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a) Présentation des boissons énergisantes

Prévention : ne pas dépasser
400 mg de caféine par jour




I) Introduction

II) Spectroscopie UV-visible
I1I) HPLC

|\VV) Spectrofluorimétrie
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a) Présentation des boissons €nergisantes
b) Action de la caféine sur l'organisme et Enjeux
c) Problématique, objectifs du TIPE
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1) Introduction

II) Spectroscopie UV-visible
[11) HPLC

V) Spectrofluorimétrie

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

Problématique et objectifs du TIPE:

-» Comment détecter et quantifier la caféine présente dans
des boissons énergisantes ?
Quelles méthodes se révelent les plus efficaces ?

Chromatographie
Liquide Haute

Perfomance
ﬂ Objectifs ﬂl
Choix de la personnels Extraction en

phase mobile phase solide



Etude préliminaire : Dosage de la caféine par
spectroscopie UV-visible

‘ a) Analyse de la boisson brute
b) Extraction de la caféine

c) Méthode des ajouts doseés

° Dosage de la caféine par HPLC

a) Choix de la phase mobile

b) Extraction en phase solide

@ c) Etalonnage et calculs des résultats

Comparaison avec un dosage par spectrofluorimétrie
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Etude préliminaire : Dosage de la caféine par
spectroscopie UV-visible
a) Analyse de la boisson brute

b) Extraction de la caféine

c) Methode des ajouts dosés

I Dosage de la caféine par HPLC Objectifs

a) Choix de la phase mobile  personnels

b) Extraction en phase solide

|1 c) Etalonnage et calculs des résultats

Comparaison avec un dosage par spectrofluorimétrie



I1) Spectroscopie UV-visible

Problématique et objectifs du TIPE:

-» Comment détecter et quantifier la caféine présente dans
des boissons énergisantes ?
Quelles méthodes se révelent les plus efficaces ?

Spectro -
fluorimétrie

Chromatographie
Liquide Haute
Perfomance
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Choix de la Extraction en
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I1) Spectroscopie UV-visible

1ére méthode : Analyse directe d'une
solution de boisson énergisante
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Figure 5 - caféine et spectrophotométre UV Visible

Absorbance

230 250 270 290 310
Longueurd'onde (nm)

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

Amax = 272 nm

a) Analyse de la boisson brute



) Introduction

I1) Spectroscopie UV-visible
[1I) HPLC

IVV) Spectrofluorimétrie

a) Analyse de la boisson brute
b) Extraction de la caféine
c) Methode des ajouts doseés

1,2

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

A =35,8c-0,0104

Absorbance
(=1
[131

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
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Figure 7 - Courbe d'étalonnage de la caféine dans de
Pacide sulfurique a 272 nm
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Figure 6 - Absorbance entre 230 a 320 nm d'une solution
aqueuse de caféine a 0,02 g/L avec une cuve en quartz

Amax = 272 nm

Loi de Beer — Lambert

A= ¢elc

Absorbance

230 250 270 290 310
Longueurd'onde (nm)
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I1) Spectroscopie UV-visible
[1I) HPLC

IVV) Spectrofluorimétrie

a) Analyse de la boisson brute
b) Extraction de la caféine
c) Methode des ajouts doseés

1,2

1ére méthode : Analyse directe d'une
solution de boisson énergisante - A = 35,8c¢ - 0,0104
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Figure 5 - caféine et spectrophotométre UV Visible ! 0,0202 g/L
0
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Concentration en caféine (g/L)

Figure 7 - Courbe d'étalonnage de la caféine dans de
Pacide sulfurique a 272 nm

Absorbance

Loi de Beer — Lambert

j A= ¢el.c

Figure 6 - Absorbance entre 230 a 320 nm d'une solution Absorbance mesurée : A = 0’723
aqueuse de caféine a 0,02 g/L avec une cuve en quartz Taux de caféine dans 100 mL de

Amax = 272 nm boisson: (20,20 £ 0,36 ) mg 10
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Longueurd'onde (nm)



ll) Spectroscopie UV-visible b) Extraction de la caféine

2éme méthode : Analyse UV a partir
de la caféine extraite de la boisson

. Récupération
Extraction de la de |2 ohase
caféine de la boisson P
énergisante a l'aide | phase organique
——— aqueuse
de 2x 25 mL de ohase +séchage
dichlorométhane organique  *filtration

Ajustement du pH avec Na,CO;
almol/L jusqu'a pH=9

Ajout de 50 mL de
H,S0O,; dans le ballon

Prélevementde 5 mL »
dilution dans une fiole
jaugée de 500mL

Figure 8 - évaporateur rotatif

Mesure d'absorbance 11



I1) Spectroscopie UV-visible

2éme méthode : Analyse UV a partir
de la caféine extraite de la boisson
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Figure 5 - caféine et spectrophotométre UV Visible

Absorbance

230 250 270 290 310
Longueurd'onde (nm)

Figure 6 - Absorbance entre 230 a 320 nm d'une solution

aqueuse de caféine a 0,02 g/L avec une cuve en quartz

Amax = 272 nm

b) Extraction de la caféine
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Figure 7 - Courbe d'étalonnage de la caféine dans de
Pacide sulfurique a 272 nm
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Loi de Beer — Lambert

A= ¢&lc

Absorbance mesurée : A=1,479
d'ou c =20,51 0,36 mg de
caféine dans 100 mL de boisson
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I1) Spectroscopie UV-visible

c) Méthode des ajouts dosés

Méthode 3 : ajouts dosés : intérét :
passer outre les effets de matrice
s1 S2 S3 S4 S5

volume boisson
énergisante (mL)

volume solution
étalon caféine
(mL)

Figure 9 - Composition des différentes solutions étalons

— Solvant H,S04

Solution étalon de

. I caféine (0,125 g/L)
= H

— Boisson
énergisante

Figure 10 - Solutions étalons
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I1) Spectroscopie UV-visible
c) Méthode des ajouts dosés
Méthode 3 : ajouts dosés : intérét: i
passer outre les effets de matrice 4 =34,4x 10,7408
s1 S2 S3 S4 S5

Absorbance

volume boisson
énergisante (mL)

volume solution
étalon caféine
(mL) 004 -00

‘Ll :
0,02 0,01 (] 0,01 0,02 003 D04 0,05 0,06

0,5

Figure 9 - Composition des différentes solutions étalons
Concentration en caféine (g/L)

Solvant H,SO. Figure 11 - Droite d'étalonnage des ajouts dosés

Solution étalon de

. I caféine (0,125 g/L)
— . Boisson

—

énergisante
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Figure 10 - Solutions étalons



I1) Spectroscopie UV-visible

c) Méthode des ajouts dosés

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

S1 S2 S3 S4 S5

volume boisson
énergisante (mL)

volume solution
étalon caféine
(mL)

Figure 9 - Composition des différentes solutions étalons

— Solvant H,S04

Solution étalon de

caféine (0,125 g/L)
-ulB

— Boisson
énergisante

Figure 10 - Solutions étalons
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y = 34,4x + 0,7404
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‘Ll :
2,02 0,01 (] 0,01 0,02 003 D04 0,05 0,06

004 00

0,5

Concentration en caféine (g/L)

Figure 11 - Droite d'étalonnage des ajouts dosés

concentration en caféine des
solutions étalons

concentration
\ s inconnue de caféine

A - k.(C"‘CX) (Monster)
On trace sur la courbe A(c)=k.C +
k.Cx

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

c=(21,52 + 0,48 ) mg de caféine
dans 100 mL de boisson



) Introduction

I1) Spectroscopie UV-visible
[1I) HPLC

IVV) Spectrofluorimétrie

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

S1 S2 S3 S4 S5

volume boisson
énergisante (mL)

volume solution
étalon caféine
(mL)

Absorbance

Figure 9 - Composition des différentes solutions étalons

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

Figure 10 - Solutions étalons

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
3
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I11) HPLC

-» Comment détecter et quantifier la caféine présente dans
des boissons énergisantes ?
Quelles méthodes se révelent les plus efficaces ?

Spectroscopie Spectro -
UV -visible fluorimétrie

Chromatographie
Liquide Haute
Perfomance

& &

Choix de la Extraction en
phase mobile phase solide




) Introduction

[I) Spectroscopie UV-visible
I11) HPLC

V) Spectrofluorimétrie

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

Injection de 'éluant par la

pompe © mise de [’éluant

\ j dans la cuve ccm

Phase mobile

Passage eéluant © montee
par capillarité de l’éluant

INJECTEUR COLONNE DETECTEUR

Injection de
Péchantillon < dep Ot || —

par tube capillaire e o o s o i
|

Echantillon
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) Introduction
[I) Spectroscopie UV-visible

I11) HPLC
IVV) Spectrofluorimétrie

a) Choix de la phase mobile
b) Extraction en phase solide

c) Etalonnage et calculs des résultats

— | '|
- f *.E | Phase mobile : Eau /
0.08] J,l \ 8 min % méthanol 70/30
/ o [ |
0,06+ FA TN | ||
= % ¢ 1 F T rr.7 ( \ OO 2 . Yy Zc *
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Figure 15 - Chromatogrammes d’une solution étalon de caféine pour deux

Minutes

solvants possibles

LI

meilleur temps de rétention
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[I) Spectroscopie UV-visible
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IVV) Spectrofluorimétrie

Fig.14 - Schéma de principe de 'HPLC et analogies avec la
chromatographie sur couche mince:
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1) HPLC b) Extraction en phase solide

0,5 mL de
3’dee 3 mLd’eau ’
méthanol Monster
é
i | II

\ J

Figure 16 - Dégazage de la Y )

boisson a l’aide d’un sonicateur

constituants trés polaires
constituants moins polaires

Conditionnement de la cartouche
1,5mL 1,5 mL de

d’eau MeOH/eau (10/90)

Elution de la caféine

- E— 1,5 mL de

MeOH

~ J 3 fractions
récupérées Figure 17 - Récupération des
Lavage

fractions 22
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) Introduction

II) Spectroscopie UV-visible
I11) HPLC

IV) Spectrofluorimétrie

a) Choix de la phase mobile
b) Extraction en phase solide
c) Etalonnage et calculs des résultats
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Minutes
/ Figure 18 - Chromatogramme d’une solution étalon de
. . S . .. caféine a 50pg/mL
Séance de manipulation a Ulnstitut Lavoisier ne/
Courbe d'étalonnage a partir d'une solution meére de
caféine a 1,0 mg/mL 018
120 -
2§00 5
=] =t ]
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D oty Mimstes
0 50 100 150 200 250 300 Figure 20 - Chromatogramme de la premiére
Concentration en caféine (ug/mL) fraction de Monster

Figure 19 - Courbe d’étalonnage 24



I11) HPLC

c) Etalonnage et calculs des résultats

0. 18+

0. 16+

0. 14~

0.12+

0. 10+

AU

0. 08+

0. 06~

0.04+

0.00

T e e (L TEE o e e e T R
0.00 1.00 2.00

Figure 21 - Chromatogramme de la premiére
fraction de Monster

Fractionide Aire sous la Concentration

Monster courbe en caféine
(ng/mL)

1 3019386 112,5

2 28235 1,09

3 0 0

Total 227,2

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

0.02 2 e

|||||

Mesure de Paire
sous la courbe

Taux de caféine dans
100 mL de boisson:
(22,7 +1,4) mg
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IV) Spectrofluorimétrie

Problématique et objectifs du TIPE:

-» Comment détecter et quantifier la caféine présente dans
des boissons énergisantes ?
Quelles méthodes se révelent les plus efficaces ?

Spectroscopie

UV -visible
Chromatographie
Liquide Haute
Perfomance
Choix de la Extraction en
phase mobile phase solide

26



[I) Spectroscopie UV-visible

1) Introduction

[11) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

Méthode 4 : par fluorimétrie

Spectres de Fluorescence de I'aspirine avec des

concentrations croissantes en caféine

500

450

400 -

350 1

Intensite (a.u)
[ w
Ln o)
L= L=

]
=]
L=}

150 +
100

30 4

Figure 23

400

450
Longueur d'onde (nm)

500

550

—51-0 mg/L
——53-16,98 mg/L
——54-22,67 mg/L
S5-28,37 mg/L
~——56 - 36,86 mg/L
——57-53,94 mg/L
——58-62,44 mg/L

Aspirine

quantité
croissante en
caféine

Extinction de
la
fluorescence

Comparaison avec la spectrofluorimétrie

H

O
O Nf

SN
. )\’T‘ | N/>
Caféine

OH
0]
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1) Introduction

) Spectroscopie UV-visible Comparaison avec la spectrofluorimétrie
[11) HPLC
IV) Spectrofluorimétrie

Méthode 4 : par fluorimétrie /10

14

Spectres de Fluorescence de I'aspirine avec des
concentrations croissantes en caféine

12

¥=0,0462x+ $,0277x+ 1

- —51-0 mg/L 10

—53 - 16,98 mg/L

450 | e §4 - 22,67 Mg/ L
55-28,37 mg/L

w56 - 36,86 mg/L P!

—57-53,94 mg/L ?

400 -
350 1

300 —_—S58- 62,44 mg/L o

250 Concentration en caféine

£,00000 5,00000 10,00000 1500000 20,00000
Fig.24 - Courbe de Stern Volmer de la gamme de
solutions préparées a partir d’une solution étalon de
caféine a 0,02 g/L

Intensite (a.u)

200 +

150 +

100

30 4

0 .
350 400 450 500 550

. Longueur d'onde (nm) Otto Stern Max Volmer 28
Figure 23 1888-1969 1885-1965



Comparaison avec la spectrofluorimétrie

IV) Spectrofluorimétrie

Caféine | Aspirime | Eau C"“";:;::f" e
(100 ppm) | (40 ppm) | distllée (ppm)

0 mL 20 pl 3.5mL 0

0.3 mL 20 pl. 3.2 mL 8.5

0.6 mL 20 uL 2.9mL 17

0.8 mL 20 pL 2.7mL 22,7

1.0 mL 20 uL 2.5mL 284

1.3 mL 20 pL. 2.2mL 36,9

1.9 mL 20 uL 1.6 mL 54

22mL 20 pL. 1.3 mL 62,5

Fig.25 - Tableau pour la
préparation des solutions étalons

Eau distillée

I/lo
14
Relation de Stern Volmer:
lo/1=1+Kq.[Q] 12
/ A y=0,0862x'+0,02775+ 1
Constante de Concentration )
Stern-Volmer de caféine »
[ ]
8
Spectrofluorimétre

Concentration en caféine

Iz-\;pirine I/lo = 1,03298 Fig..26 : Co'lfrbe ’de !?tern Yol:ner de la gamme de
pL solutions préparées a partir d’une solution étalon
Monster i de caféine a 0,02 g/L
0,1 mL “m
Résolution de 'équation 0,0462x? + | A
] L)
5

0,0277x+1=1/lo l

c=(22,500 * 0,03 ) mg de caféine
. Otto Stern Max Volmer
dans 100mL de boisson 1888-1969 1885-1965 29



IV) Conclusion

-» Comment détecter et quantifier la caféine présente dans
des boissons énergisantes ?
Quelles méthodes se révelent les plus efficaces ?

Méthode 1: spectroscopie Méthode 2: spectroscopie
UV boisson brute UV caféine extraite
(20,51 £ 0,36) mg de
caféine dans 100mL de
boisson

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

Méthodes de
détermination du taux
de caféine

Méthode 5: par fluorimétrie
(22,500 *0,013) mgde
caféine dans 100 mL de

Méthode 4 : HPLC boisson Monster

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

Monster 30

Méthode 3 : ajouts dosés

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




IV) Conclusion

-» Comment détecter et quantifier la caféine présente dans
des boissons énergisantes ?
Quelles méthodes se révelent les plus efficaces ?

Méthode 1: spectroscopie Méthode 2: spectroscopie
UV boisson brute UV caféine extraite
(20,51 £ 0,36) mg de
caféine dans 100mL de
boisson

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

Méthode 3 : ajouts dosés

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

de caféine 5
(22,500 *0,013) mgde
(22,7 +1,4) mg de caféine

Méthodes de
détermination du taux
|l
Méthode 5: par fluorimétrie
{ caféine dans 100 mL de
Méthode 4 : HPLC boisson Monster
dans 100 mL de boisson
Monster 31



ANNEXE 1.A

Régression linéaire et barres d’erreur

impert numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt

¢ = np.array([0.802 , 0084 , 0.006
A= np. arr-ay{[o 262 ,
[k

&
&=

o

=
o
"}

~

» 8,016 , B.822 , @
; B,41592 , 9.5624 ,

L8281
B.7772, B.p92])

um = &.001/ np.sgri{l)
Va3 8
ul¥V = (B.1%10%%(-3 }.-’ru: sqr'l{ :-

u A = p_Afnp.sagrt{i) #

u_c = c*np.sqrif(u_ m.-'m.j :l'rI:U \l'.-"J'J "'} # {ncert{tud W i

RL = np pnlyﬂt{c

A, 1)
as RLiﬂ} {ent dire
b = RL{1]
print( g flclent directeur @ =,a8,%l b
print("ordonndée 4 L'origioe : ",b)
plt.plot{c, A, ‘go') # donnece
plt.plot(c, a*c+b,'k-- } # dro régression

plt.xlabel( c/ g/L"), plt. ylaael( -c
plt.xlim{(d, 1.1%np. ma:t{cﬂ i

plt. ylim[a 1.1° np nax{n}] &
plt.grid() = t appar
plt.show()

E.‘.\’h.‘}f".’"" s :J’ .r"' reur
Eplt.errnrbar(c, A, xerr = 3*u_c, yerr = 2*u_A, fmt
iplt.plot{c, avcab, k--') # de ré i
lplt.xlabel('c/ g/L'), plt.ylabel("

='k.', capsize = 4, ecolor = 'red’)

droite

plt.xlim(@, 1.1%np.max(c)) # échelle
pll: ylim{B 1=1¥ np max[A}} #
lplt grid() # t opporaitre grille

_plt show( )
|

# Colcul des tncertitudes-types
u_a = np.std(a_sim, ddof = 1)
u_b = np. std(b sim, ddof = 1)
p.r'int{ incertitude-type sur a : ufa) =
print{“incertitude-type sur b :

" ua L")
"Lu_b)

By =
u(b) =

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

Résultats :

coefficient directeur
ordennée a 1l'origine

35.79999999999998 L/g/cm
-8.818399995999999854

incertitude-type sur b : u(b)

n

©.8851761985523186025

1.0 4 -y
I’#
’f
’l'
0.8 1 ey
JI .
,I
-
,f
= 0.6+ -~
~
R 4
E 4 7
-
0.4 ’H
el
"
0.2 ",‘-
”H
*
0.0 T T T T T -
0,000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030
/gL
incertitude-type sur a : ufa) = ©.6837661809831785 L/g



ANNEXE 1.B :  dcseae parspectroscopiev:

analyse de la boisson brute

Incertitude sur la concentration

X X | Matériel/instrument | p(x) u(x)
Vyipette (ML) 1 Pipette 0,005
Viiote (ML) 10 Fiole 0,05
ﬂ;!u 0,723 Spectrophotométre | 0,005 -
Espna(L.glem’) | 35,7999998 Régression linéaire 0,6037661
_I-{ﬂ] : J ; thach cwe AALLLL (}- : :
Mesurande Estimateur  Ajouter source erreur Supprimer source erreur | Symbole erreur | Type estimation Incertitude-type Type de distribution
- T - . , - el . i i
A 54 B 0.00288675134594813 Rectangulaire

EPS 35,7999398 +
EPS 53 B 0.603 7661 Rectangulaire

VFIOLE 10 .
VFIOLE 51 B 0.0288675134594813 Rectangulaire

VPIPETTE 1
VPIPETTE 52 B 0.00288675134594813 Rectangulaire

Estimateur de Y . Incertiiude-t_ype uc(Y) . Incertitude-type relative uc(Y)/Y
0.20196 g/L 0.00360 g/L 0.0178 = 1.78%



ANNEXE 2 :  osese parspectroscopio v

Extraction

100 mL de 50 mL de Dilution par facteur
boisson H2S04 100

(Pipette de 1 mL dans une fiole

jaugée de 100mL)
A+b Vo xVm
o— = X VF
X X | Matériel/instrument | p(x) u(x)
A 1,479 . Spectrophotométre | 0,005 _
p | 35,7999908 | Pente de la droite | | 0,6037661
d'étalonnage |
b 0,0104 Ordonnee a l'origine | 0,00518
Vm 100 mL Fiole jaugée de 100 | 0,01
| mL |
vf | Pipette jaugée de 1 | 0,006
e B N mL — — B rw w ———— — ——
Ve 50 mL=0,05L Fiole de 50mL | 0,05x107(-3) L=
| 0,00005
Masurande | Estimateur | Ajoutar sousce armeur Suppeimer sourcs emeur | Symbole ameur 151|e-(:1n'w.\.t>cn Incerituda- type Type “f distribution Tracé destribution Trach densiné Dscriptl

A 1472 i
: A%t [ 0002886751 34594813 Ripctangulse

&
I

L] 0o # i : : - S : - 2 :
; ; i e . B 52 8 000518 Rectangulsire Chic ici Chic i
P 357598 . : T = T : i
i & - i = P53 B RE03TET Reclangulave €I i Chic ik
Ve 0% ' ; 5 : i ~ : v A i
= S = WL 54 B DOOD0ZEERTS1 24554813 Rectangulsce Cl bt L e
VE 0.007 . : o : : s ; : \
; o iz - WF 55 B 145410161583TT5E-6 Rectangulare Ot il Chic ol
M a1 : :

Vi 58 B S.TTIS0060 1ARE26E-6 Rectangulaire Chic i Chie e

Estimateur de ¢ Incertitude-type uc(c) Incertitude-type relative uc(c)/c
0.20511 g/L  0.00363 g/L 0.0177 = 1.77%



ANNEXE 3.A

Régression linéaire et barres d’erreur

impert nuspy as np
import matplotlib.pyplot as plt

= np.array([e , @.8125 , 9.825 , 9.8375 , 2.85])

[4

A = np.arcay([8.723 , 1.189 , 1.683 , 2,835 , 2.348])
p_.ﬁ.,m g pr f a i spectrophotonétre [(Génces
g= 12.5

um= @.81f np.sqgri(2)

V=i, 1 #

u o= (820197 (-3))/np. “Irt{ll

uh = p_an sqre(3) ¥ in

u_e = e*np.sgerel (u_n/e)** n,’u wu] ‘ :I ¥

Calculs d’incertitudes pour le
dosage par spectroscopie UV :
méthode des ajouts dosés

Résultats :

coefficient directeur : 34.399999999999984 L/g/cm
ordonnée a 1l'origine : ©.7483999999999998
incertitude-type sur a : u(a) = ©.87611883861972291 L/g
incertitude-type sur b : u(b) = ©.982258612899628369

2.5 1 4

2.0 4 -

151 Fud

AL272)
A
'

1.0 4 -

0.5

0.0 T T T T T
0.00 0.01 0.02 Q.03 Q.04 0.05

¢/ aiL




ANNEXE 3.B :  osucsparspoctroscopio v

méthode des ajouts dosés

Incertitude sur la concentration

b
==
a

: X ’ X .Matérial,fin:trumant p[x} ] u(x) |
| a(pente) 34.399999999999984 | Regression linéaire 0.7403999999999998 |
b (ordonnée a 0,74039999984 Cuve 0,00225861289962 |
l'origine)
Mesurande Estimateur Ajouter source erreur Suppriml_&r source erreur | Symbole erreur Type estimation | Incertituql:[.e-tr_.-'pﬁ
A 34.4 1 : :
- A 51 B 0.7404
B 0.74039999984 4 ' ' '
B 52 B 0.00225861289962

Estimateur de Y Incertitude-type uc(Y) | Incertitude-type relative uc(Y)/Y
0.021523 unité 0.000484 unité 0.0225 = 2.25%



ANNEXE 4.A

Calculs d’incertitudes pour le

dosage par HPLC
#données
¢ = np.array([16 , 25 , 50 , 188 , 25@]) #ug/mL 187
A = np.array([395682 , 1848213 , 1932746 , 4078963 , 18858318]) vl
p_A = B.885 # précision HPLC) :
m= 25 #mg
um= 8.1/ np.sqrt(3) #tolérance : 8, 1mg 0.8
V= 25000 # uL
u_V = 4B/np.sqrt(3) #tolérance : 8,84 mlL N
u_A = p_ASnp.sgrt(3) # incertitude-type sur A (nombre) ;-’:0'6
u_c = c*np.sqri{(u_m/m)**2+{u_V/V)**2) # incertitudes-types sur c (liste) T
0.4 -
coefficient directeur : 40273.76428194299 mL/pug/cm
ordonnée a 1'origine : -10849.08925290403222 i
incertitude-type sur a : u(a) = 108.06710369102467 mL/ug ¥
incertitude-type sur b : u(b) = 5605.892939724028 b
INCERTITUDE SUR LA CONCENTRATIO! i
X X Matériel/instrument | p(x) u(x)
Vononster (ML) 0,5 Seringue 0,05
Vityant (ML) 1,5 Seringue 0,05
Aire de la 1% 3019386 Détecteur UV-visible | 0,005
fraction (ua.) de I'HPLC
Aire de la 2°™ 28235 Détecteur UV-visible | 0,005
fraction (ua.) de 'HPLC
k=Espz;:*l(L.gt.cm™) | 40273.76428194 Régression linéaire 108.067103

Nibre fraction =

k

Rzéme fraction = "

_ AirelsVéluant

Aire2«Veéluant

Puis: C= {nﬂﬂu fraction * Mieme flacﬁnﬂ:l'fﬁ;s

_ (Alrei+Aire 2) «Véluant

Finalement; C=

k«Vmonster

100 150 200
cf parmL

250




A N N EX E 4 B Calculs d’incertitudes pour le
@

dosage par HPLC

Yaiurande Eftersabiiir ARpUlET BOUNCD BrTaul | SUDDAMET $ource siveud Symmbobe efmeud | TiiDe SElemaiain DT de- by P Type de duatnbulion Trece distnbution | Trace derdite Deicnphl
AIREY 0703
AIRET 51 ] QDOSBELTS 1 3459481 % Eactangulase Clie wei Che ki
AIREZ 28135 L
AIREZ 52 B OUODFRELTS Y JA004A10 Rpclapyiilasnd Clig s Che ki
K 073 T30 194 4
M 55 ] 10EETIDT Raciangulasns Clie bgi
VELUANT 15 '

VILLAMT 53 E COSABG TS A48T Roclandilasme £l £ Clie )

ﬁ I
=

WMONSTER 05 i
VMOMNSTER 54 B OOZBEATSTI4004E1Y Roctangulaing Clie o L& i

Estimateur de Y Incertitude-type uc(Y) Incertitude-type relative uc(Y)/Y
227.0 unité 13.8 unite 0.0609 = 6.09%

Taux de caféine dans 100 mL de boisson | 22,7 +f- 1,4 mg




ANNEXE 5 :  cocretiuoimene

Sample A Excitation monochromator Relation de Stern Volmer:
ex \\ ) lo/1=1+Kq.[Q]
= \ : Xe Lamp Constante de / "\~ Concentration
— . Stern-Volmer de caféine
light source

:
B

monochromator

§

fluorescence spectrum

A/D
Converter /\/\
c—)

PM Tube




AU

AU

AU

A N N EX E 6 ° Chromatogrammes des 3 fractions
o de Monster étudiées

0.18-

0.16+

0.124

|
0. 14+ i%
fl Temps de rétention : 4,67973252

oos | Aire sous la courbe : 3019386,45

0,06 1
0.04 | &
044 \ 2
|
0.024 § J -"'.*“.-‘ ——
e | e L =
n.ool— = B i)
0.00 1.00 2,00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Mirutes
0.00124
i
U.UOHJ-E
1 f |

6.110

=) | Temps de rétention : 4,66322887
o] | il _ Aire sous la courbe : 28234,9107

R e LEEL IS LR R I LIS L N O B TF F oo T i
0.00 1.00 2.00 .00 4.00 5.00 600 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes

= 6.038

Pic inexploitable




ANNEXE 7 :

Retour sur la comparaison avec la
spectrofluorimétrie

.. L. Concentration de
Caféme Aspirine Eau Caféine | /I o
(10%pm) | Oppm) | dstlee | (opm) Relation de Stern Volmer:
0 mL 20 pl 3.5mL 0
03mL | 20uL | 32mL 8.5 lo/1=1+Kq.[Q]
06mL | 20uL | 29mL 17 Y
?-g mt ig “:: f;mt fgj Constante de Concentration
Om W 2.5m 28, _ P
13mL | 204l | 22mL 36,9 Stern-Volmer de caféine v = 0,0862x7+ 0,020 7x+ 1
1.9 mL 20 uL 1.6 mL 54
22mL 20 pL. 1.3 mL 62,5 10
Fig.25 - Tableau pour la Spectrofluorimetre
préparation des solutions étalons
8

—_—
Eau distillée
36mL
Aspirine _
ot /1o =1,03298
Monster ——— l
mL

Résolution de ’équation 0,0462x? +
0,0277x+1=1/lo l

c =(22,0 + 0,03 ) mg de caféine
dans 100mL de boisson

0,00000

Concentration en caféine

5,00000 10,00000 15,00000 20,00000

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

30



AN N EXE 8 ° Excitation/désexcitation de ’aspirine
([

(fluorimétrie)

Etats excités

A —_— Relaxation
Reconversion vibrationnelle
. interne
) Y g
'En .‘ —
- '__';,._’ Etats
g t Sl = } vibrationnels
- ES » -
= 7. = F o 7 Relation de
) -~ = " i . .
= - T . - Planck- Einstein
ﬂ ; x .U-' E
~ = 2 hc
Z - . i = A
R I“ [ j—
N k4 1
fondamental’/ T T >
)"exl:imunn ?“'émlsslun

Figure - Diagramme de Jablonski pour la fluorescence



