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Objectif :
Doser la caféine contenue dans le Coca-cola par chromatographie liquide haute performance.

Principe :

L'échantillon à analyser est poussé par un liquide (appelée phase mobile) dans une colonne remplie d'une phase stationnaire de fine granulométrie. Le débit d'écoulement de la phase mobile est élevé ce qui entraîne une augmentation de la pression dans le système. Ce débit élevé diminue le temps nécessaire pour séparer les composants le long de la phase stationnaire. La fine granulométrie de la phase stationnaire permet une meilleure séparation des composants. En effet, pour un même volume de phase stationnaire la surface d'échange augmente si les "grains" qui la composent sont de diamètre plus petit. Les pics obtenus sont plus étroits donc la résolution est améliorée (les pics sont bien séparés, on peut donc bien les différencier), le seuil de détection est également plus bas (des pics étroits et hauts sont plus faciles à isoler du bruit de fond que des pics larges et bas). La combinaison de ces attributs - rapidité et résolution élevées - conduit à l'appellation « haute performance ».
Les solvants utilisés sont des combinaisons miscibles d'eau et de divers liquides organiques (alcools, acétonitrile, dichlorométhane, ...).


Mode opératoire t préparations des solutions

Préparation de l’échantillon de boisson

Après avoir dégazée par agitation le contenu de la bouteille, on prélève 5mL de celle-ci et on 

y ajoute quelques gouttes d’ammoniaque dilué pour amener le pH proche de la neutralité.

L’extraction de la caféine se fait en 4 étapes : - Ajout de 15mL de chloroforme

-Trois ajouts de 5mL de chloroforme

On récupère les quatre phases organique que l’on transverse quantitativement dans un bécher.

Evaporer totalement le chloroforme a l’aide du Rotavap et reprendre le solide par de l’eau déminéralisée.

On transvase alors le tout dans un jaugé de 100mL et on le complète jusqu’au trait de jauge avec 

de l’eau déminéralisée.

Préparation  des standards de caféine

Préparer une solution mère de 1000ppm en caféine et en préparer des solutions filles de concentration : 10ppm ; 40ppm ; 60ppm ; 80ppm ; 100ppm.
Eluant : Déjà préparé : mélange méthanol-eau 60/40 (v/v)

Attention : ne pas oublier de dégazer l’éluant au moyen de la cuve à ultrasons pour éviter toute introduction de bulle d’aire dans l’ HPLC.

Résultats : confère feuilles annexes

Exploitations des résultats
	Concentration ppm
	Aire

	10
	1242

	40
	4914

	60
	7300

	80
	9939

	100
	12248
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Aire de l’échantillon= 659

Détermination de la concentration de l’échantillon :

[image: image2.wmf]122,872,1352

659122,872,1352

5,346

yx

x

x

=+

=+

=


La concentration de l’échantillon dilué est  de 5,346ppm/50mL

En sachant que l’échantillon a été dilué 20x

La concentration de la caféine dans le Coca-cola est de 106,92mg/L
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