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 چکیده

 افزایش خلوص و بازدهی هیالورونیک اسید به روش خالص سازی میکروفلوئیدیک

آب  ونگهداري در جذب آن بالاي توانايی به اسید نوعی کربوهیدرات است که با توجه هیالورونیک

سرانه بالا مصرفی اين ماده،  .داردفراوانی در حوزه دارويی، پزشكی و آرايشی و بهداشتی  اهمیت

هاي  هزينه بالا و بازده پايین روش همچنین. است قاضا براي تولید آن را به دن ال داشتهافزايش ت

ترين  يكی از نوين .ايجاد کرده استبیش از پ ش را هاي جايگزين  نیاز به روش ،خالص سازي حاضر

 باشد. می استفادهوري بالا مورد  فناوري میكروفلوئیديک است که باتوجه به بهره ،ها روش

وجه  وهیالورونیک اسید و پروتیئین  توجه به خصوصیات ذراتن مطالعه سعی شده است که با در اي

سازي  خالص ،استفاده نوع الكتروفورز جريان آزاد افتراق آن ها که بار الكتريكی می باشد با 

رم به وسیله ن و طراحی آن سازي سازه در نرم افزار کامسول هیالورونیک اسید انجام شود. پس از ش یه

و با  گرفت و ارزيابی صحت حرکت سیال در آن صورت ساخت سازه به روش لیزر انجام شد ،اتوکدافزار 

در مرحله بعد میدان الكتريكی و نوع اعمال آن بر  ها و نوع خروجی اصلاح شد. کانالنتايج،  کمک از

به وسیله تست  میزان غلظت هیالورونیک اسید و تست شدسازه مجددا . ذرات مورد بررسی قرار گرفت

 BCAنانومتر و تست   281کربازول و غلظت پروتئین به وسیله خوانش جذب در طول موج 

 گیري شد و مورد ارزيابی قرار گرفت. اندازه

مورد تايید ا ساختار منط ق بر قانون موراي و الكترود هايی در تما  با جريان سیال بنهايت سازه  در

هايی براي حل چالشی چون ايجاد ح اب توسط الكترولیز  از روشبا اين وجود استفاده  قرار گرفت .

 ضرورت دارد.

 میكروفلوئیديک؛ الكتروفورز جريان آزاد؛ تخلیص ؛:هیالورونیک اسیدکلمات کلیدی
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 مقدمه-8-8

جذب و نگهداري آب انحصاري در  گیژموجب وي که به است تاسید نوعی کربوهیدرا هیالورونیک

افزايش  سرانه بالا مصرفی اين ماده، و دارويی فراوانی دارد.و بهداشتی  هاي بالینی ،آرايشی کاربرد

اسید، خلوص آن  کاربرد هاي انسانی هیالورونیکبه ا توجه ب .است شتهدن ال دا را به آنتقاضا براي تولید 

 زيادي برخودار است. تاز اهمی

ها در قسمت  است که عمده آن شده اسید انجام سازي هیالورونیک تعددي در خصوص خالصمطالعات م

روش . به طور معمول در ابتدا از هستندباشد، مشابه  میدهی رسوبسازي که شامل  اول خالص

استفاده  غیرهمحصول  فرمانتاسیون با حلال هاي آلی مثل اتانول ، استون، ايزوپروپانول و  گذاري رسوب

. عمده تفاوت در (1)و معمولا منجر به رسوب کلیه عوامل موجود در محیط کشت می شودمیشود

هاي مختل   فراکسیون مرحله آخر و چگونگی جداسازي هیالورونیک اسید از پروتئین و جداسازي

ستون کروماتوگرافی و قالب گیري مولكولی که استفاده از فیلتراسیون مماسی ، استهیالورونیک اسید 

 از جمله راهكار هاي ارائه شده می باشد.

ها استفاده  كروفلوئیديک براي جداسازي و خالص سازي ذرات و سلولامروزه از روش جديدي به نام می

و عدم دخالت کاربر  ،انرژي مصرفی و  ،مصرف بهینه موادبالا  حساسیتو  با توجه به دقتشود که  می

 باشد. داراي اهمیت بالايی میشده  هاي تمام کاهش هزينه

ادي در حد میكرومتر به کار گرفته شده است که در ابع مع رهايیاسا  اين روش کنترل و استفاده از 

 ويژگی هاي منحصر به فردي را از خود نشان می دهند. ، سیالاتاند و در اين ابعاد

شود.  فعال تقسیم می هاي مختلفی دارد که به دوسته کلی فعال و غیر میكروفلوئیديک روشفناوري  

بر اسا  کاربردي آن میتوان جداسازي  شود که از موارد در نوع فعال از يک نیروي بیرونی استفاده می

ات در ابعاد مختل  استفاده را نام برد که از نیروي سیالات به منظور جداسازي ذر و الكتروفورز اينرسی

.در نوع غیر (2)هاي سرطانی استفاده شده است  به طور مثال از آن براي جداسازي سلولشود،  می

 . (3)هاي بین ذرات و جريان و ساختار کانال ها استفاده میشود فعال از کنش

الكتريكی  يكی از انواع روش هاي فعال الكتروفورز می باشد که جداسازي بر اسا  بار ذرات در میدان

را بر اسا  ساختار و يا اندازه از  اسید( )دئوکسی ري و نوکلئیکDNAصورت می گیرد به طور مثال 

اسید  نیکهیالورو تخلیصيكديگر جدا میكند .در اين پژوهش نیز با استفاده از اين روش سعی بر 

 . است شده
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  بیان مسئله-8-2

 خواست در میزان آرايشی مواد و پزشكی،  يیودار هاي زمینه در اسید نیکهیالورو    استفاده به توجه با

از  اسید هیالورونیک تولید. باشد می برخوردار بالايی اهمیت از آن تولید و بوده بالا بسیار ماده اين براي

اسید بیشتر از منابع جانوري تهیه  در گذشته هیالورونیک. باشد كروبی می طريق دو من ع حیوانی و می

می شده اما به دلايلی مانند هزينه بالا و روند تخلیص طولانی، عدم پاسخ گويی اين منابع به نیاز رو به 

 با آلودگی احتمال و هاي ويروسی به انسان نیز امكان انتقال بیماري ، اسید رشد هیالورونیک

قطعه شدن  هیالورونیداز که منجر به تخريب و قطعه کننده تخريب هاي آنزيم و ديگر هاي گلیكانپروتئو

ها منسوخ شده و جاي خود را به تولید میكروبی اين  اين روش باشد اسید می پلیمر هیالورونیک

ز دستی تايید ديگري بر آن نی پردازش پايینکه ساده بودن مراحل  است متابولیت گران قیمت داده

 تولید سطح افزايش و ها هزينه کاهش به نیاز روش اين بودن صرفه به براي باکتريايی تولید در باشد. می

 يابی دست ق ل کشت محیط سازي بهینه و نظر مورد ي سويه ژنتیكی دستكاري  وسیله به که باشد می

از  توسط يكی streptococcus zooepidemicus يعنی ما نظر مورد سويه روي بر کار اين و باشد می

 و جداسازي باشد می اهمیت حائز که اي مسئله بین اين در.است شده انجامدانشجويان دکتري 

 هاي روش بودن ناکارامد به توجه با که باشد می بالا خلوص درصد با اسید هیالورونیک سازي خالص

فیلتراسیون  از استفاده مثل موجود کارامد هاي روش بالا هزينه و ن ودن دستر  در و هزينه کم

 میزان به پیشین هاي قسمت اهمیت بهینه سازي خالص روش نكردن جايگزين صورت در ،تانژانتی

 اي هزينه کم هاي روش با سازي خالص انجام ضرورت شده ذکر موارد به توجه با . يابد می کاهش زيادي

 با را بهینه محصولی و داده کاهش را اسید هیالورونیک سازي خالص هاي هزينه و مراحل تعداد که

 روش از استفاده با که شده آن بر سعی پروژه اين در که شود می ديده کند تولید بالا خلوص درصد

که اين روش با کنترل رفتار مايعاتی سروکار دارد که در فضاي شود حل مسئله اينمیكروفلوئیديک 

کردن  گانه ،محدود هاي چند بسیار کوچكی محدود شده اند. با توجه به يكپارچگی مراحل در فرايد

شرايط قابل کنترل آزمايشگاهی و قیمت پايین ساخت تراشه که اجازه ي دقت بالا،  ،دخالت کاربر

 .هاي پیشین رقابت کند رسد که بتواند با روش دهد به نظر می تولید ان ود و مقرون به صرفه را می
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 اهداف پژوهش-8-9

 سازي هیالورونیک اسید با درصد خلوص بالا.روش میكروفلوئیديک براي جدااستفاده از 

 پژوهش های سوال 8-4

 شود؟ اسید می سازي بهینه ي هیالورونیکآيا استفاده از روش میكروفلوئیديک س ب خالص

 باشد؟ اي به صرفه می آيا استفاده از روش میكروفلوئیديک از نظر هزينه

 باشد؟ هاي موجود می نس ت به روشآيا استفاده از روش میكروفلوئیديک داراي بازده بیشتري 
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 هیالورونیک اسید-2-8

است که از  117Da-114ساکاريد با وزن مولكولی  اسید يک نوع آنیون موکوپلی هیالورونیک

به 1هاي بتا  با پیوند اسید که آمین و گلوکورونیک گلوگزاستیل ساکاريدي ان دي  واحدهاي تكرار شونده

 است.اند، ساخته شده متصل شده 4به  1و بتا  3

 

 

 

 

 

 

 

آمین و  گلوکز اسید که عبارت اند از ان استیل دهنده هیالورونیک های تشکیل زیر واحد-1-1شکل 

 .اند هم متصل شده به 4به 1و بتا  3به1های بتا  اسید که با پیوند گلوکورونیک

 

ی درماتريكس خارجی سلوهاي اپیتلیال مهره داران،سلول هاي عص ی اين ماده به صورت ط یع

 .و بافت هم ند بدن انسان وجود دارد

تا بالاي جذب آب توانايی  اسید س ب هیالورونیکهاي کربوکسیل فراوان در ساختار  گروه وجود

رسال پزشكی، ارتوپد، درمان زخم، ا و کاربرد گسترده بالینی آن در چشمبرابر وزن خود  1111

 آرايشی و بهداشتی شده است. و همچنین در مواد  دهی پوششدارو،پیوند ، 

ورونیک اسید استفاده می شده که از میان لدر گذشته بیشتر از منابع حیوانی براي تولید هیا

تولید اين ماده از تاج خرو  و زجاجیه چشم گاو اشاره کرد. اما به دلیل قابل اين منابع می توان به 

هاي حیوانی و  شدن اين ماده با پروتئوگلیكان اسید، ترکیبودن وزن مولكولی هیالورونیککنترل ن 

اسید که موجب سخت شدن و  هاي تجزيه کننده هیالورونیک محدوديت میزان تولید،آلودگی با آنزيم

ز احتمال انتقال بیماري هاي ويروسی اشود، از طرفی  اسید می سازي هیالورونیک بر بودن خالص هزينه

از طرفی  ظرفیت  .هاي جايگزين براي تولید اين ماده احسا  شد ، نیاز به روشحیوان به انسان 

کشت ،امكان  پتاسیل بالا تولید و امكان ارتقاء کیفیت محصول با توجه به امكان کنترل شرايط محیط
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ري به گی دستكاري ژنتیكی باکتري به منظور افزايش سطح تولید متناسب با نوع نیاز موجب جهت

اسید  اسید شده است. از جمله سويه هايی که براي تولید هیالورونیک سمت تولید میكروبی هیالورونیک

باشدکه اين پلیمر را به عنوان قسمتی از کپسول  شود استرپتوکوکو  زوئپیديمیكو  می استفاده می

رد اين ماده در صنايع کند. با توجه به نوع کارب تولید می فرار از سیستم ايمنی میزبان جهت  خارجی

دلار تخمین زده شده است و  61111-2111مختل  متوسط ارزش هر کیلوگرم از ماده در آمريكا بین 

 .(7-4, 1)میلیار دلاربرسد4/15به  2125شود که مجموع فروش اين محصول تا سال  پیش بینی می

 ک اسیدتاریخچه ی هیالورونی-2-2

   توسط کارل ماير و همكارش جان پالمر از زجاجیه 1943اسید اولین بار در سال  هیالورونیک

اسید که متشكل از دو قند  ساختار شیمیايی هیالورونیک 1951گاو جدا شد و در سال 

به  hyalosآمد.نام اين ماده از کلمه ي يونانی  دست اسید می باشد به آمین و گلوکرونیک گلوکوز استیل ان

اسید يک اسید می  شد که هیالورونیک است. ابتدا تصور می اسید تشكیل شده معناي شیشه و اورونیک

 داد. هاي فیزيولوژيک از خود رفتار نمک را نشان می باشد ولی اين ماده در محیط

اولین کاربرد اين ماده که جايگزينی براي سفیده تخم مرغ در صنعت شیرينی  1942در سال 

 شد. ث تEndre Balazs توسط  پزي بود

هاي چشم به عنوان جايگزين محتويات زجاجیه بود  اولین کاربرد پزشكی اين ماده در جراحی

 .(8)صورت گرفت 1951که در سال 

 اسید های دیگر هیالورونیک کاربرد-2-9

ل ويسكوزيته ي بالا، قابلیت هیدراته شدن، غیر اسید شام فرد هیالورونیک به هاي منحصر ويژگی

هاي مختل  پزشكی،  پذيري باعث شده تا اين ماده در حوزه سازگار سمی بودن، سختی زنجیره و زيست

 باشد. دارويی، آرايشی، پزشكی بازساختی و حتی صنعت غذايی کاربرد داشته

شد و در صنعت بسیار حائز اهمیت با مولكولی آن می اسید وابسته به وزن نوع کاربرد هیالورونیک

التهاب و  ( بیشتر نقش ضدx>116اسید هايی با وزن مولكولی بالا) است. به طوري که هیالورونیک

هاي مولكولی بالاي اين ماده  زايی دارند. در درمان بیماري هاي آرتريت روماتوئید نیز از وزن رگ ضد

زايی وايجاد  ( در رگx<116>114كولی متوسط)اسید هايی با وزن مول شود. هیالورونیک استفاده می

ترمیم  (در سیگنالینگ، x<114اسید هايی با وزن مولكولی پايین ) التهاب نقش دارند و هیالورونیک
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ها نقش دارد در حالی که از تمايز  هاي اندوتلیال و اندوسیت ها ،سلول ها و تمايز فی روبلاست زخم

 هاي کارديوسیت ممانعت می کند. سلول

اسید می باشند که بیشترين درصد آن با  ست، چشم و مفاصل داراي مقدار زيادي هیالورونیکپو

پذيري آن  نرمی و انعطاف اين ماده در پوست به حفظ رطوبت،.توجه به وسعت در پوست وجود دارد

کند. در حالی که مواردي مانند دخانیات، اشعه فرابنفش و کهولت سن باعث کاهش میزان  کمک می

هاي صورت  سازي و رفع چین و چروك       منظور جوان شود. از اين روي به اسید در پوست می رونیکهیالو

شود.در  اسید به صورت کرم و يا به عنوان پرکننده به صورت تزريقی استفاده می از هیالورونیک

شود.پیرو اين  یاسید به عنوان پر کننده براي پروتز لب استفاده م هاي زي ايی نیز از هیالورونیک جراحی

اسید با وزن مولكولی پايین در حدود  فوايد در فرمولاسیون برخی از لوازم آرايشی نیز از هیالورونیک

پذيري در لايه شاخی اپیدرم را دارد و به به ود  شود که توانايی نفوذ دالتون استفاده می 115

 کند. هیدراسیون بافت کمک می

ن،کاهش اصطحكاك و جذب نیروهاي وارده را دارد .در در مفاصل مايع سینويال نقش روان کرد

هاي ارتوپدي مثل  اسید است. در بیماري ها هیالورونیک ساز روان  اصلی تشكیل دهنده  اين مواضع ماده

هاي آزاد و  اسید به وسیله راديكال آرتريت و يا روماتوئیدآرتريت عامل بیماري تخريب هیالورونیک استئو

هاي روان  شود.در درمان اين بیماري به منظور کاهش درد از مكمل يته میدر نتیجه کاهش ويسكوز

سولفات پیشنهاد  شود که براي نتايج بهتر ترکیب آن با کندرويتین اسید استفاده می کننده هیالورونیک

 شود.  می

باشد از اين رو در درمان خشكی چشم و  اسید هیدراسیون آن می درچشم نیز نقش هیالورونیک

 گیرد. ريد به صورت قطره اي و يا تزريقی مورد استفاده قرار میمروا آب

زايی نیز نقش مهمی دارد. به طورمثال هنگامی که آسیب  اين ماده در سیگنالینگ التهاب و رگ

يابدکه عملكرد آن شامل  يا جراحتی در سطح بدن اتفاق می افتد میزان اين ماده در بدن افزايش می

هاي اپیتلیال و  در التهاب جهت افزايش پاسخ ايمنی و پاسخ به سلول هاي درگیر فعال کردن سلول

باکتريال اين ماده باعث شده که از اين ماده  شود اين ويژگی علاوه بر خاصیت آنتی ها می فی روبلاست

 به عنوان دارويی براي به ود جراحات استفاده شود.

رفلاکس معده نیز نقش دارد. با  اسید در کاهش اند که هیالورونیک تحقیقات جديد نشان داده

شود، ترکیب  رفتن پوشش مري می بین توجه به اينكه برگشت اسید معده به داخل گلو موجب درد و از

 .(12-9)شود سولفات باعث به ودي آن از طريق ترمیم پوشش مري می اسید و کندرويتین هیالورونیک
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کیلو دالتون با نام تجاري  211ی در بازار، وزن هاي مولكولی پايین  در حدود به طود کل

Connectivine   در داروهاي درمانی پوست و محصولات آرايشی بهداشتی کاربرد دارد.در تزريق داخل

شود که با نام  کیلو دالتون استفاده می1811-711هايی با وزن مولكولی  اسید مفصلی از هیالورونیک

 باشند. موجود می Orthoviscو  Hyalgan   ،Hyalubrixاري هاي تج

هاي داخل  هاي پلاستیک و يا کاربرد کیلو دالتون در جراحی 1511هاي مولكولی بالاتر از  از وزن

 .(13)شود چشمی استفاده می

 پیشینه خالص سازی هیالورونیک اسید-2-4

اسید ومیزان اهمیت خلوص اين ماده در کاربردي بودن  با توجه به نیاز روز افزون جوامع به هیالورونیک

هاي آن انجام شده است که به  سازي بیشتر و کاهش هزينه لعات متعددي جهت خالصآن، مطا

 است. ها اشاره شده تعدادي از آن

 Haidong Zhou اسید از محیط کشت را  خالص سازي هیالورونیک2116و همكارانش در سال

هاي مولكولی  ها و اولترافیلتراسیون براي جداسازي وزن توسط میكروفیلتراسیون براي جداسازي سلول

هاي آن  درصد بازده دارد و ال ته وجود ناخالصی پروتئین در محصول از نقص 88انجام دادند. اين روش 

 .(14)شود محسوب می

سازي به وسیله ي سیلیكا  و همكارانش روش خالص Vidhya Rangaswamy  2118در سال 

اسید به وسیله ي  فیلتراسیون غشايی را ارائه دادند. اين مرحله با رسوب هیالورونیک ژل، کربن فعال و 

پروپانول شروع میشدو سپس سانتريفیوژ شد و از محلول چارکول ع ور داده شد. در نهايت محلول -2

خالص و سپس استريل  اسید با ع ور از اولترافیلتراسیون در حالت فیلتراسیون غشايی هیالورونیک

 .(15)باشد /درصد می16گرديد. میزان ناخالصی اين روش 

Unluer O.B مولكولی  در مطالعه اي با استفاده از روش قالب 2113مكارانش در سال و ه

(molecular- imprintingموفق به انجام تخلیص هیالورونیک )  اسید انجام شدند. مولكول الگوي

باشد که بعد از جدا کردن آن جايگاه  اسید می انتخابی براي ساخت قالب در اين آزمايشات گلوکورونیک

کند. اين روش ارزان و با سازگاري بالا با  اسید عمل می ختصاصی براي هیالورونیکحاصله به صورت ا

باشد. در اين روش پلیمر قابلیت استفاده طولانی مدت ندارد و براي جداسازي  محیط زيست می

 .(16)باشد پذير نمی اسید امكان هاي مولكولی مختل  هیالورونیک وزن
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و همكارانش  به منظور  .Jagadeeswara Reddy K توسط2113ي که در سال ا در مطالعه

صورت گرفت، حلال  Streptococcus zooepidemicusاسید از محیط کشت  سازي هیالورونیک خالص

فیزيولوژيک به pH اسید با استفاده از کاهش  آلی مورد استفاده ايزوپروپیل بود و جدا کردن نوکلئیک

است و در نهايت براي  ذغال فعال و سانتريفیوژ انجام شده با تیمار و  تري کلرو استیک اسید وسیله ي

. بازده است وزن مولكولی مورد نظر از اولترافیلتراسیون استفاده شدهاسید با  جداسازي هیالورونیک

 .(5)بوده است 2/99درصد هیالورونیک اسید با درصد خلوص  72روش مورد استفاده 

و همكارانش سعی کردند تا با استفاده از فیلتراسیون مماسی Sungchul Choi  2114 در سال 

فیلتراسیون  ها از بازده و درصدخلوص را تا حد امكان بالاب رند. در اين روش پس از جداسازي باکتري

سین و ها و اندوتوک بردن رنگ غشائی و در نهايت از فیلتراسیون مماسی استفاده شد. براي از بین

درصد بازده داشت که علاوه بر  61نوکلئیک هم از کربن فعال و آلومینا استفاده شد. اين روش  اسید

 .(7)گران بودن فیلتراسیون مماسی نقص پايین بودن بازده را نیز به همراه داشت

ارائه شد استفاده از کروماتوگرافی با   Anayla S.Sousaتوسط  2114روش ديگري که در سال 

ستون ساکارز بود علاوه بر بالا بودن قیمت ستون و نداشتن بازده بالا، نیاز به تكرار پروسه ي 

ي تخلیص  اسید حین پروسه رفت میزان زيادي هیالورونیک گذاري داشت که باعث هدر رسوب

 .(17)شد می

 سیستم میکروفلوئیدیک-2-5

میكروفلوئیديک دانش و تكنولوژيِ به کارگیري و مديريت مقادير کم سیالات بر پايه استفاده از 

رشته است که در آن از  هايی در مقیا  میكرومتر و نانومتر می باشد.میكروفلوئیديک علمی بین گذرگاه

هاي  هايی بسیارکوچک با کاربرد و مهندسی براي ايجاد دستگاهاصول اولیه فیزيک، شیمی، زيست 

 . (18)است مختل  جداسازي، سنتر، آنالیز و .. استفاده شده

کردن اندازه دستگاه ها و قطعات در کنار استفاده از حجم بسیار کم ماده موجب افزايش   کوچک

 .(19)شود سرعت واکنش، کاتالیز، انتقال حرارت و ترکیب مواد می

باشد.  آي می ان هاي روش میكروفلوئیديک جداسازي انواع سلول و ذرات دي يكی از کاربرد

ی کاربرد دارد که براسا  اندازه ،تغییر جداسازي سلول درحیطه سلامت، تحقیقات و موارد صنعت

شود به موثر بودن نقش آن در تشخیص  شود. در حیطه سلامت می هاي ذاتی انجام می شكل و ويژگی

هاي قرمز منجر به بسته شدن ها اشاره کرد.به طور مثال در بیماري مالاريا تغییر شكل گل ول بیماري
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هاي میكروفلوئیديک  غییر شكل میتوان به وسیله ساختارسیستم مويرگی میشود که با استفاده از اين ت

 .(3)ها را جدا و براي تشخیص بیماري از آن استفاده کرد  اين سلول

 میکروفلویدیک  تاریخچه-2-6

مولكولی و  هاي میكرو آنالیز،دفاع زيستی، زيستحیطه روش 4سیالات در  عوامل پیدايش میكرو

 میكروالكترونیک ريشه دارد.

ترين نقش را در پیدايش میكروسیالات دارد که در فناوري هاي مثل  میكروآنالیز قديمی  حوزه

ها  شود. اين فناوري شار بالا و الكتروفورز مويینه مشاهده میکروماتوگرافی گازي،کروماتوگرافی مايع با ف

است که موفقیت در اين  مورد آزمايش شده  کمتر از نمونه  منجر به بالارفتن حساسیت با وجود استفاده

 کاره شد. هاي مینیاتوري و همه پیشرفت به روي فناوري ها منجر به باز شدن دريچه فناوري

باشد .زمانی که جنگ سرد دفاع زيستی می  سايرين است در حوزه دومین عمل که متفاوت از

هاي شیمیايی و بیولوژي نظامیان زيادي را مورد تهديد قرار دادند. آژانس  به پايان رسید سلاح

هاي میكروسیالی به  سیستم  ها را با هدف توسعه هاي تحقیقاتی وزارت دفاع آمريكا تعدادي پروژه پروژه

اي تهديدات شیمیايی و فیزيكی تعري  کرد که محرك اصلی رشد سريع ه رساز عنوان آشكا

 میكروفیزيک دانشگاهی است .

هاي ژنومیک در سال  مولكولی منشا می گیرد. انفجار داده زيست  سومین عامل ازحوزه

يابی را به همراه داشت که نیاز به  هاي میكروآنالیزي مرت ط را مانند روش توالی ،ايجاد روش1981

 حل آن بود. تفكیک بالاتر از ق ل داشتند.  میكروسیالات راه کرد و حساسیت و قدرت هايی با کار رابزا

میكروسیالات ريشه می گرفت. اولین امیدواري ها براي ساخت   چهارمین عامل از حوزه

ار ک هاي مرت ط با آن بود که در حوزه میكروالكترونیک به هاي میكروسیالی لیتوگرافی و فناوري تراشه

 .(21)شده بودند گرفته

 فواید سیستم میکروفلوئیدیک-2-7

از اولین و واضح ترين فوايد سیستم میكروفلوئیديک میتوان به مصرف کمتر مواد اشاره کرد که 

بودن  با توجه به گران. (21)شود برابر نمونه کمتري مصرف می 112_113در مقايسه با روش هاي سنتی 

مواد و ريجنت ها از يک طرف و محدوديت نمونه هاي موجود، اين برتري ارزش زيادي در پیشرفت 
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علم کنونی داشته است. همچنین حساسیت بالاي اين روش موجب شده که از آن براي تشخیص 

 تر استفاده شود. هايی با بازده بالا وکاربرد

ازي و به صورت همزمان در روي يک چیپ، انتقال حرارتی ها به صورت مو امكان انجام سنجش

دن ال دارد و افزايش نس ت سطح به  تر ذرات را به جايی سريع به الكتريكی که جا تر بودن میدان بالا، قوي

ها و مواد را فراهم می کند موجب کاهش زمان مصرفی در  دهنده حجم که امكان تما  بیشتر واکنش

مهمی را در  ي سنتی شده است که به همراه مصرف بهینه مواد نقشها اين روش نس ت به روش

 بودن اين روش ايفا می کند. اقتصادي

هاي  کار در جداسازي ،ترکیب ،تست شدن مراحل کوچک بودن اندازه قطعه و اتوماتیک انجام

ست که ا آورده شدن نقش انسان را در مراحل آزمايش به وجود هاي ديگر امكان کمترتشخیصی و کاربرد

هاي سازي و تستهاي متقاطع و اطمینان بیشتر کار مخصوصا در خالص منجر به کاهش آلودگی

 تشخیصی ط ی شده است.

گیرد که  در اين روش با توجه به کوچک بودن قطعه انتشار مواد با سرعت بالاتري سرعت می

 شود. شدن محسوب میمخلوط  هايی با مرحله مث تی براي چیپ نكته

 شود.بودن موجب مصرف کمتر برق و انرژي میرارت سريعتر،اجزا کمتر و کوچکانتقال ح

ها در  مقیا  بالا وجود ندارد که با استفاده موارد بالا امكان انجام برخی از تست همه علاوهبه

 .(23, 22)شود اين روش اين مشكل نیز حل می

 کاربرد های سیستم میکروفلوئیدیک-2-1

 پروتئومیكس، هاي مختل  بیولوژيكی شامل آنالیزهاي شیمیايی، میكروفلوئیديک در حوزه

 رسانی نقش دارد. هاي سلولی و دارو تست

ده بالا را به هاي سريع و با باز پیچیدگی مراحل توالی يابی پروتئین و دي ان ا تقاضا براي آنالیز

حل آن بود و باعث ورود میكروفلوئیديک در حوزه  هايی با ساختار میكرو راه وجود آورد که سیستم

 است. ژنتیک شده

ها در استفاده از میكروفلوئیديک است. آزمايشات  حوزه سلولی يكی از پرکاربردترين حوزه

 (LDR)،آنزيم هاي محدود کننده ، Real time PCR ،(PCR) اي پلیمراز مولكولی مثل واکنش زنجیره

Ligase detection reaction توجه  سلولی هم با هاي آن می باشد. درکشت مويینه از مثال و الكتروفورز

فرد  به هاي منحصر به امكان کنترل دقیق شیمیايی و دمايی که ناشی از وجود جريان لامینار و رفتار
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است .از ترکیب کشت سلول و  د کسب کردهسیالات است، اين سازه جايگاه ويژه اي براي خو

 توان استفاده کرد.میكروفلوئیديک در میكروبیوژي و کنترل رشد میكروب ها نیز می

در حوزه دارو رسانی نیز علاوه بر مزايايی از جمله مصرف کمتر دارو،اجراي راحت تر پروسه و 

دارو رسانی نیز ديده میشود.  کسب الگوي ترشح پیچیده ،در قالب میكروسیستم ها ، هدفمند تر شدن

ها در سه گروه بیوکپسول  و میكروپارتیكل با هدف ترشح هدفمند دارو،میكرونیدل  اين میكروسیستم

هاي قابل کشت با هدف دارورسانی به  با هدف تحويل داخل وريدي و پوستی دارو و میكروسیستم

 .(25, 24)گیرند صورت هوشمند جاي می

ها ترکیب سیستم میكروفلوئیديک با پمپ و دريچه و شناساگر با نام جداي از اين حوزه

 micro total analysis)گر  هاي میكرونی تجزيه (يا سازواره (lab on chipآزمايشگاه بر تراشه 

systems) شود. شناخته می 

  های میکروفلوئیدیکیجنس سازه-2-3

شدند که امكان ترکیب با  ا استفاده از سیلیكون ساخته میاولین ساختارهاي میكروفلوئیديكی ب  

هاي الكترونیكی را دارند . براي ساخت سازه هاي سیلیكونی از روش هاي فوتو لیتوگرافی و ساختار

 شود. زنی استفاده می قلم

ها را از سیلیكون به شیشه تغییر داد چرا که شیشه با  پیشرفت در اين حوزه ، ساخت سازه 

راحتی  شد و به کرد، عايق خوبی محسوب می جريان را فراهم می  شفافیت امكان مشاهدهتوجه به 

طرفی سازگاري بیشتري با جريان الكترومغناطیسی از خود  قابلیت اتصال به صفحات ديگر را داشت. از

کنند و در جريان سیال حائز  ها به صورت بالقوه به مانند پمپ عمل می داد که اين جريان نشان می

هاي سیلیكونی دارند که  تمايل به برقراري پیوند با گروهDNAباشند. از جهتی پروتئین و  اهمیت می

کرد که خود اين آفرين باشد. براي حل اين مشكل میتوان از پوشش مناسب استفاده تواند مشكل می

 . (26)شود ي اضافی محسوب می حل يک مرحله راه

 متاکريلات متیل پلی (،PDMSسیكلوکسان) متیل دي هايی چون پلی در گذر زمان پلیمر

(PMMA،) (پلی کربناتPCو غیره نیز مح وبیت زيادي براي کاربرد در سازه ) هاي میكروفلوئیديكی

 .(25)پیدا کردند

زيست سطحی ،سازگاري با محیط هاي زيادي از جمله قابلیت تغییرات ها داراي مزيت پلیمر

حرارتی و  مكانیكی ،مقاومت هاي نوري، خواص برابر مواد شیمیايی، ويژگی و...هستند و در مقاومت در
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هاي اولیه  ها آسان بوده و موجب کاهش هزينه زيادي دارند. به علاوه ساخت به وسیله پلیمر غیره تنوع

 .(27)شودو پیچیدگی کار می

 اکريلات رايج تر هستند. متیل سیلوکسان و پلی متیل دي در اين بین پلی

شود  دارند گفته میSi-Oسیلوکسان به کلا  پلیمرهايی که سیلیكون با اسكلت  متیل دي یپل

هاي تكراري شود. اين ماده از واحد که اين اسكلت به راحتی به گروه هاي ارگانیک متصل می

(CH3)2SiO2 ،ساخته شده است که برحسب تعداد پیوند هاي عرضی میتواند به صورت امولسیون

 M.Witesideتوسط 1995ين، الاستومر و غیره باشد. اولین بار اين ماده در نیمه اول کننده، رزروان

هاي الاسترومیک به داخل قالب  هاي با اين جنس مونومر استفاده قرار گرفت. براي ساخت چیپ مورد

مشابه خود يا قابلیت جدا شدن و اتصال به سطح  راحتی آمدن به شدند و بعد از به عمل ريخته می

 شود. هاي اين پلیمر محسوب می ديگر را دارندکه از مزيتسطح 

گلس، لاکريل و پرپكس شناخته شده است. اين  متاکريلات با نام هاي تجاري پلگسی اتیل پلی

هاي رقیق مقاوم است و قابلیت تولید  ماده در برابر آب، روغن هاي معدنی، آمونیاك، و اسید و باز

 (25)مجدد دارد.

ها معاي ی چون خورندگی در برابر برخی از  ال ته با وجود سهولت در تولید و استفاده از پلیمر

.در نتیجه انتخاب (28)شود ها ديده می يین فلور سانس در آنهاي پا مواد و محدوديت در طول موج

ماده مناسب جهت تولید سازه تا حد زيادي به نوع کاربرد آن بستگی دارد. بنابر اين به طور کلی در 

هاي جاذب مولكولی، بار سطحی تحرك  هاي میكروفلوئیديک علاوه بر ويژگی انتخاب جنس سازه

کاري بايد به نوع روشی که براي ساخت  ومغناطیسی، خواص نوري و قابلیت ماشینهاي الكتر جريان

هايی نیز دارند،  سازه استفاده میشود نیز توجه کرد چرا که روش هاي مختل  به همراه خود محدوديت

شوند  هاي حیاتی محسوب می گیري تزريقی دماي انتقالی و دماي ذوب از پارامتر به طور مثال در قالب

 .(29)ايد به آن ها توجه کردکه ب

 های ساخت سیستم میکروفلوئیدیکروش-2-81
هاي به اصطلاح تكثیري  هاي میكروفلوئیديک را میتوان به دودسته روش هاي ساخت سازه روش

 هاي مستقیم تقسیم کرد.  که براي ساخت نیاز به ساخت قالب به عنوان واسطه دارند و روش
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 های تکثیری روش-2-81-8
اي براي ساخت  شدن مرحله ها استفاده از يک قالب و اضافه شويژگی مشترك تمامی اين رو

 قالب است.ال ته با وجود زمان بر بودن ساخت قالب، معمولا میتوان از آن به صورت مكرر استفاده کرد.

گیري تزريقی، گرم کوبی هاي ماشین کاري، قالب هاي تكثیري میتوان انواع روش از نمونه روش

 ايم. ها پرداخته به اختصار به آن گري اشاره کرد که و ريخته

 ماشین کاری-2-8-81-8

است چرا که  هاي میكروفلوئیديكی مورد استفاده قرار گرفته اولین روشی که براي ساخت سازه

اي در صنعت  هاي سیلیكونی و شیشه ها از جنس سیلیكون و شیشه بودند و بیشتر سازه اولین سازه

 .شدند هادي با اين روش ساخته می نیمه

کاري  بندي می شوند. در ماشینکاري به دو دسته ي حجمی و سطحی ط قه هاي ماشین فرايند

ها  بعدي با استفاده از روش  لايه ساخته می شوند و در مرحلههاي مختل  بر روي زير سطحی لايه

 شود. هايی از روي زير لايه برداشته می خاص لايه

و خشک انجام می شود که در آن  کاري حجمی به دو روش زدايش تر ماشین میكرو

شوند. قلم زنی، فتولیتوگرافی، لیتوگرافی از انواع روش هاي  ها بر روي زير لايه ساخته می ساختار ريز

باشد که از ها به اتاق تمیز می کاري نیاز آنهاي ماشین کاري هستند. وجه مشترك تمامی روش ماشین

هاي  . بااين وجود با توجه به دقت بالا يكی از روششود اي محدوديت اين روش نیز محسوب می زاويه

 شود. مرسوم براي ساخت محسوب می

ساخت قالب با روش هاي فوتولیتوگرافی مرسوم می باشد که در آن ويفر سیلیكون را با يک 

ماده مقاوم به نور پوشانده و روي آن ماسكی به شكل طرح مورد نظر قرار میگیرد. با تابش نور با توجه 

تواند منفی و مث ت باشد قسمتی که در معرض نور قرار میگیرد  وع پلیمر مورد استفاده  که میبه ن

نظر  شود و طرح مورد شود. در مراحل بعدي قسمت هاي اضافی با حلال شسته میسفت و يا نرم می

 .(31, 26)ماند باقی می

 قالب گیری تزریقی-2-8-81-2
باشند، تحت فشار  ها می اسا  اين روش تزريق تحت فشار مواد مذاب که عموما ترموپلاستیک

هاي اين روش انتخاب جنس قالب  باشد است. از محدوديت اي که شامل قالب می بالا به داخل محفظه

ي که براي جداسازي اي باشد که با پلیمر واکنش ندهد و همچنین انتخاب مواد است که بايد به گونه
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هاي پلیمر وجود  قالب از پلیمر استفاده میشنود چرا که امكان آلودگی سطح و يا تاثیر بر روي ويژگی

 .(26)هاي ماکرو معمول است وجود اين روش براي استفاده در مقیا  دارد. با اين

 کوبی گرم-2-8-81-9

طوري که قالب و صفحه ترموپلاستیک در  باشد، به عملكرد اين روش مشابه استفاده از مهر می

گیرند و به حالت ساندويچ در  يک محفظه خلا، تحت تاثیر فشار و حرارت در تما  با هم قرار می

شی سريع و ارزان ها رو شوند. در مقايسه با بقیه روش آيند. در مرحله بعد سرد شده و از هم جدا می می

سازي قالب است. با توجه به پیچیده بودن وسايل لازم  ترين مرحله آن آماده شود و زمان بر محسوب می

براي اين روش، استفاده از اين روش در مقیا  ماکرو و بیشتر در مراکز صنعتی نس ت به تحقیقاتی 

 .(26)تر استمعمول

 گریریخته-2-8-81-4

اين روش نیز از شود. کردن آن اسا  اين روش محسوب می ريختن ماده مذاب در قالب و سرد

ترين مرحله آن محسوب می شود و  بر روش هاي ساده و ارزان محسوب می شود،ساخت قالب زمان

توان از اين روش  می PDMSاستفاده از آن در صنعت رايج می باشد.براي ساخت سازه هايی از جنس 

 .(31)استفاده کرد

 های مستقیم روش-2-81-2

ک کردن و هاي سنتی که براي ساخت میكروفلوئیديک استفاده می شوند مثل فرز، حروش

ها نیاز به قالب براي ساخت قطعه مورد نظر  گیرند. در اين روشبريدن عموما در اين گروه قرار می

 .شود هاي ساخت حذف می نیست در نتیجه يكی از مراحل زمان در روند

 لیزر - 2-81-2-8

ده در آن فعال استفاده شون  باشد که با توجه به ماده هاي اين گروه لیزر می ترين روش از معمول

نس ت به بقیه در ساخت  CO2بین لیزر شود. در اين تقسیم می جامد وغیرهبه انواع گازي، اگزايمر، 

 تر است. هاي میكروفلوئیديكی اولويت دارد و معمول سازه

هاي ديگر میتوان به عدم نیاز به اتاق تمیز، سرعت  از فوايد استفاده از لیزر در مقايسه با روش

 مراحل برش و مقرون به صرفه بودن جهت تولید ان وده اشاره کرد. بالا، عدم تما  در

باشد که تابش نور به صورت پیوسته در طول موج  به اين صورت میCO2نحوه عملكرد لیزر 

مورد نظر   نظر موجب بالارفتن دماي سطح مورد اصابت، ذوب شدن ناحیه مورد  میكرومتر به ماده6/11
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هاي پلیمر مربوطه شكسته شدن پیوند هاي بین مونومر  یه به وسیلهنهايت متلاشی شدن آن ناح و در

 شود. برش فتودمايی گفته می  میشود.که به اين نوع نحوه

پذيري باشند میتوان به  میزان نفوذ از عواملی که در میزان کیفیت عملكرد لیزر حائز اهمیت می

رت و سرعت دستگاه را نام برد .به طوري حرارتی پلیمر مورد نظر، فاصله پرتو لیزر تا سطح پلیمر، قد

کانونی لیزر باشد تابش ها در نقطه کوچكتري   لیزر و سطح ماده برابر با فاصله پرتوی که اگر فاصله 

رود. انتخاب قدرت و سرعت و تعداد ع ورپرتو لیزري دستگاه  متمرکز میشوند و دقت کار بالاتر می

, 25)سزايی دارد گاه ها در میزان خش خوردگی نیز تاثیر بهبر تاثیر در میزان پهنا و عمق گذر علاوه

32-34). 

 فرز کاری-2-81-2-2
کاري اشاره کرد. در اين روش با حرکت دورانی ابزار از  هاي مستقیم میتوان به فرز از ديگر روش

روش میتوان خودکار بودن آن را ذکر کرد که با شود. از فوايد اين  روي سطح ماده لايه برداري می

هاي طراحی به ساخت ت ديل  اي طرح کشیده شده به وسیله نرم افزار استفاده ازکنترل عدد رايانه

میشود. از مزاياي اين روش سرعت بالا تولیدو دقت آن را میتوان نام برد. از اين روش براي موادي که 

اکريلات میتوان استفاده کرد. حداقل پهناي متا متیلهايی چون پلی  سخت هستند مثل پلیمر

 .(35)باشدمیكرومتر می 31هايی که با استفاده از اين روش میتوان ايجاد کرد  گذرگاه

 های اتصال سطوح روش-2-88

آخرين مرحله در ساخت سازه میكروفلوئیديک، اتصال سطوح آن می باشد که به مرحله 

هاي سنتی اتصال شامل اتصال  شود.  روش ترين مراحل نیز محسوب می باندينگ معروف و از مهم

ه وسیله ي ي پرتوهاي ماکروويو و اتصال ب حرارتی، اتصال به وسیله اشعه فرابنفش، اتصال به وسیله

ها در اتصال  باشد. دفرمه شدن شكل کانال ها و تغییر ويژگی هاي الكتريكی سطح کانالاصطحكاك می

قیمت هستند در  خاصی تابش دارند و بسیار گران  هاي فرابنفش که در محدوده حرارتی، نیاز به لامپ

حلال هاي آلی چون اتصال به وسیله اشعه فرابنفش و دفرمه شدن شكل کانال ها در استفاده از 

کلروفرم با وجود ارزان، سريع و راحت بودن روش و معاي ی ازين دست موجب شد که از راه هاي 

 جايگزين براي اتصال استفاده شود.

مندي از مزاياي روش  حلالی موجب شد تا علاوه بر بهره -استفاده از اتصال ترکی ی حرارتی

 ود.اتصال حلالی ،نقايص روش حرارتی نیز برطرف ش
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شود .به طوري که با  در اين روش از حلال هايی چون اتانول و ايزوپپروپیل استفاده می

در حلال حل شده، با بالا PMMA شدن حلال بین دو لايه و بالا بردن دما ،مقداري از سطح   پخش

 .(37, 36)شود بردن دما حلال ت خیر شده و مونومر هاي دولايه به يكديگر متصل می

 سیالی های نرم افزاری نحوه ساخت سازواره میکرو بررسی-2-82

سازي سیال و بررسی همزمان چند پارامتر  میكروفلوئیديک، نیاز به ش یه  در ساخت سازه

هايی مانند کامسول که اين قابلیت را در اختیار کاربر قرار می  فزار باشد. بدين منظور از نرم فیزيكی می

 شود. دهند ،استفاده می

هاي مربوطه  نتخاب تعداد بعد، فیزيکگونه می باشد که بعد از ا عملكرد اين نرم افزار بدين

 شود. زمان باشد انتخاب می از زمان و يا مستقل به انتخاب و نوع بررسی آن بسته به اين که وابسته

در ادامه هندسه کانال طراحی، جنس مواد مورد استفاده انتخاب و فیزيک هاي مربوطه 

 شود . گزار تعیین می تائیر

 شود. ی و سازه ش یه سازي میدر نهايت موارد مورد نیاز بررس

 (Reynolds numberعدد رینولدز)-2-89

پارامتري بدون بعد است که براي بیان جريان جان ی) لامینار( به کار میرود. اين عدد با سرعت 

و ابعاد متناسب و با چگالی)ويسكوزيته( نس ت عكس دارد. به ع ارتی ديگر میتوان گفت نس ت نیرو 

هاي میكروفلوئیديک چون  باشد.در جريان نیرو چگالی بیانگر عدد رينولدز میاصطحكاك )اينرسی( به 

 .(39, 38)باشد ابعاد کم است عدد رينولدز کوچكتر از يک و جريان لامینار می

 فرمول رينولدز:

Re=
𝜌  
 

 

 که در اين ع ارت:

ρ(kg/mچگالی سیال،
3
) 

V (m/s) ،سرعت سیال 

L(m) طول مشخصه سیال، 
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μ (mباشد. ضريب گرانروي سیال می 
2
/s) 

 جریان لامینار-2-84

 شوند: ها معمولا با توجه به عدد رينولدز به دو دسته تقسیم می جريان

 هاي خطی کاملا منظم هستند. که در آن جريانهاي لامینار  جريان-1

شوند و جريان هاي خطی کاملا  هاي آشفته که با نوسانات نا منظم سرعت شناخته می جريان-2

 .(41)شوند اي را شامل می نا منظم و آشفته

 نیروی مویینگی-2-85

هايی با ابعاد میكرون نیرويی غالب است که به پیشروي مايع خلاف جهت نیروي  در ساختار

 .(41)حرکت سیال در يک ساختار باريک است کننده کند. به ع ارتی بیان گرانشی کمک می

 تماسی  زاویه-2-86

هاي میكروفلوئیديک است که به  دادن اهمیت سطح در سازه يكی از مفاهیم بنیادين در نشان

تماسی میان سطح مايع با جايی که مايع سطح جامد را لمس می کند، تعري  می شود.   صورت زاويه

زديک شود، درجه ن 181هر چه اين زاويه به صفر نزديک باشد، تر شوندگی سطح بیشتر و هر چه به 

 .(21)گريزي سطح بیشتر است آب

 خط جریان-2-87

توان در سیال رسم کرد، بطوري که نمايانگر  اي که می خط جريان ع ارت است از خط پیوسته

 .بردار سرعت در هر نقطه باشد

 های جداسازی در سیستم میکروفلوئیدیک انواع روش-2-81

فعال  ي کلی فعال و غیر  هاي جداسازي در سیستم میكروفلوئیديک به دو دسته انواع روش

شود که در نوع فعال از يک نیروي بیرونی استفاده می شود و در نوع غیرفعال از کنش بین تقسیم می 

شود. از فوايد نوع غیر فعال نیاز ن ودن به وجود نیرو ها استفاده می ذرات و جريان و ساختار کانال

 .(3)دباش وري بالاتر می باشد، در مقابل برتري نوع فعال به غیر فعال بازده و بهره بیرونی می
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هاي  و از روش Pinched flow filtrationتوان به  هاي غیر فعال میتوان به طور مثال می از روش

 فعال به نوع الكتروفورز اشاره کرد.

2-81-8- Pinched flow filtration 

در اين روش قطعه شامل دو ورودي است که مايع حاوي ذرات توسط مايع بدون ذره مورد 

باريک است که در آن ذرات با توجه به اندازه از ديواره   حاوي يک ناحیه تمرکز قرار گرفته.میكروکانال

ي  ي باريک هندسه گیرند و هر کدام روي يک جريان خطی قرار میگیرد. بعد از ناحیه فاصله می

هاي خطی متناسب با هندسه ي آن ناحیه  میكروکانال تغییر میكند که باعث تغییر شكل جريان

که در جريان لامینار ذرات تمايل به  شود. از آنجايی هاي خطی بیشتر می نمیشود و فاصله بین جريا

کند ، هر جريان خطی ذراتی با  حرکت در طول جريان خطی دارند که از مرکز جرمی آن ها ع ور می

هاي  بودن جرم ذرات در نهايت خروجی شامل جريان سايز مشخص را حمل میكند. با توجه به متفاوت

 .(3)ام ذراتی با سايز مشخص را در بر میگیردخطی است که هر کد

 الکتروفورز میکروفلوئیدیک-2-81-2

ترين مدل آن  باشد که قديمی اين روش از نوع روش هاي جداسازي فعال میكروفلوئیديک می

حال استفاده از  گیرد. با اين باشد که با توجه به ابعاد آن در اين دسته قرار می الكتروفورز مويینه می

وجود  تر بودن ابعاد اين امكان را به کوچکمیكروچیپ ها به جاي الكتروفورز مويینه با توجه به 

رفت حرارتی به نس ت بیشتر باشد ودر نتیجه بازده بیشتري  الكتريكی و هدر است که میدان آورده 

وجود هنوز هم براي ساخت میكروچیپ ها از تئوري ها و تجارب الكتروفورز مويینه  داشته باشد. با اين

 (42)شود. به عنوان مرجع استفاده می

 آزادمیکروالکتروفورز جریان-2-83
ي ايجاد  آزاد يک نوع جداسازي مستمر است که در آن جداسازي به وسیله الكتروفورز جريان

الكتريكی رخ میدهد. در اين  الكتريكی و در نتیجه تغییر زاويه ذرات مختل  بر حسب میزان بار میدان

 نوع روش فاز ثابت مثل ژل وجود ندارد.

ي ديگر الكتروفورز داراي رزولوشن بالاتر است. اين روش مشكلات کمتري هادر مقايسه با روش 

 هاي ديگر دارد. همچون ژول دمايی نس ت به روش

هاي ارگانیک استفاده  از اين روش براي جداسازي سلول، ارگان، پپتید، پروتئین و ترکیب

 .(44, 43)شود می
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 قانون مورای-2-21

 شود ساختار درختی که با نام هايی چون ساختار دندريت،شاخه دار يا منشعب هم شناخته می

در متن ط یعت مثل عروق خونی آون هاي گیاهان،شاخه هاي درختان ،رعد و برق ،مجراهاي سینه 

ها وجود دارد  شود. با وجود تنوعی که در بین اين ساختار هاي عص ی و .. به وفور ديده می ،دنريت

بین   ها مشابه است. اين تشابه تحت عنوان قانون موراي که رابطه مشخصات آماري در بین همه آن

مطرح شد. با استفاده از اين  1926کند در سال  شعاع و جريان و سرعت را در شرايط بهینه بیان می

 باشد .قانون حداقل انرژي براي حفظ و گردش سیال مورد نیاز می

کند که در حالت لامینار میزان سرعت با مكعب قطر کانال متناسب است و  اين قانون بیان می

 باشد. ال هاي دختر با مكعب قطر کانال والد برابر میهاي کان جمع مكعب قطر

هاي میكروفلوئیديكی و کاهش  با توجه به بازده بالا، اين ساختار به منظور ارتقا سطح ساختار

است و پیشنهاد هايی با هدف انتشار و اختلاط استفاده شده افت فشار و مقاومت هیدرولیكی در سازه

 .(46, 45)شودمی

 گیری حباب شکل-2-28

گیري ح اب هاي گازي در اثر الكترولیز يكی از مشكلات بارز در الكتروفورز جريان آزاد شكل

افتد و در ولتاژهاي گیري ح اب هاي هیدروژن در کاتد اتفاق می مولا با شكلباشد. اين اتفاق مع آب می

 شود.آن ح اب هاي اکسیژن نیز در آند تشكیل می بالاتر علاوه بر
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 پروسه الکترولیز آب در حضور پلاتین-1-2شکل

 

میدان  ، با توجه به لامینار بودن جريان در اين روش و استفاده ازpH اين مشكل علاوه بر تغییر

 شود. کند و باعث عدم جداسازي می الكتريكی ح اب در هر دوي اين ها اختلال ايجاد می

آوردن  ها میتوان به پايین آن  هاي زيادي براي حل اين مشكل ارائه شده که از جملهحل راه

ولت  1,23کرد که با توجه به اين که حداقل ولتاژ مورد نیاز براي الكترولیز آب  اختلاف پتانسیل اشاره

باشد، تا حد زيادي بايد اختلاف پتانسیل را پايین بیاوريم که در نتیجه از آن فقط براي جداسازي  می

علاوه زمان طولانی براي جداسازي نیاز است. استفاده  توان استفاده کرد، به ترکیب هايی با سايز بالامی

غشا ن اشد نیز براي جداسازي  طوري که ح اب قادر به ع ور از اين از غشاهاي نیمه نفوذپذير به

 تر کانال دارد. جداسازي و کانال اصلی راه حل دومی است که نیاز به ساختار پیچیده  ها از ناحیه الكترود

باشد که الكترولیز آن در ولتاژهاي پايین تر از آب  میredox –couple راه حل سوم استفاده از

 کین هیدرون به ي شود. از جمله اين مواد می شودصورت بگیرد و در نتیجه از الكترولیز آب جلوگیر

اشاره کرد از محدوديت هاي اين روش،امكان پذير بودن آن در جريان هاي الكتريكی پايین و ايجاد 

 .(44, 43)می باشدpHتغییرات جزئی در 

و يا  حل چهارم استفاده از موانع مكانیكی مابین محفظه جداسازي و محفظه الكترود ها راه

ها به محفظه جداسازي است اما به طور ابها جهت جلوگیري از رفتن ح  دادن به محفظه الكترود عمق

 کامل دافع اين مشكل نمی باشد.
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تواند  فرد می به ها به اتمسفر است که با طراحی يک ساختار منحصرهدايت ح اب پنجم راه حل

شوند، نیرويی به سمت  صورت بگیرد. بر اسا  قانون ارشمید  اجسامی که داخل يک سیال وارد می

صورت حضور اتمسفر به  شود و در اين اتفاق باعث بالا آمدن ح اب در مايعات میشود که  بالا وارد می

اند که براي کنترل  شود. در اين روش با بررسی خطوط جريان به اين نتیجه رسیده آن منتقل می

باشد. اين روش نیز داراي  هاي زياد می جريان خطوط نیاز به استفاده از يک سري کانال موازي با عمق

 (47)باشد هاي ساختاري می پیچیدگی

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

24 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

25 
 

 

 

 

 

 فصل سوم
 

 کار مواد و روش
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 استفاده ردمواد و وسایل مو-9-8

 ها و وسایل دستگاه-9-8-8

 

 استفاده مورد دستگاههای و وسایل لیست -1-3 جدول

 شرکت سازنده دستگاه ها

 Eppendorf میكروسانتريفیوژ

 Eppendorf سانتريفیوژ يخچال دار

 شرکت ژال يخچال 

 شرکت ژال فريزر

 Consort من ع تغذيه

 Memmert فر

 ايرانیان طب زعیم اتوکلاو

 Gerhardt مزن مغناطیسیه

 پار  آزما درجه سانتی گراد معمولی37انكوباتور 

 شرکت ژال درجه سانتی گراد شیكردار37انكوباتور 

 Sartorius ترازوي ديجیتال

 فناوران پمپ سرنگی

 هاي تاو پندار پژوهش ايستا دستگاه آنالیز تر شوندگی

 يارنیكان صالح دستگاه زدايش باز فعال يونی

 Perfect 130w ر زیل

 Cecil دستگاه اسپكتروفتومتر

pH متر Sartorius 

 Anthos الايزا ريدر
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 مواد شیمیایی-9-8-2

 

 استفاده مورد شیمیایی مواد لیست -2-3جدول

 شرکت سازنده ماده

 Merck عصاره ي مخمر

 Merck ط کشت تري ثینگ سوي براث محی

 Merck هیالورونیک اسید

 Merck کلريد سديم

 Merck گلوکز

 Merck سولفاتدسیل سديم دو

 DNA biotech هیدروکسید سديم

 BCA DNA biotechکیت 

 نصر تقطیر اتانول سه بار

 Merck سولفوريک اسید

 Merck نیتريک اسید

 سیگما کربازول

 DNA biotech آگارز ملكولی

 سیگما بوراتهیدرو تترا سديم

 Merck کلروفرم

Bovine serum albomine Merck 

  کیت رنگ آمیزي گرم
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 نظر کشت سویه مورد-9-2

باشد که در دانشگاه  می (SZ)سويه باکتري مورد استفاده در اين پروژه استرپتوکوکو  زوئپیدمیكو 

باشد و ق لا به وسیله دانشجويان ديگر توسط  موجود می 1394تربیت مدر  استوك آن از سال 

 مولكولی شناسايی شده است.بیوشیمیايی و  يها تست

 مواد و وسايل لازم: 

 (، آگار، آب ديونیزه Tryptic Soy Broth)TSB محیط کشت

باشد. محیط در  لیتر آب می میلی 51گرم آگار در  1,8و  TSBگرم  1,5محیط کشت جامد شامل 

کشت تحت کلاو محیط پس از اتو و به ارلن منتقل شد. استوانه مدرج به حجم مورد نظر رسانده شد

باکتري به صورت چمنی ، شدن شرايط استريل و در مجاور شعله به پلیت منتقل شد و بعد از خنک

به منظور اطمینان از عدم  شد. روز رشد باکتري مورد نظر مشاهده شد.بعد از يک ش انه کشت داده

 شد. داده ها انجام آمیزي گرم براي يكی از تک کلون آلودگی باکتري رنگ

 میلی لیتر محیط کشت مايع نیز کشت داده شد. 5در باکتري  سپس

باشد که پس از اتوکلاو شدن در  لیتر آب ديونیزه می میلی TSB 111گرم  3محیط کشت مايع شامل 

بود در آن کشت داده شد و يک ش انه روز  کرده مجاورت شعله باکتري که در محیط کشت جامد رشد

 شد.   داده قرارrpm 211درجه و دور  37در انكوباتور با دماي 

 آمیزی گرم رنگ-9-9

وسیله لوپ که با شعله استريل و  شد و سپس به داده ابتدا يک قطره آب ديونیزه روي يک لام تمیز قرار

شد و با آن مخلوط گرديد. لام در حرارت  بود يک مقدار بسیار کمی از کلنی برداشته  سپس خنک شده

 از روي تث یت شدو مراحل رنگ آمیزي انجام شد.آزمايشگاه خشک شده و سپس با ع ور دادن 

ريختن محلول کريستال ويوله روي سطح نمونه به طوري که تمامی سطح باکتري با رنگ پوشیده -1

 شود.

 دور ريختن محلول کريستال ويوله از روي لام وشست و شو لام با آب.-2

 ثانیه بر روي نمونه. 31ريختن محلول لوگل به مدت -3

 محلول لوگل با آب. شست و شوي-4
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 ثانیه روي نمونه. 21تا  11استون به مدت  -ريختن محلول رنگ بر الكل-5

 شست و شوي مجدد لام.-6

 ثانیه. 31ريختن محلول سافرانین بر روي نمونه به مدت -7 

 شست و شوي لام با آب.-8

ی شیئی سپس لام در معرض هوا آزمايشگاه خشک گرديدو زير میكروسكوپ با روغن سدر و عدس

 ررسی گرديد.بمشاهده و  111

 اسید بیان هیالورونیک-9-4

درصد گلوکز  TSB  5به منظور تولید هیالورونیک اسید توسط باکتري ابتدا به محیط کشت اصلی

ساعت در انكوباتور  24کشت به آن اضافه و به مدت  لیتر از پیش میلی 1فیلتر شده اضافه شد .سپس 

 شد. داده گراد قرار رجه سانتید 37و دماي  RPM 211با دور 

 سازی هیالورونیک اسید خالص-9-5

 اسید. سازي هیالورونیک به محیط کشت جهت تخريب غشا و آزاد SDSدرصد  11کردن  اضافه-1

 .4111gدقیقه در  11سانتريفیوژ محلول بالا به مدت -2

باشد  مل باکتري میآمده که شا کردن محلول رويی در ظرف جدا و دور ريختن رسوب به دست جدا-3

 و بسیار لزج است.

 4دادن آن در دماي  برابر حجمی و قرار 3ستاره خراسان به میزان  5بار تقطیر  دو کردن اتانول اضافه-4

 ساعت. 24گراد به مدت  درجه سانتی

مولكولی پايین  با استفاده  هايی با وزن جدا کردن رسوب حاصله شامل هیالورونیک اسید و پروتئین-5

 ا استفاده از دکانتور.بسانتريفیوژ و از 

 درصد. NaCl 15/1 کردن آن در حلال  نظر و حل کردن رسوب مورد خشک-6
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 روش سنجش مقدار هیالورونیک اسید-9-6

اسید تولید شده در مراحل مختل  از روش  گیري میزان هیالورونیک در اين پژوهش به منظور اندازه

ط ق پروتوکول ابتدا محلول هاي زير  استفاده شد. نام روش کربازول به فارماکوپه بريتانیامورد تايید 

 آماده شد:

 غلیظ. سولفوريک اسید لیتر میلی111 در تتراهیدروبورات سديم گرم 5: 1معرف

 اتانل. میلی لیتر 111 در کربازول . گرم125: 2معرف 

 میلی لیتر آب. 111گرم گلوکرونیک اسید در 1محلول استاندارد:

 میكرولیتر ساخته شد.51از گلوکرونیک اسید در حجم  mg/ml  1تا 1/1ي مختل  ها غلظت-1

 11اضافه شد و حدود 1میكرولیتر از معرف  251هاي استاندارد  ها و محلول به هر کدام از نمونه -2

 داده شد. گراد قرار درجه ي سانتی 111دقیقه در آون در دماي 

شد و بعد از  را به آن ها اضافه 2میكرولیتر از معرف  11پس از خنک شدن بر روي يخ،  به میزان -2

 شد.  داده دقیقه در آون قرار 11پیپتاژ مجددا به مدت 

 کلیه مراحل آزمايش بر روي نمونه بلنک که در آن آب بود نیز انجام شد.

ر توسط دستگاه الايزاريد  نانومتر 531ها در طول موج  ها میزان جذب نمونه پس از  خنک شدن نمونه

غلظت  UDP-GlcA گرديد. با استفاده از نمودار به دست آمده از خوانده شد و نمودار استاندارد رسم

 دست آمد.  نمونه مورد نظر به

 شد: محاس ه زير رابطه به توجه با هیالورونات درصد

 

 :Cgگرم بر گرم میلی اسا  بر آزمايش مورد هاي نمونه در گلوکورونیک اسید غلظت میانگین 

 :Csگرم بر گرم میلی اسا  بر آزمايش مورد سوبستراي غلظت میانگین 

 : Zاستاندارد خلوص میزان 

:H شدن خشک طی در وزن کاهش درصد 

 بر حسب دالتون مربوطه ساکاريد دي مولكولی : وزن411/13

   بر حسب دالتون گلوکورونیک اسید مولكولی وزن 194/11:
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 سنجش میزان پروتئین-9-7

شرکت  BCAو کیت 281راي سنجش پروتئین از خوانش میزان جذب در طول موج در اين مطالعه ب

DNA biotech life science .استفاده شد 

 BCAروش سنجش پروتئین -9-7-8

 مواد و وسايل مورد نیاز:

 A 1معرف

 B 2معرف

BSA 3 

 4 خانه 96پلیت 

 

تا  1/1هاي مختل   تتهیه شد. سپس غلظ BSAاز پروتئین استاندارد mg/ml1ابتدا غلظت  -1

mg/ml1   از پروتئین استانداردBSA  میكرولیتر ساخته شد.25در حجم 

 ساخته شد.  AوBاز ريجنت  51به 1استوك ريجنت با نس ت  -2

میكرولیتر از استوك ريجنت به نمونه هاي استاندارد و نمونه ي مجهول اضافه و به آرامی  75 -3

 داده شد. ي سانتی گراد قرار درجه 61ماي در د هدقیق 61پیپتاژ گرديدو به مدت 

 گرديد. خوانده شد و نمودار استاندارد رسم 569ها در طول موج  پس از سرد شدن جذب نمونه-4

 شد. در نهايت با مقايسه طول موج نمونه مجهول با نمودار غلظت پروتئین مشخص-5

 انتخاب هندسه مناسب-9-1

نیاز به طراحی  سازي پروتئین از هیالورونیک اسید می باشدبا توجه به اين که عملكرد اين سازه جدا

در اين مرحله در ابتدا يک هندسه با ساختار  يک کانال با دو انشعاب به عنوان خروجی می باشد.

  طراحی و ساخته شد.درجه می باشد  37ما که در آن زاويه بین انشعاب وو ط ق اثر تمتقارن 

تر در  ه ورودي جهت سهولت خروج مايع  و ح اب عريضدر طراحی بعدي دهانه کانال نس ت ب

 گرفته شد. نظر
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هاي خروجی براي تنظیم دبی ورودي و خروجی نص  قطر کانال ورودي در  در طراحی سوم قطر کانال

 شد . گرفته نظر

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 تر طراحی بعدی دهانه کانال نسبت به ورودی جهت سهولت خروج مایع  و حباب عریض (1-3شکل 

(در این 3،4ها به صورت نامتقارن در نظر گرفته شده (زاویه کانال2کند. پیروی می از اثر توماها  زاویه کانال

(در این هندسه طول 5است. تر شده ها جهت غلبه بر فشار بیرونی دهانه خروجی کانال ها عریض هندسه

ها  (اندازه کانال6رودی برابر باشد.شده تا دبی خروجی و و نظر گرفته های خروجی نصف کانال ورودی در کانال

 است. شده ها مطابق قانون مورای کشیده و زاویه مابین کانال

 

هاي منشعب که در متن ط یعت وجود دارند از  در نهايت با توجه به اين موضوع که کلیه  ساختار

انرژي براي حفظ با استفاده از اين قانون حداقل کنند که  قانون مشترکی به نام قانون موراي ت عیت می

 ،ابعاد کانال ط ق اين قانون طراحی و ساخته شد.و گردش سیال مورد نیاز می باشد 

0 2 

3 4 

5 6 
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تصویر شماتیک از هندسه کانالی که خروجی قابل قولی دارد و تمامی محاسبات آن طبق  -2-3شکل 

 قانون مورای انجام شده است.

 

با مكعب قطر کانال متناسب است و جمع  کند که در حالت لامینار میزان سرعت اين قانون بیان می

 باشد. برابر می والدهاي دختر با مكعب قطر کانال  کانال مكعب قطر

 شبیه سازی -9-3

بر روي ماده مورد  و شیمیايیفیزيك پارامتر در میكروفلوئیديک به منظور بررسی تاثیر همزمان چند

سازي  افزار کامسول ش یه استفاده از نرمدر اين پروژه با  نظر لازم است که ش یه سازي صورت بگیرد.

 انجام شد.

حل که میتواند وابسته به زمان و يا هاي مورد بررسی و نوع راه هاي مورد نظر ،فیزيک در ابتدا تعداد بعد

 مستقل از زمان باشد انتخاب و سپس مراحل ش یه سازي آغاز گرديد.

هاي مورد بررسی میدان الكتريكی ،جريان  فیزيک است. ش یه سازي اين سازه در دو بعد صورت گرفته

شد و رديابی ذرات به صورت وابسته به زمان زمان بررسی  باشند که نتايج آن مستقل از لامینار می

 بررسی شد.
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باشد  گرديد که به صورت متقارن می در مرحله اول هندسه مورد نظر را با ارائه مختصات نقاط مشخص 

هاي  میلی متر ، طول کانال 18,14شد که در آن طول کانال مادر س هو ابعاد توسط قانون موراي محا

 درجه در نظر گرفته شد. 74,9متر و زاويه ي بین دو انشعاب  میلی 14,14دختر 

 

 

 هندسه مربوط به شبیه سازی-3-3شکل 

 

اين مورد استفاده در گرديد که با توجه به اين که حلال  در مرحله بعدي نوع ماده مورد نظر مشخص 

شد و در مورد ذرات موجود در آن  افزار داده آب بود  چگالی و خصوصیات فیزيكی آن به نرم پژوهش 

ار الكتريكی و اندازه نیز محاس ه و به اسید بودند، ب هیالورونیککه به صورت پیش فرض پروتئین و 

 مث ت در نظر گرفته شد. و پروتئین  منفیاسید  شد که در آن بار الكتريكی هیالورونیک افزار ارائه نرم

گرديد، که با توجه به سرعت پايین جريان به صورت  شده اعمال هاي تعیین در ادامه ويژگی فیزيک

لامینار انتخاب شد. میزان میدان الكتريكی نیز اول به صورت فرضی وارد و بعد با توجه به مشاهده 

 نتايج تغییر داده شد.



 
 

35 
 

 CADی نرم افزار طراحی سازه ی مورد نظر به وسیله -9-81

نظر  لايه کشیده شد و فايل موردصورت سه افزار اتو کد به را توسط نرم سازي طرح تايید شده در ش یه

 .شد ذخیرهdxf به صورت 

 

 لایه 3به صورت  نظرتصویر شماتیک سازه مورد -4-3شکل
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 ساخت سازه میکروفلوئیدیک-9-88

 اکريلات(، اتانول،گیره هاي کاغذي پلی متیل متا)PMMAوسايل مورد نیاز:ورقه شفاف 

 perfect 130w شد .دستگاه لیزر مورد استفاده براي ساخت اين سازه از روش مستقیم لیزر استفاده

انرژي و سرعت  متر تنظیم  شد. میلی 5بر روي  PMMAبود. ق ل از برش فاصله ي ماژول تا ورقه 

طه ي شروع برش و فشار دادن دکمه شروع با انتخاب نق درصد قرار گرفت. 65و  81دستگاه بر روي 

 برش صورت گرفت.

روش مورد استفاده براي اتصال  باشد. مرحله بعدي در ساخت اتصال لايه هاي مربوطه به يكديگر می

به  PMMAحلالی لايه هاي -در نوع حرارتی  حلالی و حلالی بود.-ها در اين پروژه نوع حرارتی لايه

درصد به صورت کامل  71ها با اتانول  سپس لايه ،گرديد شار هوا خشکوسیله آب ديونیزه شسته و با ف

هاي کاغذي اعمال  ها توسط گیره شد. فشار مورد نیاز براي اتصال لايه شد و بر روي هم قرار داده آغشته

  شد. داده درجه سلسیو  قرار 75دقیقه در آون با دماي  15گرديد و به مدت 

رروي لايه زيرين و دور از کانال ريخته شد و لايه رويین بر روي آن در نوع حلال چند قطره کلروفرم ب

 شد. داده قرار

سمپلر زرد  استفاده شد و سازه را  ها از سر ها به سازه متصل و براي ورودي و خروجی در ادامه الكترود

 به وسیله فیدر به سرنگ مخزن متصل گرديد.

به وسیله  PMMA کی مختلف بر روی میزان تاثیر تغییرات شیمیایی و فیزی بررسی-9-82

 گیری زاویه تماسیاندازه

حرکت حلال در کانال سازه    بیشتر سطح پلكسی جهت تسهیل  چه  کردن هر دوست به منظور آب

گیري میزان  سپس براي اندازه شد.  میكروفلوئیديک، تغییرات فیزيكی و شیمیايی بر روي آن ايجاد

 شد.گیري طح مربوطه اندازهزاويه تماسی س ، شدن سطح دوست آب
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 PMMAانواع تغییرات شیمیایی و فیزیکی مختلف بر روی -3-3جدول 

 شماره نوع پوشش

 1   (48)درجه 61و در دماي  دقیقه 21به مدت سولفوريک اسید حمام سونیكه 

O22 دقیقه 21سولفوريک به مدت  پلاسما+اسید 

 3 جهت کرا  لینكه شدن کلاژناشعه فرابنفش دقیقه  21ن+ژکلا

O24 پلاسما +پوشش با کلاژن 

O25 (48)پلاسما 

 6 دقیقه  31مولار به مدت  NaOH1تما  با 

 7 (49)کردن سطح زبر

 8 تاثیر کلروفرم بر روي سطح پلكسی

 

 تست سازه-9-89

باشد که محلول مورد تخلیص در سرنگ بر روي پمپ سرنگی قرار گرفته  عملكرد سازه به اين شكل می

رنگ براي اتصال س می شود.و با سرعت مشخصی که در ش یه سازي اعمال شده به داخل سازه پمپ 

ها بر روي سازه به وسیله سیم به من ع  استفاده شد. الكترودمیلی متر  1به سازه از فیدر هايی با قطر 

الكتريكی در کانال می  میكنند که موجب ايجاد میدان الكتريكی را اعمال تغذيه اتصال دارند و جريان

میگیرند و  الكتريكی قرارنال مادر تحت تاثیر میداننظر حین ع ور از کا شود.ذرات موجود درحلال مورد

ها خارج می شوند. خروجی ها توسط دستگاه اسپكتروفوتومتر و تست کربازول در هر مرحله  از خروجی

 رود. مورد ارزيابی قرار گرفته و سازه براي اصلاح به مرحله ي بعد می

 انتخاب نوع خروجی-9-84

هاي قابله با فشار اتمسفر و جلوگیري از تشكیل ح اب سازهبه منظور انتخاب صحیح خروجی جهت م

يكسانی با خروجی هاي متفاوت در قطر و شكل خروجی طراحی و مورد آزمايش قرار گرفت که ع ارت 

د، خروجی هاي که در ادامه به سر سمپلر متصل می شدن 1,5، 1,1، 1,5بودند از دايره هايی با قطر 

 .مستقیم وخروجی هی آماده
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 انتخاب الکترود مناسب -9-85

 انتخاب جنس الکترود-9-85-8

لكترود جهت ايجاد میدان الكتريكی در کانال در تست هاي اولیه از الكترود با جنس مس و سپس از ا

 با جنس پلاتین استفاده شد.

 انتخاب شکل الکترود-9-85-2

ی شكل و ديواري ساخته و هايی در دو حالت با الكترودهاي مفتول پس از انتخاب جنس الكترود، سازه

مقايسه میزان جذب دو کانال خروجی و اختلاف آن  خوانده شد. 281تست شد و جذب نمونه ها در 

 ها با کانال ورودي نمايانگر میزان عمكرد الكترودها می باشد.

 انتخاب محل قرار گیری الکترود-9-85-9

سازي در بیرون از کانال و به دور از در ش یه ها به صورت فرضی  در اين مطالعه در ابتدا الكترود

در اين  ها در همان حالت به نزديكی محل انشعاب منتقل شدند. الكترود سپس انشعاب قرار گرفتند.

هاي  در غلظت که به وسیله محلول استاندارد پروتئیندر جداسازي پروتئین از آب سازه  توانايی مرحله

%، 5 وسیله درصدهاي متفاوت بهیتر تهیه شده بود و میلی گرم در هر میلی ل 8/1و  4/1، 2/1مختل 

 91و  45، 15، 3بار منفی گرفته بود در ولتاژهاي مختل    دسیل سورفاکتانت دو سديم %25% و 11

ها توسط دستگاه اسپكتروفتومتر در طول  خروجی کانالو میزان جذب  ولت مورد ارزيابی قرار گرفت

 نانومتر خوانده شد. 281موج 

در اين  .ندشد داده الكترود ها در تما  با جريان داخل کانال و در نزديكی انشعاب قرار دوم در مرحله

ابتدا توانايی سازه در جداسازي پروتئین که به وسیله میزان مشخصی سديم دو دسیل مرحله 

اسید  نیکومحلول حاوي هیالور سپس گرفت سورفاکتانت بار منفی گرفته بود مورد ارزيابی قرار

 121نمونه در ولتاژ  یم گرديد.ظتن2/4آن برروي  pHساخته شد و SDS درصد 2و  BSAدارد و استان

هاي خروجی در طول موج  جذب نمونه میلی لیتر بر ساعت از سازه ع ور داده شد. 5ولت و با سرعت 

لكرد سازه در جداسازي پروتئین خوانده شد و تست کربازول جهت بررسی مجهت بررسی ع 281

 انجام شد.سازي هیالورونیک اسید  ه در خالصصحت دستگا

 مناسب جهت جداسازی هیالورونیک اسید از پروتئین pH تعیین -9-86

افزار   هاي مختل  از نرم pHاسید در  در اين مرحله براي اطمینان از بار خالص هیالورونیک

Schrodinger و الگوريتمEPIK  يل استفاده شد. براي استفاده از اين الگوريتم فاPDB  هیالورونیک
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بار کلی  11، و pH2 ،5 ،8 4داده شد و با توجه به بار جزئی تمامی اتم ها در   2bvk.PDBاسید با نام 

 مولكول در حلال آبی محاس ه گرديد.

توسط سازه تست تهیه شد و pH  4در محلول استاندارد از هیالورونیک اسید  4زمان نیز  به صورت هم

 شد.

گیري  هاي خروجی از هر دو کانال و مخزن توسط تست کربازول اندازه سید محلولا میزان هیالورونیک

 شد. 

 رفع مشکل الکترولیز و ایجاد حباب-9-87

اسید و پروتئین مورد تست  پس از ساخت، سازه به وسیله محلول استاندارد شامل هیالورونیک

جهت  .خروجی نداشت pHي تغییر و تاثیر بر رو لیز آب و ايجاد ح ابگرفت  اما به علت الكترو قرار

 بررسی قرارگرفت. هاي مختلفی مورد حل رفع اين مشكل راه

 گرفت. حلی بود که براي حل اين مشكل مورد بررسی قرار آوردن ولتاژ اولین راه پايین-1

جهت خروج ح اب ها و جلوگیري از بستن کانال ها میلیلیتر در ساعت  111تا افزايش سرعت -2

 صورت گرفت.

هاي ط یعی هم چون روغن کنجد  فوم بود که در اين رابطه از آنتی ها فوماستفاده از آنتی -2

 شد. استفاده

مولار ع ور  NaOH1 ها بود که در اين روش ابتدا از داخل کانال ها  ايجاد عايق در اطراف الكترود -3

 شد. دادهشو  و مولار ع ور داده شد و بعد با آب شست 1شد. سپس اسید سولفوريک  داده

امپیدانس بالاجهت با   operational amplifierالكتريكی بودکه در آن يک  استفاده از يک مدار -4

 .شد کار برده کاهش جريان ع وري به
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 یافته ها
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 آمیزی گرم رنگنتایج -4-8

صحت باکتري کشت جامد و  مچنین اطمینان ازشده و ه آلودگی باکتري استوك جهت تشخیص عدم

روز کشت  و پس از يک ش انه شد دادهر ظابتدا کشت مايع از باکتري مورد ن شد. نگ آمیزي گرم انجامر

 شد. جامد انجام

گونه آلودگی مشاهده  کرده و هیچ در انكوباتور باکتري رشد ساعت16به مدت  باکتري گیري  پس از قرار

    باشد. شفاف می کتري ط ق انتظار دکمه اي شكل،کروي ،مرطوب و نیمههاي با نشد.شكل کلنی

شد که مطابق انتظار باکتري از نوع  آمیزي گرم نیز انجام آلودگی رنگ پس از اطمینان از عدم       

  ندارد. گونه آلودگی وجود مث ت است و هیچ کروي و گرم

                                                                               

 

 

 

 

                                                

          

 

 

 

 

 

 

 

 sz آمیزی گرم باکتری(رنگSZ  2(کشت جامد باکتری1تست عدم آلودگی باکتری:  -1-4شکل 

 

1 2 
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  BCAسنجش غلظت پروتئین با روش -4-2
، ابتدا نمودار استاندارد جذب نوري BCAبراي سنجش غلظت پروتئین تخلیص شده با روش 

خطی آن با استفاده از  م گرديد. سپس رابطهترسی BCA، با استفاده از روش BSAهاي معین  غلظت

هاي  دهد. مقادير و غلظتمی شده را نشان محاس ه شد. نمودار، مطالب گفته Microsoft Excelافزار  نرم

 .آمده است 6-4و جدول  11-4ر جزئیات، در نمودارمورد استفاده و ساي

 

 

 BCAنمودار استاندارد روش -1-4نمودار 

 

 

 های نمونه در طی روند تخلیص ین شده پروتئینغلظت تعی-1-4جدول 

 سوپ رویی بعد از رسوب با اتانول نمونه بعد از رسوب با اتانول نمونه

 466/1 225/1 (mg/ml)غلظت پروتئین

 

 اسید به روش کربازول سنجش غلظت هیالورونیک-4-9

استاندارد جذب  شده با روش کربازول، ابتدا نمودار براي سنجش غلظت هیالورونیک اسید تخلیص

 کربازول ترسیم گرديد. سپس رابطه هاي معین گلوکرونیک اسید، با استفاده از روش نوري غلظت

محاس ه شد. نمودار، مطالب گفته شده را نشان  Microsoft Excelافزار  خطی آن با استفاده از نرم

 آمده است. 7-4جدول و2-4ستفاده و ساير جزئیات، در نمودارهاي مورد ا دهد. مقادير و غلظتمی

 

y=2/3427x 
R² = 0/9508 
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 نمودار استاندارد روش کربازول-2-4نمودار 

 

 اسید نمونه در طی روند تخلیص غلظت تعیین شده هیالورونیک-2-4جدول

 سوپ رویی بعد از رسوب با اتانول نمونه بعد از رسوب با اتانول نمونه

غلظت هیالورونیک اسید 

(mg/ml) 

1/9 11/0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 رنگ نمونه های استاندارد و مجهول در تست کربازول تغییر-2-4شکل 

 

y = 0.8503x - 0.9785 
R² = 0.8667 
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 سازی سازه میکروفلوئیدیک شبیهنتایج -4-4

لامینار به صورت مستقل از  الكتريكی و جريان هاي جرياننظر فیزيک سازي سازه مورد در نتیجه ش یه

 است. شده صورت شماتیک نشان داده زمان بررسی شد که در تصاوير به

ثانیه مورد بررسی قرارگرفت و مشاهده شد که  31زمان و در قالب  ورت وابسته بهص رديابی ذرات به

ها  میزان کافی براي هدايت ذرات و جداسازي آن الكتريكی به ولت قادر به تولید میدان 61ولتاژ 

 باشد. می

 

 

                                                               

 

 

 

 

 

 

ود ها اعمال شده است و فقط در که توسط الکتر الکتریکینمودار شماتیک جریان -3-4شکل 

 ناحیه ی کوچکی در نزدیکی انشعاب وجود دارد.
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.با توجه به نمودار سرعت سیال در گذرگاه اصلی نسبت به نمودار شماتیکی سرعت-4-4شکل 

 های دختر بالاتر است.گذرگاه

 

ن تصویر ذرات پروتئین سازی کامسول)در ایافزار شبیه وسیله نرمنمودار شماتیک ردیابی ذرات به-5-4شکل 

 اند.(اسید با طیف طوسی مشخص شدهصورت رنگی و ذرات هیالورونیکبه
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 مشکل عدم خروجی از یک کانال-4-5

شد عدم خروجی از يک کانال مشاهده شد .علل ارائه شده براي  اي که انجام در طی تست هاي اولیه

ن ودن میزان هیدروفوبیسیته سطح با مايع  سازگار ن ودن نوع خروجی،  اين مسئله در سه دسته مناسب

 نهايت در گرفت.به ترتیب مورد بررسی قرار دي شد ونب در جريان و مناسب ن ودن هندسه کانال تقسیم

 گرديد. اين مشكل به وسیله انتخاب هندسه مناسب به همراه خروجی مناسب حل

 انتخاب خروجی مناسب نتایج-4-5-8

در مرحله اول نوع  .گرفت جهت خروج همزمان مايع از دو کانال انواع خروجی مورد بررسی قرار

پلر زرد که متناسب با اندازه خروجی سم شد استفاده از سر دهمشاهو  گرفت خروجی مورد بررسی قرار

  باشد. است، بهترين حالت ممكن می شده داده برش

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در مرحله دوم با توجه به اين فرضیه که آيا اندازه قطر خروجی نیز در خروج همزمان مايع از دو کانال 

شد که  گرفت و مشاهده مورد بررسی قرار اي مختل ه زهاندادر  باشد يا خیر انواع خروجی گذار می تاثیر

(عدم استفاده از کانکتور و خروج مایع به صورت مستیم جهت 1انواع حالت های خروجی-6-4شکل 

ن (استفاده از سر سمپلر به عنوا3(استفاده از کانکتور به عنوان خروجی.2کاهش اثر نیروی گرانشی.

 خروجی.

 

1 2 

3 
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خروجی  صورت غیر ايندر  .باشد پذير می خروجی از هر دو کانال امكان، در صورت استفاده از سرسمپلر

 گیرد. از يک کانال صورت می

 

 

 

 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 

3 

(خروجی 3متر میلی5/0(خروجی با قطر 2 1متر/میلی5(خروجی با قطر 1: خروجیهای ع اندازانوا-1-4شکل 

 متر میلی1با قطر 
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 بر روی زاویه تماسی سطح پلکسی پوشش تاثیرانواع -4-5-2

PMMAبا توجه به انتخاب آب به عنوان حلال  باشد. درجه می 79هیدروفیل با زاويه تماسی سطح  يک

ح پلكس تر شدن سط بینی شد که علت عدم خروجی از يک کانال بتواند به وسیله هیدروفیل پیش

 برطرف شود.به همین منظور تغییرات سطحی بر روي پلكسی انجام شد و زاويه تماسی با دستگاه

شدن آن  شدن و زياد تر محاس ه شد.کم شدن زاويه تماسی نشان دهنده هیدروفیلی شوندگ آنالیز تر

 دهنده هیدروفوب تر شدن سطح می باشد. نشان

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 دهیتماس پلکسی قبل از پوششزاویه -8-4شکل
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1 

3 4 

2 

 ها بر میزان ترشوندگیانواع پوشش و تاثیر آن-9-4شکل 

(افزایش 2ا کلاژن که بر اثر اشعه ی فرابنفش در آن پیوند های عرضی ایجاد شده است.پوشش ب(1

(تاثیر کلروفرم بر روی پلکسی به مدت 3سطح تماس یا به عبارتی ایجاد زبری به وسیله ی لیزر.

 (پوشش با کلاژن پس از لایه نشانی با پلاسما4بسیار کوتاه.
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1 

3 4 

2 

 دهی و تاثیر آن بر میزان ترشوندگیپوششانواع -10-4شکل  

(تماس پلکسی با 2دقیقه. 20سولفوریک به مدت(قرار گیری سازه در حمام سونیکه اسید1:

نشانی با سولفوریک پس از لایه(تماس پلکسی با اسید3دقیقه. 30هیدروکسید یک مولار به موت سدیم

 نشانی با پلاسما(لایه4پلاسما.
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    ها مناسب کانالهندسه  نتایج انتخاب-4-5-9

کانال ها در ابعاد و زاويه هاي مختل  طراحی و  حل مشكل عدم خروجی انواع جهتدر اين مرحله 

هاي مختل  ترکیب و مورد تست قرار گرفت.در نهايت خروجی همزمان از دو  ساخته شد و با خروجی

اي که در آن از قانون موراي ت عیت شده بود با خروجی سمپلر مشاهده  کانال در ترکیب هندسه

 گرديد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ر سازه در حالتی که هندسه در این تصوی-11-4شکل

کانال های آن از قانون مورای تبعیت می کند و از 

خروجی های سر سمپلر در آن استفاده شده است 

. استفاده از سرنگ انسولین جهت شودمشاهده می

 ذخیره خروجی درآن در نظر گرفته شده است.
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 الکترود مناسب  نتایج انتخاب-4-6

 قرار گیری الکترود نتایج محل-4-6-8

شدند . نتیجه  اول الكترود ها در خارج از کانال و بدون تما  با مايع داخل کانال جايگذاري در مرحله 

 کاتدکه در امتداد الكترود متصل به  B . کانال آمده است 4-1در جدول تست سازه در اين مرحله 

 .است  گرفته قرار  آندامتداد الكترود متصل به ر د  Aاست کانال گرفته قرار

 

با  BSAنانومتر)مخزن دارای 280های تست شده با سازه در طول موج  میزان جذب نمونه-1-4جدول

 می باشد. 2/1(mg/mlغلظت)

 SDS25%   SDS11% SDS 5%      

                    
B A B A B A 

491/1 439/1 416/1 421/1 371./ 362/1 3 

411/1 413/1 385/1 38/1 361/1 366/1 15 

461/1 468/1 4/1 43/1 376/1 357/1 45 

39/1 398/1 475/1 436/1 373/1 367/1 91 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SDSغلظت 

 (vولتاژ)
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با غلظت  BSAنانومتر)مخزن دارای 280میزان جذب نمونه های تست شده با سازه در طول موج -2-4جدول

(mg/ml)4/1 باشد. می 

 SDS25%  SDS11% SDS 5%  

 B A B A B A 

2/1 214/1 - - 325/1 329/1 3 

2/1 213/ - - 235/1 229/1 15 

211/1 211/1 26/1 319/1 362/1 346/1 45 

223/1 211/1 24/1 24/1 56/1 5/1 91 

   

با BSAنانومتر)مخزن دارای  280میزان جذب نمونه های تست شده با سازه در طول موج -3-4جدول 

 باشد. می8/1(mg/mlغلظت )

 SDS25%   SDS11% SDS 5% 

 
B A B A B A 

314/1 316/1 156/1 178/1 248/1 262/1 3 

342/1 334/1 213/1 228/1 289/1 316/1 15 

39/1 42/1 256/1 261/1 - - 45 

382/1 379/1 179/1 191/1 316/1 316/1 91 

 

.ابتدا سازه توسط پروتئین قرار گرفتندها در تما  با جريان داخل کانال  در مرحله دوم الكترود

 استاندارد موردارزيابی قرار گرفت

در نتیجه تست سازه به صورت مداوم رسوب سیاه رنگ رسانا روي الكترود مث ت مشاهده شد که در 

نتايج ارزيابی سازه در  صورت کم کردن سرعت و يا افزايش ولتاژ سرعت رسوب گذاري بالا می رود.

 آمده است: 4-4ل اين مرحله در جدو

 

 SDSغلظت 

 (vولتاژ)

 SDSغلظت 

 (vولتاژ)
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ها در تماس با جریان  الکترود )نانومتر 280های خروجی سازه در طول موج  میزان جذب نمونه-4-4جدول 

 .(هستند

 nmموج میزان جذب نمونه در طول SDSدرصد  )ولت(ولتاژ

281 
 (mAالكتريكی) جريان

 Bکانال  Aلاناک

51 11 99/1 39/1 5-11 

51 2 54/1 249/1 5-7 

111 2 11/1 525/1 5-7 

121 11 31/1 27/1 2-3 

121 5 33/1 23/1 - 

 

به  5-4در جدول  سپس تست سازه در حضور هیالورونیک اسید و پروتئین استاندارد انجام شد و نتايج

 .در امتداد کاتد می باشد(Bدر امتداد آند و کانال A)کانال  شرح زير می باشد

 

 سازی توسط سازه وتئین نمونه پس از خالصاسید و پر غلظت هیالورونیک-5-4جدول 

 Bکانال Aکانال 

موج  میزان جذب نمونه در طول

nm281 

612/1 518/1 

میزان غلظت گلوکورونیک اسید 

mg/ml)) 

285/1 199/1 

    

 جنس الکترودنتایج انتخاب  -4-6-2

 در اين آزمايش از دو جنس مس و پلاتین به عنوان الكترود استفاده شد.

ابتدا مس به عنوان الكترود مورد استفاده  ؛گیري راحت ه قیمت مناسب،رسانايی مناسب و شكلبا توج 

ها و تما  با مايع پس از چند دقیقه رسوب  ها در کانال گیري الكترود قرار گرفت اما به علت قرار

به  تري شد که حاکی از اکسید شدن مس بود.اين مسئله باعث شد تا از فلز نجیب رنگی مشاهدهس ز

رسانايی بهتر آن و عدم تخريب آن موجب ود .با وجود قیمت بالاي پلاتین، عنوان الكترود استفاده ش

 شد تا جايگزين بهتري براي مس باشد.
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 شکل الکترودنتایج انتخاب -4-6-9

اما به  گرفت.يواري و مفتولی مورد استفاده قرارسازي روند تخلیص الكترود در شكل د به منظور بهینه

 لكترولیز بیش از اندازه قادر به ارزيابی واقع نشد.علت ا

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 مناسبpH انتخاب نتایج -4-7 

که  Schrodingerافزار هاي مختل  توسط نرمpHاسید در  با توجه به بررسی رفتار مولكولی هیالورونیک

 pHبدين معنا که در است . شده در نظر گرفته5/2اسید  در آن نقطه ايزوالكترونیک براي هیالورونیک

 pHها نیز در  از طرفی بیشتر پروتئین باشد. اسید منفی می االكتريكی هیالورونیک ، بار2هاي بالاتر از 

  .پايین داراي بار مث ت هستند

تنظیم گرديد تا  2روي NaOH و HCl محلول مورد تست به وسیله   pHنتیجه ط ق اين دو واقعیت  در

هايی با بار مخال  تغییر جهت دهند و    هم باشند و به سمت الكترودهاي مخال دو ذره داراي بار

ست کانالی اBکانالی است که در امتداد آند و A) شوند نتیجه توسط دو کانال خروجی از يكديگر جدا در

 .(امتداد کاتد قرار دارد که در

 است: آمده 6-4ل در جدو لیتر در ساعت  میلی 5ولت و با سرعت  121عملكرد سازه در ولتاژ نتیجه

 شکل الکترود-12-4کل ش

ساختار مفتولی الکترود در سازه (2ر سازه میکروفولوئیدیک. ساختار دیواری الکترود د(1

 میکروفلوئیدیک

           

1 2 
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 های مختلفpHاسید در  بررسی بار هیالورونیک -6-4جدول

 

 

 

 

 

 

 

 جريان الكتريكی

mA)) 

طول موج میزان جذب نمونه در 

nm531 

 

 B A مخزن

3-11 586/1 215/1 697/1 2 

2-13 - 267/1 499/1 5 

1-2 557/1 177/1 216/1 8 

5-8 243/1 261/1 336/1 11 

pH 
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با توجه به بار جزئی  Schrodinger.افزار  اسید در فضای آبی در نرم اختار هیالورونیکشمای س-13-4شکل

باشد ساختار این مولکول  می 1ثابت بوده و برابر با منفی pH 2-12 بار کلی مولکول در  محاسبه شده اتم ها،

 شود. دچار تغییر می2تراز  و پایین 12های بالاتراز  pHدر 

 

 الکترولیز آب از های ایجاد شده ناشی ابرفع مشکل حبنتایج -4-1

رت اين يولت و مغا 23/1در نتیجه کاهش ولتاژ با توجه به رخ دادن الكترولیز آب در ولتاژ هاي بالاي 

 مد ن ود.آبا ولتاژ مورد نیاز براي جدا سازي ذرات اين راه حل کار ولتاژ

ها بر مسدود  بردن تاثیر ح اب ز بینلیتر در ساعت تاثیري روي ا میلی 111با افزايش سرعت سازه تا 

 هاي خروجی مشاهده نشد.  کردن کانال

استفاده از آنتی فوم و عايق سازي الكترود ها با پروتكول ارائه شده نیز نتوانست اين مشكل را حل 

 .کند

هاي گفته شده نیز به علت مقاومت اندك محلول ها به علت  استفاده از مدار الكتريكی با ويژگی

 مشكل ح اب هاي ايجاد شده ن ود. رافعه از آب به عنوان حلال نیز استفاد
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 مدار الکتریکی طراحی شده جهت کاهش جریان الکتریکی در کانال-14-4شکل 
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 فصل پنجم
 

 گیری بحث و نتیجه
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هاي انسانی و  باشد. کاربرد هاي موجود در بازار می ترين کربوهیدرات کاربرد اسید يكی از پر هیالورونیک

 است. ويژه در زمینه دارويی و پزشكی اين ماده موجب اهمیت میزان خلوص اين ماده شده به

سازي و جداسازي مواد از يكديگر ارائه شده است. يكی از  هاي زيادي جهت خالص از دير باز روش

جديدترين روش هايی که امروزه براي جداسازي پروتئین و نوکلئیک اسید ارائه شده است استفاده از 

و در  بازدهی بالا، عدم نیاز به کاربر شده آن، باشد که با توجه به قیمت تمام میكروفلوئیديک میوري فنا

هاي  اي در بین روش و امكان کنترل بالا جايگاه ويژه بالا نتیجه کاهش احتمال آلودگی، سرعت

 جداسازي پیدا کرده است.

گیرد. انتخاب  می استفاده قرار  يک موردمیكروفلوئید هاي روش هاي مختلفی براي جداسازي در سازوکار

 .(51)نوع روش در درجه اول به ماهیت کاربرد سازه و در درجه دوم به ترکیب نمونه  بستگی دارد

اسید از  ع ارتی جداسازي هیالورونیک اسید و يا به سازي هیالورونیک مطالعه هدف خالصدر اين 

 رويی  بر روي نمونه و سوپ BCAنتايج تست کربازول و  طور که . همانباشد پروتئین می

له رسوب گذاري پروتئین به وسیله اتانول نشان میدهد، نمونه داراي میزان زيادي حآن پس از مر

 توجه به اين نتايج با رود. اسید هدر می رويی نیز میزان زيادي هیالورونیک شد و در سوپبا پروتئین می

  است.در اين مطالعه به جايگزينی اين مرحله با میكروفلوئیديک پرداخته شده

اي از زير  باشند و دامنه گسترده از نظر اندازه مشابه میبه اين موضوع که اين دو مولكول  توجهبا

هايی که  استفاده از روش ،شوند واحد را شامل می هايی با چندين هزار زير ک تا پلیمرهاي کوچ واحد

نتیجه براي انتخاب روش در ابتدا بايد به  در پذير نیست. باشد امكان اندازه می يها بر م نا اسا  کار آن

 باشد. ها می الكتريكی متفاوت آن وجه افتراق اين دو مولكول توجه کرد که بار

تر از نوع الكتروفورز جريان آزاد براي جداسازي  مطالعه از روش الكتروفورز و به طور اختصاصیدر اين 

شود  استفاده شده است. میدان الكتريكی نیروي بیرونی است که به سازه اعمال شده و موجب می

هاي خروجی مختص  دارند تغییر جهت دهند و به سمت کانال که ذرات بر حسب بار الكتريكی

 حرکت کنند.  خودشان

هاي سلولی مثل اندوزوم و  لسال پیشینه دارد و پیشتر براي جداسازي ارگان 51اين روش حدود 

 .(53-51)استفاده شده است هايی مثل الكل دهیدروژناز و پروتئین  DNAو مولكول هاي میتوکندري 

 شد نظر گرفته شكل براي اين سازه در  Yهندسه  جیک ورودي و دو خروتوجه به وجود ي کار با در ابتدا

. ط ق اين قانون با توجه به ساخته شد هاي کانكتور و با خروجی ط ق قانونی به نام اثر توما و سازه

هاي وارد به ذرات در داخل کانال، ذرات تمايل به حرکت به سمت مرکز کانال را دارند و  برايند گشتاور

هاي اولیه  متاسفانه در تست .درجه می باشد 37ين جاي انشعاب در مرکز کانال و زاويه بهینه تر بهینه

طوري که بررسی سازه در حین تست تشكیل ح اب در  به شد عدم خروجی از يک کانال مشاهده

تصور  .تري بود گرفت که داراي ح اب کوچک داد و خروجی از کانكتوري صورت می ها را نشان کانكتور
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اين فرضیه و  با آزموناست ولی  علت اين مشكل  كتور بود و نیاز به جاذبهانکه نوع خروجی که کشد 

شدن   رهابار نشان داد که  بررسی سازه اين شد. ها باز هم همین مشكل مشاهده بريدن انتهاي کانال

که شايد  شد بینی پیش ها با مكش بر روي کانال مجاور همراه می باشد. اولین قطره از يكی از خروجی

مثل هاي میكرومتر  ها و از بین بردن قوانین حاکم بر سیالات در مقیا  کردن انتهاي خروجی ا گشادب

سازه جديد  .حل اين مشكل شويم هدر انتهاي کانال موفق بتشديد کشش سطحی و نیروي مويینگی 

سرعت  ه بعديدر مرحل اين فرضیه نیز با شكست رو به رو شد. پس از تست .طراحی و ساخته شد

دبی با  . در معادلاتبررسی شدها  و رابطه آن با قطر کانال (ها دبی کانال) ها خروجی سیال از گذرگاه

سرنگی  از آنجا که سرعت جريان به وسیله پمپ .سطح مقطع و سرعت جريان رابطه مستقیمی دارد

بر و يا کمتر ال مادر براانوع دبی دو کانال دختر با کمدر صورتی که مج ،است ر گرفته شدهظثابت در ن

  باشد جريان براي حفط تعادل مج ور به ع ور از هر دو کانال است ولی اين راه حل نیز موفق ن ود.

کردن روي انواع هندسه با توجه به اينكه ع ور روغن از داخل کانال ها با چنین مشكلی  پس از کار

و ناسازگاري آب با سطح پلكسی  وندگی کمترشاين مشكل، ن نتیجه رسیديم که علت يمواجه ن ود به ا

 باشد. می

، NaOHپلاسما، پوشش با اسید ،پوشش با O2دهی شیمیايی مثل  در نتیجه اين فرضیه انواع پوشش

پوشش با کلاژن داراي پیوند هاي عرضی. و غیره  و پوشش فیزيكی با افزايش دادن سطح تما  از 

آوردن زاويه تماسی و افزايش ترشوندگی  ا وجود پايینطريق افزايش زبري بر روي سطح انجام شد که ب

پلاسما در  O2ها مشاهده نشد. به علاوه دوام روش هايی از ق یل  در حین تست تغییري در خروجی

 د و مناسب استفده در سازه هايی اين چنینی نمی باشد.حد چند ساعت می باش

ت سیال و سازگاري بیشتر با حلال مطالعات فراوانی در خصوص افزايش ترشوندگی جهت سهولت حرک

 انجام شده است.

A.G.G.TOH و همكاراناش در مطالعات خود استفاده ازO2 پلاسما و حمام سونیكه اسید سولفوريک را

اسا  اين دو روش  گزارش کرده اند.PMMAبه عنوان دو روش افزايش میزان تر شوندگی سطح 

هاي هیدروکسیل در استفاده از اسید  روهگوسط گروه هاي عاملی کربوکسیل و يا استر ت به  حمله

لاسما نیز پ o2در روش  هاي کربوکسیلسک اسید جايگزين می شوند. با گروه که باشد می کاتالیز شده

 با توجه به قیمت پايین و سهولت استفاده، روش هاي آزاد صورت می گیرد. راديكال طاين حمله توس

O2  فرادي هم چون که توسط ا متعدديپلاسما در مطالعاتShazia Bashir همكارانش وو Song M. 

Hong (55, 54, 48)است نیز، به کار گرفته شده است و همكارانش انجام شده. 
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در کنار روش هاي شیمیايی روش هاي فیزيكی که اسا  افزايش ترشوندگی به وسیله ي آن ها، 

و همكارانش مورد توجه قرار   Quanhui Zhengتوسط د نیز در مطالعاتی افزايش سطح می باش

 .(49)گرفته است

و Konstantinos Zografos توسط  اي در مطالعه دريافتیم که پس از بررسی مقالات متعدددر انتها 

هاي منشعب اشاره شده بود و استفاده از آن براي  به قانونی به نام موراي براي هندسه همكارانش

ط ق اين مقاله با رعايت اين قانون میزان انرژي براي هاي میكروفلوئیديک نیز پیشنهاد شده بود.  ازهس

 .(56)رسد انتقال به حداقل می

كتور خروجی همزمان انک يسمپلر به جا همراه استفاده از سر رعايت معادلات مربوطه ط ق اين قانون به

رسد که کشش سطحی قوي آب که با وجود هیالورونیک  از دو کانال را به همراه داشت. به نظر می

یده شدن بیشتر قطرات آب به موجب کش هنگام جدا شدن هر قطره از آب از سازه اسید افزايش يافته

كتور به علت ندن ال خود و اثر مكش بر روي کانال مقابل می شود. از طرفی در حین استفاده از کا

شود که  اد میيجكتور ح اب اانبزرگتر بودن سطح مقطع کنداکتور نس ت به سطح مقطع کانال در ک

استفاده از  ،ق شدن بر مشكل مكشبراي فائ خود مانعی براي خروج راحت از کانال خروجی می باشد.

 سرنگ انسولین و اتصال آن به سر سمپلر به عنوان مخزن ايده خوبی بود.

ها کوچكتر در نظر گرفته  ها متناسب با کانال که در حین ساخت سازه جديد خروجی به اين  با توجه

ون موراي ولی بود جهت بررسی تاثیر اندازه خروجی نیز سه قطعه با هندسه مشابه ط ق قان  شده

است در صورت عدم  طور که در نتايج آمده شد که همان متفاوت در اندازه خروجی ساخته و تست

استفاده از سرسمپلر رفتار مشابهی از خود نشان دادند ولی در صورت استفاده از سرسمپلر خروجی از 

 شد. هر دو کانال مشاهده

هاي مورد  که بتواند مولكولبود زان و در جهتییه مبیم میدان الكتريكی ظچالش دوم بحث  ايجاد و تن

جايگذاري  ،شد نظر گرفته کند. اولین حالتی که در نظر هدايت هاي خروجی مورد ر را به سمت کانالظن

ها در بیرون از کانال بود. در ابتدا کلیه تست ها در ساده ترين حالت ممكن و بدون حضور  الكترود

 الكتروفورز معمولی براي بار دار کردن پروتئین از  اه به ش اهت کار باسید انجام شد.با توج هیالورونیک

SDS  استفاده شد و تست در ولتاژ هاي متفاوت و با غلظت و درصد متفاوت پروتئین و سورفاکتانت

اطمینان  ،توجه به اين که هدف نانومتر خوانده شد که با 281ها در طول موج  شد. خروجی کانال انجام

ست دستگاه بود و اختلاف جذب دو کانال میتوانست شاهدي بر اين موضوع باشد نمودار از کارکرد در

اين میزان اختلاف  .هاي خروجی در حد صدم بود    استاندارد رسم نشد که ال ته اختلاف جذب کانال

 دهنده خطا آزمايش است و در واقع سازه با اين شكل الكترود کارکردي نداشت. نشان
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شده  هاي انجامسازي . ش یهگرفتند ها و در تما  با جريان قرار ها در ديواره کانال تروددر مرحله دوم الك

تر باشند،  میدان الكتريكی کمتري  ها به انشعاب نزديک در اين مرحله نشان داد که هر چه الكترود

ور بودن ها نیاز است از طرفی اين احتمال وجود دارد که در صورت د براي هدايت ذرات به داخل کانال

ها از انشعاب، تاثیر میدان الكتريكی بر روي تغییر جهت مولكول در فاصله رسیدن به انشعاب  الكترود

ها در نزديكی  نتیجه اين تفاسیر الكترود کم شده و مولكول به خط جريان اولیه خود بازگردد. در

 گرفت. گرفتند و سازه در اين حالت نیز مورد بررسی قرار انشعاب قرار

بتدا از الكترود با جنس مس استفاده شد که ايجاد رسوب س ز رنگ که حاکی از اکسید شدن آن در ا

  Christopher Birchمطالعاتی که توسط  بود موجب شد تا با فلز نجی ی مثل پلاتین جايگزين شود.

ین و در اين ب دنباش نجیب ترين فلز ها می ازپلاتین  ودهد که طلا  انجام شده است نیز نشان می

فلز هايی چون نقره نیز داراي قدرت هادي بودن به نس ت  دارد. پلاتین را میزان هادي بودن بیشترين

لذا در اين  .(57)خوبی هستند ولی امكان واکنش و ايجاد لكه بر روي آن ها در طی زمان وجود دارد

 پژوهش از پلاتین استفاده شد.

بود در ابتدا از ولتاژ نزديک به آن شروع به تست  61ي زبا توجه به اين که ولتاژ حدودي ش یه سا

ها اختلاف قابل توجهی را  خروجی،  اين بار پس از خوانش باردار کرديم. SDS  و پروتئین را با کرديم

بالا بودن میزان پروتئین در کانالی بود که در امتداد دادند ولی چیزي که عجیب بود  در جذب نشان

 الكترود منفی قرار داشت.

نتیجه تست بود در شده در کار برده به  SDSتنها عاملی که میتوانست متداخلگر باشد میزان درصد

مجددا تكرار شد. نتايج قابل ق ول و نشان دهنده کارکرد سازه بود. سازه در SDS تست با کاهش درصد

الكتريكی و آن نیز با ولتاژ  الكتريكی با جريان گرفت چرا که میدان هاي بالا نیز مورد بررسی قرار ولتاژ

الكتريكی و بهینه سازي  قدرت میدانرابطه مستقیمی دارد که در نتیجه افزايش ولتاژ تشديد 

 سازي مورد انتظار است. خالص

اي که در اين مرحله  نكته داد. ها در اين بررسی اختلاف غلظت پروتئین را نشان می نتايج خروجی

شدن جريان از حالت لامینار می باشد که موجب  وجود دارد و حائز اهمیت است ايجاد ک  و خارج

قابل تفسیر نمی باشد. تنها باشد و تاثیر میزان ولتاژ بر روي جداسازي  عدم قطعی بودن نتايج می

 باشد. ابل اعتماد کارکرد سازه مینتیجه ق

تست  م. نتیجه عجیب بود.ياسید نیز مجددا تكرار کردبا اين وجود تست را در حضور هیالورونیک

 . داد رود مث ت بود نشان میت بیشتر هیالورونیک اسید را در کانالی که در امتداد الكتظکربازول غل
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هاي مختل  توسط  pHتنهايی و بدون حضور پروتئین در  اسید به نتیجه اين مشاهده هیالورونیک در

نشان داد و به  یاسید رفتار آنیون هیالورونیک 12-2از  ها pHگرفت در تمامی  بررسی قرار  سازه مورد

افزار  هاي مختل  توسط نرمpHاسید در  . همزمان رفتار هیالورونیکمث ت جذب شدطرف الكترود 

Schrodinger  نتايج مطابق با انتظار بود و ثابت میكرد که هیالورونیک  گرفت. نیز مورد بررسی قرار

 باشد. داراي رفتار آنیونی می pH2-12اسید در 

راحی با توجه به اين واقعیت و اسا  کار سازه که بر م ناي متفاوت بودن بار الكتريكی دو مولكول ط

ها منفی  pHشده بود، نیاز به تغییر شرايط ديده شد. از آنجايی که بار هیالورونیک اسید در بیشتر 

 عملكرد است. برايباشد در صورت مث ت شدن بار پروتئین سازه در بهترين شرايط خود  می

مال کاتیونی بیشتر پروتئین ها در محیط اسیدي و احت راسید و رفتا رفتار آنیونی هیالورونیک

بین  موجب شد تا به جاي استفاده از سورفاکتانت براي ايجاد بار هاي متضاد SDS گر بودن  متداخل

 انتخاب شد. 2اسیدي  pH استفاده شود. که با توجه به نتايج pHاز هیالورونیک اسید و پروتئین 

ها و  ابمشكل ک  را حل نكرد. علت ح  SDSحذف  اسیدي انجام شد.pH تست محلول استاندارد با 

ها در  ترين چالش يكی از متداول شده وpH موجب تغییر کهباشد ک  هاي ايجاد شده الكترولیز آب می

 .باشد میكروفلوئیديک از نوع الكتروفورز جريان آزاد می

ولت الكترولیز آب رخ  23/1ن موضوع که در ولتاژ يحل کاهش ولتاژ می باشد. با توجه به ا اولین راه

باشد که متاسفانه سازه در اين ولتاژ عملكردي از خود  اهش ولتاژ تا اين حد پايین میز به کادهد نی می

هاي تشكیل شده در هنگام تما  با  ح ابفوم بود.  اه حل استفاده از آنتیدومین ر دهد. نشان نمی

ز نتايج استفاده ا ساختار چربی که به عنوان آنتی فوم عمل میكنند ساختار خود را از دست می دهند.

 فوم نیز مطلوب ن ود. آنتی

در پروژه پايان نامه دکتري  FJ Agostiono  مطالعاتمطالعات فراوانی در اين زمینه انجام شده است. 

ها با توجه يه اين که سرعت تشكیل  فوم تايیدي بر اين موضوع می باشد که استفاده از آنتینیز خود 

 .(58)نخواهد بودها از سرعت تخريب بسیار بیشتر است، کارامد  ح اب

همكارانش بر روي جداسازي سه ترکیب  وD Kohlheyer مشابه اين مشكل در مطالعه اي که توسط

حاصل از الكترولیز از هاي  در اين پژوهش جهت کاهش ح ابشد نیز، صورت گرفت. فلورسنت انجام 

استفاده شد و نتیجه کار مطلوب بود. نكته قابل توجه در  کین هیدرونترکی ات کاهنده شیمیايی نظیر 

انال اصلی و موادي که در تما  با ک از دورو به  ها ترولیتاين کار استفاده از اين نوع مواد در کنار الك

و همكارانش براي  Wei Wangکه توسط نیز در مطالعه ديگري  .(43)حال جداشدن هستند بود 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kohlheyer%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18435546
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بود جهت جلوگیري ورود ح اب از ناحیه الكترود به   انجام شدهگرين متیل وB جداسازي رودامین 

. مشابه اين کار در محفظه جداسازي از يكسري موانع به به ارتفاع مشخصی استفاده شده بود

 جهت جداسازي سه پروتئین با زو همكارانش انجام شده است نی Pingli Wangکه توسط  اي مطالعه

در اين مطالعه نیز مشابه مطالعه ق لی محفظه جداسازي از  .(59)دمشاهده می شو 75ولتاژ استفاده از 

مورد  الكترود ها با عمق متفاوت جداشده است. لذا به علت استفاده از روش لیزر در ساخت سازه

اين روش ساخت از يک طرف و همچنین حل نشدن  چنین ساختار هايی باايجاد  مكانا و عدممطالعه 

 . (61)باشد پذير نمی از اين روش نیز امكان اساسی مشكل، استفاده

هاي  ساختار استفاده از مدار مدل بهترين روش جهت حل اين چالش در اين سازه و با ايننهايت  در 

 باشد. ريكی در عین داشتن ولتاژ میالكت الكتريكی با قابلیت محدود کردن جريان

 گیری نتیجه -5-8

لیت خالص باشد که سازه ساخته شده قاب دهنده اين واقعیت می هاي انجام شده نشان مطالعات و بررسی

با توجه به مواجهه با  قابل ارتقا باشداين قابلیت  حدسازي هیالورونیک اسید را دارد اما اينكه تا چه 

  نیاز به بررسی بیشتر دارد.هاي انجام شده دارد  مشكل الكترولیز و تداخلی که در تست

 ها پیشنهاد -5-2

مولكولی را سازي  زارهايی که قابلیت ش یهوسیله نرم اف سازي به بررسی روابط مولكولی و انجام ش یه-1

 زمان با بررسی رفتار مايع دارند. هم

 هاي مختل . اي بودن و نیاز به وجود افراد با تخصص انجام دادن گروهی پروژه به علت بین رشته -2

 بهینه سازي سازه بعد از حل مشكل الكترولیز .-3

 

 

 

 

 



 
 

61 
 

 منابع
1.  Gözke G, Kirschhöfer F, Prechtl C, Brenner‐Weiss G, Krumov NV, Obst U, et al. 

Electrofiltration improves dead‐end filtration of hyaluronic acid and presents an alternative 

downstream processing step that overcomes technological challenges of conventional methods. 

Engineering in Life Sciences. 2017;17(9):970-5. 

2.  Nagrath S, Sequist LV, Maheswaran S, Bell DW, Irimia D, Ulkus L, et al. Isolation of 

rare circulating tumour cells in cancer patients by microchip technology. Nature. 

2007;450(7173):1235. 

3.  Sajeesh P, Sen AK. Particle separation and sorting in microfluidic devices: a review. 

Microfluidics and Nanofluidics. 2014;17(1):1-52. 

4.  Fallacara A, Baldini E, Manfredini S, Vertuani S. Hyaluronic Acid in the Third 

Millennium. Polymers. 2018;10(7):701. 

5.  Reddy KJ, Karunakaran K. Purification and characterization of hyaluronic acid 

produced by Streptococcus zooepidemicus strain 3523-7. Journal of BioScience & 

Biotechnology. 2013;2(3). 

6.  Pan NC, Pereira HCB, da Silva MdLC, Vasconcelos AFD, Celligoi MAPC. 

Improvement Production of Hyaluronic Acid by Streptococcus zooepidemicus in Sugarcane 

Molasses. Applied biochemistry and biotechnology. 2017;182(1):276-93. 

7.  Choi S, Choi W, Kim S, Lee S-Y, Noh I, Kim C-W. Purification and biocompatibility 

of fermented hyaluronic acid for its applications to biomaterials. Biomaterials research. 

2014;18(1):6. 

8.  Necas J, Bartosikova L, Brauner P, Kolar J. Hyaluronic acid (hyaluronan): a review. 

Veterinarni medicina. 2008;53(8):397-411. 

9.  Papakonstantinou E, Roth M, Karakiulakis G. Hyaluronic acid: A key molecule in skin 

aging. Dermato-endocrinology. 2012;4(3):253-8. 

11.  Gallo N, Nasser H, Salvatore L, Natali ML, Campa L, Mahmoud M, et al. Hyaluronic 

acid for advanced therapies: Promises and challenges. European Polymer Journal. 

2019;117:134-47. 

11.  Kogan G, Šoltés L, Stern R, Gemeiner P. Hyaluronic acid: a natural biopolymer with a 

broad range of biomedical and industrial applications. Biotechnology letters. 2007;29(1):17-25. 

12.  Di Simone MP, Baldi F, Vasina V, Scorrano F, Bacci ML, Ferrieri A, et al. Barrier 

effect of Esoxx® on esophageal mucosal damage: experimental study on ex-vivo swine model. 

Clinical and experimental gastroenterology. 2012;5:103. 

13.  Corsa V, Carpanese G. Process for the purification of hyaluronic acid. Google Patents; 

2019. 

14.  Zhou H, Ni J, Huang W, Zhang J. Separation of hyaluronic acid from fermentation 

broth by tangential flow microfiltration and ultrafiltration. Separation and purification 

technology. 2006;52(1):29-38. 

15.  Rangaswamy V, Jain D. An efficient process for production and purification of 

hyaluronic acid from Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. Biotechnology letters. 

2008;30(3):493-6. 

16.  Ünlüer ÖB, Ersöz A, Denizli A, Demirel R, Say R. Separation and purification of 

hyaluronic acid by embedded glucuronic acid imprinted polymers into cryogel. Journal of 

chromatography B. 2013;934:46-52. 

17.  Sousa AS, Guimarães AP, Gonçalves CV, Silva Jr IJ, Cavalcante Jr CL, Azevedo DC. 

Purification and characterization of microbial hyaluronic acid by solvent precipitation and size-

exclusion chromatography. Separation Science and Technology. 2009;44(4):906-23. 

18.  Chiesa E, Dorati R, Pisani S, Conti B, Bergamini G, Modena T, et al. The microfluidic 

technique and the manufacturing of polysaccharide nanoparticles. Pharmaceutics. 

2018;10(4):267. 

19.  Kulinsky L, Noroozi Z, Madou M. Present technology and future trends in point-of-care 

microfluidic diagnostics.  Microfluidic Diagnostics: Springer; 2013. p. 3-23. 

21.  Whitesides GM. The origins and the future of microfluidics. Nature. 

2006;442(7101):368. 



 
 

69 
 

21.  Bruus H. Theoretical microfluidics: Oxford university press Oxford; 2008. 

22.  Lion N, Reymond F, Girault HH, Rossier JS. Why the move to microfluidics for protein 

analysis? Current Opinion in Biotechnology. 2004;15(1):31-7. 

23.  Viefhues M, Anselmetti D. Microfluidic Devices for Biotechnological Applications. 

Materials Today: Proceedings. 2017;4:S208-S13. 

24.  Razzacki SZ, Thwar PK, Yang M, Ugaz VM, Burns MA. Integrated microsystems for 

controlled drug delivery. Advanced drug delivery reviews. 2004;56(2):185-98. 

25.  Tian W-C, Finehout E. Microfluidics for biological applications: Springer Science & 

Business Media; 2009. 

26.  Becker H, Gärtner C. Polymer microfabrication methods for microfluidic analytical 

applications. ELECTROPHORESIS: An International Journal. 2000;21(1):12-26. 

27.  McDonald JC, Whitesides GM. Poly (dimethylsiloxane) as a material for fabricating 

microfluidic devices. Accounts of chemical research. 2002;35(7):491-9. 

28.  Teh S-Y, Lin R, Hung L-H, Lee AP. Droplet microfluidics. Lab on a Chip. 

2008;8(2):198-220. 

29.  Becker H, Locascio LE. Polymer microfluidic devices. Talanta. 2002;56(2):267-87. 

31.  Verpoorte E, De Rooij NF. Microfluidics meets MEMS. Proceedings of the IEEE. 

2003;91( 6:)931-53.  

31.  Schrott W, Svoboda M, Slouka Z, Přibyl M, Šnita D. PDMS microfluidic chips 

prepared by a novel casting and pre-polymerization method. Microelectronic Engineering. 

2010;87(5-8):1600-2. 

32.  Malek CGK. Laser processing for bio-microfluidics applications (part II). Analytical 

and bioanalytical chemistry. 2006;385(8):1362-9. 

33.  Klank H, Kutter JP, Geschke O. CO 2-laser micromachining and back-end processing 

for rapid production of PMMA-based microfluidic systems. Lab on a Chip. 2002;2(4):242-6. 

34.  Gabriel EFM, Coltro WKT, Garcia CD. Fast and versatile fabrication of PMMA 

microchip electrophoretic devices by laser engraving. Electrophoresis. 2014;35(16):2325-32. 

35.  Faustino V, Catarino SO, Lima R, Minas G. Biomedical microfluidic devices by using 

low-cost fabrication techniques: A review. Journal of biomechanics. 2016;49(11):2280-92. 

36.  Ogilvie I, Sieben VJ, Floquet C, Zmijan R, Mowlem M, Morgan H, editors. Solvent 

processing of PMMA and COC chips for bonding devices with optical quality surfaces. 14th 

International Conference on Miniaturized Systems for Chemistry and Life Sciences; 2010. 

37.  Bamshad A, Nikfarjam A, Khaleghi H. A new simple and fast thermally-solvent 

assisted method to bond PMMA–PMMA in micro-fluidics devices. Journal of Micromechanics 

and Microengineering. 2016;26(6):065017. 

38.  Shui L, Eijkel JC, van den Berg A. Multiphase flow in microfluidic systems–Control 

and applications of droplets and interfaces. Advances in colloid and interface science. 

2007;133(1):35-49. 

39.  Rodríguez-Ruiz I, Babenko V, Martínez-Rodríguez S, Gavira J. Protein separation 

under a microfluidic regime. Analyst. 2018;143(3):606-19. 

41.  Hardt S, Schönfeld F. Microfluidic technologies for miniaturized analysis systems: 

Springer Science & Business Media; 2117. 

41.  Elvira KS, i Solvas XC, Wootton RC. The past, present and potential for microfluidic 

reactor technology in chemical synthesis. Nature chemistry. 2013;5(11):905. 

42.  Wu D, Qin J, Lin B. Electrophoretic separations on microfluidic chips. Journal of 

Chromatography A. 2008;1184(1-2):542-59. 

43.  Kohlheyer D, Eijkel JC, Schlautmann S, van den Berg A, Schasfoort RB. Bubble-free 

operation of a microfluidic free-flow electrophoresis chip with integrated Pt electrodes. 

Analytical chemistry. 2008;80(11):41 11-8.  

44.  Turgeon RT, Bowser MT. Micro free-flow electrophoresis: theory and applications. 

Analytical and bioanalytical chemistry. 2009;394(1):187-98. 

45.  Xu P, Sasmito AP, Yu B, Mujumdar AS. Transport phenomena and properties in 

treelike networks. Applied Mechanics Reviews. 2016;68(4):040802. 

46.  Kopylova VS, Boronovskiy SE, Nartsissov YR. Fundamental principles of vascular 

network topology. Biochemical Society Transactions. 2017;45(3):839-44. 



 
 

71 
 

47.  Agostino FJ, Cherney LT, Galievsky V, Krylov SN. Steady‐State Continuous‐Flow 

Purification by Electrophoresis. Angewandte Chemie International Edition. 2013;52(28):7256-

60. 

48.  Toh AGG, Ng SH, Wang Z. Fabrication and testing of embedded microvalves within 

PMMA microfluidic devices. Microsystem technologies. 200 9;15(9:)1335-42.  

49.  Zheng Q, Lü C. Size effects of surface roughness to superhydrophobicity. Procedia 

IUTAM. 2014;10:462-75. 

51.  Laki AJ. Microfluidic Particle Separation Techniques for Biomedical Use: Pázmány 

Péter Katolikus Egyetem; 2015. 

51.  Eubel H, Lee CP, Kuo J, Meyer EH, Taylor NL, Millar AH. TECHNICAL ADVANCE: 

Free‐flow electrophoresis for purification of plant mitochondria by surface charge. The Plant 

Journal. 2007;52(3):583-94. 

52.  Hoffstetter‐Kuhn S, Wagner H. Scale‐up of free flow electrophoresis: I. Purification of 

alcohol dehydrogenase from a crude yeast extract by zone electrophoresis. Electrophoresis. 

1990;11(6):451-6. 

53.  Marsh M, Schmid S, Kern H, Harms E, Male P, Mellman I, et al. Rapid analytical and 

preparative isolation of functional endosomes by free flow electrophoresis. The Journal of Cell 

Biology. 1987;104(4):875-86. 

54.  Hong SM, Kim SH, Kim JH, Hwang HI, editors. Hydrophilic surface modification of 

PDMS using atmospheric RF plasma. Journal of physics: conference series; 2006: IOP 

Publishing. 

55.  Bashir S, Bashir M, Solvas X, Rees J, Zimmerman W. Hydrophilic surface modification 

of PDMS microchannel for O/W and W/O/W emulsions. Micromachines. 2015;6(10):1445-58. 

56.  Zografos K, Barber RW, Emerson DR, Oliveira MS. A design rule for constant depth 

microfluidic networks for power-law fluids. Microfluidics and Nanofluidics. 2015;19(3):737-

49. 

57.  Birch C, Landers JP. Electrode Materials in Microfluidic Systems for the Processing 

and Separation of DNA: A Mini Review. Micromachines. 2 117;8(3:)76.  

58.  Agostino FJ. Steady-State Continuous-Flow Purification by Free-Flow Electrophoresis. 

2015. 

59.  Wang P, Zhang L, Shan Y, Cong Y, Liang Y, Han B, et al. Protein separation using 

free‐flow electrophoresis microchip etched in a single step. Journal of separation science. 

2010;33(13):2039-44. 

61.  Wang W, Tian L, Han XW, Zhao L, Ye GH, Zhang HF, et al., editors. Two Benches 

PDMS Free Flow Electrophoresis Chip. Key Engineering Materials; 2014: Trans Tech Publ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

70 
 

 تايیديه استاد راهنما 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

72 
 

 برگه ارزشیابی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

73 
 

Abstract  

Increasing hyaluronic acid purity and efficiency using microfluidic method 

 

Hyaluronic acid is a type of carbohydrate that, due to its high ability to absorb and 

maintain water is of great importance in the field of medicine and cosmetics. The high 

per capita consumption of this material has led to increased demand for its production. 

Also the high cost and low efficiency of the present purification methods have made the 

need for alternative methods more than ever. One of the newest methods is microfluidic 

technology, which is used due to its high productivity. 

In this study, we have tried to purify hyaluronic acid due to the properties of hyaluronic 

acid and protein molecule and their charge difference by using free-flow 

electrophoresis. 

 After simulating the structure in the COMSOl software and designing it by AutoCAD 

software, it was fabricated by laser and the accuracy of the fluid motion was evaluated 

channels and output type, modified with the results. Subsequently, the electric field and 

its application to the particles were investigated. The structure was rechecked and the 

concentration of hyaluronic acid was measured by Carbazole test and protein 

concentration was measured by absorbance readings at 280 nm and BCA test. 

Finally, the structure conforming to Murray's law and electrodes in contact with the 

fluid stream were approved. 

 Keywords: hyaluronic acid, microfluidic, free-flow electrophoresis, purification 
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