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Objective: The aqueous two-phase system (ATPS) as a liquid-liquid fractionation technique 

has gained an interest because of great potential for recovery and purification of many 

biological materials such as proteins, enzymes, and nucleic acids. Ionic liquids (ILs), are a 

group of organic salts comprising entirely of ions and can be suggested as a suitable solvent 

for a specific purpose, especially separation processes. Among the various ILs, the alkyl-

sulfate derivatives have the great advantages such as synthesizing easily in a halide-free way 

at a reasonable cost with relatively low viscosity and considering as a promising IL in 

ATPSs. In the present study, the partitioning of protease using the ATPS [1-Ethyl-3-Methyl-

Imidazolium][EthylSulfate]([emim][eSO4])/Na2CO3 was evaluated. The effect of 

parameters, such as the initial concentration of enzyme (protease), concentration of ionic 

liquid (IL) ([emim][eSO4]) and concentration of salt (sodium carbonate) on the purification 

of protease was investigated. 

Materials and Methods: The design experiment of BOX-Behnken as a method of the 

response surface methodology (RSM) was applied to minimize the number of runs and the 

process optimization. 

Results: The optimum conditions were enzyme/IL of 0.210 and enzyme/salt of 0.381 and 

concentration of enzyme in the top phase (IL rich phase) and separation yield were obtained, 

4 ppm and 94%, respectively. 

Conclusions: The results showed that the protein tends to be extracted in a top phase, hence 

the protein concentration in the bottom phase (salt rich phase) was negligible. Furthermore, 

the experimental results are correlated successfully using non-random two liquid non-

random factor (NRTL-NRF) equation as a short-range contribution. 
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 یبرا یادیز لیپتانس لیبه دل عیما-عیروش استخراج ما کیبه عنوان  یآب یدو فاز ستمیس :هدف

مورد  کینوکلئ یدهایو اس هامیآنز ها،نیمانند پروتئ یکیولوژیاز مواد ب یاریبس یسازو خالص یابیباز

اند ل شدهیتشک ونیهستند که کاملاً از  یآل یهااز نمک یگروه ،یونی عاتیتوجه قرار گرفته است. ما

 شنهادیپ یجداساز یندهایفرآ ژهیهدف خاص به و کی یحلال مناسب برا کیتوانند به عنوان یو م

مانند سنتز  یخوب اریبس یایمزا یسولفات دارا لیمختلف، مشتقات آلک یونی عاتیما نیشوند. در ب

 عیما کی عنوانمناسب هستند که به  نهینسبتا کم و با هز تهیسکوزیبا و دیآسان به روش بدون هال

 میآنز یمطالعه، جداساز نیدر ا .شوندیدر نظر گرفته م یدو فاز آب یها ستمیمطمئن در س یونی

سولفات و نمک  لیات ومیدازولیمیا لیمت-3ل،یات-1 یونی عیما یآب یپروتئاز با استفاده از سامانه دو فاز

 یونی عیما هیغلظت اول م،یآنز هیچون غلظت اول ییقرار گرفت. اثر پارامترها یابیکربنات مورد ارز میسد

 شد. یبررس پروتئاز یخالص ساز زانینمک بر م هیو غلظت اول

پاسخ بمنظور به حداقل -سطح یاز روش ها یکیبنکن به عنوان -باکس شیآزما یطراح :و روش مواد

 مورد استفاده قرار گرفت. ندیفرآ یساز نهیو به شاتیرساندن تعداد آزما

 381/0به نمک برابر  میو نسبت آنز 210/0برابر  یونی عیبه ما مینسبت آنز یبرا نهیبه طیشرا :نتایج

به  ی( و راندمان جداسازیونی عیاز ما یدر فاز بالا )فاز غن میغلظت آنز ط،یشرا نیبدست آمد که در ا

 بدست آمدند. درصد 94و  تریگرم بر ل یلیم 4 بیترت

در فاز  نیبه استخراج در فاز بالا دارد، و غلظت پروتئ لیتما نینشان داد که پروتئ جینتا :گیرینتیجه

با معادله  یتطابق مطلوب یشگاهیآزما جیده است. بعلاوه نتابو یاز نمک( قابل چشم پوش ی)فاز غن نییپا

 کوتاه داشتند. یمعادله با دامنه همبستگ کیبه عنوان  NRTL-NRF یشنهادیحالت پ

 كلمات كليدي:

 

 پروتئاز میآنز
 پاسخ-روش سطح

 یآب یسامانه دو فاز
 یونی عیما

 یکینامیترمود یمدل ساز
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 مقدمه. 1

حال، زمان بر بودن و ایجاد مشکلات محیط ین ا بامایع، یکی از فرآیندهای رایج جداسازی است. –استخراج مایع

ایرادهای  ازجملهیل امولسیون و تولید مقادیر بالای آلاینده، تشکهای آلی سمی، یل استفاده از حلالبه دلزیستی 

( 1965) 1آلبرتسون توسط نخستین بار که آبی فازی دو هایسیستم مقابل، در. ]2،1[رود اساسی آن، به شمار می

 هایحلال از استفاده عدم سادگی، راندمان بالا، ظرفیت بالا، زمان عملیاتی پائین، مزایایی همچون گردید دارای معرفی

 فصل در کم بسیار خوراک و تنش تصفیه پیش به نیاز یکپارچه سازی، مقرون به صرفه بودن، عدم فرار، قابلیت آلی

 ها،سیستم این مقیاس افزایش قابلیت و سامانه دو فازی آبی سازگاری زیست. همچنین، ]5-3[فازها هستند  مشترک

های زیستی و دی ان ای، همچون جداسازی مولکول مختلفی هایحوزه کاربردهای موثری در که است شده سبب

یی داشته استخراج غشاو  ارزشمند از پساب یهاومولکولیب یو جداساز یابیبازهای زیستی، تعیین خواص مولکول

 .]10-6[ باشند

ی مایعات یونی رویکردی جدید در فرآیندهای استخراج جداسازی بیولوژیکی های دو فازی آبی بر پایهسیستم

ها را شود. این سیستمها به جای پلیمر از مایع یونی برای ایجاد سیستم دو فازی استفاده میهستند. در این سیستم

پلیمر -نمک معدنی-پلیمر و مایع یونی-آمینواسید، مایع یونی-نمک، مایع یونی-توان در چهار دسته مایع یونیمی

 مایعات یونی به لحاظ کاربرد به عنوان حلال و همچنین از دیدگاه سازگاری با محیط زیست،. ]14-11[تقسیم کرد 

 ترکیباتانحلال  تیقابلتوان به که از جمله آن، می هستند فراوانی مزایای دارای متداول آلی هایحلال به نسبت

 فاز ، قرار گیری درC 300°اشتعالی، پایداری تا دمای  ضد پایین، ماهیت بسیار بخار مختلف، درجه قطبیت بالا، فشار

های آلی الکتروشیمیایی بالا و امتزاج ناپذیری با بسیاری از حلال و حرارتی هدایت ، قابلیتC 200°مایع تا دمای 

 بعلاوه، خواص. شودمی تعیین بار توزیع هندسه و اندازه، اساس بر یونی مایعات هایویژگی. ]18-15[اشاره کرد 

 گریزی آب و دوستی آب بازی، اسیدی، خواص شامل و بوده هاآنیون و هاکاتیون خواص از ترکیبی یونی مایعات

 ساختار در که هاییآنیون. است کم تقارن میزان با آلی ساختاری دارای عموما یونی، موجود در مایعات باشد. کاتیونمی

 .]24-19[معدنی یا آلی هستند که دارای بار منفی در ساختار خود هستند  موادی شوند،می استفاده یونی مایعات

 و 2راجرز که توسط هستند آبی دوفازی هایسیستم از جدید هایگونه نمک،-یونی مایع آبی دوفازی هایسیستم

 (2003همکاران ) و 4شود. هادلستونمی استفاده یونی مایع از پلیمر جای به و در آن شد معرفی ]25[( 2003) 3سدان

 هاآن. دادند قرار بررسی مورد را مایع-مایع استخراج های سیستم از جدید نوع این قابلیت بار نخستین برای ]26[

 الکتریکی بار به 6mim][PF4[C[ یونی مایع و آب میان بنزین، شدن جایگزین و ساده مشتقات جداسازی که دریافتند

 آروماتیکی و آلی ترکیبات فلزی، هاییون استخراج تاکنون پس آن از. دارد بستگی نسبی آبگریزی و شونده حل جزء

 مایعات از استفاده با آن بر افزون. است گرفته انجام بالایی پذیری گزینش با آب در ناپذیر امتزاج یونی مایعات توسط

 به آبی محیط از پذیر گزینش طور به آمینواسیدها و. ای. ان. دی مانند زیستی هایمولکول ایمیدازولیوم، پایه با یونی

 .]27،28[شود  استخراج تواندمی یونی مایع آبگریز محیط

                                                 
1 Albertson 
2 Rogers 
3 Seddon 
4 Huddleston 
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اولین بار  ]29[( 2003و همکاران ) 1های دو فازی آبی،گوتوسکیبا استفاده از مایعات یونی برای تولید سیستم

های ها همچنین توانایی نمکنمک ارائه دادند. آن-های دوفازی آبی مایع یونیگزارشی از نمودار فازی سیستم

را برای کاهش حلالیت ناشی از حضور نمک برای مایعات یونی آبدوست مانند  4PO3K کاسموتروپیک مانند

[Bmim][Cl] ی کاتیون مایع یونی در تشکیل سیستم دوفازی آبی بررسی کردند. نخستین پژوهش در مورد هسته

و  444P[ ،][Cl]444[N[Cl][صورت گرفت. در این پژوهش، از مایعات یونی  ]30[( 2007و همکاران ) 2توسط بریدجز

[Bmim][Cl] 4های های کائوتروپیک و از نمکبه عنوان نمکHPO2K ،4PO3K  وKOH های به عنوان نمک

ها دریافتند که هر چه منحنی باینودال به محورهای مختصات نزدیکتر باشند، چگالی کاسموتروپیک استفاده شد. آن

و همکاران  3های مایع یونی کمتر بوده و آب گریزی و توانایی مایع یونی برای جدایش فازها بیشتر است. پیبار یون

تفاوت مایعات یونی بر پایه ی برمید و کلرید را در توانایی جداسازی فازها مورد بررسی قرار دادند. در  ]31[( 2007)

ها استفاده گردید. آن KOHو  4HPO2Kو نمک های  6[C[Cl][mimو  C]mim][Cl]4این پژوهش از مایعات یونی 

یشتر باشد، توانایی تشکیل فازها کاهش نتیجه گرفتند که در مایعات یونی هر چقدر خاصیت کاسموتروپیک آنیون ب

اثر دما را بر  ]32[( 2010کند که دلیل آن، رقابت آبپوشی با تشکیل فاز نمک است. صادقی و همکاران )پیدا می

ها دریافتند که با مورد مطالعه قرار دادند. آن 7O5H6C3Naو نمک  mim]Br1C4[Cسیستم دوفازی شامل مایع یونی 

شود. به عبارت دیگر در باینودال از محورهای اصلی دور شده و باعث کاهش ناحیه دوفازی میافزایش دما، منحنی 

دمای بالاتر، غلظت بالاتری از نمک و مایع یونی برای تشکیل سیستم دوفازی مورد نیاز است. دلیل این تفاوت را می 

های مایع دانست؛ بنابراین، حلالیت یونهای مایع یونی با کاهش دما توان کاهش اندک انرژی آزاد گیبس آبپوشی یون

 شود.یونی کاهش پیدا کرده و موجب تسهیل در جدایی فازها می

آیند که از توانایی شکستن پیوندهای پپتیدی برخوردار ترین آنزیم های صنعتی به حساب میپروتئازها از مهم

ها کاربردهای فراوانی در صنایع اند. این آنزیمدرصدی کل بازار آنزیم جهانی را به خود اختصاص داده 60هستند و سهم 

توان از منابع حیوانی، ها، صنایع غذایی، دارویی، نساجی و تولیدات چرم دارند. پروتئازها را میمرتبط با تولید شوینده

پروتئازها از دهند که جداسازی آنزیم . مطالعات انجام شده نشان می]33[گیاهی، باکتریایی و قارچی استخراج نمود 

های دوفازی آبی امکان پذیر است. در بین نتایج، استخراج پروتئاز با استفاده از منابع مختلف با استفاده از سیستم

برابر پروتئین در فاز بالا به فاز پایین  3سیستم آبی دو فازی پلی اتیلن گلایکول و منیزیوم سولفات، تا نسبت غلظت 

 ینهیبه طیکردن شرا دایالکل و نمک با هدف پ یآب یدوفاز ستمیس کیژوهش، پ کیدر . ]34[مشاهده شده است 

های در این سیستم، اتانول، پروپانول، نمکقرار گرفت.  یبررس انبه، مورد یوهیپروتئاز موجود در پوست م یجداساز

ی یک تئاز از شیره. همچنین در منابع، استخراج آنزیم پرو]35[سدیم سیترات و پتاسیم فسفات به کار گرفته شد 

. در یک مطالعه استخراج پروتئاز با ]36[گونه گیاه استوایی با استفاده از سیستم دو فازی آبی گزارش شده است 

های متفاوت استفاده از سیستم دو فازی آبی پلی اتیلن گلایکول و سدیم سیترات صورت گرفت. در این پژوهش، غلظت

نمک و پلیمر با وزن مولکولی متفاوت مورد بررسی قرار گرفت و در بهترین حالت جدایش، غلظت پروتئین در فاز بالا 

. پروتئازها با منبع قارچ نیز از جمله محصولاتی است که جداسازی ]37[برابر غلظت آن در فاز پایین گزارش شد  3/5به 

ی پنی سیلیوم ینه، قابلیت جداسازی پروتئاز اسیدی حاصل از تخمیر گونهآن با این روش مطرح است. در این زم

روکفورتی با استفاده از سیستم دو فازی آبی، مورد بررسی قرار گرفت و شرایط بهینه برای انجام آن، تعیین گردید 
                                                 

1 Gutowski 
2 Bridges 
3 Pei 
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های نمک های دو فازی آبی مختلف شامل پلی اتیلن گلایکول وسیستم ]39[( 2016. خیاطی و همکاران )]38[

های مختلف را برای استخراج آنزیم پروتئاز از سوسپانسیون تخمیری سیترات سدیم و سیترات پتاسیم در غلظت

ها در شرایط بهینه به فاکتور تخلیص و درصد بازیابی آنزیم باسیلوس لیکنی فورمیس مورد آزمایش قرار دادند. آن

 دست یافتند. 9/48و  7/12

های دو فازی آبی رایج ی مایعات یونی دارای مزایای زیادی نسبت به سیستمر پایههای دو فازی آبی بسیستم

توان به راحتی در بزرگ نمایی، انتقال جرم سریع تر، بازده نمک( هستند که از آن جمله می-پلیمر و پلیمر-)پلیمر

های آلی فرار و زیست گاری با حلال تر امولسیون، عدم نیاز به استفاده ازتر، تشکیل کماستخراج بالاتر، ویسکوزیته کم

پروتئاز توسط سامانه  میاستخراج آنز نهیدر زم یقیتحق چیهنوز ه م،یدانیم یتا آنجا که ما به خوبمحیط اشاره کرد. 

 هیپا ربپلیمر با مایع یونی بررسی جایگزینی  مطالعه پیش رواز اینرو هدف از نشد.  افتینمک -یونی عیما یآب یدوفاز

در این تحقیق برای نخستین بار  باشد.میسیستم دو فازی آبی بمنظور جداسازی آنزیم پروتئاز در  ومیدازولیمیا

پارامترهای تاثیر گذار بر روی استخراج پروتئاز همچون غلظت اولیه آنزیم، مایع یونی و نمک بررسی خواهند شد. 

های طراحی آزمایش مورد ی آنزیم توسط الگوریتمبعلاوه شرایط بهینه برای دستیابی به بیشترین راندمان جداساز

 های آزمایشگاهی با یک مدل ترمودینامیکی مطلوب انجام خواهد شد.ارزیابی قرار خواهد گرفت. در پایان مطابقت داده

 مواد و روش ها. 2
 مواد .1.2

 از درصد، 95بالای با درصد خلوص  )eso][emim]4[( سولفات ایمیدازولیوم اتیل متیل-3اتیل،-1 مایع یونی

درصد ساخت  9/99با خلوص  )3CO2Na( همچنین از نمک سدیم کربنات. گردید تهیه شیمی مهندسی پژوهشگاه

 .استفاده گردید فرانسه DSM درصد شرکت 99با خلوص  پروتئاز آنزیم آلمان و Merckشرکت 

 آنالیز نمونه ها. 2.2

به  Shimadzuشرکت ساخت  A-160مدل  اسپکتروفتومتر دستگاه آنزیم از یونی و مایع غلظت گیریاندازه جهت

ساخت  PU9200مدل  اتمی جذب سنجی طیف استفاده شد. دستگاه nm 550و  nm 220های ترتیب در طول موج

 هانمونه اختلاط جهت VELP مدل همزن بکار گرفته شد. همچنین از نمک غلظت گیریاندازه برای Philips شرکت

 .گردید استفاده

 طراحی آزمایش. 3.2

و  ]13، 20، 27[مطالعه  مورد یرهایعنوان متغ به میآنز زانیو م یونی عیما زانینمک، م زانیپژوهش، م نیدر ا

. ]42-40[ شدندثابت، در نظر گرفته  یرهایعنوان متغ ساعت( به 10( و زمان )گرادیدرجه سانت 25دور همزن، دما )

ی تاثیر برای مطالعه 2بنکن-باکس )1DoE(یک طراحی آزمایش   13.0.1.0Expert Designبا استفاده از نرم افزار 

 منظوربهبرای مدل سازی ریاضی استفاده گردید.  )3RSM(پاسخ -متغیرهای مورد بررسی، تعریف شده و از روش سطح

                                                 
1 Design of Experiment 
2 BOX-Behnken 
3 Response Surface Method 
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)نسبت مقدار  شده انتخاب طراحی هایی منطقی فاکتورهایی با واحدهای متفاوت، عاملکاهش خطای مدل و مقایسه

 شدند: تبدیل بعد بدون متغیرهای به (1) با استفاده از رابطه آنزیم به مایع یونی و نسبت مقدار آنزیم به نمک(

𝑋𝑖 =
𝑋𝑖 − 𝑋0

∆𝑋
  𝑖 = 1,2, … , 𝑘                                            (1) 

گام تغییر  XΔدر نقطه مرکزی و  iXمقدار  0Xام است،  iمتغیر بدون بعد متناظر با عامل طراحی  iXدر این رابطه 

 مقادیر است.

 آزمایش طراحی ماتریس :1 جدول

Table 1: Experimental matrix design 

شماره 

 آزمایش
Test 

number 

نسبت مقدار آنزیم به 

 مایع یونی
Ratio of 

enzyme to ionic 

liquid 

نسبت مقدار نمک به 

 مایع یونی
Ratio of salt 

to ionic liquid 

1 0.042 0.071 

2 0.077 0.133 

3 0.107 0.187 

4 0.133 0.235 

5 0.156 0.278 

6 0.176 0.316 

7 0.194 0.350 

8 0.210 0.380 

9 0.225 0.409 

10 0.238 0.435 

11 0.250 0.458 

 روش انجام تحقیق .4.2

گردید. پس از تعیین غلظت و وزن مولکولی شیمیایی آنزیم مشخص  و فیزیکی ابتدا پارامترهای پژوهش، این در

 از پس و ساخته نمک یونی مایع از مشخص، غلظت با آبی دوفازی مایع یونی و نمک، دیاگرام فاز بدست آمد. سامانه

 جداسازی مشخص، زمان گذشت از پس گردید و درون سامانه بارگذاری آنزیم نمونه آبی، دوفازی سامانه تشکیل

 آنزیم مورد بررسی قرار گرفت. خلوص و جداسازی میزان عملیاتی بر سپس تاثیر پارامترهای (.1صورت پذیرفت )شکل 

 

 آبی دوفازی سیستم با هامولکول زیست جداسازی از نمایی :1 شکل

Figure 1: Schematic of biomolecules separation by aqueous two-phase system 
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 ترمودینامیکی مدل سازی .5.2

 سیالات فازی رفتار و توده خواص روی را مولکولی کنش برهم و ساختار اثرات توانمی حالت معادلات کمک به

هایی باشد. این معادله برای مخلوطمی NRTL-NRF حالت معادله مولکولی، پایه با حالت معادلات از یکی. کرد بررسی

های آزمایشگاهی ارائه دارند بیان خوبی از دادههایی که آمیختگی جزیی ال هستند و برای سیستمکه به شدت غیرایده

مفیدترین خاصیت . ]43[ها دقت شود تا پارامترهای قابل تنظیم به دست آید دهد به شرطی که در کاهش دادهمی

جزیی اضافی برای ترمودینامیک تعادل فازی، انرژی گیبس جزیی مولی اضافی است که مستقیما به ضریب فعالیت 

ریزی های مایع، پیهای اصلی توابع اضافی برای توصیف خواص ترمودینامیکی مخلوطیکی از کاربردشود. مرتبط می

گاه از این روابط، ضرایب های چندجزئی با هر تعداد دلخواهی از اجزا است. آنروابط محکم ترمودینامیکی برای مخلوط

م محاسبه کنیم. معادلات توابع اضافی به تعدادی ثابت توانیفعالیت مورد نیاز را برای پیدا کردن فوگاسیته فاز مایع می

های ها، تمامی ثابتهای دوتایی قابل محاسبه است. در بعضی از حالتها تنها از دادهنیاز دارد و بسیاری از این ثابت

بیش از دوجزء،  هایی باتوان به دست آورد. بنابراین اعمال توابع اضافی به مخلوطهای دوتایی میمورد نیاز را از داده

 .]44[رساند های آزمایشگاهی برای توصیف مخلوط چندجزیی را به حداقل میدهد و تلاشزحمت محقق را کاهش می

 رابطه طبق گیبس اضافی انرژی توابع با آبی دوفازی سیستم در استفاده مورد ترمودینامیکی مدل تحقیق این در

 :است گرفته قرار استفاده مورد (2)

𝑔𝐸

𝑅𝑇
= (

𝑔𝐸

𝑅𝑇
)𝑁𝑅𝑇𝐿−𝑁𝑅𝐹                                                          (2) 

 ذیل طبق بالا معادله برای اکتیویته ضریب. است شده استفاده NRTL-NRF معادله از الکترولیتی کنش برهم در

 شود:می نوشته

𝐿𝑛𝛾𝑖 = 𝐿𝑛𝛾𝑖
𝑁𝑅𝑇𝐿−𝑁𝑅𝐹                                                        (3) 

با ضرایب فعالیت  NRF-NRTL معادله بخش این وجود دارد. در 21τو  12τبرای هر مخلوط، دو پارامتر قابل تنظیم 

 :شودمی استفاده (4) رابطه طبق

𝐿𝑛𝛾𝑖
𝑁𝑅𝑇𝐿−𝑁𝑅𝐹 = ∑ 𝜂𝑗𝜏𝑗𝑖Γ𝑗𝑖 + ∑ [𝜂𝑗Γ𝑖𝑗(𝜏𝑖𝑗 − ∑ 𝜂𝑘𝜏𝑘𝑗Γ𝑘𝑗𝑘=1 )]𝑗𝑗 − ∑ 𝜂𝑗𝑗 (𝜏𝑖𝑗 + 𝜏𝑗𝑖 −

∑ 𝜂𝑘𝜏𝑘𝑗𝑘 )                                                                                                                               (4)  

 :گرددمی محاسبه (5رابطه ) طبق معادله ثابت که

Γ𝑖𝑗 =
𝐺𝑖𝑗

∑ 𝜂𝑘𝐺𝑘𝑗𝑗

, 𝐺𝑖𝑗 = exp(−𝛼𝑖𝑗𝜏𝑖𝑗) , 𝜏𝑖𝑗 = 𝑎𝑖𝑗 +
𝑏𝑖𝑗

𝑇
                                         (5) 

پارامتر برهم کنش  ijτاست.  j-iپارامتر انرژی و مشخصه تاثیر متقابل  ijGانرژی بین مولکولی،  ijΓدر معادله فوق 

 از سازیبهینه پارامتر مقدار باشند.ضرایب ثابت برهم کنش دوتایی مربوط به نظم در مخلوط می ija ،ijbدوجزئی و 

 گردد:محاسبه می (6) رابطه
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𝑂𝐹𝜂 =
1

6𝑁
∑ ∑[(

𝑋𝑖𝑗
𝑐𝑎𝑙𝑐 − 𝑋𝑖𝑗

𝑒𝑥𝑝

𝑋𝑖𝑗
𝑒𝑥𝑝 )Ι + (

𝑋𝑖𝑗
𝑐𝑎𝑙𝑐 − 𝑋𝑖𝑗

𝑒𝑥𝑝

𝑋𝑖𝑗
𝑐𝑎𝑙𝑐

)Π]

3

𝑗=1

𝑁

𝑖=1

                         (6) 

مربوط به جزء مولی بدست آمده در مدلسازی ترمودینامیکی  ccalXهای آزمایشگاهی و مربوط به داده expXکه در آن 

 آب در دمای ثابت محاسبه شده است.-آب و نمک-باشد. مقادیر جزء مولی مایع یونیمی

 نتایج و بحث. 3

 نمک-آبی مایع یونی سامانه فازی دو منحنی. 1.3

 که داد توضیح شکل بدین توانمی را نمک–یونی مایع آبی دوفازی سیستم در فازها جدایش فرآیند کلی طور به

 به نسبت تر قوی کشش و با معدنی هاییون بیشتر برتری با رقابت این پردازدمی حلال هایمولکول به نمک وقتی

 گیردمی صورت معدنی هاینمک در یونی مایع هاییون از حلال هایمولکول مهاجرت بنابراین. شودمی همراه حلال

 فاز نتیجه در گردد،می یونی مایع هاییون حلالیت کاهش نهایت در و پوشی آب کاهش باعث دیگری از پس یکی که

 قدرت به مستقیم طور به زدایی نمک اثر که شودمی مشاهده رو این از. شودجدا می محلول بقیه از یونی مایع از غنی

 نمک قدرت افزایش با است مشخص (2شکل ) در که طور همان .است مرتبط معدنی نمک مختلف هاییون آبپوشی

 یابد.کاهش می یونی مایع یکسان ترکیب در فاز دو تشکیل برای نیاز مورد نمک مقدار معدنی، هاینمک زدایی
 

 
 مآنزی حضور بدون نمک–یونی عیسامانه ما یدوفاز یمنحن: 2شکل 

Figure 2: Biphasic curve of ionic liquid-salt system absence of enzyme 

 پروتئاز جداسازی بر آنزیم اولیه غلظت اثر .2.3

 بهینه نقطه از پس اما در استخراج آن داشته و مثبتی نقش غلظت اولیه پروتئاز مقدار افزایش (3با توجه به شکل )

میلی گرم بر لیتر تغییرات  5شود تا اینکه از غلظت می جداسازی روند کاهش به منجر تدریج میلی گرم بر لیتر( به 4)

( 3راندمان جداسازی ثابت شده و افزایش غلظت اولیه آنزیم تاثیری روی آن نخواهد داشت. همان گونه که در شکل )

 باشد.درصد می 94میلی گرم بر لیتر و راندمان جداسازی  4نمایان است در نقطه بهینه غلظت آنزیم در فاز بالا 

 شود.نمی بیشتر آنزیماستخراج  منجر به نیمحلول پروتئ یحجم بالا( نشانگر آن است که 3شکل )نابراین، ب
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 آنزیم اولیه غلظت حسب و راندمان جداسازی بر بالا فاز در پروتئاز غلظت :3شکل 
Figure 3: Protease concentration in top phase and separation efficiency according to initial concentration of enzyme 

 پروتئاز جداسازی بر یونی مایع اولیه غلظت اثر. 3.3

یونی بهبود یافته  مایع اولیه غلظت ( در مقدار ثابت نمک، راندمان استخراج پروتئاز با افزایش4مطابق با شکل )

میلی گرم بر لیتر بازده جداسازی به طور قابل  18تا  12افزایش میزان مایع یونی از  ( با4است. با توجه به شکل )

شود. سیر نزولی پیدا کرده و در نهایت ثابت می میلی گرم بر لیتر 21ای افزایش یافته و بعد از آن تا غلظت ملاحظه

درصد بدست آمدند  92گرم بر لیتر و  میلی 3در نقطه بهینه غلظت آنزیم در فاز بالا و راندمان جداسازی به ترتیب 

 ((.4)شکل )

 

 مایع یونی اولیه غلظت حسب و راندمان جداسازی بر بالا فاز در پروتئاز غلظت :4شکل 
Figure 4: Protease concentration in top phase and separation efficiency according to initial concentration of ionic liquid 
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  جداسازی پروتئاز بر نمک اولیه غلظت اثر .4.3

میلی گرم  10دهد. زمانی که غلظت نمک ( تاثیر غلظت نمک بر روی بازده استخراج پروتئاز را نشان می5شکل )

سپس با افزایش غلظت نمک  یابد.درصد دست می 87باشد، راندمان جداسازی به حداکثر مقدار خود در بر لیتر می

 گریز آب کنش برهم روی پایین فاز در نمک غلظت افزایش. باشدمی کاهش به رو تندی شیب با بازده جداسازی

 شده نمکی فاز در موجود آزاد حجم کاهش موجب تواندمی حدی تا نمک غلظت افزایش. گذاردمی تاثیر ها پروتئین

 تواندمی آن Salting out خاصیت نمک بالای هایغلظت در. شود یونی مایع فاز سمت به ها پروتئین حرکت باعث و

 هدف هایبیومولکول استخراج درصد و جداسازی میزان لذا گردد فاز دو مشترک فصل در هاپروتئین ترتیب موجب

میلی گرم بر لیتر و راندمان جداسازی  3( در نقطه بهینه غلظت آنزیم در فاز بالا 5با توجه به شکل ) .یابدمی کاهش

 باشد.درصد می 87

 

 نمک اولیه غلظت حسب و راندمان جداسازی بر بالا فاز در پروتئاز غلظت: 5شکل 
Figure 5: Protease concentration in top phase and separation efficiency according to initial concentration of salt 

 نمک-مدل سازی ترمودینامیکی سامانه تعادلی آبی مایع یونی. 5.3

های چند جزیی سه تایی ترین استفاده از تابع انرژی گیبس اضافی، از بسط به سیستمعلمی، مهمهای برای کاربرد

های های دوتایی اولیه دارد. در بعضی از موارد تعداد کمی از پارامترشود. چنین بسطی نیاز به پارامتریا بالاتر حاصل می

مایع کافی هستند. -ای دوتایی به تنهایی برای تعادل مایعهتر موارد، پارامتراما در بیش باشدسه تایی نیز مطلوب می

های سه ها در مخلوطباشد. به این معنی که، فوگاسیتهبنابراین تابع انرژی گیبس اضافی یک وسیله افزایش مقیاس می

شوند. این های دوتایی محاسبه توانند تنها با استفاده از اطلاعات آزمایشگاهی مربوط به سیستمجزیی یا بالاتر می

های آزمایشگاهی مورد نیاز برای مشخص کردن مخلوط مایع چند افزایش مقیاس باعث کاهش بسیار زیاد در تلاش

، A=17/0برای سیستم مورد مطالعه برابر  هاآن ثوابت دوتایی و کنش برهم ضرایب گردد. مقادیرجزیی می

701/12=jib، 525/6=jia، 919/6-=ijb، 770/6-=ija   های آزمایشگاهی و ، داده3و  2های در جدول شدند.محاسبه

اند. این ارائه شده )O2H(+ آب  )3CO2Na(+ نمک  eso][emim]4[مدلسازی برای مخلوط سه تایی از مایع یونی 
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جداول ترکیب درصد تعادلی و ضریب فعالیت مایع یونی و نمک را در سیستم دو فازی آبی در فاز بالا و پایین به همراه 

 دهند.( را نشان می6انحراف میانگین نسبی محاسبه شده توسط رابطه )

 آب(-یونی عمای)فاز بالایی  سازیآزمایشگاهی و مدل یدرصد تعادل بیترک ادیرمق: 2 جدول

Table 2: The percent composition of equilibrium experimental and modeling of top phase (ionic liquid-water) 

 
Error γcal γexp Xcal Xexp 

0.007 0.39 0.43 0.29 0.29 

0.006 0.37 0.40 0.31 0.30 

0.019 0.35 0.41 0.31 0.30 

0.003 0.36 0.38 0.31 0.31 

0.009 0.35 0.38 0.32 0.31 

0.003 0.32 0.34 0.33 0.33 

0.004 0.32 0.34 0.33 0.33 

0.004 0.35 0.37 0.32 0.31 

0.002 0.35 0.37 0.32 0.31 

0.004 0.37 0.39 0.31 0.30 

0.003 0.38 0.40 0.30 0.30 

 آب(-نمک)فاز پائینی  سازیآزمایشگاهی و مدل یدرصد تعادل بیترک ادیرمق: 3 جدول
Table 3: The percent composition of equilibrium experimental and modeling of bottom phase (salt-water) 

Error γcal γexp Xcal Xexp 

0.007 0.91 0.94 0.71 0.70 

0.006 0.95 0.94 0.70 0.69 

0.019 0.90 0.96 0.71 0.69 

0.002 0.97 0.99 0.69 0.68 

0.009 0.96 0.99 0.69 0.68 

0.002 1.03 1.04 0.67 0.66 

0.004 1.02 1.05 0.67 0.66 

0.004 0.99 1.01 0.68 0.68 

0.002 0.99 1.01 0.68 0.68 

0.006 0.95 0.97 0.69 0.69 

0.012 0.93 0.97 0.70 0.69 

 بهینه سازی و صحت سنجی. 6.3

 میهست یاتیعمل یهمه پارامترها یبرا نهیبه مقدار به دنیبا رس میآنز یجدا ساز شیبه دنبال افزا قیتحق نیدر ا

کند، که تحت آن یمی را معرف یاتیعمل طیمنظور نرم افزار شرا نی. به امیبه حداکثر بازده ممکن برس قیطر نیتا به ا

مطرح  طیتحت شرا یجداساز زانیاز صحت م نانیاطم یبرا نی. همچندیرس میحداکثر حذف آنز زانیتوان به میم

سط شده تو ینیب شیپ جیبا نتا شیآزما نیحاصل از ا جیرا در نقطه مورد نظر تکرار و نتا شیآزما نهیشده در نقطه به

 آورده شده است.( 4)در جدول  جینتا نیداشت. ا ینرم افزار موافقت خوب
 

 شرایط بهینه بدست آمده از نرم افزار و آزمایشات :4 جدول

Table 4: Optimum conditions obtained from the software and experiment 

 خطا
Error 

 پیش بینی شده
Predicted 

 مشاهده شده
Observed 

 نمک/آنزیم
Salt/Enzyme 

 مایع یونی/آنزیم
Ionic 

liquid/Enzyme 

 پاسخ
Response 

 راندمان جداسازی 0.210 0.381 94 95 1.064
Separation 

Efficiency  
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 نتیجه گیری .4

و  eso][emim]4[توان سیستم دو فازی آبی متشکل از مایع یونی با توجه به نتایج بدست آمده از این مطالعه می

معرفی کرد. شرایط بهینه خام نمک سدیم کربنات را به عنوان یک فرآیند مناسب جهت جداسازی پروتئاز از پروتئین 

میلی گرم  10و  18، 4پیشنهادی توسط نرم افزار طراحی آزمایش در غلظت اولیه آنزیم، مایع یونی و نمک به ترتیب 

گرم  یلیم 4 بیبه ترت یدر فاز بالا و راندمان جداساز میغلظت آنزباشد. با انجام آزمایش در شرایط بهینه بر لیتر می

داده های آزمایشگاهی انطابق موفقیت آمیزی با انحراف  . بعلاوه،بدست آمدنددرصد(  1)با خطای  درصد 94و  تریبر ل

 از خود نشان دادند. NRTL-NRFدر نقطه بهینه با معادله حالت  004/0میانگین نسبی 
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