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a) Présentation des boissons énergisantes
b) Action de la caféine sur l'organisme et Enjeux
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Prévention : ne pas dépasser
400 mg de caféine par jour 
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↗ Adénosine 
(ADP) 

Utilisation d'énergie
par le cerveau

fatigue

Figure 2 - hydrolyse de l'ATP en
ADP et libération d'énergie

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

a) Présentation des boissons énergisantes
b) Action de la caféine sur l'organisme et Enjeux
c) Problématique, objectifs du TIPE

Figure 4 - caféine (à gauche), adénosine (à droite)

La caféine bloque
les récepteurs à
adénosine 

réduit fatigue +
↗ pulsation
cardiaque Figure 3 - Récepteurs à adénosine au niveau des synapses
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a) Présentation des boissons énergisantes
b) Action de la caféine sur l'organisme et enjeux
c) Problématique, objectifs du TIPE

→ Comment détecter et quantifier la caféine présente dans
des boissons énergisantes ?

Quelles méthodes se révèlent les plus efficaces ?

01

Spectroscopie
UV -visible

02

Chromatographie
Liquide Haute
Perfomance 

03

Spectro -
fluorimétrie

02.1

Choix de la
phase mobile

02.2

Problématique et objectifs du TIPE :

Objectifs
personnels Extraction en

phase solide

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie
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→ Comment détecter et quantifier la caféine présente dans
des boissons énergisantes ?

Quelles méthodes se révèlent les plus efficaces ?
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Figure 6 - Absorbance entre 230 à 320 nm d'une solution
aqueuse de caféine à 0,02 g/L avec une cuve en quartz

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

a) Analyse de la boisson brute
b) Extraction de la caféine 
c) Méthode des ajouts dosés

1ère méthode : Analyse directe d'une
solution de boisson énergisante 

Figure 5 - caféine et spectrophotomètre UV Visible 
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Figure 7 - Courbe d'étalonnage de la caféine dans de
l’acide sulfurique à 272 nm

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

a) Analyse de la boisson brute
b) Extraction de la caféine 
c) Méthode des ajouts dosés

Figure 6 - Absorbance entre 230 à 320 nm d'une solution
aqueuse de caféine à 0,02 g/L avec une cuve en quartz

1ère méthode : Analyse directe d'une
solution de boisson énergisante 

Figure 5 - caféine et spectrophotomètre UV Visible 

Concentration en caféine (g/L)



Absorbance mesurée : A = 0,723
Taux de caféine dans 100 mL de

boisson :  ( 20,20 ± 0,36 ) mg 10

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

a) Analyse de la boisson brute
b) Extraction de la caféine 
c) Méthode des ajouts dosés

Figure 7 - Courbe d'étalonnage de la caféine dans de
l’acide sulfurique à 272 nm

0,723

Figure 6 - Absorbance entre 230 à 320 nm d'une solution
aqueuse de caféine à 0,02 g/L avec une cuve en quartz

1ère méthode : Analyse directe d'une
solution de boisson énergisante 

Figure 5 - caféine et spectrophotomètre UV Visible 0,0202 g/L

Concentration en caféine (g/L)



Ajustement du pH avec                 
à 1 mol/L jusqu'à pH=9
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Extraction de la
caféine de la boisson
 énergisante à l'aide 

de 2x 25 mL de     
dichlorométhane  

           

phase
organique 

phase
aqueuse 

Récupération 
de la phase
organique    

+ séchage 
+ filtration    

    

2ème méthode : Analyse UV à partir
de la caféine extraite de la boisson

Figure 8 - évaporateur rotatif

Ajout de 50 mL de
H2SO4 dans le ballon 

Prélèvement de 5 mL →
dilution dans une fiole

jaugée de 500mL 

Mesure d'absorbance

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

a) Analyse de la boisson brute
b) Extraction de la caféine 
c) Méthode des ajouts dosés
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I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

Absorbance mesurée : A = 1,479
d'où c = 20,51 ± 0,36 mg de

caféine dans 100 mL de boisson

a) Analyse de la boisson brute
b) Extraction de la caféine 
c) Méthode des ajouts dosés

Figure 7 - Courbe d'étalonnage de la caféine dans de
l’acide sulfurique à 272 nm

 A= 1,479

 c = 0,0410 g/L

Figure 6 - Absorbance entre 230 à 320 nm d'une solution
aqueuse de caféine à 0,02 g/L avec une cuve en quartz

2ème méthode : Analyse UV à partir
de la caféine extraite de la boisson

Figure 5 - caféine et spectrophotomètre UV Visible 

Concentration en caféine (g/L)



Méthode 3 : ajouts dosés : intérêt :
passer outre les effets de matrice
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I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

a) Analyse de la boisson brute
b) Extraction de la caféine 
c) Méthode des ajouts dosés

volume boisson
énergisante (mL)

volume solution
étalon caféine

(mL) 

1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00

S1 S2 S4 S5S3

Figure 9 - Composition des différentes solutions étalons

Boisson
énergisante

Solution étalon de
caféine (0,125 g/L)

Solvant 

Figure 10 -  Solutions étalons



I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

a) Analyse de la boisson brute
b) Extraction de la caféine 
c) Méthode des ajouts dosés

Figure 11 - Droite d'étalonnage des ajouts dosés 
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Méthode 3 : ajouts dosés : intérêt :
passer outre les effets de matrice
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(mL) 

1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00

S1 S2 S4 S5S3

Figure 9 - Composition des différentes solutions étalons
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Solution étalon de
caféine (0,125 g/L)

Solvant 

Figure 10 -  Solutions étalons

Concentration en caféine (g/L)
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Figure 11 - Droite d'étalonnage des ajouts dosés 

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

a) Analyse de la boisson brute
b) Extraction de la caféine 
c) Méthode des ajouts dosés
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 c = (21,52 ± 0,48 ) mg de caféine

dans 100 mL de boisson

Concentration
en caféine

A = k.(C+Cx)
On trace sur la courbe A(c)=k.C +

k.Cx

Solution de l’équation A(C)=0 ⇔
C(A=0) = -Cx

concentration
inconnue de caféine

(Monster)

concentration en caféine des
solutions étalons

Méthode 3 : ajouts dosés : intérêt :
passer outre les effets de matrice

Boisson
énergisante

Solution étalon de
caféine (0,125 g/L)

Solvant 

Figure 10 -  Solutions étalons
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1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00

S1 S2 S4 S5S3

Figure 9 - Composition des différentes solutions étalons
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I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

a) Analyse de la boisson brute
b) Extraction de la caféine 
c) Méthode des ajouts dosés

Figure 12 - Comparaison de la droite d'étalonnage et la droite des
ajouts dosés pour le Monster
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Méthode 3 : ajouts dosés : intérêt :
passer outre les effets de matrice

volume boisson
énergisante (mL)

volume solution
étalon caféine

(mL) 

1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00

S1 S2 S4 S5S3

Figure 9 - Composition des différentes solutions étalons

c

Pas d’effets de matrice

Ajouts dosés

Droite
d’étalonnage

S

Présence d’effets de matrice

Ajouts dosés

Droite
d’étalonnage

S

c

Figure 10 -  Solutions étalons
Figure 13 - Conséquence de la comparaison des droites d’étalonnage
et d’ajouts dosés sur les effets de matrice



→ Comment détecter et quantifier la caféine présente dans
des boissons énergisantes ?

Quelles méthodes se révèlent les plus efficaces ?
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01

Spectroscopie
UV -visible

02

Chromatographie
Liquide Haute
Perfomance 

03

Spectro -
fluorimétrie

02.1

Choix de la
phase mobile

Extraction en
phase solide

02.2

Problématique et objectifs du TIPE :

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

Objectifs
personnels



POMPE DÉTECTEURINJECTEUR

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

COLONNE

Phase mobile

Echantillon

Fig.14 - Schéma de principe de l’HPLC et analogies avec la
chromatographie sur couche mince : 

Injection de l’éluant par la
pompe ↔ mise de l’éluant

dans la cuve ccm

Injection de
l’échantillon ↔ dépôt

par tube capillaire

Passage éluant ↔ montée
par capillarité de l’éluant
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POMPE DÉTECTEURINJECTEUR COLONNE

Phase mobile

Echantillon

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

Injection de l’éluant par la
pompe ↔ mise de l’éluant

dans la cuve ccm

Passage éluant ↔ montée
par capillarité de l’éluant

Injection de
l’échantillon ↔ dépôt

par tube capillaire
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Fig.14 - Schéma de principe de l’HPLC et analogies avec la
chromatographie sur couche mince : 



Phase mobile :
 Eau / méthanol 60/40

4,5 min

0,7 min

Caféine (polaire)
COMPOSÉ ANALYSÉ

PHASE MOBILE

RÉTENTION

Silice greffée avec
des C18 (apolaire)

Eluant : Eau /
Méthanol (60/40)

(polaire)

PHASE STATIONNAIRE

MIGRATION

MIGRATION

Affinités relatives des différents composés : 

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

8 min

1,4 min

Phase mobile : Eau /
méthanol 70/30

Meilleure précision +
meilleur temps de rétention

Figure 15 - Chromatogrammes d’une solution étalon de caféine pour deux
solvants possibles

a) Choix de la phase mobile 
b) Extraction en phase solide 
c) Etalonnage et calculs des résultats
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POMPE DÉTECTEURINJECTEUR COLONNE

Phase mobile

Echantillon

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

Injection de l’éluant par la
pompe ↔ mise de l’éluant

dans la cuve ccm

Passage éluant ↔ montée
par capillarité de l’éluant

Injection de
l’échantillon ↔ dépôt

par tube capillaire
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Fig.14 - Schéma de principe de l’HPLC et analogies avec la
chromatographie sur couche mince : 



constituants très polaires 
constituants moins polaires 

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

3 mL de
méthanol

3 mL d’eau
0,5 mL de
Monster

1,5 mL
d’eau

Conditionnement de la cartouche
1,5 mL de

MeOH/eau (10/90)

Lavage 

Elution de la caféine
avec 1,5 mL de

MeOH 

3 fractions
récupérées Figure 17 - Récupération des

fractions

Figure 16 - Dégazage de la
boisson à l’aide d’un sonicateur

a) Choix de la phase mobile 
b) Extraction en phase solide 
c) Etalonnage et calculs des résultats
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POMPE DÉTECTEURINJECTEUR COLONNE

Phase mobile

Echantillon

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

Injection de l’éluant par la
pompe ↔ mise de l’éluant

dans la cuve ccm

Passage éluant ↔ montée
par capillarité de l’éluant

Injection de
l’échantillon ↔ dépôt

par tube capillaire
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Fig.14 - Schéma de principe de l’HPLC et analogies avec la
chromatographie sur couche mince : 



Figure 18 - Chromatogramme d’une solution étalon de
caféine à 50µg/mLSéance de manipulation à l’Institut Lavoisier

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

Mesure de l’aire
sous la courbe 

Figure 19 - Courbe d’étalonnage 

Figure 20 - Chromatogramme de la première
fraction de Monster

a) Choix de la phase mobile 
b) Extraction en phase solide 
c) Etalonnage et calculs des résultats
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Figure 21 - Chromatogramme de la première
fraction de Monster

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

a) Choix de la phase mobile 
b) Extraction en phase solide 
c) Etalonnage et calculs des résultats

Figure 22 - Aire sous la courbe du chromatogramme
et concentration en caféine correspondante

Mesure de l’aire
sous la courbe 

Taux de caféine dans
100 mL de boisson : 

(22,7 ± 1,4) mg
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→ Comment détecter et quantifier la caféine présente dans
des boissons énergisantes ?

Quelles méthodes se révèlent les plus efficaces ?

Problématique et objectifs du TIPE :

01

Spectroscopie
UV -visible

02

Chromatographie
Liquide Haute
Perfomance 

03

Spectro -
fluorimétrie

02.1

Choix de la
phase mobile

02.2

Extraction en
phase solide 26

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie



Méthode  4 :  par fluorimétrie 

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

Comparaison avec la spectrofluorimétrie

27

quantité
croissante en
caféine

Aspirine

Caféine

Extinction de
la

fluorescence
Figure 23



I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

Comparaison avec la spectrofluorimétrie

28

Fig.24 - Courbe de Stern Volmer de la gamme de
solutions préparées à partir d’une solution étalon de

caféine à 0,02 g/L

I/Io

Concentration en caféine

Méthode  4 :  par fluorimétrie 

Figure 23
 Otto Stern 
1888-1969 

Max Volmer 
1885-1965



Résolution de l’équation 0,0462x² +
0,0277x + 1 = I/Io

Constante de
Stern-Volmer

Monster
0,1 mL

Aspirine 
20 µL

Eau distillée
3,6 mL

 Otto Stern 
1888-1969 

Max Volmer 
1885-1965

I) Introduction
II) Spectroscopie UV-visible

III) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

Comparaison avec la spectrofluorimétrie
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 c = (22,500 ± 0,03 ) mg de caféine

dans 100mL de boisson

Spectrofluorimètre

I/Io = 1,03298

Fig.25 - Tableau pour la
préparation des solutions étalons

Relation de Stern Volmer : 
Io/I=1+Kq.[Q]

Concentration
de caféine

I/Io

Concentration en caféine

Fig.26 - Courbe de Stern Volmer de la gamme de
solutions préparées à partir d’une solution étalon

de caféine à 0,02 g/L



Méthodes de
détermination du taux

de caféine

(20,51 ± 0,36) mg de
caféine dans 100mL de

boisson

Méthode  2 :  spectroscopie
UV caféine extraite 

Méthode  5 :  par fluorimétrie 

(22,500  ± 0,013)  mg de
caféine dans 100 mL de

boisson Monster

Méthode 3 : ajouts dosés 

 (21,52 ± 0,48 ) mg de caféine
dans 100mL de boisson

Méthode  1 :  spectroscopie
UV boisson brute

( 20,20 ± 0,36 ) mg de caféine
dans 100mL de boisson

Méthode  4 :  HPLC

 (22,7 ± 1,4) mg de caféine
dans 100 mL de boisson

Monster

→ Comment détecter et quantifier la caféine présente dans
des boissons énergisantes ?

Quelles méthodes se révèlent les plus efficaces ?

IV) Conclusion
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Méthodes de
détermination du taux

de caféine

Méthode 3 : ajouts dosés 

 (21,52 ± 0,48 ) mg de caféine
dans 100mL de boisson

Méthode  4 :  HPLC

 (22,7 ± 1,4) mg de caféine
dans 100 mL de boisson

Monster

→ Comment détecter et quantifier la caféine présente dans
des boissons énergisantes ?

Quelles méthodes se révèlent les plus efficaces ?

(20,51 ± 0,36) mg de
caféine dans 100mL de

boisson

Méthode  2 :  spectroscopie
UV caféine extraite 

Méthode  5 :  par fluorimétrie 

(22,500  ± 0,013)  mg de
caféine dans 100 mL de

boisson Monster

Méthode  1 :  spectroscopie
UV boisson brute

( 20,20 ± 0,36 ) mg de caféine
dans 100mL de boisson

IV) Conclusion

31



ANNEXE 1.A : Calculs d’incertitudes pour le
dosage par spectroscopie UV :
analyse de la boisson brute

Régression linéaire et barres d’erreur 
Résultats : 



ANNEXE 1.B : Calculs d’incertitudes pour le
dosage par spectroscopie UV :
analyse de la boisson brute

Incertitude sur la concentration



50 mL de
H2SO4

Dilution par facteur
100

100 mL de
boisson

(Pipette de 1 mL dans une fiole
jaugée de 100mL)

ANNEXE 2 : Calculs d’incertitudes pour le
dosage par spectroscopie UV :
Extraction



ANNEXE 3.A : Calculs d’incertitudes pour le
dosage par spectroscopie UV :
méthode des ajouts dosés

Régression linéaire et barres d’erreur 
Résultats : 



ANNEXE 3.B : Calculs d’incertitudes pour le
dosage par spectroscopie UV :
méthode des ajouts dosés

Incertitude sur la concentration



Calculs d’incertitudes pour le
dosage par HPLCANNEXE 4.A 



Calculs d’incertitudes pour le
dosage par HPLCANNEXE 4.B 



ANNEXE 5 :  Schéma de principe du
spectrofluorimètre

Relation de Stern Volmer : 
Io/I=1+Kq.[Q]

Concentration
de caféine

Constante de
Stern-Volmer



ANNEXE 6 :  Chromatogrammes des 3 fractions
de Monster étudiées 

Temps de rétention : 4,67973252
Aire sous la courbe : 3019386,45

Temps de rétention : 4,66322887
Aire sous la courbe : 28234,9107

Pic inexploitable



Retour sur la comparaison avec la
spectrofluorimétrie

30
 c = (22,0 ± 0,03 ) mg de caféine

dans 100mL de boisson

Spectrofluorimètre

I/Io = 1,03298

Résolution de l’équation 0,0462x² +
0,0277x + 1 = I/Io

Monster
mL

Aspirine 
20 µL

Eau distillée
3,6 mL

Fig.26 - Comparaison de la courbe de Stern
Volmer du Monster  avec la droite

d’étalonnage

Fig.25 - Tableau pour la
préparation des solutions étalons

Relation de Stern Volmer : 
Io/I=1+Kq.[Q]

Concentration
de caféine

Constante de
Stern-Volmer

I/Io

Concentration en caféine

ANNEXE 7 :  



Etats excités

Figure -  Diagramme de Jablonski pour la fluorescence

Relaxation 
vibrationnelle

Etats
vibrationnels}

Relation de 
Planck- Einstein

Etat 
fondamental

Excitation/désexcitation de l’aspirine
(fluorimétrie)ANNEXE 8 :  


