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های آبی  در محیط  گیری میزان متیلن بلو به عنوان آلاینده سمی اندازه

 : با استفاده از روش ریزاستخراج الکتروغشایی

 سازی با طراحی آزمایش بهینه
 

 ، قادر بامری + *علی زراعتکارمقدم 

 دانشگاه بیرجند، بیرجند، ایران ، دانشکده علوم،گروه شیمی
 

ها است.  ترین مرحلهگیری دستگاهی یکی از مهمسازی نمونه پیش از هرگونه اندازه در شیمی تجزیه آماده   :چکیده
تغلیظ آنالیت و انتقال آن به محیطی با بستر  سازی نمونه است که باعث  های آماده استخراج یکی از پرکاربردترین روش

شود. در نتیجه در کار حاضر، روش ریزاستخراج الکتروغشایی همراه با تشخیص اسپکتروفتومتری  تمیزتر میتر و  ساده 
با استفاده    غشا  های ماهی پرورشی پیشنهاد شده است.  گیری میزان متیلن بلو در نمونه تغلیظ و اندازه مرئی برای  -فرابنفش

موفقیت آمیز بودن فرایند ریزاستخراج بود. از طرح مرکب   هنده ها نشان داز آگاروز و استیک اسید تهیه شده و نتیجه 
گیری پیشنهادی استفاده شده است. شرایط بهینه برای  روش استخراج و اندازه   سازیبهینه مرکزی برای مدل سازی و  

فاز     pH% )حجمی/حجمی(،    1/0)وزنی/حجمی(، مقدار استیک اسید    %5ند از: مقدار آگاروز  اتغلیظ عبارت مرحله  
به ترتیب   بهینه، میزان دقت    25ولت، و زمان استخراج    80، ولتاژ اعمالی  2و    3/8دهنده و گیرنده  دقیقه. در شرایط 

تئوری    حد تشخیصیافت شد.    µM  560/1  -  015/0و دامنه خطی    %3/2برحسب واحد انحراف استاندارد نسبی برابر با  
های استخراج الکتروغشایی بود. اعتبارسنجی روش با سایر روش  µM  3-10×4/15و    7/4×10-3و عملی به ترتیب برابر با  

با دقت و   نیاز به حجم کم نمونه و زمان استخراج کوتاه  مقایسه شده است. روش پیشنهادی روشی سریع، حساس، 
 های ماهی پرورشی کاربرد داشت. آمیزی برای آنالیز مقدار متیلن بلو در نمونهموفقیت  طوربه   صحّت بالا را ارایه داد که
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 مقدمه 
بلو  آروماتیک  MB)   1متیلن  ترکیب  یک  که    ای چندحلقه (  است 

  های گوناگون دارای یک حلقه تیازین است و کاربردهای زیادی در زمینه 
دارای فعالیت    MB.  [1] میکروبیولوژی، پزشکی و تشخیصی دارد    مانند 

قارچی   بیماری  درمان  و  جلوگیری  برای  نیز  آبزیان  در  قارچی  ضد 
  ساپرولگنیازیس، بیماری دهان قرمز و بیماری استخوانی در بدن باشد 

یها ترکیب مدت مضر بوده و در    آن در طولانی   های تاثیر با این وجود  
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(1)  Methylene blue 
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قرار گرفتن زیاد در برابر آن ممکن است باعث ایجاد عوارض  معرض  
 . [4] جانبی سلامتی در انسان مانند استفراغ، شوک و نکروز بافت شود  

،  [7 –5]( HPLC) 1گرافی مایع با کارایی بالاهای کروماتوروش 
و    [9،10] ، کروماتوگرافی موئینگی الکتروسرعتی  [8] سنجی فلورسانس  طیف 
ها پس از  گیری انتخابی و حساس آن برای اندازه   [11،12] سنجی نوری  طیف 

های کروماتوگرافی جزو ابزارهای  روش   .شود تغلیظ استفاده می جداسازی و یا  
  سویی ند و از  بر می رنج    سازی آماده   ی ها بری مرحله از زمان   ولی دقیق هستند،  

در هر آزمایشگاهی در دسترس نبوده و کار با دستگاه نیاز به تخصص دارد.  
اسپکتروفتومتری ابزار کم و در دسترس دارند و از سادگی    های مبتنی بر روش 
دارای نقص اصلی حساسیت پایین هستند و در نتیجه برای    ولی ند،  بر می بهره  
 و یا هر آنالیت دیگری، مناسب نیستند.   ، MBکم    ی های دارای مقدارها نمونه 

ها شامل استخراج  سازی اولیه نمونههای آمادهروش در این میان،  
مایع  [15–11](  SPE)  2جامد فاز   استخراج   ،  [16](  LLE)  3مایع - و 

رنگ استخراج  است.  در  استفاده شده  های  وش ردر  های مصنوعی 
LLE    وSPE  سری معایب از جمله: پرهزینه بودن،    توان به یک می

پیشرفته   و  دقیق  ابزار  از  استفاده  به  نیاز  طولانی،  استخراج   زمان 
حلال زیاد  مصرف  آلی  و  روش   سمیهای  این  کرد.  در  اشاره   ها 

هستند    هاییسازی سنتی دارای اشکال های آمادهدر حقیقت فناوری
فناوری  گفته  که  های ریزاستخراج معرفی شدند، که  شد. در نتیجه 

 سازی ، ساده نوین های  ها در این فناوری ای به کاهش مقیاس ویژه   توجه 
  های گرها/حلال ها/واکنش ها، به حداقل رساندن مصرف نمونه کارایی آن 

هزینه   سمی همچنین  فناوریو  بین  از  است.  شده  تمام  های  های 
مایع  ریزاستخراج  پخشی - ریزاستخراج،    [17](  DLLME)  4مایع 

 تر مورد توجه قرار گرفته است. بیش
سال   در  بار  اولین     همکاران   و   5پدرسون ،  میلادی   2006برای 

(  EME)   6یک سامانه ریزاستخراج جدید بنام ریزاستخراج الکتروغشایی 
هایی نسبت به  دارای برتری   این روش پیشنهادی .  [18] توسعه دادند  

استخراج کم و مصرف  روش   سایر  زمان  از جمله،  ریزاستخراج  های 
های اخیر  که این روش در سال   ی طور به بسیار پایین حلال آلی است،  

   . [2،3]  . به طور خلاصه در این روش، ]19- 22[نیز بسیار مورد توجه است  
دهنده  فاز  در  موجود  منفی(  یا  )مثبت  شده  روش  DP)   7باردار  از   ) 

یک غشای پلیمری متخلخل(    ها روزنه یک حلال آلی )به دام افتاده در  
 

1 High performance liquid chromatography (HPLC) 

2 Solid phase extraction (SPE) 

3 Liquid-liquid extraction (LLE) 

4 Dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) 

5 Pederson 

  . [19– 25] شوند  توخالی استخراج می   روزنه ( واقع در  AP)   8به یک فاز گیرنده 
روش    شایان نکته   که  است  این  برتری   EMEتوجه  روش  از  های 

( بهره  LPME-HF)  9فیبرتوخالی کلاسیک  غشا   ریزاستخراج فاز مایع 
به زمان استخراج   HF-LPMEهمزمان در مقایسه با    طور به برد و  می 

های بزرگ  مانع از ورود مولکول   غشا     های روزنه .  [25] رسد  تر می کوتاه 
ها( و ذرات جامد به غشا و سپس فاز گیرنده  پروتئین  نمونه )به عنوان 

از    افزون شود.  می  جلوگیری  به  الکتریکی  میدان  اعمال  این،  بر 
بنابراین هیچ مرحله  های مزاحم نیز کمک می گونه   های تداخل  کند، 
 .لازم نیست   EMEسازی پیش از انجام  آماده 

،  غشا   کار ، ژل آگارز اصلاح شده با استیک اسید به عنوان  این در  
بدون استفاده از هر نوع حلال    EMEتوخالی، برای فرایند    جای فیبر ه ب 

کننده یون استفاده شده است. آگارز یک  های جفت آلی و یا حتی معرف 
های  ساکارید دریایی است که اغلب به عنوان یک بیوپلیمر در زمینه پلی 

می  استفاده  بی [26] شود  گوناگونی  کاربردهای  آگارز  ژل   شماری  . 
های غذایی پیدا  در الکتروفورز ژلی، کشت بافت و داروسازی و فناوری 

و دما بسیار   pHای از  آگارز، در طیف گسترده . ژل  [27،28] کرده است 
ایده  ماده  یک  به  را  آن  که  است،  انتقال  پایدار  و  انتشار  برای  آل 

ترکیب  است    های الکتروسینتیکی  کرده  تبدیل  .  [21،22] گوناگون 
  EME  در   نسیل استفاده از آن به عنوان غشا سازگاری با محیط زیست و پتا 

های ژل آگارز  این ماده است. از بهترین ویژگی   ویژه   ی ها از جمله ویژگی 
با هزینه   غشا   توان  این است که می  بسیار پایین ساخت و فرایند    را 

  تنها پذیر است، زیرا ساخت آن نیز در هر آزمایشگاهی به راحتی امکان 
  ، کار   این   شود. در از مخلوطی از آگارز و آب برای ساخت ژل استفاده می 

گر و تنها با استفاده  اده از حلال آلی و یا واکنش بدون استف   EMEفرایند  
ساخته شده با   غشا  در دو طرف یک های متفاوت pHاز دو فاز آبی با 

که یک رنگ بازی است به عنوان آنالیت    MBژل آگارز انجام شد و  
 تغلیظ شد. هدف با انتقال از فاز آبی دهنده به گیرنده استخراج و پیش 

 

 بخش تجربی 
 های مورد استفاده دستگاهمواد و 

  گرم بر مول   373/ 9یک رنگ کاتیونی با جرم مولکولی    MBرنگ  
 اسید  و استیک  MB.  [29] باشد  نانومتر می   665و طول موج جذب  

6 Electro-membrane extraction (EME) 

7 Donor phase (DP) 

8 Acceptor phase (AP) 

9 Hollow fiber liquid phase microextraction (HF-LPME) 

(1)  High performance liquid chromatography (HPLC)  (2)  Solid phase extraction (SPE) 

(3)  Liquid-liquid extraction (LLE)    (4)  Dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) 
(5)  Pederson      (6)  Electro-membrane extraction (EME) 

(7)  Donor phase (DP)     (8)  Acceptor phase (AP) 

(9)  Hollow fiber liquid phase microextraction (HF-LPME) 
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 غشا  سازیآماده  فرايند ييشما تصوير - 1 شکل

 
این   در  شده  نمایندگی  پژوهشاستفاده  فراوردهاز  فروش  ها های 

از شرکت سیناژن   آگارز  است.  آلمان خریداری شده  مرک  شرکت 
سازی  از شرکت سرم  1)تهران، ایران( تهیه شد. آب دو بار تقطیر شده

تهیه برای  و  شد  خریداری  محلول  رازی  استفاده  همه  مورد   ها 
های انتقال از برند ورتهایم آلمان تهیه شدند. ظرف  قرار گرفت. پیپت 

با قطر داخلی میلی   5ای  شیشه  ترتیب   لیتری  به  ارتفاع   4/ 5و    2/ 5و 
الکترودهای متر  سانتی  شد.  استفاده  نمونه  دارای  ظرف  عنوان   به 

 متر تهیه شده میلی   0/ 2قطر  مورد استفاده در این کار از جنس پلاتین با  
از شرکت پارس پلاتین )تهران، ایران( بودند. الکترودها به یک منبع  

قابل تنظیم در محدوه    PV-300 DCتغذیه مدل    0- 665با ولتاژ 
محدوه   در  جریان  خروجی  و  شرکت  میلی  0-1ولت  ساخت  آمپر 

استخراج   فرآیند  در حین  ایران( متصل شدند.  )تهران،  پایاپژوهش 
یدولف اول نمونه توسط یک همزن مغناطیسی ساخت شرکت همحل

 دور بر دقیقه همزده شد. 900 )آلمان( با سرعت
 
 های استاندارد و حقیقی نمونه

لیتر( از رنگ  میلی   1000)   2محلول مادر تهیه شد.   MBگرم بر 
های استاندارد مورد نیاز به صورت روزانه از این محلول  همه محلول

های ها با استفاده از محلول نمونه   pHشدند.  رقیق میمادر تهیه شده و  
 مولار تنظیم شد.  0 /1(  NaOH( و سود ) HClکلریدریک اسید )

 
1  Doubly distilled water (DDW) 

 فرایند ساخت غشا 

دهد. را نشان می   غشا   ساخت    ی هانمودار کلی مرحله   1شکل  
ای از آگارز را وزن کرده در آب مقطر برای این منظور، ابتدا مقدار بهینه 

  ای از استیک اسید درجه سلسیوس حل و سپس مقدار بهینه   80با دمای  
و شد. پس از این که محلول شفاف شد، مقدار مشخص   افزوده به آن 
ای کرده و ای از آن را توسط پیپت برداشته و وارد ظروف شیشه بهینه 

ساعت   2ل برای  آن را در دمای صفر درجه سلسیوس داخل یخچا 
انتهای ظروف شیشه   غشا   قرار داده تا   ای برش سفت شود. سپس 

 آن به عنوان فاز گیرنده استفاده شد.  بالایی داده شد و فضای  
 

 MBپیشنهادی برای استخراج رنگ   EME فرایند 

 EME  روش   اجرای  برای  استفاده   مورد  هایتجهیز  2  شکل
(  pH=    7لیتر با  میلی  7دهد. محلول نمونه )می نشان  را  پیشنهادی

 150ای وارد شده و  که دارای رنگ مورد نظر بود به یک سل شیشه
( مقطر  آب  داخل  pH=    3میکرولیتر  به  پیپت  یک  با  ظروف  ( 

بود وارد شده و الکترود منفی   غشا  که دارای ژل به عنوان    ایشیشه
و الکترود مثبت )آند( به داخل ظرف    ایظروف شیشه)کاتد( به داخل  

دارای نمونه وارد شد. الکترودها به صورت حلقه شکل بودند برای 
بیش  این الکتریکی  جریان  سرعت  که  و  کند  ایجاد   فرایندتری 

 لت و برای  و 80استخراج رنگ بالاتر رود. سپس، با استفاده از ولتاژ  

2 Stock (1)  Doubly distilled water (DDW)    (2)  Stock 
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 EMEشکل شماتيک از طرح پيشنهادی  - 2شکل 

 
زمان   حالی  فراینددقیقه    30مدت  در  رنگ،  محلول    استخراج  که 

با سرعت   دقیقه می  900نمونه  بر  از دور  انجام شد. پس  چرخید، 
آوری استخراج، فاز گیرنده با استفاده از پیپت جمع  فرایندکامل شدن  

طیف دستگاه  با  نوری  و  )-بنفشفراسنج  برای  UV-Visمرئی   )
ذکر است ه نانومتر قرائت شد. لازم ب  668گیری در طول موج  اندازه

میکرولیتری   50که با توجه به حجم پایین فاز گیرنده از یک سل  
 سنج نوری استفاده شد.در دستگاه طیف

 
 های ماهی سازی نمونهآماده

صورت فریز شده از بازار  ه آلا و تیلاپیا ب های ماهی قزل ابتدا نمونه
طور کامل خرد شد. در ادامه مقدار خریداری شدند و سپس با همزن به 

گرم از آن را برداشته و داخل لوله سانتریفوژ بزرگ ریخته و مقدار   6
دقیقه در حمام   10برای مدت  لیتر حلال استونیتریل اضافه و  میلی  10

سانتریفوژ    5000دقیقه روی دور    10فراصوت گذاشته و سپس برای  
و فاز حلال استونیتریل را جدا و زیر هود گذاشته تا استونیتریل آن 

برابر با    pHلیتر آب دیونیزه با  میلی  100تبخیر شود. سپس به ظرف  
از این محلول به  ها در آب حل شوند و  مانده باقی اضافه کرده تا    3/8

 د.مربوطه انجام شدن  های عنوان فاز دهنده استفاده و آزمایش 
 

 و بحث  هانتیجه
 سازی بهینه فرایند 

پیش همان  آزمایش بینی میگونه که  براساس  و  اولیه،    هایشد 
، ولتاژ  غشا  در ساختار  استیک اسید  پارامترهایی از جمله مقدار آگارز و  

فاز دهنده و گیرنده و  pH اعمال شده به الکترودها، زمان استخراج،  
نمونه می دارای  یونی محلول  تأثیر  قدرت  استخراج  بازده  بر  توانند 

 
1 Central composite design (CCD) 

بگذارند. در نتیجه این پارامترها با هدف دستیابی به بهترین عملکرد  
،  سازی در دو مرحله انجام شد. در مرحله اول استخراج، فرایند بهینه

سه پارامترهای مقدار آگارز، مقدار اسید استیک و ولتاژ اعمال شده  
بهینه روش  قرار  توسط  بررسی  مورد  زمان  در  فاکتور  یک  سازی 

گرفتند. در مرحله بعد، سه پارامتر دیگر که از درجه اهمیت بالاتری  
تری روی پدیده استخراج موثرند یعنی  طور خاصبرخوردار بودند و به 

فاز گیرنده با استفاده از طرح    pHفاز دهنده و    pH  زمان استخراج، 
 سازی شدند. سازی و بهینه( مدلCCD) 1کامپوزیت مرکزی 

 
 اولیه  هایآزمایش

در زمان استخراج،   غشا  برای بررسی تأثیر مقدار آگارز ساختار  
( مورد  حجمی )وزنی/ درصد  2-7گوناگونی از آگارز در بازه    یمقدارها

 (.3)شکل آزمایش قرار گرفت 
( برای آگارز حجمی)وزنی/ درصد  5ها نشان داد که مقدار  نتیجه

( حجمی)وزنی/  درصد  5آگارز کمتر از    یبهینه است. مقدارها  غشا   در  
ناپایدار که در طول فرایند استخراج از    غشا  منجر به تشکیل یک  

می رفته  میبین  مقدارها رود،  از طرفی  از    یشود.   درصد  5بیش 

دهد که  ، زمان استخراج را افزایش میغشا  ارز در  ( آگحجمی)وزنی/ 
  از روش   MBاین پدیده به دلیل سفتی ساختار غشایی است و انتقال  

در این حالت به    غشا   سازد. از طرف دیگر تهیه  را دشوار می  غشا
ساده کار  ژل  سریع  شدن  جامد  مقدار  دلیل  بنابراین  نیست.   5ای 

-مقدار بهینه آگارز در مرحله آماده( به عنوان  حجمی)وزنی/  درصد
 .انتخاب شد غشا ازی س

  کننده  در مرحله بعد، تأثیر استیک اسید به عنوان یک ماده اصلاح 
 درصد )حجمی/حجمی(   0/ 05- 0/ 50بر زمان استخراج سامانه در دامنه    غشا 

نتیجه  داد که افزودن  مورد بررسی قرار گرفت.  این بررسی نشان  ها 
یش استحکام یونی ژل غشایی همراه است و باعث  استیک اسید با افزا 

افزایش کارایی می  ترین  شود. کم کاهش زمان استخراج و همچنین 
استخراج در مقدار   دست آمد.  به  درصد )حجمی/حجمی(   0/ 10زمان 

تواند اثر استخراج را کاهش دهد، که  استیک اسید می  بالای   ی مقدارها 
است و این باعث کندشدن    غشا   به دام انداختن آنالیت در    به دلیل شاید  

 شود. می   غشا   حرکت آنالیت در طول  
بازه   به عنوان پارامتر سوم، در  اعمال شده  ولت   20-90ولتاژ 

استخراج   راندمان  که  مشاهده شد  گرفت.  قرار  بررسی  مورد   برای 
ولت، به دلیل بهبود شار آنالیت افزایش   80به    40با افزایش ولتاژ از  

 دلیل پدیده یافته است. اما، در ولتاژهای بالاتر، تشکیل حباب به 

(1)  Central composite design (CCD) 
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 و ج( ولتاژ روی زمان استخراج غشا آگارز، ب( مقدار استيک اسيد در ساختار  الف( مقدار تأثير بررسي بررسي - 3شکل 

 
پدیده  افزایش  دلیل  به  پذیرنده  فاز  حجم  در  افزایش  و    الکترولیز 

مهاجرت   در  ناپایداری  منجر   MBالکتروفورز،  که  دارد  پی  در   را 
. بنابراین، [30]شود  به کاهش راندمان استخراج و تکرارپذیری می

 ولت به عنوان ولتاژ اعمال شده انتخاب شده است.  80
 

 مرکزی  مرکب  طراحی

سازی آماری استفاده شده است  های بهینهدر این مرحله از روش 
تا برهمکنش احتمالی بین متغیرها با حداقل تعداد اجرا و برای ارزیابی  

ها در سطوح گوناگون سایر فاکتورها انجام شود.  تأثیر هر یک از عامل 
CCD   به عنوان یک روش آماری قدرتمند برای تعیین برهمکنش  

زمان مورد استفاده قرار  چندین متغیر و تأثیر آن بر پاسخ، به طور هم
   10Design Expertنسخه آزمایشی    افزار نرم گرفت. در همین راستا،  

ها استفاده شده  به عنوان ابزار طراحی آزمایش و تجزیه و تحلیل داده
سازی  آزمایش برای بهینه  23کند که  افزار پیشنهاد میاست و این نرم 

و پذیرنده مورد نیاز   ه فاز دهند pHه پارامتر یعنی زمان استخراج و  س
لازم    ها جا که مدت زمان زیادی برای انجام این آزمایش   است. از آن 

مرحله  تمام  بلوک    یهااست،  سه  به  متوالی  روز  سه  در  شده  اجرا 
دست  برای به   یو انجام شدند. در این کار، نقاط مرکز  تقسیم شده 

آوردن تخمین خوبی از خطاهای آزمایشی تکرار شد. نمادها و سطح  

به همراه ماتریس طراحی به ترتیب در    CCDفاکتورهای اصلی برای  
 .نشان داده شده است  2و   1 هایول جد

ه آن  دست آمده از آنالیز نتایج و ضرایب رگراسیون مربوط ب مدل به 
دست آمده از طراحی  ارایه شده است. میزان تطابق مدل به   3 در جدول 

با   )   های نتیجه آزمایش  همبستگی  ضریب  از  استفاده  با   (  2Rتجربی 
  تر بایست بیش می  2Rشود. برای داشتن یک تطابق خوب میزان بیان می 

  2Rنشان داده شده است. میزان    3گونه که در جدول باشد. همان   0/ 8از  
به  مدل  برای  قبولی  مدل  قابل  کارایی  بیانگر  که  است  آمده   دست 

باشد. همچنین آنالیز واریانس  آزمایشگاهی می   های نتیجه در پیش بینی  
 دست آمده انجام شد. بر اساس این نتایج مدل  به  های نتیجه مربوط به 

 باشد. و کاملا معنادار می   نداشتن ندارد دست آمده مشکل انطباق  به 
( برای ارزیابی مدل و برآورد اهمیت ANOVAاز آنالیز واریانس ) 
های مهم یا اصطلاحات مدل استفاده شد )جدول تأثیرات و برهمکنش

احتمال   01/0نشانگر اهمیت مدل است. تنها    4/ 97برابر با    F(. مقدار  3
کمتر    Pبه دلیل نویز اتفاق بیفتد. مقدار    " مدل  Fمقدار  " وجود دارد که  

می   05/0از   نشان  را  آن  اهمیت  پارامتر  یک  چند برای  مدل  دهد. 
ها قابل قبول آماری، یعنی مقدارها بالاتر  ای مرتبه دوم با نتیجه جمله 

F    وR   انطباق پاسخ   LOF)   نداشتن   و  مدل سطح  یک  عنوان  به   )
داده رضایت  با  متناسب  و  شد. بخش  گرفته  نظر  در  تجربی  های 
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 MBسطوح کمينه و بيشينه برای طراحي آزمايش استخراج   - 1جدول 
 مثبت آلفا سطح بیشینه مرکز  سطح کمینه  منفی آلفا فاکتور 

A :pH 7/4 0/4 0/3 0/2 3/1 فاز گیرنده 
B :pH  6/9 0/9 0/8 0/7 3/6 فاز دهنده 

C( زمان :min ) 3 10 20 30 37 
 

های طراحي شده به روش طرح مرکب مرکزی برای  آزمايش - 2جدول 
 EMEثر بر وپارامترهای م سازیبهينه
   زمان )دقیقه( فاز دهنده  pH فاز گیرنده  pH روز آزمایش  اجرا 
1 1 3 8 20 
2 1 3 8 20 
3 1 4 9 10 
4 1 4 7 30 
5 1 3 8 20 
6 1 2 9 30 
7 1 2 7 10 
8 2 3 8 20 
9 2 3 8 20 
10 2 4 9 30 
11 2 3 8 20 
12 2 2 9 10 
13 2 2 7 30 
14 2 4 7 10 
15 3 7/4 8 20 
16 3 3 8 3 
17 3 3 3/6 20 
18 3 3 7/9 20 
19 3 3 8 37 
20 3 3 8 20 
21 3 3 8 20 
22 3 3/1 8 20 
23 3 3 8 20 

 
نشان داده شده است که متشکل از دو اثر اصلی،   1مدل در معادله    این 

 دو اثر متقابل دو عاملی و سه اثر خمیدگی به شرح زیر است.
 

1/ 75 = جذب  + 09/0 A 31/0 – B 42 /0  + C 22/0 – AB 12/0  
 +AC + 0/14BC – 0/26A2 – 0/16B2 0 /09C2             )1( 

 

  مدل   طبق  میانگین   در  تغییر  مقدار  گیریاندازه  که  2R  مقدار
  را   2R  مقدار  توان  می  که  است  ذکر   به  لازم.  بود  0/ 5989  باشدمی
  مقدار توان می   بنابراین   داد،   افزایش   مدل   تعداد جملات   بردن   بالا   با   این 

 آناليز واريانس برای طرح مرکب مرکزی  - 3جدول 

 
مجموع  
 مربعات 

درجه  
 آزادی 

میانگین  
 مربعات 

 ملاحظات  Pمقدار  Fمقدار 

    23/0 2 46/0 روز
 دار معنی 0076/0 97/4 67/0 9 05/6 مدل

A 13/0 1 13/0 93/0 0480/0 دار معنی 

B 28/1 1 28/1 48/9 0015/0 دار معنی 

C 45/2 1 48/2 08/18 0014/0 دار معنی 

AB 37/0 1 37/0 76/2 1249/0 بی معنی 

AC 12/0 1 12/0 85/0 3751/0 بی معنی 

BC 17/0 1 17/0 23/1 2919/0 بی معنی 
2A 10/1 1 10/1 11/8 0159/0 دار معنی 
2B 39/0 1 39/0 87/2 1185/0 بی معنی 
2C 13/0 1 13/0 94/0 3524/0 بی معنی 
 - - - 14/0 11 49/1 مانده باقی

 بی معنی - - 24/0 5 18/1 عدم برازش 
 - - - 051/0 6 30/0 محض  خطای

 - - - - - 01/8 کل 
2R - - 9598/0 - - - 

 

 
 مانده باقي یمقدارها مقابل در احتمال نرمال نمودار - 4شکل 

 
  اعتماد   غیرمهم در مدل غیرقابل  های ه شدن جمل  افزودهدلیل  به   را  آن

برای  مهم  پارامتر   دو.  دانست  شده  تنظیم  2R  مدل،  ارزیابی  دیگر 
(2

adjR  )2  وR  2)  بینیپیش
predR  )2  مقدار.  است

adjR  برای  ،8695/0  با 
 تعداد  افزایش  با  و  است  مناسب  مدل  در  موجود  هایهجمل  تعداد
2 مقدار .یابدمی کاهش مدل درها هجمل

predR بود.  8/0 نیز بالاتر از 
احتمال    ، 4  شکل  مانند  نهایی،  مدل   اعتبار  تأیید  برای نمودار 

هایهنقط   همه .  رسم شده است   ماندهباقی   ی مقدارها   مقابل   در   نرمال 
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 MBهای پاسخ سطحي برای مدل ارايه شده برای استخراج  منحني - 5شکل 

 

  بودن  ثابت  دهندهنشان  که  هستند  مستقیم  خط  یک  به  نزدیک  بسیار
 دهدمی  نشان  است. این   صفر  میانگین  با   هاآن  نرمال  توزیع  و  خطاها

  مانده باقی  خطاهای  همه  و  ندارد  وجود  یمشخص  خطای  هیچ  که
 . خطای تصادفی است به علت

بعدی سطح پاسخ رسم شده براساس مدل ارایه شده  های سه منحنی 
فاز گیرنده   pHنشان داده شده است. بر این اساس، کاهش   5در شکل 

را در پی دارد    nm  668  افزایش سیگنال جذبی رنگ در طول موج بیشینه 
  pHاست. همچنین افزایش    MBافزایش بازده استخراج    دهنده که نشان 

دقیقه نیز افزایش سیگنال    25تا    و زمان استخراج   8/ 3دهنده تا حدود  
 ای به گونه   pHرا در پی دارد. در واقع در محلول نمونه    MBای  تجزیه 

 طور  به   MBآنالیت   همه  که  دست آید به  اطمینان   تا  شده است  تنظیم 

شده د یونی  کامل  و ه   الکتریکی،   پتانسیل  اختلاف   اعمال  طی  در   اند 
 MB به  شروع  با بار مثبت از الکترود آند )مثبت( فاز دهنده دور شده و 

  دارد  قرار  گیرنده  فاز  در  که  کاتد )منفی(   الکترود  سمت  به    الکتریکی   مهاجرت 
  عملکرد  با   نهایی متناسب   مدل   اساس  بر   بهینه   شرایط   ، سرنجام  کنند. می 

   برای   را   مطلوب   دامنه   بودن   دلخواه .  گرفت   قرار   ارزیابی   مورد   مطلوب 
   پاسخ   برای   نظر   مورد   هدف   ، سازی بهینه   در .  کند می   منعکس   پاسخ   هر 
  سازی بهینه .  اند   شده   انتخاب   بازه   در   فاکتورها   و   شده   انتخاب   مقدار   بیشینه   به 

  انجام   آزمایشی   نسخه   ، Design-Expert 10  افزار نرم   از   استفاده   با   غیرخطی 
  استخراج،   زمان   برای   دقیقه   25  بهینه روش    شده   تعیین   های ه نقط .  شد 
 بود.   پذیرنده   محلول   pH  برای   2  و   دهنده   محلول   pH  برای   8/ 3

 
 اثر نمک 

بررسی  گونه مطابق  بالای  مقدار های گذشته غلظت  یونی  های 
را در سامانه افزایش داده و باعث کاهش عبور آنالیت  2χموازنه یونی 

نسبت[20،21،30،31]شود  می  غشا  از صورت  به  یونی  موازنه   .  
 

1 Linear dynamic range (LDR) 

ها در فاز گیرنده  ها در فاز دهنده به غلظت کل یونغلظت کل یون
 های . در واقع با افزایش میزان غلظت یون [20،21،30] شود  تعریف می 

مزاحم برای  های  یونو    MBهای یونی  دیگر، شدت رقابت بین گونه
افزایش    غشامهاجرت از فاز دهنده به سمت فاز گیرنده و عبور از  

احتمال   غشا  های عبوری ازیابد. همچنین با افزایش تعداد یونمی
شود و این فرایند تاثیرات و افزایش الکترولیز زیادتر می  غشا  تخریب  

خواهد    ایخواستهنا استخراج  تکرارپذیری  و  راندمان  روی  بر  را 
کاهش   با  داریم  انتظار  بنابراین  شارχداشت.    میزان   و  آنالیت  ، 

  نمونه   محلول   در  هایون  دیگر  حضور  طرفی  یابد. از  افزایش  استخراج
آنالیت  با  تواندمی کرده  یون    استخراج  روی  بر  منفی  اثر   و   رقابت 

از مقدارها    بگذارد. استفاده  با  بررسی  )وزنی/حجمی(    %5و    2این 
یادآوری است   شایاننمک پتاسیم کلرید در فاز دهنده انجام گرفت.  

های بالا استفاده شود، زیرا  که در بررسی اثر نمک نباید از غلظت
ایجاد جرقه بین    غشا،تواند منجر به تخریب ناگهانی  این عمل می

و حتی قطع الکترودها از محل ایجاد جرقه و   الکترودهای پلاتینی
  MBصدمه به منبع اعمال پتانسیل شود. بررسی کارایی مهاجرت  

رفت، افزودن  گونه که انتظار میدر حضور نمک بررسی شد و همان
سیگنال جذب را کاهش داد.  مقدار    در نتیجهبازده استخراج و    نمک،

 است.   χدلیل افزایش این موضوع به 
     

 تعیین ارقام شایستگی 

)وزنی/حجمی(، غلظت   %5در شرایط بهینه یعنی غلظت آگارز،  
ولت، زمان   80)حجمی/حجمی(، ولتاژ اعمالی،    %0/ 1،  اسید    استیک

  محلول پذیرنده   pH،    3/8محلول دهنده،    pHدقیقه،    25استخراج  
شامل بازه   MBگیری  ای برای اندازهارقام شایستگی روش تجزیه

  ( LOD)   2( همراه با حد تشخیص تئوری LDR)   1دینامیکی خطی 

2 Limit of detection (LOD) (1)  Linear Dynamic Range (LDR)    (2)  Limit of Detection (LOD) 



 1401، 2، شماره 41 دوره ي زراعتکار مقدم و قادر بامری عل نشريه شيمي و مهندسي شيمي ايران

 

 پژوهشي –علمي                                                                                                                                                                                         152

 در نمونه های ماهي  MBهای تحليلي روش استخراج الکتروغشايي برای تعيين  ويژگي - 4جدول 
(µM) LOQ  (µM)LOD   ( حساسیت برسنجیm) حساسیت تجزیه( ایm/S) 2R 

3-10×4/15 3-10×7/4 506/0 2/56 9956/0 
 

 ای گزارش شده های تجزيهارايه شده با ساير روش EMEمقايسه روش  - 5جدول 
 مرجع  نمونه حقیقی DLR (µM) LOD (µM) ( %RSDدقت ) نمونه pH گیری اندازهروش  سازی آماده

HF-LPME 1UV/Vis-HPLC 0/8 3/3 876/005-1/0 3-10×6/1  [ 32] آب و پساب 

SPE 2MS-HPLC 5/4 9/3-10/7 (3-10)× 25/13-6/3 3-10×56/1 [ 15] میگو 

DLLME UV/Vis - 3 666/10-0/0 022/0  [ 17] آب و پساب 
- HPLC-UV/Vis 5/4 5-12 156/031-0/0 3-10×4/9  [ 33] ماهی 
- UV-Vis 5/10 4/7 82/7- 27/2 69/0  [ 34] آب 

EME UV-Vis 3/8 3/2 560/015-1/0 3-10×7/4  کارحاضر  ماهی 

 

 
  ایمنحني برسنجي خطي ميزان جذب به عنوان سيگنال تجزيه   -  6شکل  

تحت    MBهای گوناگون از محلول  بر حسب غلظت  EMEپس از فرايند  
 شرايط بهينه 

 
( تعیین شدند. لازم به ذکر است که  LOQ)   3حد تشخیص عملیو  

LOD    وLOQ    صورت به  ترتیب  به  انحراف   10و    3روش  برابر 
استاندارد سیگنال شاهد تقسیم بر شیب منحنی برسنجی تعیین شد. 

 نشان داده شده است، معادله  4و جدول    6گونه که در شکل  همان 
 µM  56/015-1 /0در بازه    MBای و غلظت رنگ  بین سیگنال تجزیه 

 4/ 7× 10- 3ابر با  تشخیص تئوری و عملی به ترتیب بر   خطی است. حد 
 دست آمد.به   2/ 3بود. میزان دقت برابر با    µM  3-10×4/15و  

 

 ای های تجزیهپیشنهادی با سایر روش روش  مقایسه

های در نمونه   MBگیری  بررسی اجمالی را برای اندازه   5در جدول  
روش  سایر  با  تجزیه گوناگون  که های  است  پذیرفته  انجام  ای 

 EMEروش    پذیرشقابل    حد تشخیص دهنده بازه خطی و  نشان 
 

1 HPLC coupled with UV-Vis detection 

2 HPLC coupled with mass spectrometer detection 

روش در مقایسه  این  های  شده در کار حاضر است. از دیگر برتری   ارایه 
که   طوری ها، سادگی و عدم پیچیدگی روش است به با سایر گزارش 

تر است. بنابراین روشن بسیار ساده   HF-LPMEدر مقایسه با روش  
ی در کنار سادگی، حساسیت است که روش ریزاستخراج الکتروغشای 

عالی و فاکتورهای تغلیظ   حد تشخیص بالا و تکرارپذیری قابل قبول،  
  SPEو    LLEاین در مقایسه با    بر   افزون دهد.  بسیار خوبی را ارایه می 

 هایمصرف حلال آلی به کمترین میزان کاهش یافته است و مشکل 
ناپذیر با آب در مورد مربوط به جداکردن و انتخاب یک حلال امتزاج 

مورد    LLEروش   در  مناسب  شویش  حلال  ندارد.   SPEو   وجود 
آوری فاز پخش شده نیز مشکل جمع   DLLMEبا روش    در معادله 

بایستی با استفاده از سانتریفوژ و صرف زمان طولانی جبران شود که 
گیر خواهد بود. همچنین استخراج وقت در کنار زمان صرف شده برای  

چون نیازی به استفاده از  فیبر توخالی   HF-LPME  در مقایسه با روش 
 LODشود. مقایسه  مربوط به اثر حافظه حذف می   های نیست مشکل 

 UV-Visاز    تنها هایی که  با سایر روش   EMEبرای روش    DLRو  
اندازه  کرده برای  استفاده  ) گیری  برتری[17،34]   های مرجع اند   ) 

که   با این  [15،32]   های مرجع دهد. در مورد  چشمگیری را نشان می 
  HPLCاند ولی استفاده از  تری را گزارش کرده های پایین LODاین کارها  

کار آن  پیچیدگی  این بر  است. ضمن  افزوده  مانند که دستگاه   ها   هایی 
HPLC   و مخصوصا  LC-MS  .در هر آزمایشگاهی در دسترس نیست 
 

 های حقیقی آنالیز نمونه

 هایبه منظور بررسی کارآیی روش معرفی شده برای آنالیز نمونه 

3 Limit of quantification (LOQ) (1)  HPLC coupled with UV-Vis detection   (2)  HPLC coupled with mass spectrometer detection 

(3)  Limit of quantification (LOQ) 
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 های ماهيدر نمونه  MBگيری  دست آمده از اندازهبه یهانتيجه  - 6جدول 
 ( %) 1بازیابی نسبی )%(  انحراف استاندارد ( Mµآمده ) دستبه غلظت  ( Mµ) اضافه شدهغلظت  نمونه ماهی 

 آلاقزل

 - - تشخیص داده نشد  0
031/0 029/0 1/5 5/93 
156/0 162/0 6/3 8/103 
312/0 338/0 4/1 3/108 

 تیلاپیلا 

 - - تشخیص داده نشد  0
031/0 022/0 5/6 0/71 
156/0 109/0 1/4 9/69 
312/0 291/0 5/1 3/93 

 
های ماهی در نمونه MBگیری رنگ ها برای اندازهحقیقی، آزمایش

 آلا و تیلاپیا انجام پذیرفت.  قزل
های سه بار تکرار  ها به این صورت انجام شد: ابتدا آزمایش آزمایش 

دهنده  ها نشان ها بدون اضافه کردن رنگ انجام شد که نتیجه این نمونه 
های  در نمونه بود. در ادامه به نمونه به ترتیب غلظت   MBعدم وجود  

ول دارای ماهی اضافه  از رنگ به محل   µM  313 /0و   0/ 156و  0/ 031
اندازه   EMEو فرایند   با  و سپس  انجام شد. میانگین    UV-Visگیری 

قزل   UV-Visجذب   ماهی  بازه برای  در  ترتیب  به  تیلاپیا  و  ی  آلا 
 (. 6دست آمدند )جدول  به   0/ 4152تا    0/ 0293و     0/ 4247تا    0/ 0279
 

 گیری نتیجه
کاربرد ژل آگارز اصلاح شده با استیک اسید به عنوان غشایی 

مورد بررسی قرار گرفت.   EMEدر روش    MBبرای استخراج رنگ  
مبتنی بر   EMEهای تر از روشکار با این نوع ترکیب غشایی آسان 

برتری دیگر  از  است.  توخالی  روش  فیبر  شده،    EMEهای  ارایه 
، ساخت آسان و عملکرد ساده با حجم غشا  ضخامت قابل تنظیم  

بدون  و  ارزان  یافته  توسعه  غشای  است.  تنظیم  قابل  پذیرنده  فاز 
به عنوان   تواند  نوع استخراج می  این  آلی است.  از حلال  استفاده 

های  گیری انواع رنگبرای اندازه  EMEیک شیوه ساده و جدید از  
های گوناگون در نظر گرفته شود. علاوه بر  نمونه اسیدی و بازی در
مدل برای  بهینهاین،  و  طراحی سازی  از  درگیر  پارامترهای  سازی 

بهینه روش  این  شد.  استفاده  مرکزی  یک  مرکب  روش  از  سازی 
و   LODفاکتور در زمان معتبرتر است. روش پیشنهادی ما دارای  

LOQ    روش همچنین،  است.  گسترده  خطی  بازه  با    EMEکم 

 کار رفت.ه های ماهی بدر نمونه  MBارایه شده با موفقیت برای آنالیز  
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