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Хемилюминесцентная реакция люминола широко используется в аналитических целях. В 
биохимических исследованиях и во многих реальных объектах анализа зачастую присут-
ствуют поверхностно-активные компоненты биологических мембран, влияние которых на 
хемилюминесцентную реакцию люминола систематически не изучалось. Отсюда возникает 
необходимость исследовать указанную хемилюминесцентную реакцию в организованных мо-
лекулярных системах – мицеллярных, везикулярных и иных, моделирующих биологические 
мембраны. Следует отметить также, что мицеллярная среда обеспечивает дополнитель-
ную возможность управления хемилюминесцентными реакциями, прежде всего, для повыше-
ния их эффективности. В настоящей работе исследована кинетика хемилюминесцентной 
реакции окисления люминола и его гидрофобного аналога – N-октиллюминола с гипохлорит-
ионом в водных растворах и в мицеллярных растворах неионогенного поверхностно-активного 
вещества (ПАВ) Тритона X-100. Показано, что нарастание и затухание хемилюминесценции 
люминола и N-октиллюминола удовлетворительно описывается двухэкспоненциальной зави-
симостью, причем эффективная скорость нарастания интенсивности хемилюминесценции 
прямо пропорциональна концентрации гипохлорит-иона. Определены зависимости скорости 
накопления и гибели промежуточного продукта от наличия и концентрации ПАВ в реакцион-
ной смеси. Результаты обсуждаются с точки зрения влияния локализации исходных веществ 
и промежуточных продуктов на интенсивность хемилюминесцентных реакций.
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The chemiluminescent reaction of luminol is widely used for analytical purposes. Surface-
active components of biological membranes are often present in biochemical studies and 
in many real objects of analysis. Their influence on the chemiluminescent reaction of 
luminol has not been systematically studied. Therefore, it is necessary to investigate this 
chemiluminescent reaction in organized molecular systems – micellar, vesicular and other 
systems simulating biological membranes. Micellar medium may also provide an additional 
opportunity to control chemiluminescent reactions, primarily with the aim of increasing their 
efficiency. The kinetics of the chemiluminescent oxidation of luminol and its hydrophobic 
analogue N-octylluminol with a hypochlorite ion in aqueous solutions and micellar solutions 
of non-ionic surfactant Triton X-100 was studied in the present work. It was shown that 
the growth and fading of the luminol and N-octylluminol chemiluminescence is adequately 
described by a two-exponential dependence, and the effective rate of increase in the intensity 
of chemiluminescence is directly proportional to the concentration of the hypochlorite ion. 
The dependences of the rate of accumulation and consumption of the intermediate product 
on the presence and concentration of surfactants in the reaction mixture are determined. The 
results are discussed in terms of the effect of localization of the reagents and intermediate 
reaction products.

Кeywords: chemiluminescence, micellar systems, luminol, luminol analogue, hypochlorite ion, 
surfactants.

Введение

Одним из основных применений хемилю-
минесцентных реакций является аналитическое 
определение веществ, способных катализировать 
подобные реакции [1–5]. Во многих реальных объ-
ектах анализа – от молока до компонентов крови 
– нередко присутствуют поверхностно-активные 
компоненты, влияние которых на кинетику хеми-
люминесцентных реакций до настоящего времени 
остается практичес ки не изученным [6]. В связи с 
этим представляется целесообразным исследовать 
модельную хемилюминесцентную реакцию в ти-
пичных организованных молекулярных системах 
– мицеллярных, везикулярных и иных, моделиру-
ющих биологические мембраны.  Следует отме-
тить также, что мицеллярная среда обеспечивает 
дополнительную возможность управления хеми-
люминесцентными реакциями, преследую щую, 
прежде всего, повышение их чувст вительности и 
расширение круга применения. 

Никокавоурас с сотр. в своих многочислен-
ных работах [7–19] систематически исследовали 
хемилюминесцентные реакции в организованных 
молекулярных системах, чтобы добиться повы-
шения квантового выхода хемилюминесценции 
по сравнению с гомогенным раствором, повы-
сить чувствительность хемилюминесцентных 
аналитических методик. Это было достигнуто 
исследователями на примере окисления люциге-
нина в ламеллярных и везикулярных агрегатах. 
Отмечено, что в ряде случаев переход к микроге-
терогенной системе оказывает влияние на спек-
тральные характеристики хемилюминесценции. 
При проведении реакции 10,10'-диметил-9,9'-

биакри диния нитрата со щелочью и перокси-
дом водо рода в мицеллярной среде происходит 
не только по вышение квантовой эффективности 
процесса, но и появление излучения от первич-
ного эмиттера [8], что связывалось с эффектом 
компартментализации и его влиянием на процес-
сы передачи энергии в системе.  Применение по-
верхностно-активных веществ (ПАВ) позволяет 
совмещать гидрофобные и гидрофильные реаген-
ты. Так, использование мицеллярных растворов 
цетилтриметиламмоний бромида (ЦТАБ) дало 
возможность реализовать хемилюминесцентную 
реакцию в системе люминол–перманганат–L-ти-
роксин [9], несмотря на плохую растворимость 
L-тироксина в воде. Никокавоурас с сотр. про-
вели также исследование химических выходов 
продуктов реакции для хемилюминесцентных си-
стем, основанных на окислении люминола [10], 
лофина [11] и производных люцигенина [12], в 
присутствии поверхностно-актив ных веществ. 
Достигнутое за счет использования ПАВ повыше-
ние квантового выхода хемилюминесценции при 
окислении люцигенина способствовало усовер-
шенствованию методик определения витаминов 
С и Р [13], никотина [14], эстрогена [15], холесте-
рина [16] и фактора активации тромбоцитов [17]. 
В работе [18] для повышения квантового выхода 
хемилюминесцентной реакции окисления люми-
нола в качестве акцептора энергии электронного 
возбуждения те же авторы использовали флуо-
ресцеин. Перенос энергии к флуоресцеину при-
водил к десятикратному повышению интенсив-
ности люминесценции в мицеллярных системах 
по сравнению с системами без флуоресцеина за 
счет концентрирования донора и акцептора энер-
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гии в катионных мицеллах. С целью повышения 
эффективности переноса энергии между донором 
и акцептором путем их микроконцентрирования 
в мицеллах синтезированы гидрофобные аналоги 
изолюминола и флуоресцеина, заведомо локали-
зованные исключительно в мицеллах, при этом 
квантовый выход хемилюминесценции увеличил-
ся в 12 раз [19]. 

Установлено [20], что при добавлении ПАВ к 
хемилюминесцентной системе люминол–пероксид 
водорода при критической концентрации мицел-
лообразования (ККМ) наблюдается аномальное 
повышение интенсивности хемилюминесценции. 
При подборе буферных растворов (отдельно для 
каждого ПАВ) авторам [20] удалось определить 
ККМ для ЦТАБ, бромида цетилпиридиния, доде-
цилсульфата натрия, эфира додецилового спирта с 
полиоксиэтиленом. Причины наблюдаемого явле-
ния пока остаются неясными.

Несмотря на закономерный интерес к хеми-
люминесцентным реакциям в организованных мо-
лекулярных системах, анализ кинетики перехода к 
мицеллярным и другим организованным молеку-
лярным системам в литературе отсутствует.

Цель настоящей работы – выявить влияние 
локализации реагентов в мицеллах на кинетику 
хемилюминесцентных реакций.

Для достижения поставленной цели была 
выбрана одна из наиболее изученных хемилю-
минесцентных реакций – окисление люминола и 
проведено сравнительное исследование кинетики 
хемилюминесцентной реакции люминола, лока-
лизующегося в водной фазе, и его гидрофобного 
аналога – N-октиллюминола, локализующегося 
в мицеллярной фазе, в неионогенных мицеллах 
Тритона Х-100, с гипохлорит-ионом при различ-
ных концентрациях ПАВ. 

Экспериментальная часть

Реагенты. В работе использовали гидразид 
2-аминофталевой кислоты (люминол) C8H7N3O2

, 
98.8% (Applichem, США) без дополнительной 
очистки. N-Октиллюминол C16H23N3O2

 синтезиро-
вали по методике, описанной в [21]. Прочие ре-
активы: натрия гидр оксид NaOH, «хч» (ЛенРеак-
тив, Россия), гипохлоран-3 NaClO, 3.25% (Omega 
dent, Россия), Тритон Х-100 C14H22

O(C
2
H4O)10, 

pure (Panreac) использовали без дополнительной 
очистки. Деионизированную воду получали про-
пусканием дистилированной воды через стеклян-
ную хроматографическую колонку, содержащую 
катионит КУ-2-8чС в водородной (H+) форме и 
анионит АВ-17-8чС в гидроксильной (OH-) фор-
ме в пропорции 1:1.3, соответственно. Качество 

воды контролировали с помощью кондуктометра 
«Эксперт-002» (Эконикс-Эксперт, РФ) с датчиком 
наливного типа. Удельное сопротивление исполь-
зованной деионизированной воды составляло не 
менее 18 МОм·см.

Методика измерения. Хемилюминесценцию 
измеряли на хемилюминометре «Эконикс-Экс-
перт», РФ (экспериментальный образец), снаб-
женном четырьмя датчиками, работающими в 
режиме счета числа квантов и расположенными в 
разных положениях относительно измерительной 
ячейки. При измерении их показания суммируют-
ся. Введение реагентов в ячейку производят после 
установления фоновой интенсивности света, не 
превышающей 100 квант/с. 

0.25 мл гипохлорита (4·10-4 М для раство-
ра N-октиллюминола и 5·10-4 М для раствора 
люминола) помещали в ячейку, представляю-
щую собою прозрачную стеклянную пробирку 
в фотоприемной камере хемилюминометра, и 
одновременно с началом регистрации данных 
вносили щелочной раствор субстрата путем 
прокалывания резиновой мембраны шприцевой 
иглой. Состав водных растворов субстратов: для 
люминола – 0.001 М люминол, 0.1 М гидроксид 
натрия; для N-октиллюминола – 0.001 М N-ок-
тиллюминол, 0.1 М гидроксид натрия. При про-
ведении экспериментов в мицеллярных раство-
рах навеску ПАВ вносили в раствор люминола 
и N-октиллюминола, соответственно. Результат 
исследования регистрировали в виде кинетиче-
ской кривой хемилюминесценции в координатах 
«интенсивность (в условных единицах) – время» 
с разрешением 0.2 с. Максимальное значение ин-
тенсивности определяется по высоте пика на ки-
нетической кривой хемилюминесценции, инте-
гральная интенсивность – путем интегрирования 
полученной кинетической зависимости. 

Результаты и их обсуждение

Типичные экспериментальные кинетические 
зависимости для хемилюминесцентной реакции 
люминола с гипохлоритом и их полулогарифми-
ческая анаморфоза приведены на рис. 1а, б, соот-
ветственно. Заметим, что для N-октиллюминола 
регистрируемые зависимости имеют аналогичный 
вид [21]. После введения в реакционную ячейку 
реагентов наблюдается возрастание интенсивно-
сти хемилюминесценции, регистрируемое всеми 
датчиками. По истечении первых пяти секунд за-
висимости интенсивности хемилюминесценции 
от времени, измеренные на всех четырех датчи-
ках, становятся подобными, что свидетельствует о 
завершении процесса смешения реагентов.
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Из литературы известно [5], что окисление люминола в щелочной среде гипохлорит-ионом протекает по 
нижеприведенной брутто-схеме:

Хемилюминесценция, регистрируемая прибо-
ром, соответствует скорости протекания стадии 3. 
Поскольку спектр хемилюминесценции люминола 
соответствует спектру флуоресценции аминофтале-
вой кислоты [22], стадия 3 протекает на несколько 
порядков быстрее остальных стадий сложной реак-
ции. Поэтому в действительности мы видим не ско-
рость протекания стадии 3, а скорость образования 
вещества C (дианиона аминофталевой кислоты в 
возбужденном состоянии). На скорость образования 
вещества C влияют стадии 1 и 2, поэтому косвенно 
мы их можем охарактеризовать, проанализировав по-
лученную кинетическую кривую. Стадия 0 не влияет 
на хемилюминесцентную реакцию, так как депрото-
нирование протекает вне опыта (за сутки до проведе-
ния эксперимента).

Форма кинетических кривых качественно соответ-
ствует появлению и гибели промежуточного продукта в 
последовательной реакции типа A→B→C [23], где про-
дукт В, скорее всего, соответствует окисленной форме 
люминола (анион-радикал на схеме).

В кинетическом анализе мы использовали двух-
экспоненциальное приближение:

,                           (1)

где I(t) – наблюдаемая зависимость интенсивности 
хемилюминесценции от времени, усл. ед.;

A – масштабный коэффициент; 
E1 и E

2
 – показатели экспонент.

Показатель экспоненты E
2
 определяли по угло-

вому коэффициенту линейного участка кинетиче-
ской зависимости, спрямленной в полулогарифмиче-
ских координатах (рис. 1б); показатель экспоненты 
E1 рассчитывали по следующей формуле:

,                                                          (2)

где tmax – время выхода кривой на максимум Imax.

За точку отсчета принимали время завершения 
процесса смешения реагентов.

Построенные по формуле (1) кинетические зави-
симости хорошо совпадают с экспериментальными 
кинетическими кривыми (рис. 2). Вторая половина 
модельной кинетической зависимости практически 
полностью совпадает с экспериментальными данны-
ми, поэтому, по нашему мнению, показатель экспо-
ненты E

2
 соответствует константе k

2
 скорости гибели 

Рис. 1. Типичная кинетическая кривая хемилюминесценции в реакции люминола 
с гипохлоритом (а) и ее полулогарифмическая анаморфоза (б).
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промежуточного продукта B (схема). Мы полагаем, 
что E1 соответствует константе скорости накопле-
ния промежуточного продукта k1. Однако отсутствие 
полного совпадения первой половины модельной 
кривой с экспериментальными данными требует до-
полнительного уточнения модели.

Рис. 2. Кинетическая зависимость, смоделированная 
разностью двух экспонент, и  кинетическая кривая, 

полученная экспериментально.

Найденные значения k1 и k
2
 для реакций люми-

нола и N-октиллюминола с гипохлоритом натрия в 
присутствии различных концентраций Тритона Х-100 
приведены на рис. 3а. В отсутствие неионогенных по-
верхностно-активных веществ (НПАВ) величина k1 для 
люминола значительно меньше соответствующего зна-
чения для N-октиллюминола. При увеличении концен-
трации НПАВ величина k1 люминола проходит через 
два максимума: при 1·10-4 М (ККМ Тритона Х-100) и 
5·10-4 М. Для N-октиллюминола аналогичная зависи-
мость также имеет два максимума, однако находящихся 
в областях меньших концентраций НПАВ. Различие в 

положении максимумов на зависимостях интенсив-
ности хемилюминесценции для люминола и N-октил-
люминола может быть вызвано тем, что присутствие 
N-октил люминола оказывает влияние на текущее зна-
чение ККМ за счет встраивания N-октиллюминола в 
мицеллу Тритон X-100, так как N-октиллюминол сам 
является поверхностно-активным веществом. Причина 
возрастания константы скорости окислительно-восста-
новительной реакции между люминолами и гипохло-
рит-ионом в области ККМ остаются пока неясными. 
Однако сопоставление зависимостей интенсивности 
хемилюминесценции и константы скорости k1 от кон-
центрации НПАВ показывает, что возрастание интен-
сивности хемилюминесценции вблизи ККМ ПАВ, на-
блюдавшееся ранее [10, 20], обусловлено увеличением 
константы скорости образования промежуточного про-
дукта B (схема), являющегося в дальнейшем источни-
ком электронно-возбужденных молекул.

В хемилюминесцентных системах люминол – 
гипо хлорит-ион и N-октиллюминол – гипохлорит  -ион 
мы наблюдаем разный характер зависимости величин 
k
2
 от концентрации НПАВ: для N-октиллюминола 

при отсутствии НПАВ величина k
2
 имеет значитель-

но меньшее значение (рис. 3б), которое возрастает с 
ростом концентрации Тритона Х-100 и становится 
равным аналогичному значению для системы люми-
нол – гипохлорит-ион при содержании НПАВ около 
5·10-4 М. Вероятно, при концентрации НПАВ менее 
5·10-4 М промежуточный продукт находится в разном 
окружении (внутри и вне мицелл, соответственно), 
однако при достижении концентрации 5·10-4 М он 
практически полностью солюбилизуется в мицел-
лах, где микроокружение промежуточного продукта 
для изучаемых люминофоров становится близким, 
обусловливая близкие величины констант скорости 
гибели промежуточного продукта. 

Рис. 3. Зависимость величин k1 (а) и k
2
 (б) от концентрации НПАВ 

для люминола и N-октиллюминола.
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Выводы

Установлено, что кинетика окисления люмино-
ла и его гидрофобного аналога гипохлорит-ионом 
в водных растворах и в растворах неионогенных 
ПАВ описывается двухэкспоненциальной функци-
ей. Константа скорости накопления промежуточного 
продукта окисления люминола, ответственного за 
излучение хемилюминесценции, k1 немонотонно за-
висит от концентрации НПАВ. В случае люминола 
она проходит через два локальных максимума: при 
концентрациях НПАВ 1·10-4 М и 5·10-4 М. Скорее 
всего, это связано со специфической ассоциацией 
молекул и ионов в области ККМ, увеличивающей 
эффективную локальную концентрацию реагентов. 
При хемилюминесценции N-октиллюминола кон-
станта скорости k1 также проходит два локальных 
максимума, но они сдвигаются в область меньших 
концентраций НПАВ, возможно, за счет встраива-
ния N-октиллюминола в мицеллы Тритона X-100 с 

соответствующим уменьшением эффективного зна-
чения ККМ НПАВ. Константа скорости гибели про-
межуточного продукта, ответственного за излучение 
хеми люминесценции k

2
, для люминола уменьшается, 

а для N-октиллюминола – возрастает при увеличе-
нии концентрации НПАВ, причем при концентрации 
НПАВ 5·10-4 М они становятся приблизительно рав-
ными. Вероятно, при меньшей концентрации НПАВ 
промежуточные продукты окисления люминола и 
N-октиллюминола находятся в разных фазах: первый 
– в водной фазе, второй – внутри глобул собственных 
мицелл N-октиллюминола.

При достижении концентрации НПАВ 5·10-4 М 
промежуточные продукты реакции окисления и 
люминола, и N-октиллюминола солюбилизуются 
в одни и те же мицеллы Тритона X-100, в резуль-
тате чего их микроокружение становится близким, 
а константы скорости гибели промежуточного 
продукта реакции – приблизительно равными для 
обоих субстратов.
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