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Spektro fotometrija http://aris.gusc.lv/BioThermodynamics/LabSpectr16L.pdf 
 
UZDEVUMS: Noteikt ar spektr ofotometru “Jenway” riboflavīna vitamīna B2 koncentrāciju un 
novērtē jūtīgumu aprēķinot molāro absorbcijas koeficientu: dotajiem paraugiem 
Nr.2,Nr.3,Nr.4,Nr.5,Nr.6. 

Kalibrēšanas grafika pagatavošanas dati tabulā 1. 
1. No riboflavīna standarta šķīdumu Criboflavīns=0.04 mg/mL pagatavo 8 mēģenes  
     10 mL ar destilētu ūdeni šķīdumi kalibrēšanas grafika konstruēšanai (skat. 3.lpp).  

2. Koncentrāciju aprēķina formulā CB2=  un fiksē tabulā. 

3. Iestāda spektro fotometrā “Jenway” viļņa garumu λ= 445 nm un mēra absorbciju Ax=log(Io/I) 
izvēlētajam paraugam Nr.__. Lieto kalibrēšanas grafiku un nolasa nezināmo koncentrāciju 
paraugam Cx.                       

        Tabula 1.  kalibrēšanas grafiks  
Šķīdums Nr. tukšais 1 2 3 4 5 6 7 8 

VB2 (mL) CB2=0.04 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 
mL Vūdens 10.00 9.50 9.00 8.50 8.00 7.50 7.00 6.50 6.00 

Absorbcija A=log(Io/I) 0.000 0.063 0.121 0.184 0.247 0.302 0.368 0.426 0.482 
CB2,mg/mL 0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016 

 
Aprēķiniet molaritāti B2 šķīdumam CM=Cx/MB2 un molāro absorbcijas koeficientu a M-1cm-1, ja 

stikla kivetes biezums zināms. Ar lineālu pārbaudiet kivetes biezumu! l=1........ cm vai arī nav?  

CM=Cx/MB2 =................g/L/...............g/mol=........................ M- 

a445 =Ax/CM/ l = , M-1cm-1=------------------------=................................ M-1cm-1 

                                               Koncentrācija paraugā : Cx =………… mg/mL= g/L 

Kalibrēšanas grafika līnija A = a·C l vilkta cauri nulles punktam , jo       A = C=0 

Spektro fotometrā “JanyWay” nomēra parauga analīzes absorbciju Ax un lietojot grafiku aprēķina tā 

koncentrāciju Cx (mg/mL).  

Pārvērtiet aprēķinato rezultātu riboflavīna saturam miligramu procentos mg%, kas  

       parāda daudzumu uz 100 mL parauga mg%= mg/100mL•100%=..................mg% 

Mola masa oksidētai riboflavīna B2 vitamīna formai ir MB2 = 454.35 g/mol. 

Izmantojot izveidoto kalibrēšanas taisni un nezināmas koncentrācijas paraugu absorbcijas 

vērtības, nosakiet katra mērītā parauga masas koncentrāciju                γ = Criboflavīns ,  mg/mL=g/L! 

1) Nosakiet mērīto paraugu masas koncentrāciju, izmantojot kalibrēšanas taisni! 

3. tabula.Mērīto šķīdumu koncentrācijas 
Paraugs Nr. 1 2 3 4 5 
Absorbcija Ax 0,147 0,452 0,086 0,228 0,280 
Koncentrācija γ, mg/mL 0,0046 0,014 0,00275 0,0075 0,00925 

 
Ja veidojāt grafiku gan uz papīra, gan izmantojot datorprogrammu, salīdziniet iegūtos rezultātus un 
izvērtējiet abu metožu priekšrocības. 
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4. daļa. Mērīto paraugu koncentrācija 

­A= a445•C• l =log(Io/I)                                Vieta kalibrēšanasgrafikam A     -     CB2
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   0                     0,002                0,004               0,006              0,008                 0,010               0,012                0,014      ® 0,016  
Koncentrācija paraugos Criboflavīns , CB2

 , mg/mL=g/L 

Kalibrēšanas grafika līnija A = a445·C l vilkta cauri nulles punktam , jo       A = C=0  

spektro fotometrā “JanyWay” nomēra parauga analīzes absorbciju Ax un lietojot grafiku aprēķina 
tā koncentrāciju Cx (mg/mL).  
Pārvērtiet apŗķinato rezultātu riboflavīna saturam miligramu procentos mg%, kas parāda daudzumu 
uz 100 mL parauga mg%= mg/100mL•100%=..................mg% 
Mola masa oksidētai riboflavīna B2 vitamīna formai ir MB2 = 454.35 g/mol. 

● 

A= a445 l Criboflavīns 

Ax =0,53 

0,018 
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Aprēķiniet molaritāti B2 šķīdumam CM=Cx/MB2 un molāro absorbcijas koeficientu a M-1cm-1, ja stikla 

kivetes biezums zināms. Ar lineālu pārbaudiet kivetes biezumu! l =1........ cm vai arī nav?  

CM=Cx/MB2 =0,018 g/L/454,35 = 3,96*10^(-5) (mol/L) M - 

a445 =Ax/CM/ l = , M-1cm-1=0,53/3,96/10^(-5)= 13383,8 M-1cm-1 

Absorbcija Ax nosaka koncentrāciju analīzē: CM=Ax/a445/l=0,53/13383,8/1= 3,96*10^(-5) (mol/L)M .  
 
Zīm. Riboflavīna B2 vitamīna oksidētās un reducētās formas spektrs. 

Molārais absorbcijas koeficients ir a360=10500 M-1cm-1 
pie λ=360 nm un a445=15499 M-1cm-1 pie λ=445 nm.  

Olbaltumvielas dažkārt pazemina pKa=10,3 N(3)-H protona 
protolīzes konstanti brīvam flavīnam un samazina molāro 
absorbcijas koeficientu a445=9200 M-1cm-1. Piemēram glikolāta 
oksidāzēs. Olbaltumvielas izraisa saistītā flavīna protolītisku 
deprotonēšanu N(3)-H => N(3)-+H+.  
Latīņu  flavus – dzeltens.  
 

FMN Flavīna mono nukleotīds 
riboflavīns-5’-fosfāts B2 vitamīns 

http://aris.gusc.lv/FlavinMonoNucleoB2vitamPO4.Tgf. 
 

 
FMN+2 H oksidētā forma Ox +2 H = Reducētā forma RedH2 FMNH2  

Oksidētā forma pievieno divus ūdeņraža atomus +2 H veidojot reducēto formu RedH2 ,  
Abas Ox un RedH2 formas ir ūdenī šķīstošas divu ūdeņraža atomu H un H pārnesēji  

kuri pārnes atomus kopā ar diviem elektroniem kā summu 2H+ + 2e- . 
Bioķīmiska oksidēšanās – reducēšanās reakcijas realizējas ar ūdenī šķīstošu  

divu elektronu ekvivalentu pārnesi . Bioķīmija sauc vitamīnus par enzīmu kofaktoriem.  
Nelielas molekulas ātrai pārnesei sauc par kofaktoriem. Vitamīns B2 ir kofaktors oksidoreduktāzēm. 

Kofaktorus - vitamīnus iepazīsim bioķīmijas kursā.  
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Secinājumi  
 
 

1a. Riboflavīns B2 vitamīns ir 2H pārnesējs enzīmu klasē:E.1 OksidoReduktāzēs............ 
 

 

1b. Reducēšana ir: ūdeņraža pievienošana............... 1c. Oksidēšana ir ūdeņraža atrau šana............... 
 

 

2. Gaismas absorbcijas maksimumi riboflavīnā ar viļņu garumu 360........nm un 445.........nm 
 

 

3. Krītošās gaismas intensitātes Io attiecība pret cauri izgājušo gaismu I logaritms  

                                                                                           absorbcijas mērījumos ir Ax=........... 
 

 

4. Gaismas absorbcija aprēķināta kā logaritmiska izteiksme Ax=log(Io/I)=................ 
 

5. Riboflavīna koncentrācija paraugā Nr...... uzrāda nomērīto absorbciju Ax=............ 
 

6. Bēra-Bugēra-Lamberta likumam Ax= a445•C• l =log(Io/I) atbilstoši gaismas absorbcija Ax ir 

proporcionāla:                                                          vitamīna B2 koncentrācijai Cx=............  .g/L 

                    Riboflavīns vitamīna B2 molārai koncentrācijai        CM=................mol/L. 
 

7. Aprēķinātais molārās absorbcijas koeficients pie λ=445 nm a445=13383,8 M-1cm-1 


