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Застосування методу похiдної спектрофо-
тометрiї усуває вплив фону домiшок при 

аналiзi теофiлiну у витяжках з бiологiчного ма-
терiалу та дозволяє визначити 36,7-40,3% ре-
човини. Визначення теофiлiну методом другої 
похiдної дає бiльш надiйнi та об’єктивнi ре-
зультати в порiвняннi з використанням методу 
УФ-спектрофотометрiї.
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ВСТУП
Однiєю з важливих проблем сучасного хiмiко-

токсикологiчного аналiзу є дослiдження впливу 
спiвекстрактивних речовин з бiологiчних об’єктiв 
на кiнцевий результат. Наявнiсть домiшок зни-
жує об’єктивнiсть отриманих результатiв. Так, 
при проведеннi кiлькiсного визначення отрут в 
екстрактах з бiологiчного матерiалу в умовах вiд-
сутностi контрольних дослiдiв отримуються зави-
щуванi результати без врахування впливу фону. 

Застосування методiв очищення (хроматогра-
фiї в тонкому шарi сорбенту, екстракцiї рiзними 
органiчними розчинниками та iнш.) не дозволяє 
повнiстю видiлити спiвекстрактивнi речовини з 
витяжок. 

Вибiр методу похiдної спектрофотометрiї для 
iдентифiкацiї та кiлькiсного визначення токсич-
них речовин у витяжках з бiологiчного матерiалу 
обумовлений усуненням впливу фону домiшок. 

Метою дослiдження було розробити умови 
iдентифiкацiї та кiлькiсного визначення теофiлi-
ну у витяжках з бiологiчного матерiалу методом 
похiдної спектрофотометрiї.

Теофiлiн (1,3-диметилксантинмоногiдрат) — 
алкалоїд пуринового ряду, широко застосовуєть-
ся в медичнiй практицi для регуляцiї серцево-су-
динної системи, як дiуретик, протиастматичний 
засiб, використовується для лiкування iшемiчної 
хвороби серця. Але при передозуваннi теофiлiн 
характеризується значною токсичнiстю, порушу-
ючи дiяльнiсть центральної нервової та серцево-
судинної систем [5-8].

МАТЕРIАЛИ ТА МЕТОДИ 
ДОСЛIДЖЕННЯ

Для використання похiдної спектрофотомет-
рiї необхiдно, щоб спектральнi характеристики 
речовин та домiшок апроксимувалися полiнома-
ми рiзних ступеней, причому ступiнь полiному 
для спектральної кривої отрути був вище ступе-
ня полiному для спектральної кривої спiвекстра-
ктивних речовин. 

Встановлено, що оптимальним було вико-
ристання ортогональних функцiй для визна-
чення отрут на фонi лiнiйного поглинання домi-
шок або розчинника. Так, в областi максимумiв 
поглинання токсичних речовин спостерiгалась 
лiнiйна залежнiсть свiтлопоглинання фону домi-
шок вiд довжини хвилi при застосуваннi апрок-
симацiї спектральних характеристик спiвекстра-
ктивних сполук — полiномом першого ступеня 
(Афон=в0+в1х), а речовин — полiномом другого 
ступеня (Аречовина=а0+а1х+а2х

2), де а0 , а1, а2 — ко-
ефiцiєнти полiному, який описує УФ-спектр ре-
човини; в0 , в1 — коефiцiєнти полiному, який опи-
сує УФ-спектр фону; х — порядковий номер 
довжини хвилi [1, 3]. 

Для розрахунку похiдної вимiрювали рiзницю 
значень поглинання при двох довжинах хвиль, 
роздiлених iнтервалом = 2– 1. Рiзниця в зна-
ченнях оптичної густини при двох близьких дов-
жинах хвиль, вiднесена до значення iнтервала мiж 
ними А/ =f ( ), як функцiя довжини хвилi, 
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складала похiдну спектра поглинання — dА/dλ=f 
(λ). Значення похiдної прямо пропорцiйнi кру-
тизнi нахилу кривої спектра поглинання. Точки 
перетину похiдної з осями довжин хвиль вiдповi-
дають екстремумам вихiдної кривої, тобто макси-
мумам або мiнiмумам.

Нами була проведена порiвняльна оцiнка пер-
шої, другої та четвертої похiдних УФ-спектра 
поглинання теофiлiну (рис.1). 

Друга похiдна спектра на вiдмiну вiд першої 
похiдної за загальною формою значно ближча 
до вихiдного спектра: максимуму поглинання на 
вихiдному спектрi вiдповiдає максимум на другiй 
похiднiй, узятий з оберненим знаком. Четверта 
похiдна не має застосування в аналiзi токсичних 
речовин, що обумовлено зростанням випадкової 
похибки при пiдвищеннi порядку похiдної. 

Другу похiдну вiд спектрiв поглинання (d2A/
d 2) розраховували за допомогою полiномiаль-
ної апроксимацiї методом найменших квадратiв. 
Розрахунок проводили за допомогою диферен-
цiюючих цифрових фiльтрiв. 

Для розрахунку другої похiдної для довжи-
ни хвилi 3 вимiрювали значення оптичної густи-
ни розчину (А) при довжинах хвиль 1, 2, 3, 4, 

5 з iнтервалом 4 нм. Отриманi значення помно-
жували на коефiцiєнти полiному для вiдповiдної 
кiлькостi точок. Алгебраiчна сума похiдної нада-
вала значення для середньої точки, тобто розра-

хунок другої похiдної проводили за формулою:  
Р =2А1–А2–2А3–А4+2А5 [1, 3]. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛIДЖЕННЯ ТА ЇХ ОБ-
ГОВОРЕННЯ

Iдентифiкацiю теофiлiну проводили за наяв-
нiстю максимумiв, мiнiмумiв та точок перетину 
похiдної з осями довжин хвиль, якi бiльш чiтко 
виявлялись на другiй похiднiй вiд спектра порiв-
няно з вихiдним УФ-спектром (рис.1, 2). 

Проведення iдентифiкацiї теофiлiну в розчин-
никах, якi широко застосовуються в хiмiко-ток-
сикологiчному аналiзi отрут — 0,1 М розчинi кис-
лоти хлористоводневої, 0,01 М розчинi натрiю 
гiдроксиду, етанолi, хлороформi, надавало мож-
ливостi отримати надiйнi результати (табл. 1). 

Кiлькiсне визначення теофiлiну проводили на 
пробах по 10,0 г тканини печiнки без ознак гнит-
тя з 1,0 мг теофiлiну та контрольних пробах, якi 
залишали на добу при кiмнатнiй температурi. Ре-
човину iзолювали з проб за методикою безпере-
рвної екстракцiї хлороформом без змiни рН сере-
довища [1, 3, 4].

Одержанi хлороформнi витяжки упарювали 
на водянiй банi та сухий залишок двiчi очищува-
ли гексаном по 10 мл з наступним застосуванням 
ТШХ-методу [2]. Для очищення використовува-
ли хроматографiчнi пластинки на склянiй основi 
(тип сорбенту — силiкагель КСКГ, зернення —  

ТАБЛИцЯ 1
Результати виявлення теофiлiну за допомогою другої похiдної УФ-спектра

Розчинник max, нм min, нм (перетину осi абсцис), нм

0,1 М розчин кислоти хлористоводневої 249 237, 277 235, 239, 261, 284
0,01 М розчин натрiю гiдроксиду 234, 249, 257 277, 289 225, 265
Етанол 244 232, 273 259, 286
Хлороформ 248 273 261

Рис. 1. УФ-спектр 0,001% розчину те-
офiлiну у спиртi (1); перша похiдна спек-
тра (2); друга похiдна спектра (3); чет-
верта похiдна спектра (4).

Рис. 2. УФ-спектри 0,001% розчинiв те-
офiлiну у 0,1 М розчинi кислоти хлорис-
товодневої (1) та його друга похiдна (2); 
0,01 М розчинi натрiю гiдроксиду (3) та 
його друга похiдна (4); хлороформi (5) та 
його друга похiдна (6).

Рис. 3. УФ-спектри витяжок з проб тка-
нини печiнки пiсля ТШХ-очищення: про-
ба, яка мiстить теофiлiн (1); контроль-
на проба (3); друга похiдна вiдповiдних 
спектрiв (2,  4).
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5-20 мкм, товшина шару — 130±25 мкм, зв’язуючий 
агент — рiдке скло, розмiр пластинки — 20х20 см); 
система розчинникiв: хлороформ — етанол (9:1). 

Для виявлення теофiлiну на хроматограмах за-
стосовували реактив Драгендорфа в модифiкацiї 
за Муньє (чутливiсть — 3-5 мкг речовини в плямi 
оранжевого кольору; Rf теофiлiну=0,34-0,38; до-
мiшки — на лiнiях старту та фiнiшу).

Речовину iз сорбенту тричi елюювали 0,1 М 
розчином кислоти хлористоводневої по 5 мл. 
Об’єднанi елюати фiльтрували в мiрну колбу мiс-
ткiстю 50 мл та доводили до мiтки розчинником. 
Оптичну густину отриманих розчинiв вимiрю-
вали на спектрофотометрi СФ-46 при 272±1 нм 
(кювета 10 мм, розчин порiвняння — 0,1 М роз-
чин кислоти хлористоводневої). 

Для кiлькiсного визначення теофiлiну другу 
похiдну вiд спектра обчислювали при довжинах 
хвиль 261, 268, 276, 280 та 285±1 нм (рис. 3).

Одночасно була визначена друга похiдна при 
таких же довжинах хвиль УФ-спектра стандар-
тного 0,001% розчину теофiлiну в 0,1 М розчинi 
кислоти хлористоводневої (рис. 2). Розрахунок 
кiлькостi дослiджуваної речовини пiсля iзолю-
вання з тканини печiнки проводили за формулою 
Сх=Р х·Сст/Р ст, де Сх — концентрацiя теофiлiну у 
витяжках з тканини печiнки, мкг/мл; Сст — кон-
центрацiя стандартного розчину теофiлiну, 10 
мкг/мл; Р х — друга похiдна вiд спектра дослiджу-
ваної речовини у витяжках; Р ст — друга похiдна 
вiд спектра стандартного розчину теофiлiну. 

Результати кiлькiсного визначення теофiлiну 
в тканинi печiнки за допомогою похiдної спектро-
фотометрiї наведенi в табл. 2. 

Для порiвняльної оцiнки двох спектральних 
методiв при їх застосуваннi в хiмiко-токсиколо-
гiчному аналiзi теофiлiну проводили визначення 
вмiсту речовин в одержаних хлороформних ви-
тяжках пiсля очищення за методикою, наведеною 
вище, методом УФ-спектрофотометрiї [1, 3]. 

Кiлькiсне визначення теофiлiну проводили за 
формулою Сх, %=Ах·Со·50·100/Ао·а, де Сх, % — ма-
сова частка теофiлiну в 10 г тканини печiнки, у %; 
Ах — оптична густина дослiджуваного розчину; 
Со — концентрацiя стандартного розчину теофiлi-
ну; Ао — оптична густина стандартного розчину 

теофiлiну; 50 — мiсткiсть мiрної колби з екстра-
ктом теофiлiну з тканини печiнки, мл; а — маса на-
важки теофiлiну, яка внесена в 10 г печiнки, мкг.

Результати кiлькiсного визначення теофiлiну 
в тканинi печiнки за допомогою УФ-спектрофо-
тометрiї наведенi в табл. 2.

При порiвняннi дисперсiй за F-критерiєм для 
похiдної спектрофотометрiї та УФ-спектрофо-
тометрiї (1,29) встановлено вiдсутнiсть значних 
розходжень методик аналiзу, що пiдтверджує їх 
однакову вiдтворюванiсть i придатнiсть для до-
слiдження бiологiчних об’єктiв. 

Але в умовах вiдсутностi контрольних проб 
та впливу фону домiшок метод похiдної спектро-
фотометрiї надає можливостi отримати надiйнi 
та об’єктивнi результати. Застосування похiдної 
спектрофотометрiї в аналiзi теофiлiну в тканинi 
печiнки дозволяє визначити 36,7-40,3% речовини 
з вiдносною невизначенiстю аналiзу ±4,71%. 

ВИСНОВКИ
1. Проведено порiвняльну оцiнку методiв похiд-

ної спектрофотометрiї (36,7-40,3% з вiдносною не-
визначенiстю аналiзу ±4,71%) та УФ-спектрофо-
тометрiї (35,2-38,4% з вiдносною невизначенiстю 
аналiзу ±4,29%) при аналiзi теофiлiну у хлорофор-
мних витяжках з бiологiчного матерiалу.

2. При порiвняннi дисперсiй за F-критерiєм 
встановлено вiдсутнiсть значних розходжень ме-
тодик аналiзу, що пiдтверджує їх однакову вiд-
творюванiсть i придатнiсть для дослiдження бiо-
логiчних об’єктiв. 

3. Встановелно, що в умовах вiдсутностi кон-
трольних проб та впливу фону домiшок метод 
похiдної спектрофотометрiї надає можливостi от-
римати надiйнi та об’єктивнi результати.
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Применение метода производной спектрофо-
тометрии устраняет влияние фона примесей при 
анализе теофиллина в вытяжках из биологическо-
го материала и позволяет опеределить 36,7-40,3% 
вещества. Определение теофиллина методом вто-
рой производной дает более надежные и объектив-
ные результаты по сравнению с использованием 
метода УФ-спектрофотометрии.
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K.O.Buryan. Identification and quatitative de-
termination of theophylline by method derivative 
spectrophotometry in extractes from biological 
material. Kharkiv, Ukraine.
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The use of the method derivative spectrophotom-
etry remove influence of background of admixtures 
for theophylline analysis in extractes from biological 
material and permit to determine 36,7-40,3% of sub-
stance is elaborated. The determination of theophyl-
line by method of second derivative give more reliable 
and objective results by comparison with use of method 
UV-spectrophotometry.
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