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Abstract 
Background: Bisphenol A is known as one of the emerging micropollutants with harmful effects on human health. 

This pollutant enters the environment through the discharge of municipal wastewater treatment plants. In this 

research, the salting out dispersive liquid-liquid microextraction method was investigated for pre-concentration of 

bisphenol A in drinking water and urban sewage effluent samples. Due to the high enrichment factor, this method 

enables the measurement of small amounts of bisphenol A in the examined samples. 

Methods: In this method, bisphenol A forms a colored hydrophobic derivative of antipyrine with 4-aminoantipyrine 

in the presence of potassium hexacyanoferrate. In order to extract the resulting derivative, 250 µl of  

2-phenoxyethanol was dissolved in 10 ml of the sample. Then, by adding 0.7 g of sodium chloride to the sample, fine 

droplets of extracting solvent were formed in the sample and the solution became cloudy. After centrifugation, the 

extraction phase containing bisphenol A derivative settled at the bottom of the test tube, and then, 20 µl of methanol 

was added in order to reduce its viscosity. The measurement was performed by a high-performance liquid 

chromatography at a wavelength of 480 nm. To optimize the process, the effect of the amount of 4-aminoantipyrine, 

potassium hexacyanoferrate, and buffer was investigated. Then, the figures of merit of the method were obtained and 

the performance of the method was evaluated on drinking water and urban sewage effluent samples. 

Findings: Under optimal conditions (2-phenoxyethanol: 250 µl, 4-aminoantipyrine 1%: 100 µl, potassium 

hexacyanoferrate 10%: 80 µl, buffer pH 10: 10 µl, and sodium chloride: 0.7 g per 10 ml of sample), the enrichment 

factor of 106, the detection limit of 0.1 ng ml-1, the limit of quantification of 0.3 ng ml-1, and the relative standard 

deviation (RSD) of 3.2% were obtained. Meanwhile, the correlation coefficient (CC) of the calibration curve was 

equal to 0.9985. Moreover, the results of the analysis of water and urban sewage effluent samples showed that the 

developed method had suitable performance for the measurement of bisphenol A in real matrix samples. 

Conclusion: Considering the low detection limit, high enrichment factor, and proper performance in real samples, 

this method can be introduced as a sensitive and efficient method for the measurement of very low amounts of 

bisphenol A in water and wastewater samples. 

Keywords: Water; Wastewater; Liquid phase microextraction; Bisphenol A; Measurement; Liquid chromatography 

 
Citation: Roustaei F, Baghdadi M, Marjani A, Alimoradi M. Development of Salting Out Dispersive Liquid-Liquid 

Microextraction for Measurement of Bisphenol A in Drinking Water and Urban Treated Wastewater Samples by High-

Performance Liquid Chromatography: Optimization by the Response Surface Methodology Based on the Box-Behnken 

Design. J Health Syst Res 2023; 19(3): 183-91. 

 

T
h

is is an
 o

p
en

-access article d
istrib

u
ted

 u
n

d
er th

e term
s o

f th
e C

reativ
e C

o
m

m
o
n

s A
ttrib

u
tio

n
-N

o
n

C
o

m
m

ercial 4
.0

 U
n

p
o

rted
 L

icen
se, w

h
ich

 p
erm

its u
n

restricted
 u

se, d
istrib

u
tio

n
, an

d
 rep

ro
d
u

ctio
n

 in
 

an
y

 m
ed

iu
m

, p
ro

v
id

ed
 th

e o
rig

in
al w

o
rk

 is p
ro

p
erly

 cited
. 

Original Article 

 [
 D

O
I:

 1
0.

48
30

5/
jh

sr
.v

19
i3

.1
50

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 h

sr
.m

ui
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

03
 ]

 

                             1 / 10

http://dx.doi.org/10.48305/jhsr.v19i3.1502
https://orcid.org/0009-0003-8342-9303
https://orcid.org/0000-0001-9816-764X
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0
http://dx.doi.org/10.48305/jhsr.v19i3.1502
http://hsr.mui.ac.ir/article-1-1523-en.html


DOI: 10.48305/jhsr.v19i3.1502 Published by Vesnu Publications 

 رانیاراک، ا ،یواحد اراک، دانشگاه آزاد اسلام ه،یدانشکده علوم پا ه،یتجز یمیگروه ش ،یتخصص یدکتر یدانشجو -1
 نانشکده علوم پایه، واحد اراک، دانشگاه آزاد اسلامی، اراک و گروه مهندسی محیط زیست، دانشکده محیط زیست، دانشگاه تهران، تهران، ایراگروه شیمی تجزیه، د دانشیار، -2
 گروه شیمی کاربردی، دانشکده علوم پایه، واحد اراک، دانشگاه آزاد اسلامی، اراک، ایران استاد، -3

 وم پایه، واحد اراک، دانشگاه آزاد اسلامی، اراک، ایراناستاد، گروه شیمی تجزیه، دانشکده عل -4

گروه شیمی تجزیه، دانشکده علوم پایه، واحد اراک، دانشگاه آزاد اسلامی، اراک و گروه مهندسی محیط زیست، دانشکده محیط زیست، دانشگاه  دانشیار، ؛بغدادی مجید :نویسنده مسؤول

 تهران، تهران، ایران
Email: m.baghdadi@ut.ac.ir 

 

 
 

http://hsr.mui.ac.ir 

 1402 پاییز/ 3/ شماره 19مجله تحقیقات نظام سلامت/ سال  184

 

 آ فنل گیری بیسجهت اندازه نمک یرانرونیاساس اثر ب بر یپخش عیما -عیام ریزاستخراجتوسعه 

  ی آب شرب و پساب فاضلاب شهری با استفاده از کروماتوگرافی مایع با راندمان بالا:هانمونهدر 

 Box-Behnkenطرح  یروش سطح پاسخ بر مبناسازی توسط بهینه
 

 4، محمد علیمرادی3یاعظم مرجان، 2یبغدادمجید ، 1یروستائ دهیفر
 

 

 چكيده
ی فاضلاب شهری به هاخانههیتصفاین آلاینده از طریق تخلیه پساب  که اثرات مخربی بر سلامت انسان دارد. باشدیمی نوظهور شناخته شده هاندهیزآلایریکی از  آ فنلسیب مقدمه:

یا  Salting out assisted liquid-liquid microextraction)نمک  یرانرونیاثر ب هیپا بر یپخشعیما -عیاستخراج مازیر . در پژوهش حاضر، روشکندیممحیط زیست راه پیدا 

SA-LLME )ی مقادیر ناچیز ریگاندازهبررسی قرار گرفت. این روش به دلیل فاکتور تغلیظ بالا،  ی موردآب شرب و پساب فاضلاب شهر یهادر نمونه آفنلسیب تغلیظپیش جهت

 .کندیمپذیر ی مورد بررسی امکانهانمونها در ر آ فنلسیب

. جهت استخراج مشتق حاصل شده، دهدیمپیرین تشکیل گریز رنگی آنتیپیرین در حضور پتاسیم هگزاسیانوفرات یک مشتق آبآمینوآنتی-4آ با فنل در این روش، بیس :هاروش

کننده در نمونه تشکیل و محلول گرم کلرید سدیم به نمونه، قطرات ریزحلال استخراج 7/2. سپس با اضافه کردن دیگرد لیتر نمونه حلمیلی 12فنوکسی اتانول در -0میکرولیتر از  052

ضافه گردید. میکرولیتر متانول ا 02نشین و سپس به منظور کاهش ویسکوزیته، به آن آ در ته لوله آزمایش تهفنل کننده حاوی مشتق بیسابری شد. بعد از سانتریفوژ، فاز استخراج

ی سازنهیبهنانومترانجام شد. برای  482( در طول موج HPLCیا  High-performance liquid chromatographyی به وسیله دستگاه کروماتوگرافی مایع با راندمان بالا )ریگاندازه

ی هانمونهسی قرار گرفت. سپس ارقام شایستگی روش به دست آمد و عملکرد روش روی آمینوآنتی پیرین، پتاسیم هگزاسیانوفرات، سدیم کلرید و بافر مورد برر-4فرایند، اثر مقدار 

 .آب شرب و پساب فاضلاب شهری ارزیابی گردید

 : pH=  12بافر ر و میکرولیت 82درصد:  12 فراتمیکرولیتر، پتاسیم هگزاسیانو 122درصد:  1 نیریپآمینوآنتی-4میکرولیتر،  052فنوکسی اتانول: -0تحت شرایط بهینه ) ها:یافته

 3/2سازی لیتر، حد کمینانوگرم بر میلی 1/2( LODیا  Limit of detection) صیتشخ حدو  121لیتر نمونه(، فاکتور تغلیظ میلی 12گرم بر  7/2میکرولیتر و سدیم کلرید:  12

( منحنی CCیا  Correlation coefficientدرصد به دست آمد. ضریب همبستگی ) 0/3 (RSDیا  Relative standard deviationی )نسبلیتر و انحراف استاندارد نانوگرم بر میلی

 .ی با ماتریکس واقعی داردهانمونهآ در فنل ی بیسریگاندازهنشان داد که روش توسعه یافته عملکرد مناسبی جهت  نیز ی آب و پسابهانمونهبود. نتایج آنالیز  8885/2کالیبراسیون، 

ی ریگاندازهبه عنوان یک روش حساس و کارامد جهت  توانیمی واقعی، این روش را هانمونهپایین، فاکتور تغلیظ بالا و عملکرد مناسب در  صیحدتشختوجه به با  گیری:نتیجه

 .ی آب و پساب معرفی نمودهانمونهآ در فنل مقادیر بسیار پایین بیس

 عیما یکروماتوگراف ؛یریگآ؛ اندازه فنلسیب ع؛یفاز ما زاستخراجیآب؛ پساب؛ ر های کلیدی:واژه

 
آ فنل گیری بیسجهت اندازه نمک یرانرونیاساس اثر ب بر یپخش عیما -عیما ریزاستخراجتوسعه  .محمد یمرادی، علاعظم ی، مرجاندیمج ی، بغداددهیفر یروستائ ارجاع:

 طرح  یروش سطح پاسخ بر مبناسازی توسط بهینه مایع با راندمان بالا: ی آب شرب و پساب فاضلاب شهری با استفاده از کروماتوگرافیهانمونهدر 

Box-Behnken. 183 -191(: 3) 19؛ 1402 مجله تحقیقات نظام سلامت 

 15/7/1420تاریخ چاپ:  1/5/1420 پذیرش مقاله: 03/10/1421 :مقاله دریافت
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 مقدمه

کننده شده ترده و نگرانبسیار گس هاندهیآلازیری ناشی از آلودگ ،ریاخهای سال در
ی ه اینگران  نیت رمه می از ک ی هاندهیآلازیرگفت  توانیماست؛ به طوری که 

، آب، ه وا و هاندهیآلازیربا  هاانساناصلی مواجهه  ریمس. باشدیمی طیمح ستیز
 و فاض لاب هیتخلو  عیصناآ در فنل سیب. استفاده گسترده از باشدیمغذایی  میرژ

یکی از عل ل اص لی  ی،نیزمریز و سطحی یهاآب به یدیتول یهاکارخانه پساب
 موج ودات و هاانسان سلامت تواندیم که باشدیمآ فنل آلودگی منابع آب به بیس

آ ب ه عن وان  فن ولسیب(. همچن ین، ب ه عل ت اس تفاده 1-3کند ) تهدید را زنده
فن ل سیبرت ی آب معدنی، مهاجهایبطرکننده در مواد پلاستیکی به ویژه در نرم

 (.4افتد )آ از بطری به آب داخل آن اتفاق می
 س  ازی نمون ه، تغل یح و ح  ذ  عوام ل م زاحم اس  ت.ه د  اص لی آم اده

ی هانمون هکه آنالیز  باشدیمسازی نمونه یکی از مراحل مهم در آنالیز کمی آماده
 باع   تغلیحی پیشهاروش. سازدیمگیری مقادیر ناچیز را مقدور پیچیده و اندازه

این که به دلیل فاکتور تغلیح بالا، منج ر ب ه  ضمن. شودیممزاحم  عوامل کاهش
. به شودیم( LODیا  Limit of detectionکاهش قابل توجه حد تشخیص )

 و پیچی ده یهانمون ه آن الیز تغلیح مناس ،،پیش روش یک از استفاده طور کلی،
ین، ب ا اس تفاده از ی ک روش . همچن سازدیم مقدور را ناچیز مقادیر گیریاندازه

کننده قاب ل انطا اق ب ا دس تگاه از نمونه به فاز استخراج ندهیآلا استخراج مناس،،
 .(5، 6) شودیمگیری منتقل اندازه

ام ر  نی ا کهاند کردهتوسعه زیادی پیدا  کلاسیک استخراج هایروش امروزه
 از ه د  .ش ده اس ت استخراج )میکرواس تخراج( ریز هایمنجر به ارایه تکنیک

 . ای نباش دیم  کلاس یک ه ایروش معای ، کردن برطر  ،هاروش این توسعه
 زی اد سرعت بالا، استخراج راندمان همچون ییهاتیمزی دارامدرن،  یهاکیتکن
 هایروش بنابراین، .(6، 7) باشندیم کمتر خطرات با شیمیایی کم مواد مصر  و

 ح ال در س تیز محیط دوستدار وتر ارزان ،ترعیسر یهاروش سمت به استخراج
 ه  ایروش اس  تخراج از جمل ه ری ز یه  اروش راس تا، ای  ن در. هس تند حرک ت

 فاز و (LPMEیا  Liquid-phase microextractionمایع ) ریزاستخراج فاز
ان د. کرده دای پ توس عه (SPMEا ی Solid-phase microextractionجامد )
 استخراج نقایص کردن برطر  هد  با حلال کمک به کرواستخراجیم یهاروش
 و گ ران و خطرناک، سمی آلی یهاحلال زیاد مصر  کلاسیک مانند مایع -مایع
 ،LPME روش کردن د. در دای پ توس عه 1990 دهه اواخر ها، درآن بودن برزمان

 انج ام آب ب ا امت زاج قاب ل غی ر آلی حلال یک زا یکم خیلی حجم در استخراج
   .(6، 8) شودیم

پخش ی م ایع -ی ریزاس تخراج، روش ری ز اس تخراج م ایعه اروش نیباز 
(Dispersive liquid-liquid microextraction  ی اDLLME توس ط )

ی هادروکربنی  هگی  ری ب  ه منظ  ور ان  دازه 2006رض  ایی و همک  اران در س  ال 
ی آبی با اس تفاده اهنمونههای ارگانوفسفره در کشی و آفتاحلقهچند  کیآرومات

 ( معرف  ی ش  د. GCی  ا  Gas chromatographyاز کروم  اتوگرافی گ  ازی )
 و کنندهاس تخراج حل ال ک م خیل ی حج م و سهولت، سادگی روش، نیای ایمزا

 گ رددیم  بال ا خیلی تغلیح فاکتور به منجر ،تینهاکه در  بالای آن است سرعت
(9). DLLME  نم   کران   ی رونی   باس   تفاده از ب   ا (SA-LLME ی   ا  

Salting out assisted liquid-liquid microextraction ) نوعی از روش
DLLME ( همگ نHomogeneous liquid-liquid microextraction  

از آب و حلال  یمخلوط ،روش استخراج نیا در. شودیممحسوب ( HLLMEیا 
 تی الکترول کی و ب ا اف زودن  ردی گیمقابل امتزاج با آب مورد استفاده قرار آلی 
. ب ه ط ور کل ی، افت دیاتفاق م فاز ییمخلوط، جدا نیابه  KCl ای NaClمانند 

تع داد  ،نیاابربن دارد.آب ی هامولکولاتصال با به  یادیز لیتما نمک اضافه شده
 تی حلال ،ج هینتدر  .شوندیممتصل  های نمکیونآب به  یهامولکولاز  یادیز

آنالی ت در  و صورت خواهد گرف ت فاز یو جداساز گرددیمدر آب کم  یآلحلال 
قاب ل  زانی مروش، راندمان استخراج ب ه  نیادر  .شودیمکننده وارد فاز استخراج
 نی ا لی دل. به (10) شودیم تیحساس شیفزااو منجر به  ابدییم شیافزاتوجهی 

ی از ک ی ق رار دارد، یونق درت ی  ریتأثی اتانول به شدت تحت فنوکس تیحلال که
د. روب ه ش مار م ی SA-LLMEی روش ب رامناس،  کنندهی استخراجهاحلال
ی ه اکنشب رهم قی طر، از کی آروماتداشتن حلق ه  لیدلماده به  نیا، نیهمچن
ی ش ود. ب ا آل  ا اتیترکتخراج راندمان اس  شیافزامنجر به  تواندیمی، پا -یپا

دارد و  LPME ن دیفرای در مهمنقش  کنندهنوع حلال استخراج که نیاتوجه به 
 ی ات     انول در روش فنوکس     اس     تفاده از  ک     ه نی     انظ     ر ب     ه 

SA-LLME  ی اتانول در روش فنوکستا به حال گزارش نشده است، استفاده از
SA-LLME باشدیم ی ارایه شده در پژوهش حاضرنوآور، به عنوان. 

Saini  وMartini  ازSPME در آ  فن   ولسیب گی   ریان   دازه جه   ت
جفت با استفاده از سه جاذب مختلف استات سلولز  یآب و کاغذ حرارت یهانمونه
 High-performance liquid chromatography-Ultra-violetشده با 

(HPLC-UV ،)یک ی از معای ، اص لی  .(11)استفاده نمودند  توزانیک و نیتیک
و  Zhou. باش دیم ب ر و زم ان ب رکه هزین ه باشدیماین روش، ساخت جاذب 

 ی ا AALLME) ب ه کم ک ه وا عیما -عیما کرواستخراجیمهمکاران از روش 
Air-assisted liquid-liquid microextraction نی  یتع( ب  ه منظ  ور 

رض ایی . (12)مودند ی آب و غذا استفاده نکیپلاستفنول آ از ظرو  سیب مهاجرت
ی ری گبرای اس تخراج و ان دازه  HPLCهمراه با  DLLMEو همکاران نیز از 

از معای ، روش ف وق، اس تفاده از حل ال . (13)ل آ در آب استفاده کردن د فنسیب
 ی بر راندمان استخراج دارد.منف ریتأثکه  باشدیمکننده پخش

 یب را SA-LLME روش کی توس عه  انج ام پ ژوهش حاض ر،هد  از 
ی ب ود. ای ن آب شرب و پساب فاضلاب شهر یهانمونهدر  فنل آسیب حیتغلشیپ

آ را در فن ل گی ری مق ادیر ن اچیز بیسازهروش به دلیل ف اکتور تغل یح بال ا، ان د
 .کندیمپذیر ی مورد بررسی امکانهانمونه
 

 هاروش
گرم در لیت ر محل ول میلی 1000( جهت تهیه Bisphenol A)فنل آ سیب مواد:

 ف راتپتاسیم هگزاسیانو ، آمریکا( تهیه شد. Sigma-Aldrich استوک )شرکت
(Potassium hexacyanoferrate) نیری       پین       وآنتیآم -4 و  
(4-Aminoantipyrine) فنوکس ی ات انول -2آ، فن ل سازی بیسجهت مشتق
(2-Phenoxyethanolبه عنوان حلال استخراج ) ،کنندهNaCl  جهت اف زایش

کننده فاز استخراجی از ( به عنوان حلال رقیقMethanolو متانول ) قدرت یونی
 )آلمان( تهیه گردید. Merckشرکت 

  HPLCآ، از فن   ل گی   ری مش   تق بیسمنظ   ور ان   دازه ب   ه :هادس   تگاه
(Agilent 1100 مجهز به دتکتور )UV/Vis ها در ط ول گیریاندازه. استفاده شد

میکرولیتر از نمونه به صورت دستی به دس تگاه  20نانومتر صورت گرفت.  480موج 
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 250 ×مت رمیل ی 6/4میکرومت ر،  C18 (5تزریق شد. جداسازی با استفاده از ستون 
 آب ب ا نس ات شوی ستون توسط فاز متحرک مت انول/متر( انجام گردید. شستمیلی
لیتر در دقیقه ص ورت گرف ت. ط ول ه ر میلی 6/0حجمی با دبی  -حجمی 80/20
س انتریفوژ  کم ککننده به جداسازی فاز استخراج در نظر گرفته شد. قهیدق 20 زیآنال

 Adwaمت ر pH کم کبه  pHگیری اندازه و ، آلمان(Sigma)شرکت  2-7مدل 
 ( انجام شد.مجارستان -رومانی، AD1000)مدل 

کش ی ش هری در در مطالعه حاض ر از آب لول ه ی مورد بررسی:هاآبنمونه 
ب ه عن وان نمون ه  دانشکده محیط زیست دانشگاه تهران و آب معدنی برن د وات ا

فاض  لاب ش  هری از پس  اب خروج  ی  حقیق  ی اس  تفاده ش  د. همچن  ین، پس  اب
ی هانمون ه ی گردی د.ب رداری نمون هاشهیشدر ظرو   خانه اکااتان تهرانتصفیه

در یخچال نگه داری ش د و  و سپس لتریف کرونیم 45/0ی صاففاضلاب ابتدا با 
 سازی به دمای محیط رسانده شدند.قال از آماده
 فن  ل آ ب  هسیب   یح  اوآب  ی از نمون  ه  ت  ریلیل  یم SA-LLME :10روش 

سپس ب ه آن  و انتقال یافت یتریلیلیم 15 یمخروط یاشهیش شیآزمای هالوله
و پتاس یم هگزاس یانو  نیری پین وآنتیآم-4ساز و ، عوامل مشتقpH=  10بافر با 

فنوکس ی ات انول در -2اضافه گردید. پس از آن، مقدار مشخصی  فرات به ترتی،
قدرت یونی و دو فازی  میتنظسدیم جهت  دیکلرآن حل گردید. در نهایت، نمک 

شد.  لیتشکن به محلول نمونه اضافه شد. پس از هم زدن، یک محلول ابری شد
. بع د از آن، ف از دی گرد فوژیس انتردور در دقیق ه  4000با س رعت  هالولهسپس 
نش ین و س پس ب ه آ در ته لوله آزمایش تهفنل کننده حاوی مشتق بیساستخراج

گیری ب ا فه شد. اندازهاضا میکرولیتر متانول 20منظور کاهش ویسکوزیته، به آن 
 نانومتر صورت گرفت. 480و در طول موج  HPLCاستفاده از دستگاه 

ه ا در فراین د ریزاس تخراج و اثرات متقاب ل ب ین آن گذارریتأثهای شاخص
 Design Expertاف زار در ن رم Box-Behnkenفنل آ توس ط طراح ی سیب

 اریبس اح ی طر Box-Behnkenمورد بررسی ق رار گرف ت.  12.0.2.0نسخه 
در  شیآزم ای ره ایمتغ ریت أثکارامدی است که اطلاع اتی را منحص راد در م ورد 

  یطراح . ده دیم ب ا ح داک ر اطلاع ات ارای ه  ازی نحداقل تعداد اج زای م ورد 
Box-Behnken ش،یمؤثر بر آزم ا عوامل کردن دایچون پهم ییایمزا لیبه دل 

دس ت آوردن ه و ب هاشاخص نیکنش ببرهم یبررس ند،ایاثر فاکتور بر فر بررسی
. تع داد ک ل ش ودیاس تفاده م  یا، امروزه به طور گس تردهشیآزما نهیبه طیشرا
 ، آنک  ه در  گردی  دمحاس  اه  1رابط ه  قی  از طر( N)انج  ام ش  ده  یه اشیآزما
K  و  یاصل هایشاخصتعدادC0 تع داد باش دیم  یتعداد تکرار نقط ه مرک ز .

 .(14، 15) باشدیمفاده قابل است عدد 21 تا 3فاکتورها از 
 

 N = 2K(K-1) + C0   1رابطه 
 

 فرات و انویس  س  از )پتاس  یم هگزامش  تق ام  لوعدر تحقی  ق حاض  ر، 
و مقدار نم ک کلری د س دیم ب ه عن وان متغیره ای  10بافر (، نیپریآنتنویآم-4

 ارایه شده اس ت. 1های مستقل در جدول سطوح شاخص مستقل انتخاب گردید.
ل ازم ب ه  وان متغیر وابسته در نظر گرفت ه ش د.ی جذب نور به عناهیتجزسیگنال 

 س  ازی فراین  د، از دس  تگاه اس  پکتروفتومتر در قس  مت بهین  ه ذک  ر اس  ت ک  ه
(HACH 2800 ،و برای محاساه ارقام شایس تگی و آن الیز آمریکا )ی هانمون ه

 استفاده گردید. HPLCحقیقی از دستگاه 
 سیم اترگرفته شد. در نظر  5در طراحی آزمایش  تعداد تکرار نقطه مرکزی
بینی ش ده آزمایش و نتایج آزمایش و مقادیر پیش 31طراحی آزمایش مشتمل بر 

 ارایه شده است. 2 در جدول

 

 Box-Behnkenی اصلی در طراحی هاعاملسطوح متفاوت . 1 جدول

 سطوح ریمتغ

1+ 0 1- 

 01 01 051 (تریکرولیم) 01 بافر

 2/1 6/1 1/0 کلرید سدیم )گرم(

 01 55 011 (تریکرولیمنو آنتی پیرین )آمی-4

 5 5/52 011 (تریکرولیمپتاسیم هگزاسیانوفرات )

 

 هایافته
( ب ه 2)رابط ه  2، معادل ه درج ه Box-Behnkenبا استفاده از طراحی آزمایش 

رابطه پارامترهای مستقل مق دار ب افر، آمین وآنتی پی رین،  دست آمد. این معادله،
 .دهدیمیم را با مقدار جذب نشان هگزاسیانوفرات و کلرید سد

 

 2رابطه 

جذب = 0.240 + 0.00253𝐴 + 0.61586𝐵 + 0.005111𝐶
− 0.003599D − 0.000071AD
+ 0.004111BC+ 0.015934BD
+ 0.015934CD − 1.18505B2

− 0.000032C^2 
 

اعتا ار م دل و اهمی ت متغیره ا و  ب ه منظ ور بررس ی ANOVAآزمون 
ب رای  Pارایه شده است. مق دار  3دول ها استفاده شد و نتایج در جکنش آنبرهم

بینی شده توس ط نتایج پیش دهدیمکه نشان  به دست آمد 4859/0 عدم انطااق
برای مدل  Pو  F هایشاخصی تجربی انطااق خوبی دارد. مقدار هادادهمدل با 
. ده دیم که اهمی ت م دل را نش ان  گزارش گردید < 05/0و  7/31به ترتی، 

مش اهده ش د ک ه  2Adjusted R و 2Predicted R ناختلا  قابل قاولی ب ی
ب رای  ت وانیم م دل پیش نهادی را  ،این. بن ابرباشدیمکننده صحت مدل دییتأ

 کار برد.ه بینی مقدار جذب بپیش
تمام  دهدیمکه نشان  باشدیم 05/0ها کمتر از برای تمام شاخص Pمقدار 

ها، فقط کنشر این، از بین برهم. علاوه بباشندیمدار پارامترها از نظر آماری معنی
ک  نش ب  ین کلری  د س  دیم و ک  نش ب  ین ب  افر و هگزاس  یانوفرات و ب  رهمب رهم

 .باشدیمدار معنی هگزاسیانوفرات
بینی شده نسات به مقادیر تجرب ی و نمودار مقادیر پیش هاماندهنمودار باقی

که گونه نشان داده شده است. همان (الف و بهای )قسمت 1در شکل  به ترتی،
از توزی ع نرم ال پی روی  هامانده، باقیشودیممشاهده  (الف)قسمت  1 در شکل

، تم ام نت ایج نزدی ک شودیممشاهده  )قسمت ب( 1. همچنین در شکل کندیم
تمام نتایج توسط م دل ب ه خ وبی  دهدیمکه نشان  اندشدهدرجه توزیع  45خط 

 بینی است.قابل پیش
 

 بحث
 روش: یس  ازنهیران  دمان اس  تخراج و به یؤثر ب  ر روم   یهااث  ر ش  اخص یبررس  
اث ر ب افر و  ش ده اس ت. هی ارا 2در ش کل  2سطح پاسخ منتج از رابطه  ینمودارها

 )قسمت الف( نشان داده شده است. 2هگزانوسیانوفرات روی میزان جذب در شکل 
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 هاپاسخو  Box-Behnkenطراحی شده توسط  سیماتر. 2 جدول

بافر  شیآزما

 (تریکرولیم)

 میسد دیکلر

 )گرم(

آمینوآنتی پیرین -4

 (تریکرولیم)

پتاسیم هگزاسیانوفرات 

 (تریکرولیم)

مقدار 

 واقعی

ی نیبشیپمقدار 

 شده

0 01 6/1 011 1/5 048/1 042/1 

2 01 2/1 55 1/011 933/1 945/1 

9 01 6/1 55 5/52 051/1 020/1 

4 051 1/0 55 5/52 663/1 650/1 

5 01 2/1 55 5/52 528/1 603/1 

6 01 2/1 01 5/52 904/1 285/1 

8 01 1/0 011 5/52 355/1 121/0 

0 01 2/1 55 1/5 605/1 828/1 

3 01 6/1 55 5/52 888/1 020/1 

01 051 6/1 55 1/011 543/1 620/1 

00 01 2/1 011 5/52 611/1 668/1 

02 01 1/0 55 1/011 085/0 061/0 

09 01 6/1 55 5/52 081/1 020/1 

04 01 6/1 55 5/52 811/1 020/1 

05 01 6/1 011 1/011 281/0 221/0 

06 01 6/1 011 5/52 251/0 021/0 

08 01 6/1 01 5/52 541/1 586/1 

00 01 6/1 01 1/011 551/1 525/1 

03 051 2/1 55 5/52 569/1 459/1 

21 051 6/1 55 1/5 394/1 063/1 

20 01 6/1 55 1/011 056/0 261/0 

22 051 6/1 011 5/52 311/1 351/1 

29 01 1/0 01 5/52 989/1 992/1 

24 01 6/1 55 5/52 399/1 020/1 

25 01 1/0 55 1/5 251/1 928/1 

26 01 6/1 55 5/52 068/1 020/1 

28 01 6/1 01 1/5 445/1 460/1 

20 01 1/0 55 5/52 038/1 024/1 

23 01 6/1 55 1/5 611/1 568/1 

91 051 6/1 01 5/52 961/1 401/1 

90 01 6/1 55 5/52 834/1 020/1 

 
های کم بافر، با افزایش مقدار هگزاسیانوفرات، مقدار ج ذب اف زایش در غلظت

داری در ، اما در مقادر زیاد بافر، با افزایش مقدار هگزاسیانوفرات، تغیی ر معن یابدییم
ک نش ب ین ای ن دو ش اخص جذب مشاهده نشد که این ام ر نش ان دهن ده ب رهم

 توان دیم مشاهده شد. این کاهش . همچنین، با افزایش بافر، کاهش جذب باشدیم
در مقادیر زیاد بافر باشد؛ چرا که تشکیل مشتق رنگی حاص ل  pHبه دلیل افزایش 

پی رین روی می زان ج ذب آمینوآنتی-4وابستگی زیادی دارد. اثر بافر و  pHشده به 

)قسمت ب( نشان داده شده است. بر ای ن اس ا ، ب ا اف زایش غلظ ت  2در شکل 
که دلیل این امر، افزایش حجم ف از اس تخراجی  ابدییمزایش نمک، میزان جذب اف

 اب دییمی زیاد نمک، راندمان استخراج به میزان کمی کاهش هاغلظتدر  .باشدیم
که دلیل آن، رقیق شدن فاز استخراجی ب ه دلی ل اف زایش ب یش از ح د حج م آن 

ک ه دلی ل آن،  اب دییمپیرین، میزان جذب اف زایش آمینوآنتی-4. با افزایش باشدیم
 .باشدیمتشکیل بیشتر مشتق رنگی 
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 ANOVAآزمون  نتایج. 3 جدول

 Pمقدار  Fمقدار  مربعات نیانگیم ی آزادیهادرجه مجموع مربعات راتییمنبع تغ
Model 0511/2 01 2040/1 81/90 1110/1 >* 

 A 1025/1 0 1025/1 00/02 1129/1-بافر
B-NaCl 0269/1 0 0269/1 64/00 1119/1 

 < C 0840/1 0 0840/1 09/023 1110/1-آنتی پیرینآمینو

 D 0432/1 0 0432/1 12/22 1110/1-هگزاسیانوفرات
AD 2204/1 0 2204/1 60/92 1110/1 
BC 1203/1 0 1203/1 29/9 1089/1 
BD 9666/1 0 9666/1 02/54 1110/1 > 
CD 1259/1 0 1259/1 89/9 1688/1 
B² 2624/1 0 2624/1 89/90 1110/1 > 
C² 1910/1 0 1910/1 55/4 1455/1 

Residual 0955/1 21 1160/1   
Lack of fit 1384/1 04 1181/1 01/0 4053/1 
Pure error 1900/1 6 1169/1   
Cor total 2011/2 91    

2411/02  =Adeq Precision ،8520/2  =Predicted R² ،811/2  =Adjusted R² ،8427/2  =R² ،08/11  =CV  ،)7322/2)درصد  =

 = انحراف معیار 2803/2میانگین، 

 

 

 
مقادیر واقعی نسبت به نمودار و ( الف). توزیع نرمال داده 1شکل 

 بینی شده توسط مدل )ب(مقدار پیش

های ج و د(، با افزایش مقدار هگزاسیانوفرات، می زان )قسمت 2طاق شکل 
 ل بیشتر مشتق رنگی است.کند که دلیل آن تشکیجذب افزایش پیدا می

 در شرایط بهینه، آزم ایش تک رار گردی د و می زان ج ذب در ای ن ش رایط، 
درص د ق رار  95ب ا س طح اطمین ان  197/1-395/1 بود ک ه در مح دود 285/1

 قرار گرفت. دییتأگرفت. بنابراین، اعتاار مدل مورد 
 فنوکس  ی ات  انول: -2) ن  هیبهتح  ت ش  رایط  ارق  ام شایس  تگی روش:

میکرولیت   ر، پتاس   یم  100درص   د:  1 نیری   پآمین   وآنتی-4کرولیت   ر، می 250
میکرولیت  ر و  pH :10=  10ب  افر میکرولیت  ر و  80درص  د:  10فرات هگزاس  یانو

 ی  ا EFلیت  ر نمون  ه(، ف  اکتور تغل  یح )میل  ی 10گ  رم ب  ر  7/0س  دیم کلری  د 
Enrichment factor = )106، LOD = 1/0 لیت  ر، ح  د ن  انوگرم ب  ر میل  ی

 ی ا RSDلیت ر و انح را  معی ار نس ای )ن انوگرم ب ر میل ی 3/0 = س ازیکمی
Relative standard deviationو  2/3 ،ی ترتبه  یروزی و برونروز( درون

ه ا در یشآزم ای، زوری محاساه انحرا  معیار برونبرادرصد به دست آمد.  1/5
 ی ا CCض من ای ن ک ه ض ری، هماس تگی ) .دی گرد تک راری مختل ف روزها

Correlation coefficient ،گزارش شد. تع داد  9985/0( منحنی کالیاراسیون
از نسات شی، منحنی  بود. فاکتور تغلیح 10برای محاساه انحرا  معیار،  تکرارها

تغل یح ب ه تغلیح به شی، منحنی کالیاراسیون بدون پیشکالیاراسیون بعد از پیش
ب  رای ح  د و  3، س  یگنال ب ه ن  ویز LODدس ت آم  د. ب  رای ب ه دس  ت آوردن 

 در نظر گرفته شد. 10 سیگنال به نویز سازیکمی
کشی شهری در دانشکده مح یط ی آب لولههانمونه ی:قیحقی هانمونهآنالیز 

به عنوان نمونه حقیقی استفاده ش د.  زیست دانشگاه تهران و آب معدنی برند واتا
خان ه اکاات ان ش هرک فاضلاب شهری از پساب خروجی تص فیه همچنین، پساب

 تهیه گردید.  کااتان تهرانا
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 و همکارانی روستائ دهیفر 

 1402 پاییز/ 3/ شماره 19مجله تحقیقات نظام سلامت/ سال  188

 

 

 
 نمک با  )ب(، نیپرینوآنتیآمنمک با  ،فرات)الف(انوهگزایسبا  بافر یتعامل اتاثری و پاسخ سه بعد وحسط. 2شکل 

 ()د انوهگزافراتیسبا  نیپرینوآنتیآم، (ج) انوهگزافراتیس
 میکرولیتر و  pH :12=  12بافر میکرولیتر،  82درصد:  12فرات میکرولیتر، پتاسیم هگزاسیانو 122درصد:  1 نیریپآمینوآنتی-4 افزار شاملنقاط بهینه گزارش شده توسط نرم

 لیتر نمونهمیلی 12گرم بر  7/2سدیم کلرید 

 
 ی اسپایک ش ده در س طح غلظت یهانمونهی حقیقی و هانمونهنتایج آنالیز 

بر این اسا ، راندمان  نشان داده شده است. 4لیتر در جدول نانوگرم در میلی 50

ق رار داش ت. بن ابراین، درص د  100 ± 5در مح دوده  هانمونهاستخراج در تمام 
آ در فنل گیری بیسنتیجه گیری کرد که روش پیشنهاد شده برای اندازه توانیم

  .باشدیمی واقعی قابل استفاده هانمونه
برای مقایس ه ای ن روش  ی دیگر:هاروشی با شنهادیپ قیتحقمقایسه روش 

ب ا  س هیدر مقا یش نهادیدر روش پ .دی گردتهی ه  5ی دیگر، ج دول هاروشبا 
 .باشدیبه ساخت و سنتز جاذب نم ازیذکر شده، ن SPME یهاروش

 

 یقیحق یهاآ در نمونه فنلسیب یریگاندازه. 4 جدول

 ( تریلیلینانوگرم در مغلظت ) نمونه

 انحراف معیار( ±)میانگین 

 نانوگرم در گیری شده )مقدار اندازه ار اضافه شدهمقد

 انحراف معیار( ±( )میانگین تریلیلیم

 راندمان بازیافت 

 )درصد(

 4/36 9/43 ± 8/0 1/51 0/0 ± 5/1 آب معدنی

 ND 1/51 2/0 ± 3/50 0/019 رسانیآب شبکه آب

 0/014 3/56 ± 2/9 1/51 5/4 ± 9/1 پساب فاضلاب شهری
ND: Not detected 
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  SA-LLMEآ به روش  فنلسیب یریگاندازه

 1402 پاییز/ 3/ شماره 19نظام سلامت/ سال  مجله تحقیقات 182

 

 آ فنلسیب صیتشخ یبرا گرید یهاحاضر با روش قیروش تحق سهیمقا. 5 جدول

نانوگرم در ) LOD ظیتغلفاکتور  منبع

 (تریلیلیم

 روش

(02) - 21/1 Air-assisted liquid-liquid microextraction (AALLME) 

(06) 009 99/1 Biosorption based dispersive liquid liquid microextraction (Bio-DLLME) 

(08) 4219 19/1 Hollow-fiber-supported liquid-phase microextraction 

(00) 03 81/1 Dispersive liquid-liquid microextraction 

(03) - 01/0 Solid phase microextraction 

 Salting out Assisted Liquid-Liquid Microextraction 01/1 016 ش حاضرپژوه

LOD: Limit of detection 
 

های من درج در ج دول ، سادگی روش در مقایسه با بعضی از روشنیهمچن
که نیاز به تجهیزات زی ادی ن دارد. ض من  باشدیم، از دیگر مزایای این روش 5

 .باشدیم ترنییپابه نسات  هاروشسایر  این روش در مقایسه با LODاین که 
 

 گیرینتیجه
فن  ل آ در سیب  ی ری  گی ان  دازهب  را SA-LLMEحاض  ر روش  پ  ژوهشدر 
 ن هیبه یشهرخانه هیتصف و پساب معدنیآب  کشی،لوله یدنیآشام ی آبهانمونه
اس تفاده  کنن دهی اتانول به عنوان حلال اس تخراجفنوکسروش، از  نیا. در دیگرد

ی ونق درت ی  ریت أثی تح ت ل یخی اتانول فنوکس تیحلال که نیاتوجه به شد. با 
را  SA-LLMEروش ی استفاده در برامناسای  طیشراماده  نیا، باشدیم طیمح

 1 نیری پآمینوآنتی -4میکرولیتر،  250فنوکسی اتانول: -2دارد. در شرایط بهینه )
ب افر میکرولیت ر و  80درصد:  10فرات میکرولیتر، پتاسیم هگزا سیانو 100درصد: 
10 = pH :10  :لیتر نمونه(، فاکتور میلی 10گرم بر  7/0میکرولیتر و سدیم کلرید

دس ت ه ب لیتر نانوگرم بر میلی 3/0 سازیو حد کمی LOD=  1/0و  106تغلیح 
 آب کش ی،لول ه یدنیآش امفن ل آ از آب سیب اس تخراج زیرروش برای  نیاآمد. 

تفاده ق رار گرف ت. ران دمان اس تخراج در تم ام معدنی و پساب فاضلاب مورد اس

یافت ه عملک رد  روش توس عه ،نیبنابرابود. درصد  100 ± 5در محدوده  هانمونه
دارد. در  ی با م اتریکس واقع یهانمونهآ در  فنلگیری بیسمناسای جهت اندازه

پ ایین و  LODروش دارای  نی ا، کرواس تخراجیمی ه اروش گ ریدب ا  سهیمقا
ی هانمون هروش در  نی ا. با توجه به عملک رد مناس ، باشدیملیح بالا فاکتور تغ
ی ریگان دازهبه عنوان یک روش حس ا  و کارام د جه ت  از آن توانیمواقعی، 

 نمود. استفادهی آب و پساب هانمونهآ در فنل مقادیر بسیار پایین بیس
 

 انیدتشکر و قدر
ش  ماره تخصص  ی ب  ا  نام  ه مقط  ع دکت  ریانی  پاپ  ژوهش حاض  ر برگرفت  ه از 

دانش  گاه آزاد اس  لامی واح  د  مص  وب ،1214800667656921400162412136
ی دانشگاه آزاد اسلام هیپا دانشکده علوم یمیش ازگروه لهیوس نیبد. باشدیماراک 

از انج ام  یاانیپش تو دانشکده محیط زیست دانشگاه تهران به جهت  واحد اراک
 .دیآیممطالعه، تشکر و قدردانی به عمل  نیا

 

References 

1. Huelsmann RD, Will C, Carasek E. Determination of bisphenol A: Old problem, recent creative solutions based 

on novel materials. J Sep Sci 2021; 44(6): 1148-73. 

2. Almeida S, Raposo A, Almeida-Gonzalez M, Carrascosa C. Bisphenol A: Food exposure and impact on human 

health. Compr Rev Food Sci Food Saf 2018; 17(6): 1503-17. 

3. Bodur S, Erarpat S, Dalgıç Bozyigit G, Selali Chormey D, Oz E, Ozdogan N, et al. A sensitive determination 

method for trace bisphenol A in bottled water and wastewater samples: Binary solvent liquid phase microextraction-

quadrupole isotope dilution-gas chromatography-mass spectrometry. Microchem J 2020; 159: 105532. 

4. Parto M, Aazami J, Shamsi Z, Zamani A, Savabieasfahani M. Determination of bisphenol-A in plastic bottled 

water in markets of Zanjan, Iran. Int J Environ Sci Technol 2022; 19(4): 3337-44. 

5. Yamini Y, Rezazadeh M, Seidi S. Liquid-phase microextraction - The different principles and configurations. 

TrAC Trends Anal Chem 2019; 112: 264-72. 

6. Pedersen-Bjergaard S, Rasmussen KE. Liquid-phase microextraction with porous hollow fibers, a miniaturized 

and highly flexible format for liquid-liquid extraction. J Chromatogr A 2008; 1184(1-2): 132-42. 

7. Sarafraz-Yazdi A, Amiri A. Liquid-phase microextraction. TrAC Trends Anal Chem 2010; 29(1): 1-14. 

8. Dadfarnia S, Haji Shabani AM. Recent development in liquid phase microextraction for determination of trace 

level concentration of metals--a review. Anal Chim Acta 2010; 658(2): 107-19. 

9. Rezaee M, Assadi Y, Milani Hosseini MR, Aghaee E, Ahmadi F, Berijani S. Determination of organic 

compounds in water using dispersive liquid-liquid microextraction. J Chromatogr A 2006; 1116(1-2): 1-9. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

48
30

5/
jh

sr
.v

19
i3

.1
50

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 h

sr
.m

ui
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

03
 ]

 

                             8 / 10

http://dx.doi.org/10.48305/jhsr.v19i3.1502
http://hsr.mui.ac.ir/article-1-1523-en.html


 

 
 

http://hsr.mui.ac.ir 

 فریده روستائی و همکاران 

 1402 پاییز/ 3/ شماره 19مجله تحقیقات نظام سلامت/ سال  181

 

10. Wang Dx, Wang Xc, Hu Qj, Zhang Cx, Li F, Wang Fl, et al. Salting-out assisted liquid-liquid extraction coupled 

to dispersive liquid-liquid microextraction for the determination of bisphenol a and six analogs (B, E, F, S, 

BADGE, BFDGE) in canned coffee drinks by ultra-performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry. Food Anal Methods 2021; 14(3): 441-52. 

11. Saini SS, Martini MF. A green hybrid microextraction for sensitive determination of bisphenol A in aqueous 

samples using three different sorbents: Analytical and computational studies. Microchemical Journal 2021;  

160: 105612. 

12. Zhou Q, Jin Z, Li J, Wang B, Wei X, Chen J. A novel air-assisted liquid-liquid microextraction based on in-situ 

phase separation for the HPLC determination of bisphenols migration from disposable lunch boxes to contacting 

water. Talanta 2018; 189: 116-21. 

13. Rezaee M, Yamini Y, Shariati S, Esrafili A, Shamsipur M. Dispersive liquid-liquid microextraction combined 

with high-performance liquid chromatography-UV detection as a very simple, rapid and sensitive method for the 

determination of bisphenol A in water samples. J Chromatogr A 2009; 1216(9): 1511-4. 

14. Czyrski A, Sznura J. The application of Box-Behnken-Design in the optimization of HPLC separation of 

fluoroquinolones. Sci Rep 2019; 9(1): 19458. 

15. Latif A, Maqbool A, Zhou R, Arsalan M, Sun K, Si Y. Optimized degradation of bisphenol A by immobilized 

laccase from Trametes versicolor using Box-Behnken design (BBD) and artificial neural network (ANN).  

J Environ Chem Eng 2022; 10(2): 107331. 

16. Haeri SA. Bio-sorption based dispersive liquid-liquid microextraction for the highly efficient enrichment of trace-

level bisphenol A from water samples prior to its determination by HPLC. J Chromatogr B Biomed Appl 2016; 

1028: 186-91. 

17. Zou Y, Zhang Z, Shao X, Chen Y, Wu X, Yang L, et al. Hollow-fiber-supported liquid-phase microextraction 

using an ionic liquid as the extractant for the pre-concentration of bisphenol A, 17-beta-estradiol, estrone and 

diethylstilbestrol from water samples with HPLC detection. Water Sci Technol 2014; 69(5): 1028-35. 

18. Lopez-Darias J, German-Hernandez M, Pino V, Afonso AM. Dispersive liquid-liquid microextraction versus 

single-drop microextraction for the determination of several endocrine-disrupting phenols from seawaters. 

Talanta 2010; 80(5): 1611-8. 

19. Nerin C, Philo MR, Salafranca J, Castle L. Determination of bisphenol-type contaminants from food packaging 

materials in aqueous foods by solid-phase microextraction-high-performance liquid chromatography.  

J Chromatogr A 2002; 963(1-2): 375-80. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

48
30

5/
jh

sr
.v

19
i3

.1
50

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 h

sr
.m

ui
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

03
 ]

 

                             9 / 10

http://dx.doi.org/10.48305/jhsr.v19i3.1502
http://hsr.mui.ac.ir/article-1-1523-en.html


 

 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

48
30

5/
jh

sr
.v

19
i3

.1
50

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 h

sr
.m

ui
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

03
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

http://dx.doi.org/10.48305/jhsr.v19i3.1502
http://hsr.mui.ac.ir/article-1-1523-en.html
http://www.tcpdf.org

