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ВВЕДЕНИЕ
Одним из направлений использования хеми-

люминесценции и хемилюминофоров, ставшим к
настоящему времени классическим, является
определение антиоксидантной способности раз-
личных веществ [1–14]. Для этого конструирует-
ся химическая модельная система, в которой ге-
нерируются химически активные частицы и про-
исходит окисление хемилюминофора. Реакции
интермедиатов или продуктов окисления приво-
дят к возникновению хемилюминесценции (при
необходимости усиления свечения вводят соот-
ветствующие люминофоры [13, 14]). Введение в
систему веществ, которые конкурируют с хеми-
люминофором за химически активные частицы,
сопровождается тушением хемилюминесценции
с последующим ее разгоранием по мере расходо-
вания конкурента. При работе с антиоксидантами в
слабополярных средах хорошо зарекомендовала се-
бя химическая система, в которой радикалы генери-
руются при термолизе азо(бис)изобутиронитрила и
исследуется влияние испытуемых соединений на
оксихемилюминесценцию углеводорода (напри-
мер, этилбензола) в растворе хлорбензола [2–9,
11–13]. Для работы в водных средах неоднократно
предлагалась модельная окисляющая система на
основе пероксида и гемина [15], пероксидазы [16,
17] или цитохрома c [18] с люминолом в качестве
индикаторного хемилюминофора. Как это ни
странно, первая из этих систем (т.е. гемин–H2O2)
является значительно более сложной, чем другие.

Это связано с многообразием форм гемина в рас-
творе, нестабильностью растворов, изменением
активности (в частности, пероксидазно-окисли-
тельной активности) под влиянием аксиальных
лигандов, зависимостью активности от формы
гемина в растворе [19–23].

Важно отметить, что в ряде случаев после вве-
дения испытуемого соединения наблюдается не
полное тушение хемилюминесценции, а лишь ту-
шение до определенного уровня. Это, возможно,
указывает на возникновение дополнительных
эмиттеров хемилюминесценции. В данной работе
моделируется такая двухэмиттерная ситуация в
окисляющей системе на основе гемина и H2O2. В
качестве инструмента исследования была ис-
пользована спектрально-кинетическая регистра-
ция хемилюминесценции.

Спектрально-кинетическая регистрация была
ранее предложена для получения спектральной и
кинетической информации при исследовании хе-
милюминесцентных реакций с двумя эмиттерами.
Она основана на регистрации хемилюминесцен-
ции по двум спектральным каналам посредством
двухканального хемилюминометра, в каналах ко-
торого установлены полосовые оптические филь-
тры с различной полосой пропускания [24–27].
Например, в одном канале расположен полосовой
оптический фильтр, пропускающий свет в синей
области спектра, а в другом – в зеленой. Отноше-
ние интенсивностей хемилюминесценции, реги-
стрируемых по синему (B) и зеленому (G) кана-
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лам, определяет величину спектрального отно-
шения δ = B/G. В присутствии только одного
хемилюминофора величина δ имеет вполне опре-
деленное, характерное для него значение. В дан-
ной работе в качестве хемилюминофоров были
взяты люминол (L1) – 5-амино-2,3-дигидро-1,4-
фталазиндион и производное лофина (L2) – 2-(п-
диметиламинофенил)-4,5-дифенилимидазол
(рис. 1). Известно, что световые пути превраще-
ний и L1, и L2 в сильнощелочной среде схожи
между собой [28–31]. Максимум испускания L1
расположен в синей области спектра, а L2 – в си-
не-зеленой; квантовый выход хемилюминесцен-
ции у L2 значительно меньше, чем у L1 [32]. В хо-
де предварительных опытов было установлено,
что хемилюминесценция в результате окисления
активными частицами, образующимися при раз-
ложении пероксида водорода гемином в щелоч-
ной среде, имеется не только у L1, но и у L2.

В работе показано, что при одновременном
присутствии L1 и L2 в реакционной смеси между
ними возникает конкуренция за активные части-
цы, генерируемые гемином и пероксидом водо-
рода. Результатом конкуренции является измене-
ние спектрального отношения δ во времени. Ана-
лиз этого изменения позволил установить, что
скорость окисления L2 в модельной системе во
много раз больше скорости окисления L1. В итоге
была получена хемилюминесцентная система,
содержащая “пробный” хемилюминофор L2 и
“индикаторный” хемилюминофор L1, разгора-
ние хемилюминесценции которого возможно
лишь после окончания окисления L2, т.е. L2 вы-
ступает в качестве антиокислителя в процессе хе-
милюминесценции L1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. В работе использовали следующие

реактивы: гемин (98%, “Serva”), гемин свиной
(98%, “AppliChem”), диметилсульфоксид (для
спектроскопии, “AppliChem”), NaOH (х. ч), лю-
минол (95%, “AppliChem”), 2-(п-диметиламино-
фенил)-4,5-дифенилимидазол (ч, ИРЕА).

Оборудование. Кинетику хемилюминесценции
исследовали на двухканальном хемилюминомет-
ре, собранном на основе двух фотоприемных мо-
дулей: H7360-1 и H7360-2 (“Hamamatsu”, Япо-
ния), счетчика CNT-202 (Спецприбор, Беларусь) и
компьютера. Люминометрическая система реги-
стрировала хемилюминесценцию в двух спектраль-
ных каналах. В синем и зеленом каналах были уста-
новлены полосовые оптические фильтры, пропус-
кающие свет в областях 430–490 и 480–560 нм
соответственно. Пропускание света блокируется
вне указанных областей. Средние коэффициенты
пропускания фильтров – 0.80 и 0.88. Схема хеми-
люминометра описана в работах [26, 27].

Приготовление образцов. Реакторами служили
полипропиленовые микропробирки объемом 2 мл,
в которых смешивали растворы реагентов. Обычно к
75 мкл раствора NaOH с концентрацией 0.07 М, со-
держащего смесь гемина (15 мкМ) и L1 (1.1 мкМ) по-
средством светоизолированного инжектора добав-
ляли 25 мкл диметилсульфоксида, содержащего
смесь L2 и пероксида водорода (100 мкМ). Концен-
трации L2 и других реагентов далее указаны как
их начальные концентрации в реакционной смеси.

Двухканальная регистрация хемилюминесцен-
ции. Известно, что между интенсивностью хеми-
люминесценции (i), измеряемой в квант/с, и на-
чальной концентрацией хемилюминофора (С0)
при условии его полного расходования к концу
реакции существует равенство:

(1)

где Φ – квантовый выход хемилюминесценции, v –
объем реактора. Поскольку концентрация интер-
медиатов, которые образуются из хемилюмино-
фора, много меньше концентрации последнего,
равенство (1) можно переписать в виде

(2)

где t – время после начала реакции, а C(t) – кон-
центрация хемилюминофора в момент времени t.
Дифференцируя (2), получим

(3)

Это соотношение часто используется для перево-
да интенсивности хемилюминесценции в скорость
расходования хемилюминофора – w [33, 34].

Следует отметить, что интенсивность хемилю-
минесценции, регистрируемая фотоприемником,
I(t) = i(t)α, где посредством коэффициента α учиты-
вается спектральная чувствительность фотоприем-
ника к измеряемому сигналу, геометрические осо-
бенности установки и рефракция растворителя.
Имеет смысл представить коэффициент α в виде

0
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Рис. 1. Химические структуры хемилюминофоров:
люминола (L1) – 5-амино-2,3-дигидро-1,4-фтала-
зиндиона и производного лофина (L2) – 2-(п-диме-
тиламинофенил)-4,5-дифенилимидазола.
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произведения спектрального коэффициента αS и
коэффициента αА, в котором учитываются прочие
факторы. Спектральный коэффициент αS равен

где S(λ) – спектр хемилюминесценции, P(λ) –
спектральная чувствительность фотоприемника,
F(λ) – спектр пропускания светофильтра, если он
установлен в канале регистрации. Таким образом,

(4)
В двухканальном люминометре при наличии од-
ного эмиттера сигналы, регистрируемые в “си-
нем” и “зеленом” спектральных каналах, и спек-
тральное отношение соответственно равны

Из выражения для δ видим, что спектральная чув-
ствительность фотоприемников и спектры про-
пускания фильтров выполняют роль весовых
функций, поэтому двухканальную регистрацию
можно сравнить со спектральным взвешиванием.

При наличии двух хемилюминофоров и, соот-
ветственно, двух эмиттеров имеем

(5)

Из (5), зная значения δ1, δ2, B(t), G(t), можно
определить величины интенсивностей Bi(t), Gi(t),
т.е. найти спектрально-кинетические зависимо-
сти для каждого люминофора (такая возможность
продемонстрирована в работе [26]):

Кроме того, из (5) можно найти и отношение
w2/w1:

(6)

откуда видно, что регистрация стремления δ(t) к
δ1 указывает на то, что w2 → 0, а стремление δ(t) к
δ2 указывает на стремление w1 к нулю.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Спектральные отношения, характеризующие
L1 и L2, равны 1.9 ± 0.2 и 0.10 ± 0.01 соответствен-
но. Они получены в присутствии лишь одного из
хемилюминофоров.

На рис. 2 линии 1–5 – кинетические кривые
хемилюминесценции, регистрируемой в синем и
зеленом каналах, при варьировании начальной
концентрации L2 и постоянной начальной кон-
центрации L1. Масштаб по оси ординат в одном
случае логарифмический, а в другом – линейный.
Видим, что в присутствии L2 наблюдается уменьше-
ние максимальной интенсивности хемилюминес-
ценции, и появляется задержка между моментом
смешивания реагентов и подъемом интенсивности
к максимуму.

На рис. 3 представлены кинетические кривые
изменения спектрального отношения δ в ходе ре-

Рис. 2. Кинетические кривые совместной хемилюми-
несценции, регистрируемой в синем (B) и зеленом
каналах (G), в присутствии L2 в концентрации 0 (1),
3.8 (2), 7.3 (3), 10.8 (4) и 37.8 мкМ (5) и L1 в концентра-
ции 0.8 мкМ. Момент смешивания реагентов указан
стрелкой.
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акции. Уменьшение спектрального отношения в
начале реакции свидетельствует о том, что на
этом интервале времени происходят преимуще-
ственно окисление и хемилюминесценция L2.
Увеличение δ до значений, характерных для L1, слу-
жит индикатором окончания окисления L2. При от-
ношении начальных концентраций L2/L1 ≈50 (кри-
вые 5 на рис. 2 и 3) наблюдается исключительно
хемилюминесценция L2 при полном тушении хе-
милюминесценции L1.

Таким образом, хемилюминофор L2 для L1 в
системе гемин – H2O2 выступает в роли типично-
го антиокислителя-антиоксиданта, но не обыч-
ного, а такого, о расходовании которого можно
судить по изменению хемилюминесценции. И
это очень удобно как для настройки параметров
модельной окисляющей системы на основе пе-
роксида водорода и гемина с люминолом в каче-
стве индикаторного хемилюминофора, так и для
использования L2 в качестве референтного со-
единения.

Отметим, что величина спектрального отно-
шения чувствительна не только к изменению
спектрального состава испускаемого света, но и к
изменению оптической плотности среды в поло-
се испускания хемилюминесценции в ходе реак-
ции. Это означает, что необходим контроль за оп-
тической плотностью реакционной среды по-
средством спектрофотометрических измерений.

С помощью формулы (6) графики зависимо-
сти δ(t) преобразуются в графики зависимости от-
ношения скоростей расходования w2/w1 от време-
ни. Для этого преобразования необходимо знать
отношения Φ1/Φ2 и αSG1/αSG2. В условиях опытов от-
ношение Φ1/Φ2 ≈ 1600. Отношение αSG1/αSG2 най-

денное численным интегрированием на основе из-
вестных спектров хемилюминесценции L1 и L2,
равно 0.26. Произведение первых двух сомножите-
лей, таким образом, дает величину, приблизительно
равную 400. Результат преобразования графиков δ(t)
в графики w2(t)/w1(t) при (Φ1/Φ2)(αSG1/αSG2) = 400
представлен на рис. 4. Видим, что скорость расхо-
дования L2 превышает скорость расходования L1
в несколько тысяч раз. Предполагая, что скоро-
сти расходования определяются произведением
концентрации на эффективную константу скоро-
сти, и умножив w2(t)/w1(t) на L10/L20, получим гра-
фики, представленные на вставке к рис. 4. Откуда
видно, что эффективные константы скоростей L2 и
L1 различаются приблизительно в 300 раз.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Спектрально-кинетическая регистрация хе-
милюминесценции является компромиссным вари-
антом между спектральной регистрацией с накопле-
нием сигнала при больших концентрациях хемилю-
минофора на длительных интервалах времени и, как
следствие, с потерей кинетической информации и
кинетической регистрацией, при которой спек-
тральная информация оказывается недоступной.
Спектрально-кинетическая регистрация полезна
для установления факта неизменности эмиттера
или факта появления нового дополнительного
эмиттера в ходе хемилюминесцентной реакции.

В совместной хемилюминесценции, которая
инициируется активными частицами, генерируе-
мыми при разложении пероксида водорода геми-
ном, лофин выступает в роли антиокислителя-
антиоксиданта для люминола. Совместная хеми-

Рис. 3. Кинетические кривые изменения спектрального отношения δ для данных, представленных на рис. 2.
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люминесценция люминола и лофина удобна для
настройки параметров модельной окисляющей
системы на основе пероксида и гемина с люмино-
лом в качестве индикаторного хемилюминофора.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российским фондом фундаментальных ис-
следований (грант № 19-53-18019 Болг_а) и На-
циональным научным фондом Болгарии (грант
№ КП-06-Русия-28).
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