, PRACTICA 6
DETERMINACIO QUANTITATIVA DE RIBOFLAVINA PER FLUORIMETRIA

1.- Introduccio teorica
La fluorimetria és una técnica que presenta substancials avantatges analitiques ja que a la seva especificitat
s’uneix la seva gran sensibilitat.

Els procesos de fluorescéncia posseeixen una gran utilitat com a base de técniques dirigides a la
determinacio6 de la intensitat de I'emissié fluorescent, dita senya és funcié, després de Kavanagh, de la intensitat de
'emissi6 de la REM absorbida pel compost fluorescent:

sf = k'(1, - 1)
on sf és la intensitat de I'emissié fluorescent, k* una constant de proporcionalitat i ,p i / les intensitats de les
radiacions incident i emergent, respectivament.

Després de la llei de Lambert—Beer:
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on ¢ és el coeficient d’absorcié molar si b s’expressaencmic en mol-L™.

Per tant la senyal de fluorescéncia resulta:

sf = k'(lo -1, o o 230380 ): k'I, (1_672.30381;(-)
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Tenint en compte que e equival a una expressio del tipus e que pot desenvolupar-se en série:
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En una aproximacié raonablement valida es podra menysprear tots els termes des dels tercer, sempre que
ebc < 0.05. Aixi doncs I'expressié corresponent a la senyal de fluorescéncia sera:

sf =k'I,[1-(1—2.303&bc)|=k'I,2.303 Ebc
i agrupant termes constants per a un mateix equip instrumental i una determinaci6 donada resulta:
sf=Kk"c

Segons aquesta equacié la senyal de fluorescéncia depén de la concentracié ¢ i de factors instrumentals
(angle solid vist pel detector f(a), factor quantic de conversié del detector f{1), pas optic de la cel-la b, intensitat
incident de la radiacié excitadora k), aixi com d’altres parametres relacinats amb la propia substancia (coeficient
d’absorcio molar &, eficacia quantica de fluorescencia ¢, tots ells englobats en k).

A més com I'equacié sf = k’c defineix la proporcionalitat lineal entre la senyal i la concentracio, tenim la base
de I'aspecte quantitatiu de I'espectrofluorimetria, sempre i quan el producte ebc < 0,05.

sf
“rmd C
Per tant la linearietat sf vs. ¢ es compleix per a dissolucions diluides. En efecte si:
€bc <0,05 €bcmax = 0,05

2.-Part experimental
a) Instrumental i reactants



1 Gradeta per a tubs d’assaig.

10 Tubs d’assaig amb taps.

1 Cel-la espectrofluorimétrica de quars.
1 Flascé rentador.

2 Vasos de precipitats de 100mL.

1 Matras aforat de 100mL.

1 Pera de succi6.

2 Pipetes de 10mL.

1 Gradeta per a pipetes.
Espectrofluorimetre.

Riboflavina dissolucié aquosa de 5mg-L™".

b) Procediment experimental

1. Realitzar I'espectre d’excitacié i emissi6 seguint les instruccions de l'instrument.
2. Preparar a partir d'una dissolucié de riboflavina de 5mg-L™", 100mL de dissolucié de 0,1mg-L™". A partir
d’aquesta dissolucié preparem una serie de concentracions patré de 0,02, 0,04, 0,06, 0,08 i O,10mg-L’1 (10mL de
cada concentracio).

-Determinar la intensitat de fluorescéncia sf de cada dissolucié patr6 (media de tres lectures) i la de la mostra
problema.

- Representar graficament la intensitat d’emissié dels patrons vs. les seves respectives concentracions.
3. Interpolar la intensitat de fluorescencia de la mostra problema en la grafica anterior per a determinar la
concentracio de riboflavina.

Dades. mides i calculs



