
 

 
 

 
Method validation and determination of caffeine in drinks in the 
Iranian market by the HPLC  
 
Hamide Sharifi Darani 1, Parisa Ziarati 2,3, Mahboubeh Taherkhani 4, Zahra Mousavi 5  
1PharmD Student, Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, 
Tehran Medical Sciences, Islamic Azad University (IAUPS), Tehran, Iran 
2Nutrition and Food Sciences Research Center, Tehran Medical Sciences, Islamic Azad University, Tehran, Iran 
3 Assistant Professor, Medicinal Chemistry Department, Pharmacy Faculty, Tehran Medical Sciences, Islamic Azad 
University, Tehran, Iran 
4Assistant Professor, Department of Chemistry, College of Sciences, Takestan Branch, Islamic Azad University, 
Takestan, Iran 
5Associate Professor, Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Pharmacy and Pharmaceutical 
Sciences, Tehran Medical Sciences, Islamic Azad University (IAUPS), Tehran, Iran  
 

Abstract 
  

Background: Caffeinated energy drinks are common drinks among athletes and general population that have 
benefits such as providing quick energy, reducing fatigue and creating alertness, but can lead to serious 
complications in patients, especially those who have cancer and mental, cardiovascular, or renal diseases. 
The aim of this study was to validate the quantitative analysis and determine caffeine in 10 caffeine-
containing drink samples from Tehran markets using high efficiency liquid chromatography (HPLC).  
Materials and methods: In this study, first the HPLC method was validated using the sample standard. 
Then the amount of caffeine in 10 samples of drinks was evaluated. 
Results: The calibration curve of caffeine was linear in the range of 2-200 ppm and its correlation coefficient 
was 0.997. The limits of detection and quantification (LOQ and LOD) were 44.65 and 13.39 g/mL 
respectively. After validating the method, 10 drink samples collected from Tehran were tested for caffeine 
content. Comparing the results with international standards showed that the caffeine value of these beverages 
was lower than the standard.  
Conclusion: This method has the accuracy and efficiency in measuring the caffeine of beverages. 
Comparing with international standards, the amount of caffeine in the beverages is lower than the standard. 
Due to the increased consumption of these drinks in the country, measuring caffeine at different times is 
essential.  
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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  431تا  425صفحات ، 99 زمستان، 4، شماره 30 ورهد

  

هاي بازار ایران به گیري کافئین موجود در نوشیدنیاعتبار سنجی روش و اندازه

  وسیله کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا

 5ده زهرا موسويسی ،4، محبوبه طاهرخانی2،3پریسا زیارتی، 1حمیده شریفی دارانی
 ، تهران، ایراندانشگاه علوم پزشکی آزاد اسلامی تهران، دانشکده داروسازي، دانش آموخته دکتري داروسازي 1
  علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران ، دانشکده داروسازي و علوم داروییمرکز تحقیقات علوم تغذیه و صنایع غذایی، 2
  ، ایران، دانشگاه آزاد اسلامی، تهراندانشکده داروسازي و علوم دارویی، علوم پزشکی تهران شیمی دارویی،گروه استادیار،  3
  دانشگاه آزاد اسلامی واحد تاکستان، تاکستان، ایرانگروه شیمی، دانشکده علوم پایه، استادیار،  4
 ایران تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه تهران، پزشکی علوم دارویی، علوم و داروسازي دانشکده شناسی، سم - فارماکولوژي گروه شناسی، سم دانشیار5

   کیدهچ

که فوایدي  هستندهاي رایج توسط ورزشکاران و عموم مردم زا و حاوي کافئین از جمله نوشیدنیهاي انرژينوشیدنی :سابقه و هدف

توانند منجر به عوارض جدي در افراد بیمار، به ویژه می امادارند، ایجاد هوشیاري  و نظیر فراهم کردن سریع انرژي، کاهش خسـتگی

. هدف این مطالعه معتبرسازي روش آنالیز کمی و تعیین سطح شوندهاي روانـی، قلبی و عروقی، سرطان و کلیوي بیماريمبتلایان به 

 . بودبا کارایی بالا)  (کروماتوگرافی مایع HPLCهاي موجود در سطح شهر تهران با استفاده از دستگاه کافئین نوشیدنی

نمونه  10سپس میزان کافئین موجود در  .از استاندارد نمونه انجام گرفت با استفاده HPLCروش ابتدا معتبرسازي  ،در این مطالعه :روش بررسی

   .ها بررسی شداز نوشیدنی

با بررسی انجام شده بود.  997/0 همبستگی آن خطی و ضریب ppm200 -2منحنی کالیبراسیون براي استاندارد کافئین در محدوده  ها:یافته

نمونه  10. پس از اعتبارسنجی روش، شدمحاسبه LOD(g/mL  39/13و حدود شناسایی ( LOQ g/mL65/44)(  حدود تعیین مقدار

ها کمتر از حد که میزان کافئین این نمونه نوشیدنی جمع آوري شده از سطح شهر تهران از نظر میزان کافئین مورد آزمایش قرار گرفت

  .بوداستاندارد 

و مقایسه نتایج حاصل با استانداردهاي بین است ها از دقت و کارایی لازم برخوردار این روش در اندازه گیري کافئین نوشیدنی :گیرينتیجه

ها در کشور، صرف این نوشیدنی. با توجه به افزایش ماستتر از حد استاندارد ها پاییندهد که میزان کافئین این نوشیدنیالمللی نشان می

  .شودگیري میزان کافئین در مقاطع زمانی مختلف امري ضروري محسوب میاندازه

 .اعتبارسنجی تعیین مقدار، دار، کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا،نوشیدنی کافئین واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

با نام  )1(کافئین پودر سفید کریستالی بدون بو و تلخ مزه 

که از اجزاي اصلی  )2( تري متیل گزانتین 7و3و1شیمیایی 

                                                
 دهیس، دارویی علوم و داروسازي دانشکده شناسی، سم -فارماکولوژي گروه، تهران: رس نویسنده مسئولآد

 )  email: mosavi50@yahoo.com( يزهرا موسو

ORCID ID: 0000-0001-6524-491X  

  22/7/98: تاریخ دریافت مقاله

  23/10/98: تاریخ پذیرش مقاله

زا و هاي انرژيهایی از جمله قهوه، چاي، نوشیدنینوشیدنی

آلکالوئید پورینی محلول در آب با  ،)3( رودشکلات به شمار می

هاست از خانواده متیل گزانتین g/mol19/194 وزن مولکولی 

این ماده است. که خواص آن به تئوفیلین و تئوبرومین شبیه 

, 4( آیدبه طور عمده از گیاهی به نام کافئا عربیکا به دست می

. این ماده در ترکیباتی از جمله چاي، قهوه، شکلات و برخی )5

. غلظت )6(شود ها) یافت میها، تقویت کنندهداروها (مسکن
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دقیقه بعد از مصرف خوراکی آن  30-120پلاسمایی کافئین 

 .)8, 7(است ساعت  6تا  3است و نیمه عمر آن 

کافئین به عنوان یک داروي طبیعی براي تحریک سیستم  

کند و از جمله اثرات آن اعصاب مرکزي و متابولیک عمل می

 توان به تحریک سیستم عصبی، دیورز، ترشح اسید معدهمی

هاي ریوي و اثرات مثبتی از جمله پیشگیري از بیماري )9، 3(

درمان خواب آلودگی و کاهش  ،)10(و اختلالات متابولیک 

و در برخی موارد ارتباط با شناخت  )11(خستگی جسمانی 

اشاره کرد. همچنین  )13، 12(بهتر و بهبود عملکرد ورزشی 

کی از آن است که مصرف ترکیبات نتایج برخی تحقیقات حا

 )6(هاي آدنوزینی کافئینی از طریق بلوکه کردن گیرنده

و کاهش تولید  )7(هاي آنتی اکسایشی افزایش سنتز آنزیم

توانند از بروز استرس می )14(هاي آزاد بیش از حد رادیکال

. در کل )15(التهابی بکاهند  -هاي اکسایشیمتابولیکی و پاسخ

رسد که کافئین اعمال ضد التهابی و محافظت به نظر می

هاي آدنوزینی به ویژه کنندگی خود را از طریق مهار گیرنده

هاي گروه نوکلئوتید ، مخالفت قوي با آنزیمA2a1هاي گیرند

ید پیام آور درون سلولی آدنوزین فسفودي استراز و افزایش تول

 cAMP :Cyclic adenosineمونو فسفات حلقوي (

monophosphate که باعث فعال کردن مسیر تولید پروتئین (

و تحریک مسیر ضدالتهابی  )A2 )Protein kinase Aکیناز

cAMP/PKA دهد و در ادامه منجر به کاهش شده انجام می

هاي انواع سلول کموتاکسی، حرکت، چسبندگی و فعالیت

ها ها و نوتروفیلکشنده، لنفوسیت Tهاي التهابی شامل سلول

   .)16( دشومی

توان به بی اشتهایی، افزایش از جمله اثرات منفی کافئین می

فشارخون، اضطراب ناگهانی، افزایش اسید معده، اختلالات 

خوابی اشاره کرد. دفع آب و سدیم در اي و بیروده

به زا گزارش شده است که این عوارض هاي انرژينوشیدنی

ت اسها وجود کافئین در این نوشیدنیطور عمده مربوط به 

چنان  ،یابداین اثرات با مصرف الکل و سیگار شدت می .)17(

زا هاي انرژيکه حمله صرعی در خصوص مصرف نوشیدنی

. کافئین در )19، 18( همزمان با الکل گزارش شده است

م بسیاري مانند یشدت سمی است و سبب علاه دوزهاي بالا ب

آریتمی، تاکیکاردي، استفراغ، اضطراب، رعشه، مشکلات 

 ،کافئیندر مصرف . )20( دشوگوارشی، تشنج، اغما و مرگ می

سردرد، خستگی و درد عضلانی مشاهده شده است که این 

ساعت پس از آخرین میزان مصرف  24تواند در طول م مییعلا

. استفاده طولانی مدت از کافئین )21( کافئین اتفاق بیافتد

م زدن الگوي خواب، افزایش فشار خون، وابستگی سبب به ه

شود. مقدار مصرف فیزیولوژیکی و تشدید اختلالات روانی می

. )22( در روز پیشنهاد شده است mg400کافئین کمتر از 

هاي غیرالکلی طبق قانون سازمان مقدارکافئین در نوشیدنی

) FDA :Food and Drug Administration(غذا و دارو آمریکا 

. طبق )23(باشد  ppm200یا  mg/oz 6نباید بیشتر از 

زا و گازدار هاي انرژياستاندارد ملی مقدار کافئین در نوشابه

  باشد.  ppm 100و ppm 320نباید به ترتیب بیشتر از

میزان دریافت روزانه قابل قبول براي کافئین در افراد بزرگسال 

mg/day400 حدود) mg/kgbw/day 7/5در افراد باردار ،( 

mg/day200 در مادران شیرده ،mg/kgbw/day3/0 و

  .)24(ذکر شده است  mg/kgbw/day3 درکودکان 

کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا، روشی مناسب جهت 

گیري، و تعیین نوع مواد است. این تکنیک با جداسازي، اندازه

کاربردهاي  هاي دیگر و آشکارسازهاي پیشرفتهبا روشتلفیق 

هدف ما در این پروژه استفاده از  زیادي در علوم مختلف دارد.

گیري روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا براي اندازه

     .بودهاي موجود در بازار کافئین نوشیدنی

  

  مواد و روشها

 مواد و تجهیزات مورد استفاده

 مـرك،  HPLC gradeمتـانول  ی: اسـتاندارد کـافئین،  مواد شیمیای- 

  نمونه از نوشیدنی هاي غیرالکلی 10آب دیونیزه،

تجهیزات: دسـتگاه کرومـاتوگرافی مـایع بـا کـارایی بـالا سـاخت        - 

  YL9100، مدل Younglinشرکت

  آماده سازي استاندارد

گرم پـودر کـافئین خـالص     1/0ابتدا  ،جهت تهیه استاندارد کافئین

لیتر بـه حجـم   میلی 100از آب بدون یون، در یک بالون  با استفاده

- . سـپس غلظـت  آمـد دست ه ب mg/L 1000و غلظت شد رسانده 

ــاي   ــافئین  mg/L 200و  150 ،100 ،50 ،20 ،10 ،5، 2هـ از کـ

بـا آب بـدون یـون تهیـه      mg/L 1000توسط رقیق سازي محلول 

بـا   مرتبه به دسـتگاه تزریـق و   3هرکدام ، هاي تهیه شدهرقت .شد

استفاده از میانگین حاصل شده، توسـط نـرم افـزار اکسـل نمـودار      

  .شدمورد نظر رسم 

  آماده سازي نمونه

 10وسیله آب دیونیزه بـه حجـم   ه ب، لیتر از هر نمونهمیلی 2میزان 

دقیقه در حمام اولتراسـونیک   20و به مدت شد لیتر رسانیده میلی

ه د. سپس هریک بتا گازهاي موجود در آن خارج شوشد قرار داده 

 50و بـا حجـم   شـد  میکرون فیلتـر   45/0 وسیله فیلتر سر سرنگی
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. پیک کافئین به طـور متوسـط در   شددستگاه تزریق  میکرولیتر به

    شد.دقیقه ظاهر  5زمان بازگشت 

  

  هایافته

به نتایج حاصل از معتبرسازي روش اجرایی به شرح زیر 

 دست آمد.

یین معادله خط در ارزیابی خطی بودن و تع خطی بودن:

  ارائه شده است. 1جدول و نمودار 

  

هاي مساحت زیر منحنی استاندارد کافئین در غلظت .1جدول 

 مشخص کافئین

  )mV*Secمساحت زیر منحنی (  )mg/Lغلظت کافئین (

2  76/73  

5  58/129  

10  63/240  

20  42/433  

50  43/1093  

100  77/2341  

150  54/3338  

200  73/4859  

  

  منحنی استاندارد کافئین. 1دار نمو

  

: با بررسی انجام حدود تعیین مقدار و حدود شناسایی

  LODو  g/mL 65/44 دست آمدهه ب LOQشده میزان 

  . شدمحاسبه  g/mL 39/13  آن

: نتایج تکرارپذیري در سه روز متوالی به صورت دقت

در ها دادهانحراف معیار و درصد انحراف نسبی  ±میانگین 

  ارائه شده است. 2 جدول

  هاغلظت کافئین در نوشیدنی

هاي مختلف در نمونه HPLCنتایج روش  3در جدول 

  ها نشان داده شده است. نوشیدنی

  میزان دریافت تخمینی روزانه

 1/0لیتر نوشابه در سال و  42 با توجه به سرانه مصرف

کیلوگرمی،  60) در یک فرد بالغ 30( کیلوگرم قهوه در سال

توسط دریافت روزانه کافئین از مصرف نوشابه و میزان م

قهوه مطابق با فرمول ارائه شده محاسبه و مقادیر با میزان 

 دریافت روزانه قابل قبول مقایسه شده است و شاخص خطر

(HI)  شدمحاسبه .  

  

 

   

  بحث

کافئین آلکالوئیدي طبیعی است و از اجزاي اصلی 

... به شمار  کلات وهایی مانند قهوه و چاي و نیز شنوشیدنی

تا  80رود. متوسط مصرف کافئین در انسان در محدوده می

تواند بر . کافئین میاستمیلی گرم/روز به ازاي هر فرد  400

کیفیت و کمیت خواب اثرگذار باشد. اثرات قطع مصرف 

است. خواب آلودگی  و سردرد، خستگی، کافئین در انسان

به خصوص در زنان  آورکافئین به عنوان یک ماده اعتیاد

هاي گزارش شده است. کافئین اثرات متعددي بر روي ارگان

تنفسی  و بدن از جمله سیستم عصبی، قلبی عروقی، گوارشی

دارد و باعث تحریک سیستم اعصاب مرکزي، اثرات ضدالتهابی، 

هاي ریوي و اختلالات فراهم سازي انرژي، پیشگیري از بیماري

شود. همچنین کافئین در دوزهاي بالا باعث می متابولیک

اضطراب، افزایش فشار خون، بروز مشکلات قلبی عروقی و 

شود. مرگ و میر معمولا با مصرف کلیوي و حتی مرگ می

 افتد. از کافئین اتفاق می mg/kg  150حدودا
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زا و حاوي کافئین توسـط هـاي انرژياخیراً مصرف نوشیدنی

اي رایـج شـده اسـت. بـه طـور فزاینـده جوانان و ورزشـکاران

زا هاي انرژيورزشکاران اعتقاد دارند که استفاده از نوشیدنی

طی تمـرین و مسـابقه، بـه علـت ترکیبـات نیروزایی همچون 

کربوهیدرات، کافئین، سیترات سـدیم، تـورین و غیـره 

دهـد. اگرچه این محصولات ممکن عملکـرد را افـزایش مـی

 فوایدي نظیر فراهم کردن سریع انرژي، کاهش خسـتگی است

توانند منجر به اما آنها می ،ایجاد هوشیاري داشته باشند و

عوارض جدي شوند. این عوارض در افراد بیمار، به ویژه 

هاي روانـی، قلبی و عروقی، سرطان و اشخاص با بیماري

 تر هستند. کلیوي خیلی خطرناك

گیري امات مهم تعیین و اندازهبه همین دلیل یکی از اقد

هاي زمانی مختلف ها در بازهکافئین موجود در این نوشیدنی

تا از بروز عواقب احتمالی ناشی از سمیت با دوز هاي بالا است 

  این ماده جلوگیري شود. 

ها گیري کافئین در نوشیدنیمطالعات بسیاري جهت اندازه

در  شهمکاراناي توسط مذمل و مطالعه. انجام گرفته است

هاي نمونه از نوشیدنی 5در بنگلادش بر روي  2015سال 

زاي موجود در بازار انجام گرفت و محتواي کافئین انرژي

مورد آزمایش قرار گرفت و  UVها بوسیله این نوشیدنی

ها متوسط محتواي کافئین موجود در این نوشیدنی

mg/serving 21/89  گزارش شد و اعلام شد که کمترین

و بیشترین مقدار کافئین در  4 دار کافئین در برند شمارهمق

 . )25(است  5برند شماره 

میزان متوسط کافئین  2016در سال  ششرستا و همکاران

 HPLCوسیله ه ها بنمونه از نوشیدنی 12گیري شده در اندازه

  ). 32، 26(گزارش کردند  % 5/2-53/3را 

 نتایج حاصل از بررسی دقت روش در سه روز کاري .2جدول 

  )mg/lغلظت استاندارد (  10  20  50

  روز اول  29/246 ± 88/3  95/427 ± 19/5 43/1093 ± 91/3

35/0  21/1  57/1  RSD%  

  روز دوم  24/239 ± 32/2  21/430 ± 40/4  17/1087 ± 82/2

25/0  02/1  96/0  RSD%  

  روز سوم  41/241 ± 97/1  52/432 ± 45/3 21/1090 ± 53/1

14/0  79/0  81/0  RSD%  

 بار تکرار) گزارش شد. 3میانگین داده ها حاصل از  ±SDهاي نتایج به صورت (در مورد تمامی داده

  

 هامیانگین زمان بازگشت و میانگین غلظت کافئین در نمونه .3جدول 

  میانگین زمان بازگشت (دقیقه)  ) mg/Lنگین غلظت کافئین (میا  نمونه  

1  92/1 ± 47/15  14/5  

2  17/0 ± 05/3  20/5  

3  38/3±3/20  20/5  

4  91/13±3/52  20/5  

5  57/45±7/74  22/5  

6  03/12±7/72  22/5  

7  10/21±5/72  21/5  

8  46/95±0/3  20/5  

9  38/44±2/11  22/5  

10  37/03±5/65  23/5  

  

هاي نوشابه کافئین در نمونه EDI (mg/kg/day)و میزان دریافت روزانه تخمینی  ADI (mg/kg/day)یزان دریافت روزانه قابل قبول م .4جدول 

 HIو محاسبه  ADIو قهوه در بالغین و مقایسه آن با 

HI % EDI  ADI نمونه 

  کافئین نوشابه  7/5  0179/0  31/0

  کافئین قهوه  7/5  000012/0  00021/0
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براي  HPLCاز  2016در ترکیه در سال  شآسکی و همکاران

هاي غیرالکلی استفاده کردند و گیري کافئین نوشیدنیاندازه

 µg/ml19/0دست آمده را ه ب LODپس از معتبرسازي روش 

تر ها را پایینو میزان کافئین نوشیدنی µg/ml63/0را LOQ و 

  . )27(از حد مجاز اعلام شده گزارش کردند 

نمونه  15کافئین  2012 در سال شموسی علی عمر و همکاران

مورد  HPLCنوشیدنی موجود در بازار سودان را به وسیله 

هاي سنجش قرار دادند و متوسط کافئین موجود در نوشابه

 ppm 6/458 هاي چاي راو در نمونه ppm  6/255زا راانرژي

  . )28( استگزارش کردند که بالاتر از حد مجاز 

 شاي توسط عبدل مومن و همکارانعهمطال 2006در سال 

ها به روش گیري کافئین در چاي و قهوه و نوشیدنیبراي اندازه

SPE-HPLC  نمونه از  6انجام گرفت و محتواي کافئین

و محتواي کافئین  ppm5/101-162ها در محدوده نوشیدنی

گزارش شد  ppm80/9و  ppm93/9قهوه و چاي به ترتیب 

)29( .  

در حال حاضر محققان براي تعیین محتواي کافئین این 

ز جمله استفاده از ا ،هاي متعدديها روشنوشیدنی

برند به کار میو...  HPLC ،GC ،FT-IRهایی از قبیل دستگاه

توانند مورد مطالعه که هرکدام همراه دتکتورهاي مختلف می

به عنوان روشی سریع،  HPLCقرار بگیرند. در این پژوهش از 

  استفاده شده است.  UVحساس و کارآمد به همراه دتکتور 

روش آنالیز دقیق و حساس  یک در پژوهش حاضر سعی شد

ها اعتبارسنجی نمونه از نوشیدنی 10گیري کافئین جهت اندازه

دهد که این روش کاملا . نتایج به دست آمده نشان میشود

علمی و عملی است. به طوري که منحنی کالیبراسیون براي 

خطی و ضریب  ppm200 -2استاندارد کافئین در محدوده 

  . بود 997/0 همبستگی آن

هاي مورد استفاده در گیري کافئین نمونهایج حاصل از اندازهنت

دهد که کمترین مقدار کافئین مربوط به پژوهش نشان می

و شکلات سرد  05/3 ± 17/0 نوشابه فانتا با متوسط کافئین

و بیشترین مقدار کافئین  95/3± 46/0با متوسط کافئین 

و  45/74± 57/7 مربوط به نوشابه ردبول با متوسط کافئین

میلی گرم بر  21/72± 10/5با متوسط کافئین  crownنوشابه 

  . استلیتر 

) کافئین با استفاده از EDIمیزان دریافت روزانه تخمینی (

اطلاعات به دست آمده در نوشابه و قهوه به ترتیب 

mg/kg/day 0179/0  و مقایسه آن با است  0000122/0و

دهنده عدم وجود ) نشان ADIمیزان جذب روزانه قابل قبول (

   .استخطر براي مصرف کنندگان این محصولات 
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