλεκτρικό ρεύμα. Σε μια τυπική διαμόρφωση CE, αυτό επιτυγχάνεται από το ηλεκτρόδιο εξόδου (ηλεκτρόδιο γείωσης), αυτό δηλαδή που βρίσκεται βυθισμένο στον υποδοχέα, ο οποίος περιέχει τον ηλεκτρολύτη μαζί με το άκρο εξόδου του τριχοειδούς. Προκειμένου να δημιουργηθεί ο ηλεκτροψεκασμός, απαιτείται, επίσης, ένα υψηλό ηλεκτρικό πεδίο μεταξύ της εξόδου του τριχοειδούς και της εισόδου του MS. Η απλούστερη διάταξη για τη δημιουργία αυτού του ηλεκτρικού πεδίου, είναι αυτή στην οποία το άκρο εξόδου του τριχοειδούς της CE (μπεκ ψεκασμού) είναι γειωμένο και η τάση ηλεκτροψεκασμού εφαρμόζεται από το MS. Αν το δυναμικό αυτό είναι αρνητικό, τότε θα εισέλθουν στο MS θετικά ιόντα (θετικός ηλεκτροψεκασμός), ενώ αν είναι θετικό, τότε αρνητικά ιόντα θα εισέλθουν στο MS (αρνητικός ηλεκτροψεκασμός).

	 

	Υδραυλική σύνδεση: Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, σε μια τυπική διαμόρφωση CE, η απαιτούμενη ηλεκτρική επαφή μεταξύ του άκρου εξόδου του τριχοειδούς και της γείωσης του οργάνου επιτυγχάνεται από το ηλεκτρόδιο εξόδου (ηλεκτρόδιο γείωσης), αυτό δηλαδή που βρίσκεται βυθισμένο στον υποδοχέα που περιέχει τον ηλεκτρολύτη μαζί με το άκρο εξόδου του τριχοειδούς. Όταν υπάρχει σύζευξη με ένα φασματόμετρο μάζας, δε χρησιμοποιείται ο υποδοχέας εξόδου και η ηλεκτρική επαφή μεταξύ του ηλεκτρολύτη και της γείωσης του οργάνου γίνεται με άλλο τρόπο (Σχήμα 9.15). 

	Εκτός από το ηλεκτρικό κύκλωμα, απαιτείται και μια υδραυλική ροή για να σχηματιστεί ο ηλεκτροψεκασμός. Η ποσότητα της υδραυλικής ροής σχετίζεται με το μέγεθος της EOF και με τις διαστάσεις του τμήματος του τριχοειδούς όπου γίνεται ο διαχωρισμός. Σε περίπτωση που χρησιμοποιείται βελόνα ηλεκτροψεκασμού LC, η ποσότητα της υδραυλικής ροής σχετίζεται με τις διαστάσεις του τριχοειδούς ψεκασμού. Στην πράξη, η παροχή όγκου που δημιουργείται μέσω EOF, είναι της τάξης των 1-100 nL/min, ενώ μια βελόνα ηλεκτροψεκασμού LC απαιτεί κάποια μL/min. Από την άλλη πλευρά, υπό ορισμένες συνθήκες, η EOF μπορεί να απουσιάζει. Γι’ αυτόν το λόγο, μια βοηθητική ροή υγρού είναι υποχρεωτική στην περίπτωση αυτή για τη δημιουργία του ηλεκτροψεκασμού. 

	 

	[image: Image]

	 

	Σχήμα 9.15. Τυπική διάταξη σύζευξης CE με ηλεκτροψεκασμό και τετραπολικό φασματόμετρο μαζών

	 

	Για τη σύζευξη CE-MS, που να πληροί τις παραπάνω ηλεκτρικές και υδραυλικές προϋποθέσεις, έχουν αναπτυχθεί και έχουν κυκλοφορήσει εν μέρει στο εμπόριο δύο διατάξεις σύζευξης: α)με χρήση βοηθητικής ροής (sheath flow interface) και β)χωρίς βοηθητική ροή (sheathless interface). Επειδή η σύζευξη με χρήση βοηθητικής ροής είναι πιο εύρωστη απ’ αυτήν χωρίς βοηθητική ροή, η πρώτη χρησιμοποιείται πιο συχνά στις εφαρμογές της CE-MS σε πραγματικά βιολογικά δείγματα. Αντίθετα με την LC-MS, στη CE-MS πρέπει να γίνει ηλεκτρική επαφή στην άκρη της βελόνας ψεκασμού. Η επαφή αυτή πραγματοποιείται με τη βοηθητική ροή, ενώ επιτυγχάνεται δυσκολότερα στη σύζευξη χωρίς χρήση βοηθητικής ροής. 

	 

	α) Σύζευξη με βοηθητική ροή: Στη διαμόρφωση αυτή, υπάρχουν τρεις ομοαξονικοί σωλήνες. Ο πρώτος εσωτερικός σωλήνας είναι ο τριχοειδής της CE και αποτελεί το μπεκ ψεκασμού. Αυτός, περιβάλλεται από ένα δεύτερο σωλήνα από ανοξείδωτο χάλυβα. Το βοηθητικό υγρό (sheath liquid) ρέει μέσα στον ανοξείδωτο σωλήνα και έξω από τον τριχοειδή της CE, πραγματοποιώντας την υγρή επαφή με το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης. Ο σωλήνας από ανοξείδωτο χάλυβα, μέσα στον οποίο ρέει το βοηθητικό υγρό, είναι γειωμένος. Ο τρίτος εξωτερικός σωλήνας παρέχει το αέριο εκνέφωσης, π.χ. N2, που βοηθά στο σχηματισμό του ψεκασμού. Το βοηθητικό υγρό προστίθεται στη ροή του εκλούσματος που προέρχεται από τη CE, με παροχή όγκου 1 – 5 μL/min, με τη βοήθεια μιας αντλίας υψηλής πίεσης, η οποία ελέγχεται από ειδικό λογισμικό. Το βοηθητικό υγρό χρησιμοποιείται για να αραιώνει το φέροντα ηλεκτρολύτη της CE και έτσι να προστατεύει την ηλεκτρική επαφή μαζί του και να διευκολύνει τη σύζευξη της χαμηλής ροής (<0,5 μL / min) της CZE με το MS. Το βοηθητικό υγρό συχνά αποτελείται από μίγμα νερού, μεθανόλης ή ισοπροπανόλης, με ρύθμιση του pH στην επιθυμητή τιμή, με τη βοήθεια πτητικών οξέων ή βάσεων. Το βοηθητικό υγρό, εκτός του ότι βοηθά στον έλεγχο της ταχύτητας ροής και των χημικών συνθηκών για τον ιοντισμό των μορίων με ηλεκτροψεκασμό, επιτρέπει τη γείωση του μη-αγώγιμου τριχοειδούς με το μεταλλικό σωλήνα της βελόνας ψεκασμού. Πρόσφατες εργασίες με χρήση συνδυασμένης CE-MS, με ροή βοηθητικού υγρού, εστιάζονται, κυρίως, στην ελάττωση της παροχής όγκου του βοηθητικού υγρού, ώστε να ελαττωθεί η αραίωση του δείγματος. Η σύζευξη CE-MS με χρήση βοηθητικής ροής έχει αποδειχθεί ως ο πιο κατάλληλος τρόπος σύνδεσης και είναι διαθέσιμη στο εμπόριο. 

	Οι παράμετροι που σχετίζονται με τον ηλεκτροψεκασμό (ESI), τον πιο συνήθη τρόπο σύζευξης με το MS, δηλαδή η σύσταση και η παροχή όγκου της βοηθητικής ροής, η πίεση του αερίου εκνέφωσης (nebulizing gas) και η θέση του άκρου εξόδου του τριχοειδούς, πρέπει να ρυθμίζονται προσεκτικά, μετά από βελτιστοποίηση, για να έχουμε σταθερές συνθήκες CE-ESI-MS.

	 

	β) Σύζευξη χωρίς βοηθητική ροή: Το πλεονέκτημα της σύνδεσης, χωρίς τη χρήση ροής βοηθητικού υγρού, είναι η απουσία αραίωσης και, επομένως, υψηλότερη ευαισθησία. Στην πράξη, όμως, το αποτέλεσμα αυτό είναι δύσκολο να επιτευχθεί. Από τις διάφορες οργανολογικές διαμορφώσεις που έχουν προταθεί για σύζευξη CE-MS, χωρίς τη χρήση βοηθητικής ροής, μέχρι στιγμής καμία δεν έχει γίνει εμπορικά διαθέσιμη. 

	Ο ιοντισμός με ηλεκτροψεκασμό είναι ένας ευέλικτος τρόπος ιοντισμού για πολύ πολικά ή φορτισμένα μόρια, τα οποία διαχωρίζονται ως επί το πλείστον με CE, γι’ αυτό και προτιμάται ως λειτουργία ιοντισμού. Παρ’ όλα αυτά, σε πολλές περιπτώσεις, η απόδοση ιοντισμού είναι χαμηλή και κατά συνέπεια και η ευαισθησία χαμηλή. Επιπλέον, ο ιοντισμός με ηλεκτροψεκασμό απαιτεί τη χρήση πτητικών ρυθμιστικών διαλυμάτων, που σε πολλές περιπτώσεις ελαττώνουν την απόδοση του διαχωρισμού στη CE. Επιπλέον, δεδομένου ότι ο ηλεκτροψεκασμός καθιστά το φασματόμετρο μάζας σε μεγάλο βαθμό έναν ανιχνευτή εξαρτώμενο από τη συγκέντρωση, η απόκριση του δείγματος θα εξαρτάται από τη συνολική ταχύτητα ροής και, επομένως, σε μεγάλο βαθμό από την ταχύτητα ροής του βοηθητικού υγρού.

	Aπαιτήσεις για ποσοτικούς προσδιορισμούς στη CE-MS:

	 

	Η χρήση εσωτερικού προτύπου απαιτείται για αντιστάθμιση:

	 

	
		Διακυμάνσεων που οφείλονται στην εισαγωγή δείγματος στη CE. 



	
		Αλλαγών στην απόδοση ιοντισμού. 



	 

	Το ιδανικό εσωτερικό πρότυπο είναι ένα ισοτοπικά επισημασμένο ανάλογο της προσδιοριζόμενης ένωσης, αφού η απόκριση ιοντισμού, η ελάττωση του σήματος MS και το μοτίβο θραυσματοποίησης, αναμένεται να είναι παρόμοια με αυτά της προσδιοριζόμενης ένωσης. Αυτό το είδος εσωτερικού προτύπου δίνει επαναληψιμότητα εμβαδού κορυφής στη CE-MS, παρόμοια με αυτήν της LC-MS. 

	Η παρακολούθηση επιλεγμένου ιόντος (SIM, Single Ion Monitoring) παρέχει, γενικώς, καλύτερη ευαισθησία σε σύγκριση με τη φασματομετρία πλήρους σάρωσης (full-scan mode). Όταν πραγματοποιείται ανάλυση MS/MS, η παρακολούθηση επιλεγμένου ιόντος χρησιμοποιείται για τη βελτίωση του ορίου ανίχνευσης (LOD) γνωστών ενώσεων, μέσω καλύτερης εκλεκτικότητας. Παρεμποδίζοντα ιόντα, τα οποία έχουν ένα ταυτόσημο μητρικό ιόν, αλλά διαφορετικό μοτίβο θραυσματοποίησης, δεν ανιχνεύονται.

	 

	9.5.3. Ποσοτική Ανάλυση 

	 

	Στη CE, η επαναληψιμότητα των μετρήσεων του εμβαδού των κορυφών, στις βέλτιστες συνθήκες διαχωρισμού, είναι ικανοποιητική (RSD 2%). Οι κυριότεροι παράγοντες που επηρεάζουν το εμβαδόν κορυφής είναι: 

	 

	
		διακυμάνσεις της θερμοκρασίας,

		προσρόφηση του δείγματος,

		εισαγωγή μικρών όγκων δείγματος,

		ολοκλήρωση σημάτων τα οποία έχουν μικρό λόγο “σήματος/θορύβου (S/N)”.



	 

	Μερικοί απ’ αυτούς τους παράγοντες μπορεί να επηρεαστούν άμεσα από το χρήστη, ενώ κάποιοι άλλοι εξαρτώνται εντελώς από το όργανο. Η χρήση εσωτερικού προτύπου συχνά αποδεικνύεται πολύ χρήσιμη. Μια ενδιαφέρουσα πτυχή της ποσοτικής αποτίμησης του εμβαδού κορυφής, απορρέει από τις διαφορετικές ταχύτητες μετανάστευσης των προσδιοριζόμενων ουσιών. Σε αντίθεση με την HPLC, όπου όλα τα συστατικά του δείγματος μεταφέρονται με την ίδια ταχύτητα από την κινητή φάση, στη CE, το εμβαδόν των κορυφών επηρεάζεται από το διαφορετικό χρόνο παραμονής των συστατικών του δείγματος στην περιοχή ανίχνευσης του τριχοειδούς. Ενώσεις με μικρή ευκινησία, παραμένουν στην περιοχή ανίχνευσης του τριχοειδούς περισσότερο χρόνο απ’ αυτές που έχουν μεγαλύτερη ευκινησία, με αποτέλεσμα αυξημένες τιμές εμβαδού κορυφής. Αυτό το φαινόμενο μπορεί να διορθωθεί, διαιρώντας απλώς το ολοκληρωμένο εμβαδόν κορυφής με το χρόνο μετανάστευσης. 

	Το ύψος κορυφής δε χρησιμοποιείται, γενικώς, στην ποσοτική ανάλυση, επειδή εξαρτάται από το επιστοίβαγμα (stacking), που συμβαίνει κατά την εισαγωγή του δείγματος. Το επιστοίβαγμα μπορεί να προκύψει μόνον από τις διαφορές στη σύσταση του δείγματος και του ρυθμιστικού διαλύματος (για παράδειγμα, επιδράσεις υποστρώματος), που συχνά είναι δύσκολο να προσδιοριστούν. Οι διαφορές αγωγιμότητας μεταξύ προσδιοριζόμενων ουσιών και ρυθμιστικού διαλύματος μπορεί να προκαλέσουν παραμορφώσεις στο σχήμα των κορυφών (ασύμμετρες κορυφές με μέτωπο ή ουρά), που επηρεάζουν το ύψος, αλλά όχι το εμβαδόν κορυφής. Επιπλέον, το ύψος κορυφής θα πρέπει να χρησιμοποιείται στην ποσοτική ανάλυση, μόνο εάν η ζώνη του προσδιοριζόμενου συστατικού είναι μικρότερη από το 5% περίπου του εύρους δέσμης στον ανιχνευτή. Το ύψος κορυφής μπορεί να είναι χρήσιμο, όταν ο λόγος σήματος/θορύβου είναι πολύ χαμηλός, για ακριβή ολοκλήρωση του εμβαδού κορυφής.

	Η επαναληψιμότητα των χρόνων μετανάστευσης και της ευκινησίας, μεταξύ των μετρήσεων, είναι, επίσης, ικανοποιητική (RSD0,5%) και εξαρτάται από: 

	 

	
		την κατάσταση των τοιχωμάτων του τριχοειδούς,

		τη σύσταση, την τιμή του pH και το ιξώδες του ρυθμιστικού διαλύματος,

		τη φύση του δείγματος,

		την κατάσταση του οργάνου. 
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