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چكيده
اين سامانه .استزيستي  فناوري نهيدر زم زيستيمواد سامانه دو فازي آبي ريزسيالي بستري مناسب براي جداسازي و بازيابي 

با آلفاآميلاز بازيابي در اين پژوهش،است.  قابل اجراه سختي يا ب نيستپذير امكانكرو اهاي مكند كه در روشامكاناتي را فراهم مي
يبررسساخته شده، CO2 ليزر روشبا  كه ايشيشه ريزسيالدستگاه  كيبر  ،سيترات سديم /كوليگللنياتيپل دو فازي آبي سامانه

روش سطح پاسخ شدند. شيآزما )ml/h 2 تا 8/0( انيسرعت جر ) وmg/l 125 تا 50غلظت ( متفاوت ريبا مقاد مؤثرهاي عامل .شد
)RSMالگوي جريانبا  كوليگللنياتيپلاز فاز نمك به فاز  آميلاز آلفاانتقال  .ه شدگرفتكاربه ياتيعمل يهاعامل نهيبه نييتع ي) برا

راحي آزمايش، خطاي اندكيط هايبيني شده از معادلهآمده در نقطه بهينه نيز در مقايسه با مقدار پيشدستهمقادير ب .انجام شد موازي،
هاي ماكروافزايش بازيابي نسبت به سامانه موجبواسطه ابعاد ميكرو، در اين پژوهش به مطالعهريزسيالي مورد استفاده از سامانه داشت.

بود. توجهيند در ابعاد ميكرو نسبت به ابعاد ماكرو قابلاطور كاهش زمان اين فرهمين .خواهد بود

، استخراجآلفاآميلاز، مولكولزيستهاي دو فازي آبي، سامانه، ريزسيال :ليديك هاي واژه

  مقدمه
هايروش در توسعه مستلزم بيوشيمي در پيشرفت

با هايي. در مخلوطاست سازيخالص و استخراج جداسازي،
حل به قادر تنهايي به روشي هيچ سلولي، اجزاء از زيادي تعداد
كارگيريبهگذشته  هايالسنيست. در  جداسازي مساله

مايع براي جداسازي و خالص-هاي دو فازي مايعسامانه
استفاده .]3تا  1[ توجه بوده استها موردمولكولسازي زيست

داولهاي دوفازي يك روش متسامانههاي آلي در از حلال
ها در مواد آلي حلبه دليل اينكه مولكول ولياست، 

شوند، محيط مناسبيدچار تغيير ماهيت ميبيشتر  شوند ونمي
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ها، زمان جدايي فازسامانه. در اين نيستبراي جداسازي 
رويگراندو فاز و چگالي كم  تفاوتتحت جاذبه به علت 

از. ]6 تا 4[ كشدها، بين چند دقيقه تا چند ساعت طول ميآن
هاي دو فازي آبي كششسامانهدر با توجه به اينكه طرفي، 

انتقال ،كم استنسبت بهسطحي در سطح مشترك دو فاز 
اهيكوت نسبتبه جرم بين دو فاز به سادگي و در زمان

ايي اهميت ويژهزيستجداسازي مواد  .]7[ گيردصورت مي
ند و جداسازي اين موادداري يشيميا هايفراوردهنسبت به 

هاي پيشرفته صورت گيرد.بايد بر مبناي روش
يزيستسازي مواد هاي متداول جداسازي و خالصروش

دهي،ي شامل رسوبيها و مواد دارومانند پروتئين
هايسامانهو  يزانهگرهاي غشائي، سامانهسطحي، جذب

كم و رويگرانها به دليل سامانهاين كه  است دوفازي آبي
ها كاربرد بيشتري نسبتزمان بسيار كوتاه براي جداسازي فاز

غيره و كارگيري گريزانهبهكردن، هايي مانند صافبه روش
با مواد سامانهدارد. به دليل ظرفيت بالا و سازگاري اين 

،يريزسيال يهاسامانه كند.را ايجاد مي ي بازدهي بالاييزيست
هاي دو فازيسامانهتوانند عملكرد يد كه مدارن يذات يايمزا
تواننديم ريزسيالشي يهاسامانه كنند. تيرا تقو آبي
كمترين مقداربه را حجم نمونه و  واد مصرفيم يهانهيهز
ي دو فاز آبي، جداسازاسيماكرومق يهاسامانه. در دنانرسب

ازيزدن ناوقات همبيشتر ها طول بكشد و است ساعت ممكن
ها دري، جداسازريزسياليهاي نهاسامحالي كه در است. در 
ماكرو، يهاسامانهدر  .]8[ ممكن است رخ دهد هيچند ثان
كيدر  يك آپارتمان هايطبقهمانند  آبيشده جدا فازهاي
در حالي كهوند. شيانباشته م يبه صورت عمود گروه

توانايي تشكيل با ميكروكانال چندگانه ريزسياليهاي سامانه
. مونچو و]9[ هستندهاي چندگانه را دارا فصل مشترك

با فصل هاي دو فازي آبيسامانه نينخست شهمكاران
بسپار-بسپاري آبدو فازي  سامانه كيرا در  دوگانه مشترك

كردنجدا يبرا شو همكاران ميقر .]10[ ندنشان داد

يكه حاو يسه كانال وروداز دستگاهي شامل  هانيپروتئ
ميپتاسو  در جريان مياني گلايكول اتيلنپلي از غنيفاز  كي

دو فازي سامانه ليكتش يبرا كناري انيفسفات در دو جر
ليبه دل .]11[ استفاده كردند ،گلايكول اتيلنپلي-نمك آبي

فازهايو  گلايكول اتيلنپلي   نيب رويگران اديتفاوت ز
و داديرا نشان م ياديز انيعدم تعادل جر سامانه نيا، نمك
ناتيلپلي انيجر نسبت به شينمك در طول آزما انيجر

لو و ،همچنين. شتدا ازين شتريهشت برابر حجم ب ،گلايكول
با يك هاي دو فازي آبيسامانه، رفتار نيابرافزون شهمكاران

سولفات در ميسدو  گلايكولاتيلنپليرا با فصل مشترك 
.]12[ ندكرد يبررسشكل -Tساده  ريزسياليدستگاه  كي

ريزسيالي هاي دو فازي آبيسامانه  هوانگ و همكارانش از 
يسرم گاو نيآلبوم يابيباز يبرا محورهم يهاانيجر با

دندرسي) %71استخراج ( بازدهها به همان آن. استفاده كردند
. با اين تفاوت كهبود ناپيوسته رخ داده سامانه كيكه در 

شنواك و همكاران. ]13[بود زمان بسيار كمتري صرف شده 
استخراج يبرا ورودي انيسه جربا  دو فازي آبي سامانهاز 
دو فازي آبي سامانه .نداستفاده كرد لازيآمآلفا ميآنز

%74بازده با  فسفات ميپتاسرا از فاز  لازيآمآلفا ،اسيمقماكرو
استخراج را ،ريزسيالي سامانه. ندكرد استخراج ساعت 5/2 در

.درسي %52 بازدهتنها به  ولي، داده بودانجام  هيثان 10در 
يو خروج يورود نيغلظت ب تفاوتنوان عبازده استخراج به

.]14[ بودشده  فيتعر لازيآمآلفا الكانكرويم
هاي دو فازيسامانهكه در زمينه  ييهاتوجه به مطالعهبا 

سرعت، pHاثر  هااين مطالعهشده در ي انجامريزسيالآبي 
بر بازده لازيآمآلفاو غلظت  و نمك بسپارتزريق جريان 

رويگرانو اينكه  است شدهمحدود بررسي طور استخراج به
د جريان موازي و بازده استخراج چه تاثيري داردفازها بر ايجا

اثر ،پژوهشدر اين  .استهاي موجود در اين زمينه از خلأ
دو فاز .بررسي شداستخراج  قدارسرعت فازهاي ورودي بر م

بسپارعنوان فاز و سديم سيترات به 4000 گلايكول اتيلنپلي
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فاز به اين دو رويگرانو با توجه به شده كارگرفتهبهو نمك 
،ها جريان موازي حاكم بودهايي كه در آنبررسي سرعت

.شد پرداخته

بخش تجربي
 هامواد و روش
اين در استفادهمورد آلي نمك و بسپار هايويژگي جزئيات

دوبار آب ها ازآزمايش همه در .است شده ارائه 1 جدول در مطالعه
 EC( لايآماآلفمورداستفاده، آنزيم  آنزيم .شد استفاده تقطير

مولكولي جرم و %99با خلوص  سابستيليس باسيلوس )3/2/1/1
kDA 6/57 خريداري شد.آلدريچ - سيگماشركت  از

استفادهدمور شيميايي هايتركيب 1جدول 

ساختار شيميايينام ماده
فرمول
مولكولي

چگالي

)g/cm3(

شركت
سازنده

سديمتري
   سيترات

Na3C6H5O77/1  مرك

ناتيلپلي
مرك C2nH4n+2On+1 12/1گليكول

 ايساخت ميكروكانال شيشه
ايزوپروپيلو  پيركس شهياز ش هادر ساخت ميكروكانال

واكنشگرعنوان بهشده از شركت مرك آلمان الكل خريداري
اثريثبات سطح، بشيشه از مزايايي همچون استفاده شد. 

يآل يهالو سازگار با حلا ستيزطي، سازگار با محييايميش
با حكاكي سريع CO2ليزر روش  كارگيريبهبا . برديم بهره

300 عمق ،400با عرض  شدهطراحي پيشاز  طرحو ارزان، 
پس از. بر شيشه حكاكي شد مترسانتي 8 ميكرون و در طول

از روش پيوند الكل با ايزوپروپيلسطح كانال شو وشست
زماني .شدتفاده اس مستقيم شيشه زيرين و رويي درون كوره

بنديشدند آب پيوند دادهبه هم  طور كاملبه هاكه ورقه
 .]15[بررسي شد كانال 

 يريزسيالدو فازي آبي  سامانه

- اتيلنپلي آبي فازي دو امانهس از پژوهش اين در
محلول حاوي .شد استفاده سيتراتسديم  / 4000 گلايكول

)w/w( 7/19% و  گلايكول اتيلنپلي)w/w( 4/20% سديم
هايبه دليل مشكل. سيترات در آب دو بار تقطير تهيه شد

ها و مسائلها و سولفاتهايي مانند فسفاتازيابي نمكب
به پژوهشگرانها، ده ناشي از آنآمبه وجودمحيطي زيست

همچون ،شوندتر تجزيه ميهايي كه سادهسمت نمك
منحني رسم براي .اندداده شدهسوق  ،هاي سيتراتنمك

C 25°دماي  ابري در نقطه كردنتيتر روش از بينودال
نمك از شفافي و پايه محلول ابتدا روش اين در .دش استفاده
و غليظ محلول بورت با سپس. دش تهيه سيترات سديمتري

نمك محلول به قطره قطره 4000 گلايكول اتيلنپلي شفاف
نمك + بسپار سامانه از نور عبور .شد افزوده اختلاط در حال

و فازي تك سامانه دهندهنشان آن شفافيت و آب+
است. فازي دو سامانه تشكيل دهندهنشان نآ كدرشدن
كدر را محلول بسپار از قطره نخستين كه هنگامي ،بنابراين

.دش شده يادداشتافزوده حجم و قطع افزودن عمل د،كر
محلول به بينودال، منحني بر بعدي نقطه تعيين براي ،سپس
صورت به تقطيرشده بار دو ناچيزي آب مقدار بشر درون كدر
.درآيد فازي تك و شفاف حالت به د تاشفزوده ا رهقطقطره
عمل دوباره. دش يادداشت شدهفزوده ا آب دقيق حجم

كدر بشر درون محلول تا شدداده  ادامه بسپارمحلول  افزودن
روي از .آمد دستبه نيز بعدي نقاط صورت به همين .شود
چگالي از استفاده با توانمي شدهيادداشت هايحجم

شده رافزودها بسپار مقدار وزني درصد ،بسپار آبي ايهمحلول
.]17 و 16[كرد  محاسبه
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 هاروش انجام آزمايش
استفاده  شكل- Yورودي از ميكروكانال با  در اين پژوهش

، هستند صنعتي پركاربرد هايآنزيم جمله از آميلازهاشده است. 
 آلفاآميلاز، گروه زير سه به و دارند پروتئيني ساختاري آميلازها

 .شوندمي بنديگروه (γ-Amylase) گاماآميلاز و بتاآميلاز
 و هاحيوان گياهان، توسط كه هستند هاييآنزيم تنها آميلازها

 متابوليسم در مهمي نقش و شوندمي توليد هاريزاندامگان

 دليل به نمك -بسپار فازي دو سامانه .دارند هاكربوهيدرات

هاي سامانه و بسپار-بسپارهاي سامانهزياد نسبت به  مزايايي
مدل پمپ سرنگي  .گرفتقرار استفاده مور امل مايع يونيش

4SP94-1 ، شد.كارگرفته به، راد ايرانزيستشركت ساخت 
 هايمحلول از برابر وزن با ي آبيزفا دو هايسامانه همه

 اتيلنپلي محلول و) 4/20% (w/w) غلظت (در نمكي

در طول  .شدند تهيه )w/w) 7/19%( غلظت در(گلايكول 
درون ميكروكانال آوري و حركت مايش سرعت جمعانجام آز

به در طول مراحل انجام آزمايش  .است ml/h 2 تا 8/0 از
سرعت جريان فاز نمك دو روي دو محلول، علت تفاوت گران

رو، ازاين .استگلايكول  اتيلنپلي برابر سرعت جريان فاز
اگر با گلايكول)  اتيلنپلي فاز(روي بيشتر محلول با گران

ت برابر تزريق شود به مرور كل سطح كانال را پوشانده سرع
 دهد.روي كمتر (فاز نمك) را نميو اجازه ورود به فاز با گران

حاكمموازي  الگوي جريان ،ها جرياناين سرعت همهدر 
وي ، خروجيدر ورود يمواز يهاانيجر يداريپا .است

دو فصل مشترك موجود در كانال اصلي و انتقال ،همچنين
از HR3-TRF-Pميكروسكوپ مدل با  بسپار به فاز آميلازلفاآ

HUVITZ شنيپارت بيضرا عكس برداري شد.و  واپايش
)K) و بازده استخراج (Ye% (2و  1 هايها با معادلهآنزيم

ند.محاسبه شد
ܭ  )1( ൌ

ݐܥ
ܾܥ

 

)2(  ܻ݁ % ൌ
100

ሺܴܭሻെ1 ൅ 1
 

ني تعريفيي به فاز پايينسبت حجم فاز بالا Rكه در آن 
- اتيلنپليفاز بالا فاز غني از  ،ر اين پژوهششود كه دمي

 .]19 و18[ استين غني از نمك يو فاز پا گلايكول

  
  يابيمشخصه

-UVدستگاه با  آميلازآلفاتعيين غلظت براي بررسي  

Visible (Shimazu UV-1800, Japan) در طول موج
محلول استاندارد با 6از  گيري شد.اندازهنانومتر  283 بيشينه
 استفاده شد. سنجيوامنحني  تهيهبراي  تفاوتهاي مغلظت

 طراحي آزمايش

و شيآزما يمهم از طراح شاخه كيروش سطح پاسخ  
يسازنهيو به ديجد نديافر كيمهم در توسعه  فناوري كي

ديجد فراوردهو ساختار  تيفيكردن كبهتر برايآن  ردعملك
مراحل طراحي به روش سطح پاسخ شامل مراحل زير .است
  است:

را بر فرايند تأثيرانتخاب متغيرهاي مستقل كه بيشترين  .1
  دارند.

پايهها برآزمايش و تهيه ماتريس آزمايش انتخاب طراحي .2
  شدهمدل طراحي انتخاب

كردن تابعآماري براي مدل-رياضي هايانتخاب محاسبه .3
ايچندجمله

بودن مدلبررسي اهميت و مناسب .4
آوردن مقدار بهينه براي هر كدام از متغيرهادستبه .5

ياهيرمتغ ياها عامل يدابتدا با يشآزما يدر روش طراح
،شوند. در مطالعه حاضر انتخاب  جداسازي ينداگذار بر فريرتاث
يمهم يرهايمتغ سرعت جريانو  pH ،غلظت آنزيم عامل 3

مطالعه يبرا .اندشدهمطالعه  هاآنزيم يبازياب يهستند كه برا
افزارنرم سطح، از چنديندر  ياتيعمل يهاعاملزمان هم ريتأث
ِDesign expert  نظرپاسخ مورد ستفاده شد.) ا0/11(نسخه

دو فازي آبي سامانه با هابازيابي آنزيمبازدهي  قدارمبرحسب 
قدارمشده است.  يفتعر سديم سيترات-گلايكول اتيلنپلي
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رهايمتغه گستر. سبه شدامح 2 همعادل پايهرببازدهي استخراج 
گزارش شده است. 1و سطوح استفاده شده در جدول 

ينيبشيپ يدرجه دوم برا ياجمله، از معادله چندنيهمچن
.استفاده شد 3 از معادله آلفاآميلازبازيابي 

ܻ ൌ °ߚ ൅෍݅ߚ ݅ܺ

݉

݅ൌ1

൅෍෍݆݅ߚ ݅ܺ

݉

݆ൌ1

݉

݅ൌ1

݆ܺ ൅෍݅݅ߚ ݅ܺ
2 ൅ ݎ݋ݎݎ݁

݉

݅ൌ1

 

)3(

ضريب ثابت، 0شده، بينيپاسخ پيش Yمتغير در آن، كه 
Xi  وXj مقدار متغيرهاي مستقل، i، ii،  وij به ترتيب

errorش دو متغير و كنضرايب خطي، مرتبه دوم و برهم

.]20[است مقدار خطا 
هاهاي موردمطالعه و سطح آنگستره عامل 2جدول 

 سطح بالا سطح پايين نوع واحد  نام عامل

A pH - 9 5 عددي 

Bسرعت جريان ml/h 8/0 عددي  2 

Cغلظت mg/l 125 50 عددي 

4در معادله  آميلازبازيابي آلفابيني پيش درجه دوممدل 
.شده است ارائه

، بروايازشاز آمده دستبه  ضرايب معادله 4در معادله 
،pHمستقل،  يرهاياز متغ شدهدرنظرگرفتهمبناي مقادير 

جهي. نتدست آمده استبهسرعت جريان و غلظت آنزيم 
نشان داده شده 3 شده در جدولينيبشيو مقدار پ شيآزما

بي، ضروردايي ليشده با تحلينيبشيمدل پ يبررس است.
انجام شد. يآمار ي) و نمودارهاR2( تعيين

با تجزيه و تحليل وردايي و نمودارهاي تحليل وردايي:
در تجزيه و تحليلآماري مدل پيشنهادي بررسي شد. 

ها نكته مهم اين است كهآمده از آزمايشدستهاي بهنتيجه
شده در پاسخ ناشي ازمشخص شود آيا تغييرهاي مشاهده

رها تنها بههاي موردنظر است يا اين تغييتغيير سطوح عامل
افزارشوند. نرم ها مربوط ميگيريخطاهاي تصادفي اندازه

شده را با جدولآوريهاي جمعطراحي آزمايش تحليل داده
ANOVA دهنده تحليلنشان 4دهد. جدول نمايش مي

وردايي است.
نزديككه  = R2) 9866/0 (ضريب تعيين ضريب تعيين:

شدهمقادير مشاهده دهنده همبستگي بالا بيناست نشان 1به 

كند. مقدار شده است كه اعتبار مدل را تأييد ميبينيو پيش
طوركامل مناسببهو  9746/0برابر  1شدهضريب تعيين تنظيم

دهنده تفاوت بين مقاديركه نشان 2. مقدار دقت كافياست
شده استبينيشده و مقادير ميانگين خطاي پيشبينيپيش

است. 4819/29ه در اين مطالعه برابر باشد ك 4بايد بزرگتر از 
دهنده دقت بالاينشان 05/0كمتر از  Pمقدار متغير آماري 

01/0تر از  بزرگ Pهاي ارائه شده است و مقادير مدل
طورشده است. همان هاي ارائهدهنده دقت پايين مدلنشان

مدل Pكه در جدول نشان داده شده مقدار متغير آماري 
است. بنابراين، بررسي كامل 05/0از پيشنهادي كمتر 

بينيشده براي پيش هاي آماري نشان داد كه مدل ارائهبرآورد
پاسخ متغيرها از نقطه نظر آماري در گستره مورد قبولي قرار

تواندكه مي 7507/0مدل برابر است با  3دارد. نقص برازش
شود. مي ناچيز شمرده شود و مدل به خوبي متناسب

1. Adjusted R2 2. Adequate precision 3. Lack of fit 
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بازده بازيابي آلفاآميلازشده بيني شده و پيشهاي محاسبهنتيجه  3جدول 
  پاسخ (%)متغييرهاآزمايش

-pHشدهينيبشيپ تجربي غلظت سرعت جريان
174/17575/5300025/55
267/110076/5820076/58
367/15098/5062906/50
481/15064/4513669/45
554/17565/3810708/39
674/17574/5600025/55
774/17521/5500025/55
874/12536/4995605/49
974/17597/5400025/55
1074/17507/5300025/55
1178/07527/3887969/38
1274/17521/5500025/55
1374/112574/6019945/61
1494/17549/4408982/45
1587/110059/6223213/62
1687/15049/5279543/51
1761/15089/4318531/43
1870/27575/5374718/59
1961/110076/5899201/43
2081/110098/5080839/48

±14579/4در گستره  ديها باحالت، همه داده نيدر ا
همهنشان داده شده است،  1طور كه در شكل همان باشند.
دهد كهينشان م همخواني نيگستره هستند. ا نيها در اداده
وجود ندارد. يشنهاديدر مدل پ يمشكل

ماندهباقي مقدار مقابل در بهنجار احتمال نمودار 2شكل 
به خط كينزد استفاده شده يهاكه داده ،دهدرا نشان مي

را اثبات يتجرب يهابودن دادهيعياست و فرض طب ميمستق
يواقع ريشده در برابر مقادينيبشيپ رينمودار مقاد .كندمي
.نشان داده شده است 3شكل در بازيابي آلفاآميلاز  يبرا

درجه) 45توزيع مناسب نقاط در اطراف خط مورب (خط 

شده وبينيخوبي بين پاسخ پيش همخوانيكه  دهدنشان مي
اي درجه دومپاسخ تجربي وجود دارد. بنابراين، مدل چندجمله

فاآميلازبيني دقيق مقدار بازيابي آلاز نظر آماري توانايي پيش
را دارد.
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Externally studentized residuals

ماندهباقي مقدار مقابل در نرمال احتمال نمودار 2شكل 
براي بازيابي آلفاآميلاز
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ش
پي

ني
بي

ده
ش

واقعي (آزمايشگاهي)
يشگاهيآزما و شدهينيب شيپ ريمقاد نيب همخواني 3شكل 

لازبازيابي آلفاآمي بازده

تحليل وردايي براي استخراج ريزسيالي آلفاآميلاز 4جدول 

منبع
مجموع
DFهامربع

ميانگين
هامربع

 مقدار
F

 مقدار
P

 >99/925989/10299/81مدل

مهم0001/0

A-pH79/35179/3552/280003/0
سرعت
 B-جريان

45/435145/43599/346
< 

0001/0

 >C51/126151/12681/100 -غلظت

0001/0
AB3081/013081/02455/06310/0
AC10/4110/427/3 1007/0
BC88/22188/2223/180016/0

A²58/261158/26144/208< 

0001/0

B²82/50182/5050/40< 

0001/0
C²5253/015253/04186/05322/0
55/121025/1ماندهباقي
صنق

 برازش
ناچيز33/458658/05266/07507/0

خطاي
22/8564/1خالص

54/93819 مجموع

ها و بحث نتيجه
 تأثير سرعت جريان

تأثير تغيير سرعت جريان فازهاي متفاوت در
جريان موازي بوده بررسي شد. با توجه به كهاي گستره
مشاهده هاي پايينبر خلاف آنچه در سرعت جريان 4شكل 

شد؛ با افزايش سرعت جريان، نيروي محركه انتقال جرم از
بازده بازيابيبا افزايش همراه شد.  PEGفاز نمك به فاز 

٪ 27/38، برابر با ml/h 8/0شده با سرعت جريان محاسبه
و با افزايش %67/58به  ml/h 7/1سرعت جريان با  بود و

.رسيد %56/59به ، بازدهي ml/h 2بيشتر سرعت جريان به 

بي
زيا
ه با

ازد
د ب

رص
د

)ml/hسرعت جريان (
غلظت در بازيابي آلفاآميلاز بازده بر سرعت جريان ريتأث 4شكل 

7برابر  pHو  mg/l75 اوليه آلفاآميلاز برابر با

pHتأثير 

و مولكولزيست تغيير با هامولكولزيست برتفكيك pH تأثير
تغيير موجب pH. ندكمي تغيير آبي فازي دو سامانه نوع نيز

متحول را آن تفكيك رفتار و شودمي مولكولزيست ساختار
توان با درنظرگرفتنيم   را  مقدار استخراجدر  رييتغسازد. مي

)pIآن ( بارهم با نقطه سهيدر مقا مولكولزيستبار سطح 
،است آلفاآميلاز pIز سامانه بالاتر ا pH يداد. وقت حيتوض

كند. مشاهده شد كهيم خالص را حمل يبار منف آلفاآميلاز
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سامانه در pHبا  آلفاآميلازميزان بازيابي و كاهش  شيافزا
داشت. ميبود، ارتباط مستق 0/7تا  0/5كه در گستره  يحال

،pH شيبا افزامشخص است،  5طور كه در شكل همان
ميزان استخراج در. كاهش ابدييم شيافزا زين مقدار بازيابي

pH يرويغلبه بر ن ليممكن است به دل 0/7از  بيشتر
.]21[ باشد زيگرآب يرويبر ن كيالكترواستات

تأثير غلظت اوليه آلفاآميلاز
آبي فازي دو سامانه در موجود مولكولزيست قدارم
غلظت افزايش با .داشت هاآن تفكيك بر مهمي تأثير

نمك فاز در هاناخالصي آبي، فازي دو سامانه در لفاآميلازآ
تا كم مقادير از آلفاآميلازغلظت  افزايش با .يافت افزايش
يافت كاهش آن از پس و افزايش آلفاآميلاز بازيابي متوسط،
.)6(شكل 

ها نشان دادهتأثير متقابل عامل 7همچنين، در شكل 
شده است.

زده
د با

رص
د

 
بي
زيا
با

pH  
غلظت در بازيابي آلفاآميلاز بازده بر خوراك فاز pH ريتأث 5شكل 

ml/h 4/1و سرعت جريان  mg/l75 اوليه آلفاآميلاز برابر با

بي
زيا
ه با

ازد
د ب

رص
د

غلظت
در بازيابي آلفاآميلاز بازده بر اوليه آلفاآميلاز غلظت ريتأث 6شكل 

pH  و سرعت جريان  7برابر باml/h 4/1

 ها در حالت بهينهتعيين مقدار عامل
يبرا ياتيعمل يرهاياز متغ نهيبه ري، مقاد5جدول برپايه 

مقدارشد.  نييتع بازيابي آلفا آميلازدرصد  بيشينهبه  يابيدست
باكه  شده در نقطه بهينه آزمايش انجام پذيرفتبازيابي محاسبه

طور كههمان شد. سهيمقا شيآزما طراحي آمده ازدستهمقدار ب
%1نشان داده شده است، درصد خطا كمتر از  5در جدول 

بازيابيواند تيم يشنهادي، مدل پني. بنابراديآمي دستبه
كند ينيبشيپعنوان گستره عملياتي اين پژوهش بهرا  الفاآميلاز

]22[. 

شده و تجربيبيني ها و درصد بازيابي پيشمقادير بهينه عامل 5 جدول
مقادير بهينه عامل
pH41/7  

نرخ جريان
 )ml/h(68/1  

غلظت آلفاآميلاز
)mg/l(6/97  

 درصد بازيابي آلفاآميلاز
خطادرصدشدهبينيپيشواقعي

74/6208/63 54/0
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الف

ب

ج
،(الف) mg/l 75 لازيآلفاآماوليه  غلظتدر pH و سرعت جريان نيب متقابل ريتأثبازيابي آلفاآميلاز.  پاسخ سطح نمودار 7 شكل

اوليه و غلظت سرعت جريان نيب متقابل ريتأث(ب) و  ml/h4/1در سرعت جريان  pH واوليه آلفاآميلاز  غلظت نيب متقابل ريتأث
(ج) 7برابر با  pHدر آلفاآميلاز 
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گيرينتيجه
سنتي و متداول هايسامانه هب آبي نسبت فازي دو سامانه

است كه در صورت بيشتري هايمزيت داراي آلي حلال-آبي
ها و كاربرد آن دوهاي ريزسيالي اين مزيتتركيب با سامانه

بودكننده دواريام اريآمده بسدستهب هاييجهنت .شودچندان مي
با ريزسيال، آبي فازي دو سامانهداد كه تركيب نشان  و

نقص برايشدن به روشي بييي براي تبديلبالا ليپتانس
هاي زيستي است. در اين پژوهش، يكجداسازي مولكول

ميكرون و در 300 و عمق vp  400سامانه ريزسيال با عرض
برپايه شيشه ساخته شد CO2با روش ليزر متر،سانتي 8 طول

آبي فازي دو سامانهآميلاز با -و با موفقيت براي بازيابي آلفا
ي قرار گرفت. ايجاد يك جريان آرام با الگويمورد بررس

پذير شد. در سرعت جريانجريان موازي و پيوسته امكان

ml/h 68/1،pH آميلاز غلظت آلفاو  41/7برابرmg/l 6/97،
براين، استفاده ازافزون دست آمد.به %08/63بازيابي 
هاي ريزسيالي در عملكرد بازيابي آلفاآميلاز موجبسامانه

ها در محيط دومولكولاهش زمان عمليات شد. رفتار زيستك
هاي شيميايي واين به دليل واكنش .همتا استفازي آبي بي

گريزي سطح، بار و اندازه است كه در روندفيزيكي مربوط به آب
اي پيداتقسيم نقش دارند و در محيط ريزسيال اهميت ويژه

عنوانفاآميلاز بهتراشه توليدشده براي بازيابي آل كنند.مي
قادر به نظارت و اي از كاربرد آزمايشگاه بر روي تراشهنمونه
سازي زيستاستخراج و خالص سازي فرايندبهينه

يبرا يتواند مدل خوبيم يشنهاديمدل پهاست. مولكول
باشد. موردبررسي در اين پژوهش يهاعامل يسازنهيبه
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Abstract: The microfluidic aqueous two-phase system is a suitable platform for the 
separation and recovery of biomaterials in the field of biotechnology that is not possible 
or is difficult to achieve in macro methods. In this research, alpha-amylase recovery was 
investigated with an aqueous two-phase polyethylene glycol/sodium citrate system on a 
glass microfluidic device made by the Co2-laser method. Effective parameters were 
tested with different values of concentration (125-150 mg / l) and flow rate (0.8-2 ml / 
h). The response surface method (RSM) was used to optimally determine the 
operational parameters. Transfer of alpha-amylase from the salt phase to the 
polyethylene glycol phase was performed with a parallel flow pattern. The values 
obtained at the optimal point also had a small error compared to the predicted value of 
the experimental design equations. The use of the microfluidic system studied in this 
research will increase the recovery rate compared to macro systems. Also, the reduction 
of the time of this process in the micro dimensions compared to macro dimensions was 
significant. 
       
Keywords: Microfluidics, Aqueous Two-phase Systems, Biomolecules, Alpha-
amylase, Extraction 
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