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ABSTRACT

In this experiment, it has been proposed the finding of some energy drink concentra-
tions such as Hell, Monster, respectively Slang. First of all, there have been registered the
fluorescence spectras of 9 riboflavin solutions with known concentration (0.8-107°, 1.6-107°,
2.4-1075 3.2-107°,4.0-107°, 4.8 -107°, 5.6 - 107, 6.4 - 107>, 7.2 - 107°) for 2 excitation
wavelengths (390 nm and 470 nm). The intensity of fluorescence emissions have been deter-
mined at the maximum emission wavelength (~ 530 nm). For that, the calibration curves
were determined for each single case.

The fluorescence spectra was registered for each of the three selected energy drinks
(Hell, Slang and Monster) at the two wavelengths of excitation beam. The intensity of
fluorescence emissions have been determined at the maximum emission wavelength (~ 530
nm).

Using the calibration curves, there have been determined the riboflavin concentrations
of the energy drinks. The values thus obtained were compared to the ones found on the
label of the uesd products and an approximate consistency between the reported and the
experimental-measured values has been observed. For the obtained spectra it has been used
an excitation LED that had a wavelength of 470 nm.



INTRODUCERE

Am ales aceasta tema deoarece intotdeauna m-am intrebat daca etichetele produselor
sunt 100% reale si prin ce mecanisme sunt determinate calitatea si cantitatea ingredientelor
din bauturile din comert.

Fluorescenta este fenomenul de emitere a unei cuante luminoase in urma dezexcitarii
radiative (cu emisia unui foton) a unei molecule de pe un nivel excitat pe un nivel fundamen-
tal. Emisia de fluorescenta apare dupa un timp foarte scurt de la absorbtie, iar aceasta se
initiaza intotdeauna de pe nivelul vibrational fundamental al primei stari excitate electronic
de singlet.

Riboflavina (Vitamina B2) este o vitamina hidrosolubila si o componenta integrala a
unor coenzime necesare respiratiei celulare, constituind un rol important in producerea de
energie aeroba.

Lucrarea de fata s-a axat pe determinarea concentratiilor de riboflavina din probe
reale. Pentru aceasta au fost inregistrate spectrele de fluorescenta pentru noua solutii de
riboflavina cu diferite concentratii. Probele au fost excitate cu doua lungimi de unda pentru
a determina care dintre cele doua este mai potrivita. Din spectrele obtinute s-au construit
curbe de etalonare ce au fost folosite la determinarea concentratiilor de riboflavina din trei
energizante.

S-au ales aceste trei energizante deoarece au cele mai mari cantitati de riboflavina de
pe piata actuala.



Capitolul 1

NOTIUNI TEORETICE

1.1 Diagrama Perrin-Jablonski

Luminiscenta este un fenomen relativ neobisnuit. Termenul de luminiscenta isi are
originea in limba latind (lumen=lumina). Acesta a fost introdus pentru prima oara ca
"luminescenz” de catre fizicianul german Eilhard Wiedemann in 1888 si clasifica toate fe-
nomenele de lumina care nu sunt conditionate doar de cresterea temperaturii, adica pana
la incandescenta. Inainte de acest lucru, se remarca faptul ca definitia actuala a termenul
de luminiscenta este "o emisie spontana de radiatii de la o specie excitata electronic sau
vibrational care nu se afla in echilibru termic cu mediul.” [1] [2] [3]

Diferitele tipuri de luminiscenta sunt clasificate in functie de modul de excitatie. Stim
ca fotoluminiscenta este emisia de lumina care rezulta din fotoexcitatia directa a speciei care
emite. Fotoluminiscenta poate lua urmatoarele forme si anume: fluorescenta (starea excitata
electronic este o stare de singlet, spinii celor doi electroni sunt pereche, au aceeasi orientare,
paraleli), fosforescenta (starea excitata este o stare de triplet, spinii celor doi electroni sunt
nepereche, antiparaleli) si fluorescenta intarziata (starea excitata electronic este o stare de
singlet). Celelalte tipuri de luminiscenta (in functie de modul de excitatie) sunt:

e chemiluminiscenta;
e bioluminiscenta;

e clectroluminiscenta;
e catodoluminiscenta;
e radioluminiscenta;
e sonoroluminiscenta;
e termoluminiscenta;
e triboluminiscenta.

Dupa o lunga perioada de timp de la introducerea termenului de fluorescenta de
catre George Gabriel Stokes [4] la mijlocul secolului al XIX-lea, distinctia intre fluorescenta
si fosforescenta s-a bazat pe durata emisiei dupa sfarsitul excitatiei. Fluorescenta a fost
considerata emisia de lumina care se sfarseste odata cu incetarea excitatiei, iar fosforescenta
un fenomen persistent si dupa sfarsirea excitatiei. Nu s-a luat in considerare faptul ca exista
fluorescente cu durata lunga de viata cum ar fi in sarurile bivalente de europiu, precum si
fosforescente cu durata scurta de viata (de exemplu fotoluminiscenta violeta a sulfurii de
zinc) ale caror durate sunt comparabile (cateva sute de nanosecunde).
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Conditia pentru a distinge aceste doua fenomene este ca in fosforescenta, speciile
excitate trec printr-o stare intermediara inainte de emisie, dupa cum a declarat pentru
prima oard Francis Perrin in 1929.[5] Mai exact, in cadrul fotochimiei ! moleculare, se poate
afirma ca multiplicitatea starii de spin ramane neschimbata in cazul fluorescentei, in timp
viceversa.

Majoritatea materialelor se dezexcita prin cai non-radiative (adica fara emisia unui
foton). In moleculele fotoluminiscente (PL-Photoluminescence), tranzitiile radiative permise
prin rotatie, de la o stare excitata de singlet (S1) la o stare fundamentala de singlet (S0)
sunt de obicei rapide (avand ordinul a 1077 - 1078 s) si oferd fluorescenta.

Pe de alta parte, tranzitiile radiative interzise de la o stare de triplet excitat (T1) la
o stare fundamentala de singlet (S0), pot duce la luminiscenta. Fosforescenta are un timp
de viata indelungat si se petrece lent (cu ordinul a 1072 — 10? s pentru o moleculi organica
tipica). In solutie la temperatura camerei, caile de relaxare non-radiative fac fosforescenta
aproape imposibil de observat.

Fazele procesului de fluorescenta sunt:

o Faza 1: ABSORBTIA: Sau fenomenul prin care se excita electronii unei molecule.
Dupa cum se poate observa in figura 1.1, in urma absorbtiei luminii, un electron este
excitat, prin urmare va trece pe un nivel vibrational superior al starii electronice (exem-
plu in figura 1.1 va trece de pe nivelul 0 al starii electronice SO pe nivelul vibrational 4
al starii electronice S1). In unele cazuri, poate sa apara si absorbtia S0-S2. In starea
excitata, electronul se afla pe un orbital de anti-legatura, atomii din gruparea excitata
(cromofor) incep sa vibreze deoarece sunt intr-o stare de neechilibru, iar in starea ex-
citata, molecula se afla pe un nivel vibrational diferit de cel pe care a fost in starea
fundamentala. (vyina # vimtwl).

e Faza 2: RELAXAREA VIBRATIONALA: In aceastd fazd, energia vibrationald a
moleculei poate sa se modifice prin doua tipuri de procese, si anume:

— Relaxare vibrationala: Daca initial molecula era excitata electronic, dupa relaxa-
rea vibrationala, aceasta ramane excitata electronic cu exceptia faptului ca trece
pe un nivel vibrational fundamental al starii electronice (exemplu in figura 1.1
de pe nivelul 5 al starii S1 pe nivelul 0 al starii S1). Energia vibrationala este
transformata in energie cinetica sau termica.

— Conversie intern#: In cazul suprapunerii nivelelor vibrationale a doua stari elec-
tronice cu aceeasi multiplicitate, molecula poate trece de pe un nivel vibrational
excitat (S2) pe un nivel vibrational al altei stari electronice (S1) (sau de pe S1
poate trece pe S0). Aceasta trecere are loc isoenergetic (fara pierdere de energie).

e Faza 3: EMISIA DE FLUORESCEN’L& (RELAXAREA RADIATIVA): Molecula
emite fotoni trecand de pe nivelul vibrational fundamental (v=0) al starii excitate
electronic (S1) pe care se afla pe un nivel vibrational al starii electronice fundamentale
(S0). Se produce o tranzitie electronica. Fotonii emisi au energia egala cu energia pe
care o pierde molecula in procesul de dezexcitare. Prin procesul de relaxare radiativa
se produce o tranzitie verticala in care se pastreaza geometria initiala a nucleelor;
molecula ajunge intr-o stare de neechilibru si incepe sa vibreze. Ca urmare a acestor

IFotochimia este stiinta care se ocupa cu interactiunea dintre lumina si materie, formarea intermediarilor
de reactie si a produsilor de reactie.[6][7][8]



Excitare/
Absorbtie

(105s) .—————————— Nivelele

S22 ——— de

energie

Stari excitate de singlet

Conversie
Interna si
Relaxare
Vibrationald
(1044~ 1011
s)

Conversie
Interna

— = —————] Intersystem
S QU N - Crossing

Starea excitatd de
triplet T1

Fluorescenta (
10° - 107
s)

Intersystem
Crossing

5

4

Relaxare SO %
Non- ¥

Radiativa Starea fundamentala

Energia
|
1

Relaxare
Non-
Radiativa

Fosforescenta

Figura 1.1: Diagrama Perrin-Jablonski

fenomene, energia fotonului emis este mai mica decat energia fotonului absorbit, iar
lungimea de unda emisa este mai mare decat lungimea de unda absorbita.(energia este
invers proportionala cu lungimea de unda).

Majoritatea moleculelor sunt in stare de singlet in starea lor fundamentala deoarece
tranzitiile singlet-triplet sunt interzise la rotatie. Asadar, starile excitate de triplet pot fi
populate numai prin intersistem crossing (ISC) din starile de singlet excitate. Procesele
implicate in fotoluminiscenta sunt reprezentate folosind diagrame Perrin-Jablonski (Figura
1.1). Absorbtia radiatiei din domeniul UV si Vizibil este reprezentata in imagine prin sageti
verzi. Odata excitata molecula, ea poate suferi o conversie interna intre starile excitate si
intre nivelurile vibrationale ale unei stari excitate, asa cum se poate observa in schema prin
sageata punctata portocalie.

Fluorescenta si anume tranzitia de pe nivelul S1 excitat pe nivelul S0, cel fundamental
este reprezentata cu sageata violet. Tranzitia de pe nivelul S1 de singlet pe nivelul T1 de
triplet este indicata de sageata albastra punctata. In cele din urma, fosforescenta (tranzitia
de pe T1 pe S0), relativ lenta, este data de sageata rosie. Alte cai non-radiative pe SO sunt
caracterizate de sageata roz punctata.



Figura 1.2: Absorbtia si fluorescenta infuziei de L. Nephriticum in radiatia solara.

1.2 Spectrometria de fluorescenta

In Grecia antica, fosforul era vechiul nume dat planetei Venus pentru ca aceasta aparea
ca o stea de dimineata si anunta rasaritul. Termenul de fosfor a fost folosit si in Evul Mediu
pentru a desemna materialele care straluceau in intuneric dupa ce acestea erau expuse la
lumina solara. Mai tarziu, acelasi nume de fosfor a fost dat elementului Fosfor (P) izolat
de Brandt in 1677 deoarece, atunci cand acesta era expus la aer, ardea si elibera vapori
stralucitori. (exemplu de chemiluminiscenta).[9][10][11]

In 1565, un medic si botanist spaniol, a observat culoarea albastra specifica infuziei
(Figura 1.2) unei specii de lemn din Mexic pe care o folosea in tratarea unor boli urinare si
renale.[12] [13] [14] [15] Acest tip de lemn (denumit mai tarziu Lignum Nephriticum) a fost
un medicament rar si scump.[15]

Oamenii stiau de proprietatile miraculoase pe care acest medicament le avea, asa ca
au incercat sa faca negot cu specii contrafacute. De interes atunci era sa se detecteze lemnul
falsificat prin punerea acestuia in apa si observarea culorii apei, daca aceasta era albastra
atunci lemnul era bun, iar daca lemnul facea apa sa fie de o culoare galbena atunci era
contrafacut. Aceasta metoda de detectare a unui obiect contrafacut poate fi considerata ca
prima aplicatie a acestui fenomen, mai tarziu numit fluorescenta. [15]

Astazi, fenomenul de luminiscenta este un termen general folosit pentru a descrie
emisia de lumina (emisia unui foton) de o anumita lungime de unda in urma dezexcitarii de
pe o stare energetica excitata (o stare superioara) inapoi pe starea fundamentala.

Fluorescenta este fenomenul prin care se emit fotoni ca urmare a absorbtiei de radiatie
din domeniul UV-Vis. Emisia de fluorescenta apare dupa un timp foarte scurt de la absorbtie,
iar aceasta se initiaza intotdeauna de pe nivelul vibrational fundamental al primei stari
excitate electronic de singlet (S1 si v=0). [16]

Caracteristicile florescentei sunt:

e Deplasarea Stokes: Reprezinta diferenta dintre maximul de fluorescenta si maximul de
absorbtie al unei substante.[16]
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Figura 1.3: Spectrul de absorbtie, respectiv de fluorescenta al trytophan-ului. Linia
continua - Coeficientul de absorbtie molar ca functie de lungimea de unda. Linia punctata
- Spectrul de emisie In unitati arbitrare.

Deplasarea Stokes depinde de natura substantei. Daca deplasarea este mare, emisia de
fluorescenta se poate observa mai usor dupa cum putem vedea in figura 1.3 Deplasarea
Stokes are formula 1.2.1

— _ab

Ap = pfluo _ pabs (1.2.1)

e Spectrul de fluorescenta este independent de lungimea de unda excitatoare (datorita
proceselor de relaxare foarte rapide); In figura 1.4 este reprezentata intensitatea de
emisie, respectiv energia de excitatie in functie de lungimea de unda.

e Spectrul de fluorescenta este imaginea in oglinda a spectrului de absorbtie. (figura 1.5
dreapta) Spectrul de absorbtie reprezinta structura vibrationald a starii excitate, iar

Energia de excitatie
3ISIWD dp Ba1B}ISUIU|

Ex, Ex

Lungimea de unda (nm)

Figura 1.4: Diferenta dintre spectrul de emisie si excitatie
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spectrul de fluorescenta reda structura vibrationala a starii fundamentale (figura 1.5
stanga).

e Timpul de viata caracterizeaza timpul cat electronul ramane in starea electronica ex-
citata. Acesta are o valoare specifica si unica pentru fiecare molecula in parte. Cel
mai direct mod de a observa dezactivarea starii excitate a unei molecule este prin mo-
nitorizarea intensitatii fluorescentei in timp dupa ce lumina de excitatie a fost oprita.
Fluorescenta se va descompune exponential cu starea excitata precum in figura 1.6
dupa legea 1.2.2. Tehnica de masurare a timpilor de viata (prezenta in experimen-
tul din figura 1.6) ale diferitelor molecule este fluorescenta rezolvata temporal (prin
excitare cu pulsuri laser). [29]

1
kf+knf+kiscz kf—i-/{}nf = ; (1.2.2)

unde am introdus k,; = k,s + kisc ca suma a tuturor ratelor proceselor care nu duc
la fluorescenta. Inversul acestei rate 7, este timpul necesar pana cand intensitatea
detectatd a atins + din valoarea initiald (figura 1.6 (b)). Constantele din formula 1.2.2
reprezinta:

— kys - rata de producere a dezactivarii non-radiative

— kj - rata de producere a fenomenului de fluorescentei

— kjse - rata de producere a fenomenului de intersystem-crossing

e Randamentul de fluorescenta reprezinta raportul dintre numarul de fotoni emisi si
numarul de fotoni absorbiti. Acest numar caracterizeaza eficienta cu care un fluorofor
este capabil de a converti lumina absorbita in emisie de fluorescenta. Randamentul se
determina comparand rezultatele obtinut cu standardele din literatura.
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Figura 1.6: (a) Descresterea emisiei de fluorescenta/Timpul de viata al fluorescentei (b)
Intensitatea de fluorescenta ca functie de intervalul de timp dupa ce lumina de excitatie a
fost oprita. Timpul de viata 7 este momentul in care se observa é din fluorescenta initiala.
Albastru: 7 =10 ns; Rosu: 7 =5 ns

Interval Compus chimic Temperatura Solvent Pp Ref.
lungime de °C
unda (nm)
270-300 Benzene 20 Cyclohexane | 0.05 £ 0.02 [17]
300-380 Tryptophan 25 HO(pH 7.2) | 0.14 £ 0.02 [18]
300-400 Naphthalene 20 Cyclohexane | 0.23 &+ 0.02 [19]
315-480 2-Aminopyridine 20 0.1 mol L=! | 0.60 + 0.05 [20]
360-480 Anthracene 20 Ethanol 0.27 £ 0.03 | [17][21]
400-500 9,10- 20 Cyclohexane | 0.90 £ 0.02 | [22][23]
diphenylanthracene
400-600 Quinine sulfate 20 0.5 mol L™! 0.546 [21][23]
dihydrate
600-650 Rhodamine 20 Ethanol 1.0 £ 0.02 [24]
600-650 Cresyl violet 20 Methanol 0.54 £+ 0.03 [26]

Tabelul 1.1: Standardele pentru randamentul de fluorescenta in functie de compusul chimic.
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1.3 Legea Beer-Lambert

Transmitanta solutiei, notata cu T in formula 1.3.3, este definita ca raportul dintre
intensitatea transmisa, intensitatea fasiculului refractat, I si intensitatea fasciculului incident
1.

T=— 1.3.3
[0 (133

Aceasta ia valori in intervalul [0,1], dar in cele mai multe cazuri este exprimata in
procente, dupa cum este redata in formula 1.3.4.

T(%) = 100 - Ii (1.3.4)

0

Absorbanta solutiei, notata cu A, este proportionala cu minus logaritmul zecimal al
transmitantei si cu intensitatile incidenta, respectiv transmisa prin relatiile 1.3.5, respectiv
1.3.6.

1
A= lOglo C (135)
Iy

O absorbanta de 0 este corespunzatoare unei transmitante de 100% si o absorbanta
de 1 corespunzatoare unei transmitante de 10%. In tabelul 1.2 sunt redate valorile supli-
mentare ale perechilor transmitanta-absorbanta pentru trei solutii de riboflavina de diferite
concentratii solvate in acid acetic.

Un exemplu este cel din figura 1.7 (a), (b), respectiv (c) in care se poate vedea efectul
pe care absorbanta il are asupra unei lumini de atenuare care strabate un mediu, unde sursa
de lumina este un led de lungime de unda 390 nm din domeniul UV, iar probele sunt de
concentratii diferite. In exemplul acesta se poate observa si intensitatea de fluorescenta care
are o dependenta liniara de concentratia probei dupa cum este evidentiata in formula 1.3.8.

Legea Beer-Lambert (formula 1.3.7) dependenta de absorbanta se caracterizeaza printr-
o relatie intre atenuarea luminii printr-o solutie/substanta si proprietatile acelei substante.
Presupunem o unda de lumina monocromatica care este transmisa printr-o solutie cu o in-
tensitate a fasiculului incident I si o intensitate transmisa I ca in figura 1.9.

La concentratii mici ale solutiei, este relevanta relatia 1.3.8 este o relatie liniara in-
tre intensitatea de fluorescenta si concentratie, coeficientul de absorbtie molar si grosimea
cuvei 1n care este pusa solutia de interes. La concentratii mari apare fenomenul numit quen-
ching. Aceste criterii sunt relevate in figura 1.8. [27] Fenomenul de quenching sau stingerea
fluorescentei este un proces fizico-chimic in care intensitatea luminii emise de moleculele flu-
orescente este scazuta. O varianta comuna a acestui proces este quenching-ul de triplet si
se manifesta in conditiile in care un donor este initial in starea T1. Starile excitate ale unor
quencheri tipici, de exemplu ionul negativ de iod, I~ au de obicei exces de energie si nu sunt
eficiente In transferul de energie de la fluoroforii care emit In vizibil. Acest lucru permite
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transferul de electroni dirijati de la o molecula la alta in timpul fenomenului de quenching
reductiv sau reactie de reducere a fluorescentei. Se transfera un electron la molecula excitata,
care se opreste din fluorescenta. [28]

Coeficientul de absorbtie molar este o marime dependenta de solutia/substanta data
si este o caracteristica a puterii de absorbtie a mediului la lungimea de unda a fasciculului.
Concentratia este egala cu cantitatea de moli dizolvata in solutie. Lungimea cuvei este de
obicei 1 cm si cu ajutorul acesteia se poate masura absorbanta.

A=c-c-l (1.3.7)

Unde:

A- Absorbanta

¢ - Coeficientul de absorbtie molar [M~! - cm™!

e ¢ - concentratia molara [M]

1 - lungimea cuvei in care se afla solutia/lungimea drumului parcurs de unda luminoasa
[cm]

Legea Beer-Lambert generalizata este cea din ecuatia 1.3.8 care depinde de intensi-
tatea fasiculului incident si cel final, de grosimea cuvei si de un coeficient care depinde de
proprietatile substantei examinate. Intensitatea de fluorescenta

I=1Iy-k-l-c (1.3.8)

Unde:

I- intensitatea de fluorescenta

Iy - intensitatea fasciculului excitator

¢ - concentratia molara

1 - lungimea cuvei in care se afla solutia/lungimea drumului parcurs de unda luminoasa
[cm]

k - coeficient dependent de natura substantei (randamentul cuantic, absorbativitatea)

14
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Figura 1.7: (a) Solutia de absorbanta 5 (b) Solutia de absorbanta 4 (c) Solutia de
absorbanta 1
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Figura 1.8: Curbele de calibrare pentru concentratii mici ale substantei de interes (stanga),
respectiv concentratii mari ale acesteia(dreapta).

Conform relatiei lui Beer-Lambert din formula 1.3.7, absorbanta radiatiei depinde de:

intensitatea fasiculului incident

e grosimea stratului de substanta prin care a trecut fasciculul incident (grosimea cuvei)

concentratia speciilor absorbante

coeficientul de absorbtie molar

Prin masurarea fluorescentei unui set de solutii de concentratii cunoscute, se poate crea
o curba de calibrare ce caracterizeaza sensibilitatea instrumentului (intensitatea fotonului)
la schimbarile de concentratie. Mai apoi, raspunsul spectrometrului la solutiile / solutia
de concentratie necunoscuta se poate compara cu datele initiale, respectiv cu raspunsul
instrumentului la solutiile de concentratie cunoscuta si astfel putem determina concentratia /
concentratiile solutiei / solutiilor de interes. Ecuatia 1.3.8 permite determinarea concentratiei
solutiei necunoscute.
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Absorbanta | Transmitanta

0 100%
10%
1%
0.1%
0.01%
0.001%

Ot = W N =

Tabelul 1.2: Corespondenta intre Absorbanta si Transmitanta.

Fasciculul Transmis

Figura 1.9: Legea Beer-Lambert

1.4 Vitamina B2 (Riboflavin)

Riboflavina, cunoscuta si sub numele de Vitamina B2, este o vitamina hidrosolubila si
o componenta integrala a unei multitudini de coenzime necesare pentru respiratia celulara.
Este necesara pentru ca organismul uman sa functioneze la parametrii optimi. [30]

Cele mai mari concentratii de riboflavina din organism se gasesc in ficat, rinichi si in
inima. Este prezenta in produse lactate, carne, peste, precum si in anumite fructe si legume,
in special legume verzi/verdeturi. [33] Este un precursor important pentru doua coenzime si
anume flavin adenine dinucleotide (FAD sau FADH?2) si flavin mononucleotide (FMN) care
sunt implicate in productia de energie si in procese metabolice. Constituind un rol important
in producerea de energie aeroba (pe baza de oxigen), aceasta vitamina este foarte importanta
mai ales pentru inima. [34] [32]

Vitamina B2 este absorbita la nivelul partii centrale a intestinului subtire, si anume
la nivelul jejunului.

Pe langa rolul pe care aceasta vitamina o are in functiile corpului, ea aduce beneficii
potentiale si pentru sanatate cum ar fi: [30]

e reducerea cataractei legata de varsta;

e reducerea severitatii migrenei;
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e faptul ca reprezinta un factor de crestere pentru organismele mai tinere;

e necesitatea acesteia pentru buna functionare a altor vitamine din categoria celor B:
B3, B6, BY;

e interventia in metabolismul fierului;

e influenta vitaminei la adaptarea la lumina crepusculara ori de una singura, ori in
combinatie cu vitamina A;

e implicarea in detoxifiere pentru unii compusi asigurand mentinerea homeostaziei celu-
lare;

e ajutorul la mentinerea nivelurilor normale ale homocisteina, un aminoacid din sange.

In studii mai recente s-ar sugera ca vitamina B2 are potentiale beneficii in domeniul
cardiovascular si posibile interventii in prevenirea cancerului.

Deficitul de riboflavina are efecte negative asupra cailor metabolice si poate duce la
aparitia preeclampsiei 2 la femeile insircinate. Atunci cand dieta de zi cu zi este una precara
apar carente ale vitaminei B2. Manifestarile deficitului sunt: [33]

e tulburdri oculare - sensibilitate la lumina puternica, roseata/inflamare locala, méanca-
rime, arsura oculara;

e deficit de crestere - daca mama nu isi asigura doza recomandata de vitamina B2 pe zi,
risca dezvoltarea intarziata a fatului/bebelusului;

e afectiuni dermatologice - simptome precum buze crapate, piele uscata, inflamatie a
mucoasei gurii etc.;

e anemie - cu deficit de fier;

e tulburari digestive si nervoase - se manifesta prin aparitia sau inmultirea starilor de
anxietate si depresie, reactii mentale lente.

Vitamina B2 este fluorescenta natural atunci cand este expusa la lumina ultravioleta si
vizibila; acestea din urma pot activa usor riboflavina. Sensibilitatea la lumina UV si vizibila
poate duce la deficit de vitamina B2 in randul nou-nascutiilor prin expunerea acestora la
lumina UV deoarece aceasta lumina este folosita in tratarea icterului sau a unor tulburari de
piele. Deoarece peak-urile riboflavinei se gasesc la lungimea de unda de 440 nm, este adecvat
sa se excite proba in intervalul spectral 405-500 nm. [39]

O masura a dozei de riboflavina utilizata la scara larga este masurarea fluorometrica a
excretiei in 24 de ore (exprimata ca si cantitate totala de riboflavina excretata sau in raport cu
cantitatea de creatinina excretata). Deoarece organismul poate stoca doar cantitati mici de
vitamina B2, excretia reflecta aportul alimentar pana cand tesuturile sunt saturate. Excretia
totala de riboflavina la adultii sanatosi este de cel putin 120 mg/zi, iar o ratd mai mica de
40 mg/7i indica deficienta. [32]

Recomandarile privind consumul de riboflavina sunt furnizate in Dietary Reference
Intakes(DRIs) elaborate de Food and Nutrition Board (FNB) de la Institute of Medicine
of the National Academies. DRI este un termen general folosit pentru un set de valori de
referinta care marcheaza evaluarea aportului de nutrienti ale persoanelor sanatoase. Aceste
valori din tabelul 1.3 variaza in functie de varsta si sex. [36]

2Preeclampsia este o boald definitd ca hiperternsiune arteriald si prezenta in urini a unor proteine in
exces dupa saptamana 20 de sarcina.
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H Varsta Barbati Femei Sarcina H

0-6 luni 0.3mg 0.3 mg
7-12 luni 0.4mg 04mg
1-3 ani 0.5 mg 0.5 mg
4-8 ani 0.6 mg 0.6 mg
9-13 ani 0.9mg 0.9 mg
14-18 ani 1.3mg 10mg 14mg
19-50 ani 1.3mg 11mg 14mg
Peste 51 ani 1.3 mg 1.1 mg

Tabelul 1.3: Recomandarile privind consumul de riboflavina in functie de varsta si sex.

[36]

Alimente ‘ Portie ‘ Riboflavind (mg) H
Ficat de vita 3 uncii(aprox. 90 ml) 2.9
Cereale cu lapte 1 portie 1.3
Terci de ovaz, instant, gatit cu apa 1 portie 1.1
laut fara grasimi 1 cana 0.6
Lapte, 2 la suta grasime 1 cana 0.5
Carne de vita, file, dezosata, cu grasime, la gratar 85 grame 0.4
Scoici, specii mixte, fierte 85 grame 0.4
Ciuperci, portabella, feliate la gratar 1/2 cana 0.3
Migdale prajite lg 0.3
Cascaval 85 g 0.3
Piept de pui la rotisor 86 g 0.2
Ou L intreg 0.2
Quinoa gatita 1 cana 0.2
Bagel (un sortiment de paine evreiasca) 1 portie 0.2
Somon conserve 86 g 0.2
Spanac crud 1 cana 0.1
Mar cu coaja 0.1
Fasole rosie, conserva 1 cana 0.1
Paste Melci din faina integrala fierte 1 cana 0.1
Paine integrala 1 felie 0.1
Peste Cod Atlantic, fiert 85 g 0.1
Seminte de floarea soarelui, prajite 1g 0.1
Rosii zdrobite, conserva 1/2 cana 0.1
Orez alb, bob lung, fiert 1/2 cana 0.1
Orez brun, bob lung, fiert 1/2 cana 0

Tabelul 1.4: Cantitatea de riboflavina dintr-o serie de alimente.
[37]
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Exercitiile fizice accentueaza caile metabolice ceea ce duce la necesitatea unei cantitati
mai mare de vitamine B, inclusiv a riboflavinei. Prin urmare, necesitatea acestor vitamine
poate fi crescuta la sportivi si la persoanele active. Acest lucru face ca riboflavina sa fie
un compus atractiv pentru a-l adauga in bauturile energizante atat din punct de vedere al
marketing-ului, cat si din punct de vedere medical. Multe bauturi energizante, cum ar fi
Monster, Rockstar, Red Bull si altele contin doza zilnica recomandata de 1.3 - 1.4 mg sau
mai mult per portie. Tabelul 1.5 din literatura de specialitate are ca scop vizualizarea dozelor
de riboflavina dintr-o gama de bauturi energizante. [38]

Bautura energizanta Cantitatea de riboflavina | Cantitatea de riboflavina
(mg) per 100 ml per o portie tipica (mg)

ROCKSTAR 1.6 3.84

ROCKSTAR Sugar Free 1.417 3.4

MONSTER 0.70 (per 500 ml) 1.7

HELL 0.6 1.48

SLANG 0.6 1.5

RED BULL Sugar Free 0.575 1.44

Tabelul 1.5: Lista dozelor de Riboflavina din bauturile energizante per 100 g.
[38]
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Capitolul 2

METODE EXPERIMENTALE

2.1 Aparatura experimentala

Pentru detectia fluorescentei unei probe, se foloseste ca aparatura spectrometrul de
fluorescenta. Acesta are urmatoarele componente principale:

e 2 surse (UV,Viz);

e 2 monocromatoare (unul pentru excitare, iar altul pentru emisie);

piese optice pentru transmiterea luminii;

suport pentru proba (cuva);

detector (fotomultiplicator);
e componente electronice care au rolul de a procesa semnalul electric.

Schemele de functionare a unui astfel de spectrofotometru de absorbtie, respectiv fluorescenta
sunt redate in figurile 2.1, respectiv figura 2.2. In figura 2.3 este reprezentat, schematic,
mersul razelor de lumina intr-un fluorimetru. Monocromatoarele sunt inlocuite cu filtre.

Ato-D [
Converter _\\

E}\M
P i Mon ﬂ‘f”\ Ato-D

r — Brom Converter ™

Tungsten Bulb

Figura 2.1: Schema unui spectrofotometru de absorbtie
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Tungsten Bulb

Figura 2.2: Schema unui spectrofotometru de fluorescenta

Detector
AAA

[
Filtru de emisie
(Long Pass/Band Paf

N\
N\

Sursa UV-Viz

=
 ———

Oglinda dicroj¢

Filtru de excitatie

(Short Pass)
—————

Proba

Figura 2.3: Mersul razelor intr-un fluorimetru.

Pentru inregistrarea spectrului de absorbtie al riboflavinei din luna martie, am folosit
un spectrofotometru portabil T100 (figura 2.4) care are specificatiile din tabelul 2.4.

Pentru inregistrarea spectrelor de fluorescenta am folosit un mini spectrometru de
fluorescenta produs de firma StellarNet Inc. (figura 2.5) care are specificatiile din tabelul
2.2. Ca sursa de excitatie sunt folosite diferite LED-uri, cu emisia in UV si Vizibi:

e LED - 390 nm;

e LED - 470 nm;
e LED - 502 nm;
e LED - 590 nm;
e LED - 660 nm.
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Parametrii Specificatii Parametrii Specificatii
Mm:u 0-50 ppub < 0.5% scara
Scara Completa completa (la
Min/Max Inter- | Max:  0-20000 PN
val  (Output-ul | ppb Scarda Com- | Span Drift p ’
.. o . tensiune con-
Fizic Analog) pleta (selectabil,
y b stante) /24 ho-
gama dubla ac- . ..
y urs Specificatii
ceptata)
Umutai;l de ma- | ppb, 3 PP, Lag Time 20 secunde
sura wng/m
Timpul de urca- | <100 secunde la
Zgomot Zero <0.2 ppb (RMS) re /coborare 95%
< 0.5% citire o
Zgomot de des- (RMS) peste 50 | Precizia 0.5% la citire

chidere

ppb

pana la 50 ppb

Limita inferioara

< 0.4 ppb

Consumul mediu

140 - 165 W

detectabila de putere
< 0.5 ppb (la
temperatura si

Zero Drift tensiune con- | Dimensiuni 311751 x 432 x 597
stante) /24
hours

[40]

Tabelul 2.1: Specificatiile tehnice pentru modelul spectrofotometrului de absorbtie T100.

Figura 2.4: Spectrofotometrul de absorbtie T100
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Parametrii Specificatii Parametrii Specificatii
Intervalul 2000:1 cu 6 Dimensiuni 25x75x125 mm
dinamic decade
Rezolutia optica 0.2 nm Greutate 396 g
Tipul CDD sau PDA, Consumul de <100 mA cu
detectorului 2k/3k pixeli curent USB port
Intervalul de 280 - 900 nm Interfata USB-2 sau
detectie USB-2 Hub
Marimea 14x200 pm sau Integrarea 1ms-65s
pixelilor 7x200 pum detectorului
Retea de Holografic Dimensiune 50 pm
difractie CONCAV fanta
Constanta 300, Reflexiile de <.1% at
retelei de 600,1200,1800, lumina 435nm;<.05% at
difractie g/mm 2400 600nm
Spectrograf f/4, SymX- Input-ul fibrei | SMA905 0.22na
Czerny—Turner optice fibra singulara
Ordinea filtrelor Integrate si Sistemele de Win9x, WinXP,
de sortare Filtru Trece-Sus operare Vista
Raportul 1000:1 Digitalizare 16-bit

semnal-zgomot

StellarNet.

[41]

Tabelul 2.2: Specificatiile tehnice pentru modelul minispectrometrului de fluorescenta

Figura 2.5: (a) Aparatura folosita pentru inregistrarea spectrelor de fluorescenta.

(b) Spectrometrul de fluorescenta StellarNet Inc.
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Pentru inregistrarea spectrelor din luna mai a solutiilor de interes, am folosit un
spectrometru de absorbtie Lambda 35 (figura 2.6) (a). Specificatiile sunt cele din tabelul
2.3, iar schema optica este cea din figura 2.6 (b).

Parametrii Specificatii

Intervalul (nm) 190-1100

Operare cu Fascicul

Dublu DA

Largimea de banda 0.5-4 (Variabili)

(nm)

Premonocromator NU
Testare UV /Vis de ru-
tina

Aplicatii Analize pe lichide

Proba solida, pudra
sau pulbere

Interval de absorbanta | 3.2 A

Tabelul 2.3: Specificatiile tehnice pentru modelul spectrometrului de absorbtie Lambda 35.
[42]

Halogen lamp

M = Miror
‘,D M1, M4, and M5 = Plane Mirror
/ M2 = Toroidal Mirror
; M2* M3 = Spherical Mirror
~1 /\
posman 57
rium y 1 /
lam =
O
/
/\ Fiter wheel
Referes
oy
/= sty ws Detector
/
17 S
/
i M3 Lens
/ siit 2' N N
/ \‘ Beam Splitter
/’ Lens
Grating N\ M4
(Monochromator)
Sample
Detector

Figura 2.6: (a) Spectrometrul de absorbtie Lambda 35.
(b) Schema optica a spectrometrului Lambda 35.
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2.2 Prepararea probelor

Mai intai trebuie sa determinam dreapta de calibrare folosind un set de solutii standard
cunoscute. Pentru a determina concentratia de riboflavina a bauturilor energizante trebuie
sa folosim cateva solutii de concentratie cunoscuta. Intai, am preparat solutia stock (figura
2.7) cu concentratia 8- 107> M riboflavina. Solutia stock a fost preparata folosind ca solvent
o solutie avand 1% acid acetic.

Folosind o pipeta, am pus intr-o cuva cantitatea de riboflavina in mililitri cu o cantitate
de acid acetic de 1%, dorind sa obtinem o solutie de 3 mL volum total. Apoi, din solutia
stock am preparat mai multe solutii cu diferite concentratii de riboflavina, conform tabelului
2.4.

Utilizand formula 2.2.1 am determinat volumul solutiei stock cu concentratia dorita
(8 -107® M), stiind c& am pornit de la o cantitate de 4.5 mg riboflavina pulbere. Intr-un
recipient potrivit (20 ml) am pus pulberea de riboflavina si peste am adaugat acid acetic 1%
pana cand am obtinut o solutie cu volumul rezultat din calculul de mai jos.

V= (2.2.1)

unde:
e m = 4.5 mg - masa de riboflavina
e C =8-10"° Mol/L - concentratia de riboflavina
e M= 376.36 g/mol - masa molara a riboflavinei

De asemenea, folosind formula 2.2.2, formula dilutiei, am calculat concentratiile finale
ale celorlalte 9 solutii.

(2.2.2)

unde:

e V1 =03 mL, 0.6 mL, 0.9 mL, 1.2 mL, 1.5 mL, 1.8 mL, 2.1 mL, 24 mL, 2.7 mL -
volumul de riboflavind de concentratie 8 - 1075 Mol /L

e (1= 8-107° Mol/L - concentratia de riboflavina

e V5, =3 mL - volumul total al fiecarei solutii
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Nr.solutie | Concentratia | Volumul Volumul Volumul | Concentratia
solutiei de de acid total finala de
stock (M) | riboflavind | acetic 1% | standard riboflavina
(mL) (mL) (mL) (M)

C1 8-107° 0.3 2.7 3 0.8-107°
C2 8-107° 0.6 24 3 1.6-107°
C3 8-107° 0.9 2.1 3 2.4-107°
C4 8-107° 1.2 1.8 3 3.2-107°
C5 8-107° 1.5 1.5 3 4.0-107°
C6 8-107° 1.8 1.2 3 4.8-107°
cr 8-107° 2.1 0.9 3 5.6-107°
C8 8-107° 24 0.6 3 6.4-107°
C9 8-107° 2.7 0.3 3 7.2-107°

Tabelul 2.4: Volumele de riboflavina (8 - 107° M) si acid acetic (1%) folosite pentru
obtinerea celor 9 solutii de concentratii diferite de riboflavina.
[43] [43]

Figura 2.7: Solutia stock
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Dupa ce am efectuat procedura de umplere a fiecarei cuve cu solutie de riboflavina de
concentratii diferite, am evidentiat concentratiile acestora in figura 2.8 (a).

Urmatorul pas a fost sa pun probele, si anume energizantele, pe rand in cuve separate
precum in figura 2.8 (b).

Figura 2.8: (a) Solutiile de concentratii C1-C9 cunoscute.
(b) Probele de interes si anume bauturile energizante (Monster, Hell, respectiv Slang).
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Capitolul 3

REZULTATE

3.1 Curba de calibrare

Probele de concentratii cunoscute au fost puse pe rand in spectrofluorimetrul
StellarNet Inc pentru a inregistra spectrele de fluorescenta. Intai de toate am efectuat o
masuratoare de absorbtie a solutiei de concentratie C9, concentratie de riboflavina nediluata
folosind spectrofotometrul de absorbtie T100. Am obtinut spectrul din figura 3.1 (a). In
figura 3.1 (b) este prezentat, pentru comparatie, spectrul de absorbtie si de fluorescenta al
riboflavinei luat din literatura. [44].

Se observa ca spectrul de absorbtie al riboflavinei are maximul la 455 nm, atat in
spectrul inregistrat in laborator cat si in spectrul preluat din literatura.

0.3

0.25

[
o

=)

=

v
L

Absorbanta (a.u.)

Absorbanta (a.u.)

445 nm

—~
o

g
Intensitatea de fluorescenta (a.u.)

o

o

@
f

hexc

400 450 500 550 600 650 700 750 800

450 500 550 . .
Lungimea de unda (nm) Lungimea de unda (nm)

(a) (b)

N
3

Figura 3.1: (a) Spectrul de absorbtie al riboflavinei obtinut experimental
(b) Spectrul de absorbtie calculat al riboflavinei. [44]

Pentru a obtine fluorescenta celor 9 solutii, am folosit pentru excitatie doua surse
luminoase, si anume un LED cu lungimea de unda de 390 nm folosit pentru absorbtia in
domeniul UV, respectiv un LED cu lungimea de unda de 470 nm folosit, de altfel, pentru
absorbtia in domeniul Vizibil. Am folosit aceste doua surse de lumina pentru ca excitatia sa
fie cat mai aproape de maximul de absorbtie si anume 455 nm.

Diferenta dintre emisia de fluorescenta a fiecarei solutii de concentratie diferita se
poate observa in figura 3.2. De asemenea, pentru obtinerea fluorescentei solutiilor din figura
3.2, am folosit ca sursa luminoasa un LED cu lungimea de unda de 390 nm.
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(a) C1 =0.8-10° M (b) C2=1.6-10"°M

(d) C4=32-10"°M (e) C5 =4.0-10"° M

(g) C7T=5.6-10"°M (h) C8 =6.4-107° M (i) C9=72-10"°M

Figura 3.2: Fluorescenta solutiei de concentratii diferite.
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Figura 3.3: Spectrele solutiilor C1-C9 la lungimea de unda de excitatie de 390 nm

In figurile 3.3 si 3.4 sunt prezentate spectrele de fluorescenta ale celor 9 solutii de
riboflavina, cu concentratii cunoscute, excitate cu doua lungimi de unda: 390 nm, respectiv
470 nm.

In figura 3.3 se observa ca, pentru excitarea la 390 nm, spectrul de fluorescenta co-
respunzator celei mai concentrate solutii de riboflavind (C9 = 7.2 - 1075 M) are intensitate
maxima. La polul opus, solutia de concentratie C1 = 0.8 - 1075 este aceea care este cea mai
saraca in concentratie de riboflavina, in conditiile in care excitam cu o lungime de unda de
390 nm si asta ne confirma graficul 3.3.

Observam ca toate solutiile excitate cu lungimea de unda de 390 nm, au maximul
emisiei de fluorescenta la 527 nm.

Nr.solutie | Concentratia | Intensitatea
de

fluorescenta
C1 0.8-107° 511
C2 1.6-107° 981
C3 2.4-107° 1227
C4 3.2-107° 2259
C5 4.0-107° 2425
C6 4.8-107° 3147
C7 5.6-107° 3294
C8 6.4-107° 3701
C9 7.2-107° 4129

Tabelul 3.1: Intensitatile de fluorescenta pentru fiecare substanta de concentratie diferita la
lungimea de unda de excitatie 390 nm.
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Figura 3.4: Spectrele solutiilor C1-C9 la lungimea de unda de excitatie de 470 nm

In figura 3.4 se observa ca, pentru excitarea la 470 nm, spectrul de fluorescenta co-
respunzator celei mai concentrate solutii de riboflavind (C9 = 7.2 - 107° M) are intensitate
maxima, iar solutia de concentratie C1 = 0.8 - 1075 are intensitatea cea mai putin intensa si
are o valoare corespunzatoare 2731.5 a.u. in conditiile in care excitam cu o lungime de unda
de 470 nm.

Observam ca toate solutiile excitate cu lungimea de unda de 470 nm, au maximul
emisiei de fluorescenta centrat la 530 nm.

Nr.solutie | Concentratia | Intensitatea
de

fluorescenta
C1 0.8-107° 2742
C2 1.6-107° 6119
C3 2.4-107° 7989
C4 3.2-107° 15720
C5 4.0-107° 16320
C6 4.8-107° 21630
Cr 5.6-107° 22220
C8 6.4-107° 24820
C9 7.2-107° 28770

Tabelul 3.2: Intensitatile de fluorescenta pentru fiecare substanta de concentratie diferita la
lungimea de unda de excitatie 470 nm.
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Conform tabelelor 3.1 si 3.2, am realizat curbele de calibrare (figura 3.5) cu ajutorul
programului Excel pentru cele doua lungimi de unda amintite mai sus. Ecuatiile curbelor de
calibrare sunt cele din formulele 3.1.1, respectiv 3.1.2.

35000

y =3243,1x + 43,306
R*=0,9733

25000 a
—~ a
= L
L]
= 20000 -
8
€
o
o
Il
o P ® 470 nm
o ®
2 15000 ) 390 nm
[
=
@
c
2
£ 10000 -

]
» y = 460,9x + 103,72
5000 R?=0,9792
Y
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentratia (104-5 M)

Figura 3.5: Curbele de calibrare pentru solutiile C1-C9 la lungimile de unda de excitatie
390 nm, respectiv 470 nm.

y = 460.92 + 103.72 (3.1.1)

y = 3243.1z 4 43.306 (3.1.2)
In ecuatiile 3.1.1 si 3.1.2, y reprezinta valoarea intensitatii de fluorescenta la lungimea

de unda corespunzatoare maximului de emisie, iar x reprezinta concentratia molara a solutiei
de riboflavina.

32



3.2 Determinarea vitaminei B2 in probe reale

Absorbtie_Hell
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Figura 3.6: Spectrele de absorbtie ale bauturilor energizante, Hell, Monster, respectiv
Slang.

In figura 3.6 sunt prezentate spectrele de absorbtie ale bauturilor energizante Hell,
Monster, respectiv Slang folosind ca sursa de lumina un LED de 390 nm.

In figura 3.7 sunt prezentate spectrele de fluorescenta ale bauturilor energizante obtinute
in cazul excitarii cu 390 nm.

5,000+
= Hell
= Monster
4,000+ = Slang

\N \w
o o
S S
S S

| |

Intensitatea de fluorescenta (a.u)

-

o

o

o
|

I

500 | 550 | 600 | 650 ' 700
Lungimea de unda (nm)

Figura 3.7: Spectrele bauturilor energizante obtinute folosind ca excitatie LED-ul de 390
nm

Din spectrele de fluorescenta ale energizantelor (masurate in aceleasi conditii ca spec-
trele solutiilor de riboflavina), se pot obtine valorile intensitatii de fluorescenta la lungimea
de unda corespunzatoare maximului emisie de fluorescenta.
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Astfel, pentru spectrele de excitatie la 390 nm am obtinut valorile din tabelul 3.3:

Substanta Hell Slang Monster

Ir 5125 \ 5336 \ 2375

Tabelul 3.3: Valorile intensitatii de fluorescenta corespunzatoare fiecarei bauturi
energizante (excitatie la 390 nm).

In figura 3.8 sunt prezentate spectrele de fluorescenta (excitatie la 390 nm) atat ale
solutiilor de riboflavina cu concentratii cunoscute, cat si ale bauturilor energizante.

Se observa ca energizantele au un spectru de fluorescenta asemanator cu al solutiilor
de riboflavina si ca in cazul energizantului Monster, valoarea intensitatii se gaseste in do-
meniul in care au maxime spectrele solutiilor de riboflavina. Doua dintre energizante (Hell,
respectiv Slang) au intensitatea maximului de fluorescenta mai mare decat intensitatea celei
mai concentrate solutii.
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Figura 3.8: Spectrele de fluorescenta ale solutiilor de riboflavina de concentratii cunoscute

si ale energizantelor (excitatie la 390 nm).

Folosind ecuatia dreptei de calibrare (3.1.1) si valoarea intensitatii emisiei de fluorescenta,
pentru fiecare energizant, am determinat concentratia de riboflavina din bauturile energi-
zante. Astfel, am obtinut valorile din tabelul 3.4.

Intensitatea de Fluorescentd | Concentratia (107°)
Mol/L
Hell 5125 10.89
Slang 5336 11.35
Monster 2375 4.93

Tabelul 3.4: Concentratia de riboflavina in energizantele Hell, Slang, Monster, determinata
din masuratori de fluorescenta efectuate folosind ca excitatie LED-ul cu 390 nm.
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Folosind formula 3.2.3 putem afla masa de riboflavina din volumul V.

Unde:

m=V-C-M

e C - concentratiile fiecarui energizant (din tabelul 3.4);

V = 3 mL - volumul cuvei;

M = 376.36 g/mol - masa molara a riboflavinei;

e m - masa de riboflavina care trebuie calculata.

(3.2.3)

In tabelul 3.5 sunt prezentate valorile maselor de riboflavina caracteristice fiecarei
bauturi energizante.

Concentratia (107°) Mol/L Masa de riboflavind | Masa de riboflavina
(107°) (mg) per 100 mL (mg)
Hell 10.89 0.123 4.1
Slang 11.35 0.128 4.26
Monster 4.93 0.056 1.86

Tabelul 3.5: Masa de riboflavina din energizantele Hell, Slang, Monster, determinata cu
formula 3.2.3 (excitatie la 390 nm).

In figura 3.9 sunt prezentate spectrele de fluorescenta ale bauturilor energizante exci-

tate la 470 nm.
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Figura 3.9: Spectrele bauturilor energizante obtinute folosind ca excitatie LED-ul de 470

nm

Din spectrele de fluorescenta ale energizantelor (masurate in aceleasi conditii ca spec-
trele solutiilor de riboflavina), se pot obtine valorile intensitatii de fluorescenta la lungimea
de unda corespunzatoare maximului emisie de fluorescenta.

Astfel, pentru spectrele de excitatie la 470 nm am obtinut valorile din tabelul 3.6:
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Substanta Hell Slang Monster

I 24305 \ 22312 \ 7055

Tabelul 3.6: Valorile intensitatii de fluorescenta corespunzatoare fiecarei bauturi
energizante (excitatie la 470 nm).

In figura 3.10 sunt prezentate spectrele de fluorescenta (excitatie la 470 nm) atat ale
solutiilor de riboflavina cu concentratii cunoscute, cat si ale bauturilor energizante.

Se observa ca energizantele au un spectru de fluorescenta asemanator cu al solutiilor
de riboflavina si ca valorile intensitatilor se gasesc in domeniul in care au maxime spectrele
solutiilor de riboflavina, deci se pot determina concentratiile energizantelor.
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Figura 3.10: Spectrele de fluorescenta ale solutiilor de riboflavina de concentratii cunoscute

si ale energizantelor (excitatie la 470 nm).

Folosind ecuatia dreptei de calibrare (3.1.2) si valoarea intensitatii emisiei de fluorescenta,
pentru fiecare energizant, am determinat concentratia de riboflavina din bauturile energi-
zante. Astfel, am obtinut valorile din tabelul 3.7.

Intensitatea de Fluorescentda | Concentratia (107°)
Mol /L
Hell 24305 7.48
Slang 22312 6.86
Monster 7055 2.16

Tabelul 3.7: Concentratia de riboflavina in energizantele Hell, Slang, Monster, determinata
din masuratori de fluorescenta efectuate folosind ca excitatie LED-ul cu 470 nm.
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Folosind formula 3.2.4 putem afla masa de riboflavina din volumul V.

Unde:

m=V-C-M

e C - concentratiile fiecarui energizant (din tabelul 3.7);

V = 3 mL - volumul cuvei;

M = 376.36 g/mol - masa molara a riboflavinei;

e m - masa de riboflavina care trebuie calculata.

(3.2.4)

In tabelul 3.8 sunt prezentate valorile maselor de riboflavina caracteristice fiecarei
bauturi energizante.

Concentratia (10~°) Mol/L

Masa de riboflavina

Masa de riboflavina

(107°) (mg) per 100 mL (mg)
Hell 7.48 0.084 2.8
Slang 6.86 0.077 2.56
Monster 2.16 0.024 0.8

Tabelul 3.8: Masa de riboflavina din energizantele Hell, Slang, Monster, determinata cu
formula 3.2.4 (excitatie la 470 nm).

Comparand masa de riboflavina obtinuta experimental cu cea de pe eticheta bauturilor
(tabelul 1.5), observam ca valorile obtinute experimental sunt un pic mai mari decat cele
raportate de producator, dar in limita erorilor experimentale. Putem considera ca valorile
crescute de riboflavina in probele studiate se datoreaza eventualei evaporari a lichidului din

timpul masuratorilor deaorece probele nu au fost puse in cuve cu capac.

Observam ca spectrul energizantului Monster din figurile 3.7 (excitat cu 390 nm),
respectiv 3.9 (excitat cu 470 nm) este diferit fata de celelalte doua bauturi deoarece in
compozitia solutiei este prezent, probabil, un compus care reactioneaza chimic cu riboflavina
si determina deplasarea maximului de fluorescenta spre numere de unda mai mari.
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CONCLUZII

Au fost intregistrate spectrele de fluorescenta pentru noua solutii de riboflavina cu
concentratii cunoscute (0.8 - 107>, 1.6 - 1075, 2.4 - 107>, 3.2 - 1075, 4.0 - 107°, 4.8 - 1075,
5.6-107°,6.4-107°, 7.2 - 107°) pentru doud lungimi de und4 ale fasciculului excitator (390
nm si 470 nm). Au fost determinate intensitatile emisiei de fluorescenta la lungimea de unda
corespunzatoare maximului de emisie (~ 530 nm).

Au fost determinate ecuatiile curbelor de calibrare pentru fiecare caz in parte. Au fost
inregistrate spectrele de fluorescentd pentru trei bauturi energizante (Hell, Slang, respectiv
Monster) pentru cele doua lungimi de unda ale fasciculului excitator si au fost determinate
intensitatile emisiei de fluorescenta la lungimea de unda corespunzatoare maximului de emisie
(~ 530 nm).

Folosind ecuatiile curbelor de calibrare, au fost determinate concentratiile de ribofla-
vina ale energizantelor. S-au comparat valorile obtinute cu valorile date pe eticheta bauturilor
si s-a observat o concordanta destul de buna intre valorile raportate si cele masurate expe-
rimental pentru spectrele obtinute folosind ca si excitatie LED-ul ce emite lungime de unda
de 470 nm. Pentru spectrele obtinute folosind 390 nm ca excitatie, cantitatile de riboflavina
calculate pentru 100 ml sunt semnificativ mai mari fata de cele raportate de producator, de
asemenea concentratiile energizantelor obtinute pentru excitatie la 390 nm sunt mai mari
decat concentratiile acelorasi probe obtinute pentru excitatie la 470 nm.

Comparand rezultatele obtinute pentru cele doua lungimi de unda ale fasciculului ex-
citator, s-a observat urmatorul lucru: curba de calibrare obtinuta folosind spectrele excitate
la o lungime de unda mai apropiata de maximul de absorbtie (470 nm) da rezultate mai
bune, permitand diferentierea unor concentratii apropiate.

In concluzie, pentru o sensibilitate buna a metodei de determinare a diferitelor concentratii,
trebuie folosita pentru excitare o radiatie cat mai apropiata de lungimea de unda a maximului
de absorbtie.

Utilitatea spectroscopiei de fluorescenta se poate desprinde din doi factori principali.
Semnalul fluorescent de fundal este mic deoarece majoritatea moleculelor nu prezinta feno-
menul de fluorescenta. Prin urmare, tehnica aceasta poate detecta doar molecule cu emisie
de fluorescenta. Un al doilea factor este sensibilitatea proprietatilor spectrale ale emisiilor
de fluorescenta la mediul local cum ar fi solvent, pH, concentratie ionica etc. In cele din
urma, utilitatea fluorescentei apare si in aplicatiile in care mediile locale pot varia drastic,
de exemplu in studiul sistemelor de macromolecule si in probe biologice.
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