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JARC
میکرواستخراج مایع-مایع پخشی براساس مایع های یونی/ استخراج برگشتی همراه با سوانگاری مایع 

با کارایی بالا برای پیش تغلیظ و تعیین مقدار 3- ایندول بوتیریک اسید در نمونه های گیاه نخود

لیلا شیخیان1و*، سیده یاسمین کاظمینی2

1- استادیار شیمی تجزیه، گروه شیمی، دانشکده علوم پایه، واحد کازرون، دانشگاه آزاد اسلامی، کازرون، ایران            
2- کارشناسی ارشد فیتوشیمی، گروه شیمی، واحد شیراز، دانشگاه آزاد اسلامی، شیراز، ایران

دریافت: شهریور 1396، بازنگری: اسفند 1396، پذیرش: فروردین 1397

تعیین  و  پیش تغلیظ  استخراج،  برای  بالا  کارایی  با  مایع  با سوانگاری  یونی همراه  مایع های  براساس  مایع-مایع پخشی  چکیده: میکرواستخراج 
3-ایندول بوتیریک اسید در نمونه های گیاه نخود به کاربرده شد. اثر بعضی از عامل ها مانند ساختار شیمیایی مایع یونی، قدرت اسیدی محلول نمونه، 
دما، مدت استخراج، مدت جداسازی با گریزانه، حجم مایع یونی و حجم محلول آبی نمونه حاوی 3-ایندول بوتیریک اسید بر مقدار استخراج موردبررسی 
بازی موردبررسی قرار گرفت. عامل پیش تغلیظ  آبی  از فاز مایع یونی به محلول  قرار گرفتند. همچنین، استخراج برگشتی 3-ایندول بوتیریک اسید 
به دست آمده در این روش 40 بود. گستره خطی منحنی واسنجی از 2−10 ×30/4 تا 38/6 میلی گرم بر لیتر 3-ایندول بوتیریک اسید به دست آمد. حد 
تشخیص این روش 2−10 × 29/3 میلی گرم بر لیتر بود. انحراف استاندارد نسبی روش پیشنهادی موردنظر برای استخراج 3-ایندول بوتیریک اسید با 
غلظت 20/3 میلی گرم بر لیتر برابر با 1/8 % محاسبه شد. هر فاز مایع یونی به کاربرده شده برای استخراج 3-ایندول بوتیریک اسید حداقل برای سه 
مرتبه از فرایند استخراج و استخراج برگشتی قابل استفاده بود. روش پیشنهادشده در این پژوهش برای استخراج 3-ایندول بوتیریک اسید موجود در 

گیاه نخود به کاربرده شد.

واژه های کلیدی: 3-ایندول بوتیریک اسید، مایع یونی، میکرواستخراج مایع-مایع پخشی، سوانگاری مایع با کارایی بالا، گیاه نخود 

مقدمه
از  بسیاری  در  که  گیاهی هستند  رشد  هورمون های  آکسین ها 
فعالیت های گیاهان نقش اساسی دارند ]1 و 2[. نخستین آکسین 
شناخته شده که توانایی تحریک کردن ریشه زایی طبیعی گیاهان را 
دارد، 3-ایندول استیک اسید )IAA( است ]3[. همچنین، هورمون 

توانایی تحریک   )IBA( اسید  به نام 3-ایندول بوتیریک  تهیه شده 
ریشه زایی را داشته و حتی مؤثرتر از IAA عمل می کند ]4 و 5[. 
افزون بر این، می توان از طریق به کاربردن IBA در خاک، قلمه ها 
یا برگ گیاهان تزئینی و خوراکی، رشد آن ها را بهبود بخشید. این 
کاربردها باعث افزایش استفاده از IBA به عنوان تنظیم کننده رشد 
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طبیعی  به صورت   IBA همچنین،   .]6[ شد  دنیا  سراسر  در  گیاه 
و  ذرت  نخود،  گیاه  آرابیدوپسیس،  مانند  گیاهان  از  بعضی  در 
توتون وجود دارد ]7 تا 9[. 3-ایندول بوتیریک اسید با روش هایی 
جرمی1  گازی-طیف سنجی  سوانگاری  موئینه،  الکتروفورز  مانند 
متفاوت  گیاهی  نمونه های  در  بالا  کارایی  با  مایع  سوانگاری  و 
شناسایی شده است ]10 تا 13[. از مشکلات بعضی از این روش ها 
می توان به ضرورت مراحل متفاوت خالص سازی نمونه اشاره کرد. 
مرحله  چندین  جرمی،  گازی-طیف سنجی  سوانگاری  مورد  در 
در  ایجاد خطاهایی  باعث  برای مشتق سازی  آماده سازی موردنیاز 
به تازگی  می کند.  وقت گیر  بسیار  را  آزمون  و  شده  نمونه  آزمون 
میکرواستخراج مایع-مایع پخشی به دلیل دارا بودن بعضی از مزایا 
مانند سادگی، سرعت، حجم کم نمونه، هزینه ناچیز، بازدهی خوب 
و عامل پیش تغلیظ بالا به عنوان یک روش میکرواستخراج جدید 
برای کاربردهای زیست-محیطی و تجزیه ای معرفی شده است. اما 
به کارگیری حلال های آلی سمی مانند کربن تتراکلرید، کلروبنزن، 
تولوئن، سیکلوهگزان و کلروفرم در این روش از معایب آن شمرده 
مایع-مایع  میکرواستخراج  روش  چندین   .]16 تا   14[ می شود 
جایگزین  جنبشی  انرژی  آن ها  در  که  است  معرفی شده  پخشی 
تزریق   ،]17[ هوا  جریان  به کارگیری  است.  شده  پاشنده  حلال 
شدید حلال ]18[، امواج فراصوتی ]19[ و هم زدن مغناطیسی ]20 
آلی  حلال های  به کارگیری  عدم  موجب  روش ها  این  در   ]21 و 
به عنوان حلال پاشنده شده است. با این وجود حذف حلال پاشنده 
آلی، فاز استخراج کننده همچنان یک حلال آلی است. مایع های 
یونی به دلیل ویژگی های فیزیکی و شیمیایی بی مانندشان مانند 
چشم پوشی،  قابل  فراریت  خوب،  شیمیایی  و  گرمایی  پایداری 
گسترده،  الکتروشیمیایی  پتانسیل  پنجره  اشتعال بودن،  غیرقابل 
به  می توانند  که  دمایی  گسترده  محدوده  تنظیم،  قابل  گرانروی 
حالت مایع باشند، قابلیت حلال پوشی زیاد برای ترکیب های آلی 
از  مناسب  به عنوان حلال های  قابل توجهی  کاربردهای  و معدنی، 
نظر محیط زیستی دارند ]22[. مایع های یونی جایگزین مناسبی 
برای حلال های آلی هستند و به عنوان حلال های استخراج کننده 

با قابلیت استفاده دوباره در روش های استخراج و جداسازی ]23 
تا 26[ مانند استخراج مایع-مایع پخشی براساس مایع های یونی 

به کاربرده می شوند ]27 تا 31[.  
در این پژوهش، مایع های یونی به عنوان حلال استخراج کننده 
برای استخراج IBA )شکل 1( از گیاه نخود و پیش تغلیظ آن با 
استفاده از روش میکرواستخراج مایع-مایع پخشی برپایه مایع های 

یونی به کارگرفته شده اند. 

 

بخش تجربی
واکنشگرها و مواد شیمیایی مورداستفاده

1-هگزیل- هگزافلوروفسفات،  1-بوتیل-3-متیل ایمیدازولیم 
متیل  -3 - کتیل ا -1  ، ت فسفا و ر فلو ا لیم هگز و ز ا یمید متیل ا -3
ایمیدازولیم هگزافلوروفسفات، 3-ایندول بوتیریک اسید، متانول و 
استیک اسید )برای استفاده در دستگاه سوانگاری مایع با کارایی 
از شرکت های  ترکیب های شیمیایی  و سایر  یون زدوده  بالا(، آب 
بدون  و  تهیه شده   )Fluka( فلوکا  یا   )Merck( مرک  شیمیایی 

خالص سازی بیشتر به کار برده شدند. 

دستگاه های مورداستفاده
ثبت طیف های جذبی فرابنفش- مرئی در حضور حلال شاهد در 
 Perkin Elmer Precisely lambda  25 دستگاه  با  اتاق  دمای 
UV/Vis spectrometer و اندازه گیری های pH با pH سنج مدل 

SCHOTT lab 850 انجام شد. آزمون های مربوط به سوانگاری مایع 

با کارایی بالا با دستگاه Agilent technologies 1200 series با 

میکرواستخراج مایع-مایع پخشی براساس مایع های یونی/  ... 

1. Cas chromatography-mass spectrometry )GC-MS( 

شکل 1 ساختار شیمیایی 3-ایندول بوتیریک اسید

 

3 
 

آن با  تغلیظپیشو ( از گیاه نخود 1)شکل  IBAبرای استخراج  کنندهاستخراجحلال  عنوانبهیونی  هایمایع ،پژوهشدر این      

 اند. کارگرفته شدهبهیونی  هایمایع پایهبرمایع پخشی -مایعاستفاده از روش میکرواستخراج 

 

 
 اسید بوتیریکیندولا-3ساختار شیمیایی  1شکل 

 

 بخش تجربی

 مورداستفاده ییایمینشگرها و مواد شکوا

متیل -3-اکتیل-1، هگزافلوروفسفات دازولیمایمیمتیل-3-هگزیل-1هگزافلوروفسفات،  ایمیدازولیممتیل-3-بوتیل-1       

کارایی مایع با  سوانگاریدستگاه در استفاده  برایاسید، متانول و استیک اسید ) بوتیریکایندول-3، گزافلوروفسفاتایمیدازولیم ه

و بدون  شدهتهیه (Fluka) فلوکا یا( Merck) مرک شیمیایی یهاشرکتاز  ییایمیش هاییبترکر یو سا زدودهیون، آب بالا(

 ار برده شدند. کشتر به یب یسازخالص

 مورداستفاده یهااهدستگ

 Perkin Elmer Precisely lambda 25اتاق با دستگاه یدر حضور حلال شاهد در دما یمرئ -فرابنفش یجذب یهافیثبت ط       

UV/Vis spectrometer  هایگیریاندازهو pH  باpHمدل سنج SCHOTT lab 850  .مربوط به سوانگاری مایع  هایآزمونانجام شد

 میکرومتر( انجام گرفت. 5، مترمیلی 6/0 ×154) XDB C18با ستون  Agilent technologies 1200 seriesلا با دستگاه با کارایی با

 IBAیونی و استخراج برگشتی  هاییعما پایهبرمایع پخشی -مایع  گونگی انجام فرایند میکرواستخراجچ

میکرولیتر از  154در تماس با  IBAآبی حاوی  یهامحلول، لیترییلیم 14مخروطی شکل  اییشهشدر یک لوله آزمایش        

دقیقه  1به مدت و  گرمادهی گرادسانتیدرجه  77دقیقه در دمای  14به مدت  .قرار گرفتند کنندهاستخراجفاز  عنوانبه مایع یونی

 .دیآ دستبهیک محلول کدر  سرد شد تا دقیقه در حمام یخ 15تکان داده شدند. پس از این مرحله، لوله آزمایش به مدت  شدتبه
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ستون XDB C18 )4/6 ×150 میلی متر، 5 میکرومتر( انجام گرفت.

برپایه  پخشی  مایع-مایع  میکرواستخراج   فرایند  انجام  چگونگی 
IBA مایع های یونی و استخراج برگشتی

در یک لوله آزمایش شیشه ای مخروطی شکل 10 میلی لیتری، 
محلول های آبی حاوی IBA در تماس با 150 میکرولیتر از مایع 
یونی به عنوان فاز استخراج کننده قرار گرفتند. به مدت 10 دقیقه 
در دمای 77 درجه سانتی گراد گرمادهی و به مدت 1 دقیقه به شدت 
 15 مدت  به  آزمایش  لوله  مرحله،  این  از  پس  شدند.  داده  تکان 
آید.  به دست  کدر  محلول  یک  تا  شد  سرد  یخ  حمام  در  دقیقه 
این محلول به مدت 20 دقیقه در دستگاه گریزانه1 قرار داده شد. 
برای  پایین(  )فاز  یونی  مایع  فاز  و  شد  خارج  بالا(  )فاز  آبی  فاز 
 استخراج برگشتی در تماس با 0/5 میلی لیتر از محلول بافر فسفات

همزن  با  و  گرفت  قرار   10 با  برابر   pH با  مولار   5/0  ×  10−2

مغناطیسی با شدت )rpm 500( به مدت 120 دقیقه هم زده شد. 
پس از این مرحله، با دستگاه گریزانه، دو فاز با دقت از هم جدا 
در  آماده سازی  مرحله  هیچ  بدون   ،IBA حاوی  آبی  فاز  و  شدند 
دمای 40 درجه سانتی گراد در آون خلأ  خشک و در 50 میکرولیتر 
متانول حل شد. سپس، به ستون دستگاه سوانگاری مایع با کارایی 
بالا تزریق شد و با فاز متحرک 1 % آب-استیک اسید / متانول 
شسته  دقیقه  بر  میلی لیتر   0/5 جریان  سرعت  با   )V/V ,50:50(

می شد. 

آماده سازی نمونه
نخود  دانه های  نخود،  گیاه  از   IBA استخراج   برای 
)pisum sativum( به مدت 24 ساعت در آب شهر خیسانده شده 

و سپس، در یک گلدان حاوی خاک باغچه کاشته شدند. پس از 
قسمت های  به  و  چیده شدند  نخود  گیاه  تازه  جوانه های  روز   10
خیلی کوچک خردشده و به منظور استخراج عصاره در محلول بافر 
فسفات 2−10 × 5/0 مولار )pH=7( به مدت 1 ساعت در تاریکی 
قرار داده شدند ]1[. عصاره به دست آمده با استفاده از یک صافی 

قدرت  و   pH تنظیم  از  پس  و  شده  صاف  شیشه ای  میکروالیاف 
 IBA و تعیین HPLC ،یونی، مراحل استخراج، استخراج برگشتی

در شرایط بهینه آزمایشگاهی انجام شد.

نتیجه ها و بحث
آزمایش های اولیه

میکرواستخراج  که  شد  مشخص  اولیه  آزمایش های  برپایه 
مناسب  روش  یک  یونی  مایع های  براساس  پخشی  مایع-مایع 
Cnmim][ به مایع های یونی ایمیدازولیمی IBA برای استخراج

ازآنجاکه  است.  استخراج کننده  حلال های  PF6[[به عنوان 

هستند فرابنفش  ناحیه  در  قوی  جذب  دارای   IBA  مولکول های 
روش  از  استفاده  با  بهینه سازی  مراحل   ،)λmax =280 nm(

طیف سنجی فرابنفش-مرئی انجام شد.

IBA اثر ساختار شیمیایی مایع های یونی بر مقدار استخراج
 IBA به منظور بررسی کارایی مایع های یونی برای استخراج 
با روش میکرواستخراج مایع-مایع پخشی برپایه مایع های یونی، 
 ]C4mim] ]PF6]، [C6mim]]PF6] سه مایع یونی ایمیدازولیومی
 ]C6mim]]PF6] ازآنجاکه  شد.  به کارگرفته   ]C8mim]]PF6] و 
طی گرمادهی و تکان دادن شدید، به راحتی حل شد و طی سرد 
کردن به خوبی به صورت قطره های ریزی در فاز آبی پخش می شد، 
بهترین بازدهی برای استخراج IBA از محلول های آبی را داشت. 
گرمادهی/تکان  مرحله  در  به راحتی   ]C4mim]]PF6] یونی  مایع 
به صورت  اما پخش شدن آن  آبی حل می شد  فاز  دادن شدید در 
قطره های بسیار ریز طی مرحله سرد کردن به خوبی انجام نمی شد. مایع 
یونی [C8mim]]PF6[ هم برای استخراج IBA مناسب نبود زیرا در 
مرحله گرمادهی / تکان دادن شدید، حلالیت بسیار ناچیزی در فاز آبی 
داشت ]28[. لازم به یادآوری است بررسی های پیشین نشان داده اند 
که حلالیت مایع های یونی موردبررسی در آب به ترتیب به صورت  
[C8mim]]PF6]  ˂  [C6mim]]PF6]  ˂ [C4mim]]PF6[  است 

که با مشاهده های بالا همخوانی دارد ]29[.

شیخیان و کاظمیني

1. Centrifuge 
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اثر قدرت یونی
میلی لیتری  قسمت های6/0  یونی،  قدرت  اثر  بررسی  منظور  به 
و   2/2 با  برابر   pH با   IBA لیتر  بر  میلی گرم   20/3 محلول  از 
حاوی بافر فسفات با غلظت های متفاوتی در گستره 0/005 تا 0/1 
مول برلیتر، به طور جداگانه به50 میکرولیتر از مایع یونی در لوله 
افزوده، در حمام آب گرم 75 درجه سانتی گراد به مدت  آزمایش 
5 دقیقه گرم و به مدت 1 دقیقه به شدت تکان داده شدند. پس 
مقدار  و  آبی جدا  فاز  گریزانه،  با  و جداسازی  مرحله سردشدن  از 
IBA باقی مانده در آن اندازه گرفته شد. همان طور که در شکل 3 

مشاهده می شود، با افزایش قدرت یونی مقدار IBA استخراج شده 
به درون فاز مایع یونی افزایش می یابد. این افزایش به دلیل اثر 
اخراج با نمک است. هنگامی که غلظت یون ها در فاز آبی حاوی 
حرکت  یون ها  سمت  به  آب  مولکول های  می شود،  زیاد   IBA

مولکول های  بیشتر  بنابراین،  می کنند.  آبپوشی  را  آن ها  و  کرده 
یونی  مایع  فاز  سمت  به  و  یافته  رها  آب  مولکول های  از   IBA

مربوط   IBA استخراج  مقدار  بیش ترین   .]32[ می کنند  مهاجرت 
غلظتی  گستره  با  فسفات  بافر  حاوی   IBA آبی  محلول های  به 
2−10×2/0 تا 2−10×6/0  مول بر لیتر بود. با افزایش بیشتر غلظت 

بافر فسفات، مقدار استخراج IBA به فاز مایع یونی کاهش می یابد 
که می توان آن را به افزایش برهم کنش یون های محلول بافر با 

میکرواستخراج مایع-مایع پخشی براساس مایع های یونی/  ... 

اثر pH محلول آبی نمونه
فاز  با   IBA استخراج  مقدار  بر  نمونه  آبی  محلول   pH اثر 
 11/0 تا   1/6 از   pH گستره  در   ]C6mim]]PF6] یونی  مایع 
میلی لیتری  قسمت های6/0   .)2 )شکل  گرفت  قرار  موردبررسی 
متفاوت  pHهای  با   IBA لیتر  بر  میلی گرم   20/3 محلول  از 
حمام  در  قرارگرفته،  یونی  مایع  از  میکرولیتر   50 با  تماس  در 
به  و  گرم  دقیقه   5 مدت  به  سانتی گراد  درجه   75 گرم  آب 
حمام  در  مخلوط  شدند.  داده  تکان  به شدت  دقیقه   1 مدت 
قرار  گریزانه  دستگاه  در  سپس  و  سرد  دقیقه   15 مدت  به  یخ 
فاز  باقی مانده،   IBA مقدار  اندازه گیری  منظور  به  داده شد، 
بیش ترین  که  شد  مشخص  شد.  خارج  آزمایش  لوله  از  آبی 
آن    pKa از  کمتر  pHهای  به  مربوط   IBA استخراج  مقدار 
 IBA مربوط به pKa های بیشتر ازpH است. در )pKa=4.79(

داشت.  کاهشی  روند  یونی  مایع  فاز  به  آن  استخراج  مقدار 
آب گریزی،  برهم کنش های  به  می توان  را  مشاهده شده  رفتار 
 IBA بین  هیدروژنی  پیوند  تشکیل  همچنین،  و  الکتروستاتیک 
 pKa های کمتر ازpHو مایع یونی مربوط دانست. ازآنجاکه در
مربوط به IBA، گروه NH مولکول های IBA قادر به پروتونه 
 IBA مولکول های  بیشتر  نیست،   –NH2

+ به  تبدیل شدن  و 
مولکول های  تمایل  بنابراین،   .]10[ هستند  خنثی  به صورت 
زیرا  است  بیشتر  اینpHها  در  یونی  مایع  فاز  به   IBA خنثی 
ویژگی  خود  یونی  گونه  به  نسبت  خنثی  مولکول های  این 
بیشتر  تمایل  برای  دیگر  مؤثر  عامل  دارند.  بیشتری  آب گریزی 
تشکیل  pHها،  این  در  یونی  مایع  فاز  به   IBA مولکول های 
با قسمت   IBA COOH– مولکول های  پیوند هیدروژنی گروه 
 pKa از  بیشتر  درpHهای  است.   )PF6

−( یونی  مایع  آنیونی 
مربوط به IBA، گروه COOH– آن آبکافت می شود. بنابراین، 
IBA بار منفی دارند. دافعه  pHها بیشتر مولکول های  در این 
باعث   ،)PF6

−( یونی  مایع  آنیونی  قسمت  و  آنیونی   IBA بین 
یونی  مایع  فاز  درون  به   IBA مولکول های  استخراج  کاهش 
 pH ،می شود. بنابراین، برای به دست آوردن نتایج قابل اطمینان

pH بهینه انتخاب شد. برابر با 2/2 به عنوان 

شکل 2 اثر pH محلول آبی نمونه )محلول های آبی نمونه: قسمت های 6/0 
میلی لیتری از محلول IBA با غلظت 20/3 میلی گرم بر لیتر حاوی  بافر 

فسفات 0/02 مول بر لیتر، حجم مایع یونی: 50 میکرولیتر،  دما: 75 درجه 
سانتی گراد، مدت گرمادهی، سرد کردن و جداسازی با گریزانه به ترتیب 5،  

15و 15 دقیقه(

 

6 
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pH  

 محلول آبی نمونه pHاثر  2شکل 
با غلظت  IBAلیتری از محلول میلی 4/6 هایقسمتهای آبی نمونه: محلول)

جم مایع مول بر لیتر، ح 42/4بافر فسفات   لیتر حاوی برگرم میلی 3/24
گرمادهی، سرد کردن ، مدت گرادسانتیدرجه  75دما:   میکرولیتر، 54یونی: 

 دقیقه( 15 و15  ،5به ترتیب  جداسازی با گریزانهو 
 اثر قدرت یونی

و  2/2برابر با  pHبا  IBAبر لیتر  گرممیلی 3/24لیتری از محلول میلی 4/6هایقسمتبه منظور بررسی اثر قدرت یونی،        

میکرولیتر از مایع یونی در لوله  54نه بهجداگا طوربه، مول برلیتر 1/4تا  445/4ه گستری در متفاوت هایغلظتاوی بافر فسفات با ح

پس از تکان داده شدند.  شدتبهدقیقه  1به مدت دقیقه گرم و  5به مدت  گرادسانتیدرجه  75در حمام آب گرم ، افزودهآزمایش 

 3که در شکل  طورهمانمانده در آن اندازه گرفته شد. باقی IBA مقدار، فاز آبی جدا و ی با گریزانهجداسازو  سردشدنمرحله 

این افزایش به دلیل اثر  .یابدمیبه درون فاز مایع یونی افزایش  شدهاستخراج IBA مقدار، با افزایش قدرت یونی شودمشاهده می

حرکت کرده و  هایونآب به سمت  هایمولکول، شودیمزیاد  IBAز آبی حاوی در فا هایونغلظت  کههنگامیاست.  اخراج با نمک

 کنندیمآب رها یافته و به سمت فاز مایع یونی مهاجرت  هایلکولمواز  IBA هایمولکولبیشتر  ،. بنابراینکنندیمها را آبپوشی آن

  4/6×14−2تا  4/2×14−2ه غلظتی گسترر فسفات با حاوی باف IBAآبی  یهامحلولمربوط به  IBAمقدار استخراج  ترینبیش [.32]

آن را به  توانیمکه  یابدیمبه فاز مایع یونی کاهش  IBAمول بر لیتر بود. با افزایش بیشتر غلظت بافر فسفات، مقدار استخراج 

، IBAل آبی برای تنظیم قدرت یونی محلو ،محلول بافر با مایع یونی نسبت داد. بنابراین هاییون کنشبرهمافزایش 

 ل بر لیتر بافر فسفات انتخاب شد.مو 4/5×14−2محلول
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یونی محلول  تنظیم قدرت  برای  بنابراین،  داد.  یونی نسبت  مایع 
آبی IBA، محلول2−10×5/0 مول بر لیتر بافر فسفات انتخاب شد.

 

اثر دما 
برای بررسی اثر دما بر مقدار استخراج IBA به فاز مایع یونی، 
 IBA قسمت های 6/0 میلی لیتری از محلول 20/3 میلی گرم بر لیتر
لیتر  بر  2-10×5/0 مول  بافر فسفات  و حاوی  با 2/2  برابر   pH با 
آزمایش  لوله  در  یونی  مایع  از  میکرولیتر   50 به  جداگانه  به طور 
افزوده، در حمام آب گرم با دماهای 50 تا 90 درجه سانتی گراد 
به مدت 5 دقیقه گرم و به مدت 1 دقیقه به شدت تکانداده شدند. 
و  جدا  آبی  فاز  گریزانه،  با  جداسازی  سردشدن،  مرحله  از  پس 
اندازه گرفته شد. همان طور که در  باقی مانده در آن   IBA مقدار 
به  مربوط  استخراج  مقدار  بیش ترین  می شود،  مشاهده   4 شکل 
گستره دمایی 70 تا 80 درجه سانتی گراد بود. حلالیت و در نتیجه 
پاشندگی بسیار کم فاز مایع یونی در محلول آبی و کاهش مقدار 
مهاجرت مولکول های IBA به فاز مایع یونی در دماهای کمتر از 
70 درجه سانتی گراد باعث کاهش بازدهی استخراج در این دماها 
می توان  را  بالاتر  دماهای  در   IBA مولکول های  ناپایداری  شد. 
دلیلی برای کاهش استخراج آن ها به فاز مایع یونی در این دماها 
دانست. براساس نتایج به دست آمده دمای 77 درجه سانتی گراد به 

شیخیان و کاظمیني

عنوان دمای بهینه انتخاب شد.

اثر مدت گرمادهی
برای بررسی اثر مدت گرمادهی مخلوط فاز آبی حاوی IBA و 
مایع یونی، قسمت های 6/0 میلی لیتری از محلول 20/3 میلی گرم 
بر لیتر IBA با pH برابر با 2/2 و حاوی بافر فسفات 10-2×5/0 
مول بر لیتر به طور جداگانه به 50 میکرولیتر از مایع یونی در لوله 
آزمایش افزوده، در حمام آب گرم با دمای 77 درجه سانتی گراد در 
مدت های متفاوت گرم و پس از تکان دادن و سرد شدن جداسازی 
با گریزانه، فاز آبی جدا و مقدار IBA باقی مانده در آن اندازه گرفته 

شد.

       

مقدار  بیش ترین  می شود،  مشاهده   5 در شکل  که  همان طور 
فاز مایع یونی مربوط به مدت گرمادهی 10  به   IBA استخراج 
مایع  کمتر  حلالیت  کوتاه تر،  زمان های  مدت  در  است.  دقیقه 
کمتر  مهاجرت  نتیجه  در  و  کمتر  پاشندگی  آبی،  فاز  در  یونی 
به  استخراج شد.  بازدهی  باعث کاهش  یونی  مایع  فاز  به   IBA

دلیل ناپایداری مولکول های IBA، گرمادهی در مدت زمان های 
شد.  استخراج  بازدهی  کاهش  به  منجر  دقیقه   10 از  طولانی تر 
نتایج به دست آمده، مدت 10 دقیقه، مدت بهینه برای  براساس 

مرحله گرمادهی است.

شکل 3 اثر قدرت یونی )محلول های آبی نمونه: قسمت های 6/0 میلی لیتری 
از محلول IBA با غلظت 20/3 میلی گرم بر لیتر با pH برابر با 2/2 و حاوی  
بافر فسفات با غلظت های متفاوت، حجم مایع یونی: 50 میکرولیتر،  دما: 75 
درجه سانتی گراد، مدت گرمادهی، سردکردن و جداسازی با گریزانه به ترتیب 

5،  15و 15 دقیقه(
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  غلظت بافر )مول بر لیتر(
 اثر قدرت یونی 3شکل 

با غلظت  IBAلیتری از محلول میلی 4/6 هایقسمتهای آبی نمونه: )محلول 
های لظتبافر فسفات با غ  و حاوی 2/2برابر با  pHلیتر با  برگرم میلی 3/24

، مدت گرادسانتیدرجه  75دما:   میکرولیتر، 54حجم مایع یونی:  ،متفاوت
 دقیقه( 15و 15 ، 5به ترتیب  جداسازی با گریزانهو  سردکردنگرمادهی، 

 

  اثر دما

بر لیتر  گرمیلیم 3/24از محلول  لیتریمیلی 4/6 یهاقسمتبه فاز مایع یونی،  IBAاستخراج  مقداربررسی اثر دما بر  برای      

IBA  باpH  میکرولیتر از مایع یونی در لوله آزمایش  54به جداگانه  طوربهمول بر لیتر  4/5×14-2و حاوی بافر فسفات  2/2برابر با

داده شدند. تکان شدتبهدقیقه  1دقیقه گرم و به مدت  5درجه سانتی گراد به مدت  24تا  54با دماهای ، در حمام آب گرم افزوده

 0که در شکل  طورهمان مانده در آن اندازه گرفته شد.باقی IBA مقدار، فاز آبی جدا و گریزانه باجداسازی  ،سردشدناز مرحله پس 

بود. حلالیت و در نتیجه پاشندگی  گرادسانتیدرجه  34تا  74ه دمایی گستراستخراج مربوط به  مقدار ترینبیش ،شودیممشاهده 

درجه  74به فاز مایع یونی در دماهای کمتر از  IBA هایمولکولمهاجرت  مقدارمحلول آبی و کاهش  در فاز مایع یونی بسیار کم

دلیلی برای  توانیمدر دماهای بالاتر را  IBA هایمولکول. ناپایداری شدباعث کاهش بازدهی استخراج در این دماها  گرادسانتی

به عنوان  گرادسانتیدرجه  77آمده دمای  دستبهانست. براساس نتایج ها به فاز مایع یونی در این دماها داستخراج آن کاهش

 .شددمای بهینه انتخاب 

 گرمادهیاثر مدت 

 3/24از محلول  لیترییلیم 4/6 یهاقسمتو مایع یونی،  IBAمخلوط فاز آبی حاوی  گرمادهیبررسی اثر مدت  برای      

از مایع یونی میکرولیتر  54جداگانه به  طوربهمول بر لیتر  4/5×14-2بافر فسفات و حاوی  2/2برابر با  pHبا  IBAگرم بر لیتر میلی

سرد شدن  و دادنمتفاوت گرم و پس از تکان یهامدتدر  گرادسانتیدرجه  77، در حمام آب گرم با دمای فزودهدر لوله آزمایش ا

 ازه گرفته شد.مانده در آن اندباقی IBA مقدار، فاز آبی جدا و گریزانه جداسازی با

شکل 4 اثر دما )محلول های آبی نمونه: قسمت های 6/0 میلی لیتری از محلول 
IBA با غلظت 20/3 میلی گرم بر لیتر با pH برابر با 2/2 و حاوی  بافر فسفات 

با غلظت 2-10×5/0 مول بر لیتر، حجم مایع یونی: 50 میکرولیتر،  مدت 
گرمادهی، سردکردن و جداسازی با گریزانه به ترتیب 5،  15و 15 دقیقه(
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 اثر دما 0شکل 

با غلظت  IBAلیتری از محلول میلی 4/6 هایقسمتهای آبی نمونه: )محلول 
 غلظتبافر فسفات با   و حاوی 2/2برابر با  pHلیتر با  برگرم میلی 3/24

، مدت گرمادهی  میکرولیتر، 54حجم مایع یونی:  مول بر لیتر، 4/5×2-14 
 دقیقه( 15و 15 ، 5به ترتیب  جداسازی با گریزانهو  سردکردن

        

 14 گرمادهی به فاز مایع یونی مربوط به مدت IBAاستخراج  مقدار ترینبیش، شودمیمشاهده  5که در شکل  طورهمان       

به فاز  IBAکمتر و در نتیجه مهاجرت کمتر  تر، حلالیت کمتر مایع یونی در فاز آبی، پاشندگیکوتاه هایزمان. در مدت استدقیقه 

 14از  ترطولانی هایزماندر مدت  گرمادهی، IBA هایمولکولبه دلیل ناپایداری . شدباعث کاهش بازدهی استخراج  مایع یونی

 .است دهیگرمادقیقه، مدت بهینه برای مرحله  14، مدت آمده دستبهبراساس نتایج . شدمنجر به کاهش بازدهی استخراج  دقیقه
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  مدت گرمادهی )دقیقه(
 گرمادهیاثر مدت  5شکل 

 3/24با غلظت  IBAلیتری از محلول میلی 4/6 هایقسمتهای آبی نمونه: )محلول
مول  4/5×14-2غلظت بافر فسفات با   و حاوی 2/2برابر با  pHلیتر با  برگرم میلی

مدت ،  گرادسانتیدرجه  4/77دما:  ،میکرولیتر 54حجم مایع یونی:  بر لیتر،
 دقیقه( 15و 15 جداسازی با گریزانهو  سردکردن
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میکرواستخراج مایع-مایع پخشی براساس مایع های یونی/  ... 

اثر مدت سرد کردن
بهینه،  شرایط  در  تکان دادن  و  گرمادهی  مراحل  از  پس 
مخلوط های مایع یونی و محلول آبی نمونه در مدت های متفاوت 
پاشیده  یونی  مایع  فاز  یک  تا  شدند  داده  قرار  یخ  آب  حمام  در 
شده، تشکیل شود و مولکول های IBA به درون این فاز مهاجرت 
کنند. بیش ترین مقدار استخراج مربوط به مدت های طولانی تر از 
12 دقیقه بود. ازآنجاکه تغییرات قابل توجهی در مدت های بیشتر 
مشاهده نشد، مدت 15 دقیقه برای مرحله سردشدن انتخاب شد. 

اثر مدت جداسازی با گریزانه
، قسمت های  با گریزانه  اثر مدت جداسازی  بررسی  منظور  به 
 pH با   IBA لیتر  بر  میلی گرم   20/3 محلول  از  میلی لیتری   6/0
به طور  لیتر  بر  2−10×5/0 مول  بافر فسفات  با 2/2 و حاوی  برابر 
افزوده  آزمایش  لوله  در  یونی  مایع  از  میکرولیتر   50 به  جداگانه 
شد. پس از مراحل گرم کردن، تکان دادن و سردشدن در شرایط 
سپس،  شدند.  قرارداده  گریزانه  در  متفاوت  مدت های  در  بهینه، 
شد.  گرفته  اندازه  آن  در  باقی مانده   IBA مقدار  و  جدا  آبی  فاز 
با گریزانه در مدت زمان های کوتاه  هنگامی که مرحله جداسازی 
 IBA حاوی  یونی  مایع  شده  پراکنده  ریز  قطره های  شد،  انجام 
مایع  فاز  از  آبی  فاز  جداسازی  نتیجه  در  و  نشده  جمع  به خوبی 
در  گریزانه  با  جداسازی  هنگامی که  نداشت.  خوبی  بازدهی  یونی 

مدت زمان های طولانی انجام شد، تولید گرمای به دست آمده از 
چرخیدن گریزانه باعث حل شدن قسمتی از مایع یونی به درون فاز 
آبی شده و بازدهی استخراج را کاهش داد. بنابراین، هم مدت های 
استخراج  بازدهی  کاهش  باعث  طولانی،  مدت های  هم  و  کوتاه 
گزارش شده  دیگر هم  پژوهشگران  توسط  این موضوع  که  شدند 
است ]28[. بنابراین، بهینه سازی مدت جداسازی با گریزانه برای 
استخراج IBA به طور کامل ضروری است. همان طور که در شکل 
مرحله  برای  زمان  بهترین  دقیقه،   20 مدت  می شود،  مشاهده   6

جداسازی با گریزانه است.

اثر حجم فاز مایع یونی
 ،IBA برای بررسی اثر حجم فاز مایع یونی بر مقدار استخراج
 IBA قسمت های 6/0 میلی لیتری از محلول 20/3 میلی گرم بر لیتر
لیتر  بر  2-10×5/0 مول  بافر فسفات  و حاوی  با 2/2  برابر   pH با 
به طور جداگانه به حجم های متفاوتی از مایع یونی در لوله آزمایش 
و  سردشدن  تکان دادن،  گرمادهی،  مراحل  سپس،  شدند.  افزوده 
جداسازی با گریزانه مخلوط های مایع یونی و فاز آبی در شرایط 
بهینه آزمایشگاهی انجام شد. نتایج به دست آمده نشان دادند که 
بیش ترین مقدار استخراج مولکول های IBA مربوط به حجم های 
بیشتر از 140 میکرولیتر از مایع یونی است )شکل 7(. به منظور 
به دست آوردن نتایج قابل اطمینان، حجم 150 میکرولیتر به عنوان 

شکل 5 اثر مدت گرمادهی )محلول های آبی نمونه: قسمت های 6/0 میلی لیتری 
از محلول IBA با غلظت 20/3 میلی گرم بر لیتر با pH برابر با 2/2 و حاوی  بافر 
فسفات با غلظت 2-10×5/0 مول بر لیتر، حجم مایع یونی: 50 میکرولیتر، دما: 
77/0 درجه سانتی گراد ، مدت سردکردن و جداسازی با گریزانه 15و 15 دقیقه(
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راج
تخ

 اس
صد

در
 

  (C°دما )
 اثر دما 0شکل 

با غلظت  IBAلیتری از محلول میلی 4/6 هایقسمتهای آبی نمونه: )محلول 
 غلظتبافر فسفات با   و حاوی 2/2برابر با  pHلیتر با  برگرم میلی 3/24

، مدت گرمادهی  میکرولیتر، 54حجم مایع یونی:  مول بر لیتر، 4/5×2-14 
 دقیقه( 15و 15 ، 5به ترتیب  جداسازی با گریزانهو  سردکردن

        

 14 گرمادهی به فاز مایع یونی مربوط به مدت IBAاستخراج  مقدار ترینبیش، شودمیمشاهده  5که در شکل  طورهمان       

به فاز  IBAکمتر و در نتیجه مهاجرت کمتر  تر، حلالیت کمتر مایع یونی در فاز آبی، پاشندگیکوتاه هایزمان. در مدت استدقیقه 

 14از  ترطولانی هایزماندر مدت  گرمادهی، IBA هایمولکولبه دلیل ناپایداری . شدباعث کاهش بازدهی استخراج  مایع یونی

 .است دهیگرمادقیقه، مدت بهینه برای مرحله  14، مدت آمده دستبهبراساس نتایج . شدمنجر به کاهش بازدهی استخراج  دقیقه

 

 

راج
تخ

 اس
صد

در
 

  مدت گرمادهی )دقیقه(
 گرمادهیاثر مدت  5شکل 

 3/24با غلظت  IBAلیتری از محلول میلی 4/6 هایقسمتهای آبی نمونه: )محلول
مول  4/5×14-2غلظت بافر فسفات با   و حاوی 2/2برابر با  pHلیتر با  برگرم میلی

مدت ،  گرادسانتیدرجه  4/77دما:  ،میکرولیتر 54حجم مایع یونی:  بر لیتر،
 دقیقه( 15و 15 جداسازی با گریزانهو  سردکردن

 

 

 

شکل 6 اثر مدت جداسازی با گریزانه )محلول های آبی نمونه: قسمت های 6/0 
میلی لیتری از محلول IBA با غلظت 20/3 میلی گرم بر لیتر با pH برابر با 2/2 
و حاوی  بافر فسفات با غلظت 2-10×5/0 مول بر لیتر، حجم مایع یونی: 50 

میکرولیتر، دما: 77/0 درجه سانتی گراد ، مدت گرمادهی و سردکردن به ترتیب 
10 و  15 دقیقه(
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 کردناثر مدت سرد 

در  متفاوت هایمدتع یونی و محلول آبی نمونه در مای هایمخلوطدادن در شرایط بهینه، و تکان گرمادهیپس از مراحل       

. کنندبه درون این فاز مهاجرت  IBA هایمولکولتشکیل شود و  ،پاشیده شده حمام آب یخ قرار داده شدند تا یک فاز مایع یونی

بیشتر مشاهده  هایمدتدر  توجهیقابلتغییرات  ازآنجاکه دقیقه بود. 12از  ترطولانی هایمدتاستخراج مربوط به  مقدار ترینبیش

  .شدانتخاب  سردشدنمرحله  برایدقیقه  15نشد، مدت 

 گریزانه جداسازی با اثر مدت

برابر با  pHبا  IBAبر لیتر  گرممیلی 3/24از محلول  لیتریمیلی 4/6 هایقسمت ، جداسازی با گریزانهاثر مدت  بررسیبه منظور        

پس از  افزوده شد.ع یونی در لوله آزمایش میکرولیتر از مای 54 جداگانه به طوربهمول بر لیتر  4/5×14−2و حاوی بافر فسفات  2/2

 مقدارفاز آبی جدا و  ،سپس شدند.قرارداده گریزانه در  متفاوتهای در مدتدر شرایط بهینه،  سردشدن دادن وحل گرم کردن، تکانمرا

IBA ریز  هایقطرهکوتاه انجام شد،  هایزماندر مدت  گریزانه جداسازی بامرحله  کههنگامی مانده در آن اندازه گرفته شد.باقی

ازی فاز آبی از فاز مایع یونی بازدهی خوبی نداشت. جداسدر نتیجه جمع نشده و  خوبیبه IBAحاوی  یمایع یون شده پراکنده

شدن باعث حل گریزانهاز چرخیدن  آمده دستبهد، تولید گرمای طولانی انجام ش هایانزمدر مدت  گریزانه جداسازی با کههنگامی

، های طولانیکوتاه و هم مدت هایمدتهم  ،. بنابرایندادستخراج را کاهش قسمتی از مایع یونی به درون فاز آبی شده و بازدهی ا

مدت  سازیبهینه ،بنابراین [.23] است شدهگزارشدیگر هم  پژوهشگرانکه این موضوع توسط  شدندبازدهی استخراج  باعث کاهش

دقیقه،  24مدت ، شودمیمشاهده  6 که در شکل طورهمان. استضروری  کامل طوربه IBAبرای استخراج  گریزانه جداسازی با

 .است گریزانهجداسازی با بهترین زمان برای مرحله 
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 اس
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  مدت جداسازی با گریزانه )دقیقه(

 اثر مدت جداسازی با گریزانه 6شکل 
 3/24با غلظت  IBAلیتری از محلول میلی 4/6 هایقسمتهای آبی نمونه: )محلول

مول  4/5×14-2غلظت بافر فسفات با   و حاوی 2/2برابر با  pHلیتر با  برگرم میلی
مدت ،  گرادسانتیدرجه  4/77دما:  میکرولیتر، 54حجم مایع یونی:  بر لیتر،

 دقیقه( 15و   14به ترتیب  سردکردنگرمادهی و 
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شیخیان و کاظمیني

حجم بهینه مایع یونی انتخاب شد.

استخراج برگشتی مولکول های IBA از فاز مایع یونی
به صورت  بازی  محلول های  در   IBA مولکول های  ازآنجاکه 
حاوی  یونی  مایع  فاز  هنگامی که  بنابراین،  هستند،  آنیونی 
گیرد  قرار  بازی  محلول های  با  تماس  در   IBA مولکول های 
مولکول های IBA می توانند از فاز مایع یونی وارد فاز آبی شوند. 
برای استخراج برگشتی، پس از مرحله استخراج، 0/5 میلی لیتر از 
فاز  به   pHها و غلظت های متفاوت  با  بافر فسفات  محلول های 
همزن  با  مخلوط  و  افزوده   IBA مولکول های  حاوی  یونی  مایع 
دقیقه،   120 از  پس  که  شد  مشاهده  شد.  هم زده  مغناطیسی 
مولکول های IBA می توانند به طور کامل به محلول بافر فسفات 

2−10×5/0 مول بر لیتر و با pH برابر با 10/0 وارد شوند. 

حجم بازداری و عامل پیش تغلیظ
برای تعیین حجم بازداری )بیش ترین حجم محلول آبی حاوی 
باشد(  مقدار  بیش ترین  محلول  این  از   IBA استخراج  که   IBA

محلول  از  میلی لیتری   0/6 قسمت های  تغلیظ،  پیش  عامل  و 
حجم های  تا  فسفات  بافر  با  لیتر  بر  میلی گرم   203/24  IBA

آورده شده در شرایط  متفاوت رقیق شدند. روش میکرواستخراج 

همان طور  شد.  انجام  آن ها  از  یک  هر  برای  آزمایشگاهی  بهینه 
برای   IBA استخراج  بازدهی  می شود،  مشاهده   8 شکل  در  که 
محلول هایی با حجم کمتر از 2/0 میلی لیتر بیش ترین است. کاهش 
بازدهی استخراج برای حجم های بیشتر از 2/0 میلی لیتر به دلیل 
بنابراین، حجم  است.  آبی  فاز  در  یونی  مایع  از  بخشی  حل شدن 
با  برابر   IBA میکرواستخراج  روش  برای  آمده  به دست  بازداری 

2/0 میلی لیتر است.
عامل پیش تغلیظ از طریق تقسیم کردن حجم بازداری بر کمترین 
حجم از محلولی که توانایی استخراج برگشتی کامل IBA از فاز 
مایع یونی را دارد، محاسبه می شود. برای تعیین عامل پیش تغلیظ، 
مرحله استخراج برگشتی با استفاده از حجم های متفاوت محلول 
بافر فسفات 2-10×5/0 مول بر لیتر و با pH برابر با 10 انجام شد. 
برپایه نتایج به دست آمده، کمترین حجم محلول بافر که در مرحله 
استخراج برگشتی بیش ترین بازدهی را دارد، 0/5 میلی لیتر است. 
مایع- میکرواستخراج  روش  برای   4 پیش تغلیظ  عامل  بنابراین، 

مایع پخشی براساس مایع یونی برای مولکول های IBA محاسبه 
شد. لازم به یادآوری است که برای تعیین مولکول های IBA با 
دستگاه HPLC، محلول های آبی که از استخراج برگشتی به دست 
آمده اند، تحت خلأ خشک و در 50 میکرولیتر متانول حل شدند. 
سپس، به ستون HPLC  تزریق  و درنهایت عامل پیش تغلیظ 

40 به دست آمد.

    

شکل 7 اثر حجم فاز مایع یونی )محلول های آبی نمونه: قسمت های 6/0 
میلی لیتری از محلول IBA با غلظت 20/3 میلی گرم بر لیتر با pH برابر با 

2/2 و حاوی  بافر فسفات با غلظت 2-10×5/0 مول بر لیتر، دما: 77/0 درجه 
سانتی گراد ، مدت گرمادهی و سردکردن و جداسازی با گریزانه به ترتیب 10، 

15و  20 دقیقه(
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 اثر حجم فاز مایع یونی

بر لیتر  گرممیلی 3/24از محلول  لیتریمیلی 4/6 هایقسمت، IBAاستخراج  مقداراثر حجم فاز مایع یونی بر بررسی  برای       

IBA  باpH  متفاوتی از مایع یونی در لوله  یهاحجم جداگانه به طوربهمول بر لیتر  4/5×14-2و حاوی بافر فسفات  2/2برابر با

در مایع یونی و فاز آبی  یهامخلوط گریزانهجداسازی با و  سردشدندادن، ، تکانگرمادهیمراحل  ،شدند. سپسافزوده آزمایش 

مربوط به  IBA هایمولکولاستخراج  مقدار ترینبیشآمده نشان دادند که  دستبهنتایج شرایط بهینه آزمایشگاهی انجام شد. 

 میکرولیتر 154، حجم اطمینانقابلآوردن نتایج  دستبهبه منظور . (7)شکل  استمیکرولیتر از مایع یونی  104بیشتر از  هایحجم

 حجم بهینه مایع یونی انتخاب شد. عنوانبه

 

راج
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در
 

  حجم مایع یونی )مایکرولیتر(

 اثر حجم فاز مایع یونی 7شکل 
 3/24با غلظت  IBAلیتری از محلول میلی 4/6 هایقسمتهای آبی نمونه: )محلول

مول  4/5×14-2غلظت بافر فسفات با   و حاوی 2/2برابر با  pHلیتر با  برگرم میلی
و جداسازی  سردکردنمدت گرمادهی و ،  گرادسانتیدرجه  4/77دما:  بر لیتر،

 دقیقه( 24و  15، 14با گریزانه به ترتیب 
 

 از فاز مایع یونی IBA هایمولکولاستخراج برگشتی 

 فاز مایع یونی حاوی  کههنگامی ،، بنابراینهستندآنیونی  صورتبه بازی هایمحلولدر  IBA هایمولکول ازآنجاکه       

 برایند. وارد فاز آبی شو از فاز مایع یونی توانندمی IBA هایمولکولقرار گیرد  بازی هایمحلولدر تماس با  IBA هایمولکول

نی متفاوت به  فاز مایع یو هایغلظتو  هاpHبافر فسفات با  هایمحلولاز  لیترمیلی 5/4استخراج برگشتی، پس از مرحله استخراج، 

 IBA هایمولکولدقیقه،  124از  پس. مشاهده شد که شد زدههمو مخلوط با همزن مغناطیسی  افزوده IBA هایمولکولحاوی 

 وارد شوند.  4/14برابر با  pHمول بر لیتر و با  4/5×14−2به محلول بافر فسفات  کامل طوربه توانندمی

 

شکل 8 حجم بازداری )محلول های آبی نمونه: قسمت های 0/6 میلی لیتری 
از محلول IBA با غلظت 203/24 میلی گرم بر لیتر که با حجم های متفاوتی 

از  بافر فسفات با pH برابر با 2/2 و غلظت 2-10×5/0 مول بر لیتر رقیق شدند، 
حجم مایع یونی: 150 میکرولیتر، دما: 77/0 درجه سانتی گراد ، مدت گرمادهی 

و سردکردن و جداسازی با گریزانه به ترتیب 10، 15و 20 دقیقه(
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 پیش تغلیظ عاملحجم بازداری و 

و مقدار باشد(  ترینبیشاز این محلول  IBAکه استخراج  IBAحجم محلول آبی حاوی  ترینبیش)حجم بازداری تعیین  برای       

متفاوت رقیقق   هایحجمبر لیتر با بافر فسفات تا  گرممیلی IBA 20/243از محلول  لیتریمیلی 6/4 هایقسمت، پیش تغلیظ عامل

 3کقه در شقکل    طقور همقان ها انجقام شقد.   آزمایشگاهی برای هر یک از آنشده در شرایط بهینه  آورده روش میکرواستخراج .شدند

است. کاهش بازدهی اسقتخراج   ترینبیش لیترمیلی 4/2با حجم کمتر از  هاییمحلولبرای  IBA، بازدهی استخراج شودمیمشاهده 

آمده  دستبهحجم بازداری  ،. بنابراینتاسبخشی از مایع یونی در فاز آبی شدن لیتر به دلیل حلمیلی 4/2بیشتر از  هایحجمبرای 

 .است لیترمیلی 4/2برابر با  IBAبرای روش میکرواستخراج 

از  IBAحجم بازداری بر کمترین حجم از محلولی که توانایی استخراج برگشتی کامل از طریق تقسیم کردن  تغلیظپیش عامل       

 متفقاوت  هقای حجقم ، مرحله استخراج برگشتی بقا اسقتفاده از   تغلیظپیش املعتعیین  برای .شودمیمحاسبه  ،فاز مایع یونی را دارد

آمده، کمترین حجم محلول بقافر کقه    دستبهنتایج  پایهبرانجام شد.  14برابر با  pHمول بر لیتر و با  4/5×14-2محلول بافر فسفات 

برای روش میکرواسقتخراج   0 تغلیظپیش عامل ،اینبنابر .است لیترمیلی 5/4 ،بازدهی را دارد ترینبیشدر مرحله استخراج برگشتی 

 IBA هقای مولکقول که برای تعیین است  یادآوریلازم به  محاسبه شد. IBA هایمولکولمایع یونی برای  براساسمایع پخشی -مایع

تقانول حقل   میکرولیتقر م  54در  وخشقک   ، تحقت خقلأ  اندآمده دستبهآبی که از استخراج برگشتی  هایمحلول، HPLCبا دستگاه 

 .آمد دستبه 04پیش تغلیظ  عامل درنهایت و تزریق   HPLCبه ستون  ،سپس ند.شد

 

 

راج
تخ

 اس
صد

در
 

     10 8 6        4       2 1.8            1.4    
  لیتر(محلول نمونه آبی )میلی حجم

 حجم بازداری 3شکل 
با غلظت  IBAول لیتری از محلمیلی 6/4 هایقسمتهای آبی نمونه: )محلول

برابر با  pHبافر فسفات با   های متفاوتی ازکه با حجملیتر  برگرم میلی 20/243
حجم مایع یونی:  ،رقیق شدند مول بر لیتر 4/5×14-2غلظت و  2/2

مدت گرمادهی و ،  گرادسانتی درجه 4/77دما: میکرولیتر،  154
 دقیقه( 24و 15، 14و جداسازی با گریزانه به ترتیب  سردکردن
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ارقام شایستگی
برای بررسی مقدار تکرارپذیری روش میکرواستخراج داده شده، 
بر  میلی گرم   20/3  IBA محلول  از  میلی لیتری  حجم شش  پنج 
لیتر با pH 2/2 به طور جداگانه هریک در تماس با 150 میکرولیتر 
برگشتی  استخراج/استخراج  فرایند  و  گرفتند  قرار  یونی  مایع  از 
انحراف  شد.  انجام  بهینه  آزمایشگاهی  شرایط  تحت   IBA

در  واسنجی  منحنی  بود.   %  1/8 با  برابر  آمده  به دست  استاندارد 
گستره غلظتی2-10×30/4 تا 38/6 میلی گرم بر لیتر از IBA بود. 
بر  میلی گرم   29/3×10−2 با  برابر  پیشنهادی  روش  تشخیص  حد 
لیتر IBA به دست آمد. برای بررسی امکان استفاده دوباره از فاز 
روش   ،IBA برگشتی  استخراج/استخراج  فرایند  در  یونی  مایع 
از یک حجم 150  استفاده  با  داده شده در پژوهش چندین مرتبه 
می توان  که  شد  مشخص  شد.  انجام  یونی  مایع  از  میکرولیتری 
فرایند  از  مرتبه   3 برای  را  میکرولیتری  یونی150  مایع  فاز  هر 

استخراج/استخراج برگشتی IBA به کارگرفت. قابل توجه است که 
امکان استفاده دوباره از فاز مایع یونی بیانگر این است که روش 
از نظر زیست محیطی مناسب بوده و  پیشنهادی روشی است که 

هزینه کمتری برای آزمون نمونه ها موردنیاز است.

تجزیه نمونه های واقعی
به منظور بررسی روش داده شده برای آزمون نمونه های واقعی، 
روش استخراج/استخراج برگشتی برای IBA موجود در نمونه های 
انجام شد که در جدول  آزمایشگاهی  بهینه  گیاه نخود در شرایط 
1 آورده شده است. نتایج به دست آمده نشان دهنده قابلیت روش 
برای  یونی  مایع های  برپایه  پخشی  مایع-مایع  میکرواستخراج 
استخراج و تعیین مولکول های IBA در نمونه های گیاه نخود است. 
مشخص شد که امکان استخراج 2-10×11/8 میکروگرم IBA در 

یک گرم از جوانه های تازه گیاه نخود موردبررسی، وجود دارد.

جدول 1 آزمون IBA در نمونه های گیاه نخود

 

12 
 

 ارقام شایستگی

بر  گرممیلی IBA 3/24از محلول  لیتریمیلی، پنج حجم شش شدهدادهتکرارپذیری روش میکرواستخراج  مقدار بررسی برای       

میکرولیتر از مایع یونی قرار گرفتند و فرایند استخراج/استخراج برگشتی  154هریک در تماس با جداگانه  طوربه pH 2/2لیتر با 

BAI ه گستردر  واسنجیمنحنی  بود. % 3/1آمده برابر با  دستبه. انحراف استاندارد رایط آزمایشگاهی بهینه انجام شدتحت ش

 IBAبر لیتر  گرممیلی 3/22×14−2برابر با بود. حد تشخیص روش پیشنهادی  IBAبر لیتر از  گرممیلی 6/33تا  0/34×14-2غلظتی

در  شدهداده، روش IBAاستخراج/استخراج برگشتی در فرایند از فاز مایع یونی  دوبارهتفاده بررسی امکان اس برایآمد.  دستبه

هر فاز مایع  توانمیمیکرولیتری از مایع یونی انجام شد. مشخص شد که  154چندین مرتبه با استفاده از یک حجم پژوهش 

است که امکان استفاده  توجهقابل .کارگرفتبه IBAشتی مرتبه از فرایند استخراج/استخراج برگ 3برای را میکرولیتری  154یونی

 برایمناسب بوده و هزینه کمتری  محیطیزیستاز فاز مایع یونی بیانگر این است که روش پیشنهادی روشی است که از نظر  دوباره

 .است موردنیاز هانمونه زمونآ

 واقعی هاینمونه تجزیه

 موجود در  IBAواقعی، روش استخراج/استخراج برگشتی برای  هاینمونه آزمون برای شدهداده روش بررسیور به منظ      

 دهندهنشان دست آمدهنتایج به آورده شده است. 1که در جدول  گیاه نخود در شرایط بهینه آزمایشگاهی انجام شد هاینمونه

گیاه  هاینمونهدر  IBA هایمولکولتعیین  استخراج و براییونی  هایمایع پایهبرمایع پخشی -مایعقابلیت روش میکرواستخراج 

 ،موردبررسیتازه گیاه نخود  هایجوانهدر یک گرم از  IBAمیکروگرم  3/11×14-2 استخراج امکان . مشخص شد کهاستنخود 

 وجود دارد.

 گیاه نخود هاینمونهدر  IBAآزمون  1جدول 

IBA اولیه شده  یریگاندازه
 1در نمونه آبی )مایکروگرم(

IBA  شدهافزوده 
 )مایکروگرم(

 IBAمجموع 
دست آمده هب

 1)مایکروگرم(

 1%بازدهی

4/6775 )±4/427( 1/416 1/3 )±4/423( 146/3 )±0/0( 

4/6775 )±4/427( 31/3 77/35 )±0/33( 20/3 )±5/32( 

 ش:یط آزمایشرا
حجم مایع ، 2/2ر با براب pHبا مول بر لیتر  4/5×14-2محلول نمونه حاوی بافر لیتر ازمیلی 4/2مقدار 
: گرمادهی، سردکردن و جداسازی با گریزانه، مدت گرادسانتیدرجه  4/77دما: ، میکرولیتر 154یونی: 

مول بر   4/5×14-2لیتر بافر فسفات میلی 5/4مرحله استخراج برگشتی:  دقیقه. 24و  15، 14ترتیب به
 .دقیقه 412مدت زمان استخراج برگشتی:   و 4/14برابر با  pHلیتر با 

1: Mean ± )1.96 s / n ( )n=3( 
 

نتیجه گیری
به عنوان حلال   ]C6mim]]PF6] یونی  مایع  پژوهش،  این  در 
استخراج کننده برای استخراج و پیش تغلیظ IBA از طریق روش 
از  بعضی  اثر  شد.  به کاربرده  پخشی  مایع-مایع  میکرواستخراج 
یونی،  قدرت  نمونه،  محلول   pH یونی،  مایع  نوع  مانند  عامل ها 

و  گریزانه  با  مدت جداسازی  کردن،  و سرد  گرمادهی  مدت  دما، 
حجم مایع یونی بر مقدار استخراج IBA موردبررسی قرار گرفت. 
قدرت یونی و pH محلول آبی حاوی IBA، ساختار شیمیایی مایع 
یونی و دما بر مقدار استخراج IBA مؤثر بودند. همچنین، استخراج 
فاز  قرار گرفت. هر  یونی موردبررسی  مایع  فاز  از   IBA برگشتی 

میکرواستخراج مایع-مایع پخشی براساس مایع های یونی/  ... 
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مایع یونی برای سه مرتبه فرایند استخراج/استخراج برگشتی قابل 
استفاده بود. مزایای این روش عبارت اند از: سادگی، هزینه کم و 

 .HPLC پیش از تجزیه IBA پیش تغلیظ

سپاسگزاری
واحد  اسلامی  آزاد  دانشگاه  حمایت های  از  مقاله  نویسندگان 

کازرون تشکر می کنند.
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butyric acid in pea plant samples

Leila Sheikhian1,* ,Yasamin Kazemeini2

1. Assistant prof. of Analytical Chemistry, Department of Chemistry, Faculty of sciences, Kazerun Branch, 
Islamic Azad University, Kazerun, Iran

2. MSc in Phytochemistry, Department of Chemistry, Shiraz Branch, Islamic Azad University, Shiraz, Iran

Recieved: Agust 2017, Revised: February 2018, Accepted: March 2018

Abstract: Ionic liquid-based dispersive liquid-liquid microextraction and HPLC were applied 
for extraction, preconcentration, and determination of 3-indole butyric acid in pea plant samples. 
The effect of some factors such as chemical structure of ionic liquid, pH of the sample solution, 
temperature, extraction time, centrifugation time, volume of ionic liquid, and volume of aqueous 
sample solution were studied. Percent extraction of 3-indole butyric acid was strongly affected by 
pH of the sample solution, chemical structure of the ionic liquid, ionic strength of sample solution, 
and temperature. Back-extraction of 3-indole butyric acid from ionic liquid phase to basic aqueous 
solution were also studied. Preconcentration factor of 40 was obtained before HPLC analysis of 
real samples. The calibration plot ranged from 30.4×10−2 to 38.6 mg L-1 of 3-indole butyric acid. 
The LOD )based on 3s( was 29.3×10−2 mg.l-1. The RSD for suggested method was calculated 
as 1.8% at 20.3 mg.l-1 of 3-indole butyric acid. It was found that each IL phase was reusable for 
at least four microextraction/back-extraction cycles. This method was successfully applied for 
extraction of 3-indole butyric acid in pea plant samples.

Keywords: 3-Indole butyric acid, Ionic liquid, Dispersive liquid-liquid microextraction, HPLC, 
Pea plant
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