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Определены квантовые выходы по люминолу и FeII в хемилюминесцентной реакции люминола,
инициированной растворами солей FeII. На основании значений этих величин сделан вывод, что
инициация хемилюминесценции вызвана не супероксид-анионом, а более эффективным первич-
ным окислителем. При исследовании тушения хемилюминесценции под действием диметилсуль-
фоксида показано, что гидроксильный радикал также никак не может претендовать на роль первич-
ного окислителя. Установлено, что влияние на хемилюминесценцию хелатирования FeII трилоном-
Б не связано с потерей FeIIEDTA инициирующего действия в хемилюминесценции люминола, а
обусловлено быстрым превращением в FeIIIEDTA в ходе приготовления смеси FeII с трилоном-Б.
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Исследование хемилюминесценции, сопро-
вождающей окисление различных субстратов в
щелочной среде в присутствии солей FeII и рас-
творенного кислорода, было начато в работах
Михельсона и др. [1–4]. В этих работах среди суб-
стратов окисления – люциферин двухстворчато-
го моллюска Pholas dactylus (камнеточец обыкно-
венный) [1, 2], лофин и люминол [3, 4]. При изу-
чении влияния каталазы и супероксиддисмутазы
на хемилюминесценцию в системе FeII/O2/люми-
нол выявлено образование и участие в хемилю-
минесценции супероксид-аниона ( ). Михель-
сон предположил, что хемилюминесценция лю-
минола происходит в ходе его окисления
супероксидом.

Позднее хемилюминесценция люминола под
действием супероксид-аниона (как единственно-
го окислителя) была исследована в работе [5]. Бы-
ло установлено, что квантовый выход хемилюми-
несценции небольшой, он изменяется от 3 × 10–6

до 6 × 10–6 фотон на молекулу супероксида при
изменении pH от 9 до 11. В этой хемилюминес-
центной реакции ни растворенный кислород, ни
H2O2 не влияют существенно на кинетику и вы-
ход света, что является важным отличием от хе-

милюминесценции в системе FeII/O2/люминол.
Квантовый выход хемилюминесценции в системе
FeII/O2/люминол не измерен до настоящего вре-
мени.

Хемилюминесценция люминола в щелочной
среде, инициированная добавкой растворов со-
лей FeII, была применена для высокочувствитель-
ного определения железа(II) в воде [6]. При на-
блюдении хемилюминесценции пробу вводили в
проточный реактор непрерывного смешивания.
Максимальный хемилюминесцентный отклик
регистрировался при pH ⁓ 11. Хемилюминесцен-
ция инициируется также катионами CoII, CuII и
MnII, но ее интенсивность составляет соответ-
ственно 0.3–2, 0.02–0.3 и ⁓0.003% от интенсивно-
сти в присутствии FeII [7]. Инструментарий, обес-
печивающий хемилюминесцентное определение
железа, со времен работы [6] претерпел ряд изме-
нений [8–10]. Сейчас используется проточно-ин-
жекционный вариант введения пробы. В этом
случае регистрируемый сигнал сложным образом
зависит как от кинетических параметров хемилю-
минесценции, так и от инструментальных пара-
метров [11], а определение квантового выхода хе-
милюминесценции в этих условиях, как правило,
невозможно. Интересно отметить, что авторы ра-
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боты [6] отводили ионам FeII роль катализатора
окисления люминола кислородом, но, как спра-
ведливо замечено в [12], приписывание FeII ката-
литической роли в этой реакции не только невер-
но по существу, но и затушевывает незнание дей-
ствительных механизмов реакции.

Хемилюминесценция люминола возникает в
реакциях со многими реагентами. Нитью Ариад-
ны, которая позволяет не заблудиться в лабирин-
тах хемилюминесценции люминола, служат ре-
зультаты, полученные Мереньи и его соавт. в ис-
следованиях 1980–1990 годов [см. 13, 14 и ссылки
там]. В этих работах была установлена схема све-
товых и темновых превращений люминола после
его одноэлектронного окисления. В конкретных
случаях инициирования хемилюминесценции
требуется установить первичный окислитель лю-
минола и пути перевода кислорода в реакцион-
ные формы. Для хемилюминесценции люмино-
ла, инициируемой солями FeII, это не сделано до
настоящего времени.

С другой стороны, ответ на вопрос о природе
первичного окислителя в системе FeII/O2 пред-
ставляет интерес для понимания механизма
окисления липидов, инициированного катиона-
ми железа [15–17]. Окисление и липидов в микро-
сомах, и люминола в хемилюминесцентной реак-
ции может быть основано на схожих молекуляр-
ных процессах взаимодействия кислорода с
железом (II), несмотря на различие условий (ней-
тральная среда в одном случае и сильнощелочная
в другом). Судьба катионов Fe2+ в водных средах
(вне связи с хемилюминесценцией и биохимией) –
еще одна проблема, которой занимаются, глав-
ным образом, геохимики [9, 12, 18–20]. Кроме то-
го, окисление Fe(II) кислородом – важный про-
цесс в технологии производства пигментов и при
водоподготовке [21–23], а взаимодействие ионов
железа и молекулярного кислорода – централь-
ная проблема для катализаторов на основе окси-
дов и гидроксидов железа [24–26].

В водных растворах катионы  и гидрокси-
ды: FeOH+, Fe(OH)2, Fe(OH)  подвергаются
окислению растворенным кислородом. Исследо-
вания этой реакции были выполнены при pH < 9,
т.е. вне области максимального инициирующего
эффекта железа(II) в хемилюминесцентной реак-
ции. Константы скорости окисления железа(II)
возрастают в ряду  ≪ FeOH+ ≪ Fe(OH)2, уве-
личиваясь на 5 порядков при переходе от одного
члена ряда к другому [18]. В области pH 8–10 кон-
станта скорости первого порядка для окисления
железа(II) d(ln[Fe(II)]/dt) принимает максималь-
ное значение, равное 0.05 с–1 (в морской воде со-
леностью 3.2% при температуре 15–25°C и парци-
альном давлении O2 1 бар) [20]. Константа скоро-
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сти понижается до 0.01 с–1 при парциальном
давлении O2 0.2 бар, время полупревращения в
этом случае составляет 70 с, что в ⁓100 раз превы-
шает длительность наблюдаемой хемилюминес-
ценции.

В области pH > 10.8 превалирующей формой
железа(II) является Fe(OH)  [18]. Можно предпо-
лагать, что скорость окисления при больших pH
определяется скоростью окисления кислородом
именно этой формы:

(1)
Восстановительный потенциал полуреакции
Fe(OH)3 + e– ↔ Fe(OH)  равен –0.56 В (pH 14)
[27], а потенциал полуреакции O2 + e– ↔  равен
–0.18 B [28], в силу чего для реакции (1) нет тер-
модинамического запрета, а ее равновесие сдви-
нуто вправо. Реакция (1) объясняет путь перевода
кислорода в активную форму.

Задачи настоящего исследования – опреде-
лить частные квантовые выходы хемилюминес-
ценции по железу и люминолу; изучить влияние
комплексообразования на выход света в реакции;
изучить эффекты диметилсульфоксида (ДМСО),
считающегося нередко специфическим перехват-
чиком гидроксильных радикалов, на наблюдае-
мую хемилюминесценцию.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали следующие реактивы:

NaOH, КОН “х.ч.”, люминол (95%, AppliChem),
FeSO4 ⋅ 5H2O (“ч.д.а.”), FeCl3 ⋅ 6H2O (“ч”). Люми-
нол (L) для использования в работе очищали по
методике, описанной в [29].

Кинетику хемилюминесценции регистрирова-
ли посредством двухканального хемилюмино-
метра на основе фотоприемных модулей H7360-1
и H7360-2 (Hamamatsu, Япония) и одноканально-
го хемилюминометра на основе модуля H7360-1
со счетчиками импульсов CNT-202 (Спецприбор,
Беларусь) и компьютера. Двухканальная люми-
нометрическая система регистрировала хемилю-
минесценцию в двух спектральных каналах: в по-
лосе 430–490 нм и в полосе 480–560 нм. Схема
двухканального хемилюминометра описана в [30].

Спектральное отношение при двухканальной
спектрально-кинетической регистрации хеми-
люминесценции для конкретного эмиттера хеми-
люминесценции и конкретного регистрирующе-
го прибора – вполне определенная величина,

равная: , где S(λ) – спектр ис-

пускания эмиттера, а PB(λ), PG(λ) и FB(λ), FG(λ) –
спектральные чувствительности фотоприемни-
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ков и спектры пропускания светофильтров в B- и
G-каналах регистрации соответственно. Для
двухканального люминометра, используемого в
нашей лаборатории, спектральное отношение
равно 1.9 ± 0.2 при регистрации хемилюминес-
ценции люминола в присутствии гемина и перок-
сида водорода.

Квантометрическую калибровку хемилюми-
нометров выполняли, используя “люминольный
стандарт” по Ли и Селигеру [31], при величине
квантового выхода хемилюминесценции по лю-
минолу 0.012.

Реакторами для проведения реакции служили
полипропиленовые микропробирки объемом
2 мл, в которых смешивали растворы реагентов.
Для смешивания реагентов порцию раствора Fe-
SO4 инжектировали в щелочной раствор люмино-
ла посредством светоизолированного дозатора.

Исходные растворы FII (FeSO4, FeCl2) и их по-
следующие разведения подкисляли соляной кис-
лотой до pH 3 с целью предотвращения гидролиза.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Общая характеристика хемилюминесценции

Хемилюминесценция, наблюдаемая при сме-
шивании щелочного раствора люминола с рас-
твором соли FeII, является люминольной хеми-
люминесценцией. Об этом свидетельствует
спектр испускаемого света, соответствующий
спектру хемилюминесценции люминола в дру-

гих системах, в частности тех, в которых Ли и
Селигер измеряли квантовый выход хемилюми-
несценции люминола (люминол/H2O2/гемин,
люминол/H2O2/пероксидаза при pH > 12). На на-
шем двухканальном люминометре это видно в
каждом опыте, поскольку отношение выхода све-
та в синем и зеленом спектральных каналах во
всех опытах постоянно и равно 1.9 ± 0.2.

Хемилюминесцентная реакция протекает
быстро. Половина света испускается за 0.3–2 с
после смешивания реагентов, а вся реакция за-
канчивается за время от 1 до нескольких секунд.

Зависимости выхода света (светосуммы Σ) от
концентрации люминола (рис. 1) и FeII (рис. 2)
однотипны: Σ линейно увеличивается с ростом
концентрации, а затем перестает расти. Верхний
концентрационный предел линейной зависимо-
сти для Σ([L]) соответствует концентрации [L] ⁓
⁓ 0.3 мкМ, а для зависимости Σ([FeII]) соответ-
ствует концентрации [FeII] = 3 мкМ. Время ис-
пускания половины светосуммы (t0.5) не зависит
от концентрации люминола, для данных, пред-
ставленных на рис. 1, оно равно 1.3 ± 0.2 с. Зави-
симость t0.5 от концентрации FeII показана на рис. 2.

Линейные участки зависимостей Σ([L]) и
Σ([FeII]) позволяют найти частные квантовые вы-
ходы света по люминолу и FeII. Из данных, пред-
ставленных на рис. 1 и 2, частные квантовые вы-
ходы света по люминолу, ∂Σ([L])/∂[L] =  =
= (9 ± 1) × 10–5 Эйнштейн/моль, и по FeII,

Φapp
L

Рис. 1. Зависимости выхода света от концентрации
люминола. Условия: концентрация NaOH 0.8 мМ,
FeSO4 – 30 мкМ, объем реакционной смеси 0.5 мл.
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Рис. 2. Концентрационные зависимости выхода света
(1) и времени испускания половины светосуммы (2)
от концентрации FeII. Условия: концентрация NaOH –
0.8 мМ, люминола – 4 мкМ. Объем реакционной сме-
си 0.5 мл.
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∂Σ([FeII])/∂[FeII] = ΦFe = (1.2 ± 0.2) × 10–5 Эйн-
штейн/моль. В случае люминола в обозначение

 добавлен индекс “app”, для того, чтобы под-
черкнуть, что это кажущаяся величина, поскольку
нет полного расходования люминола в реакции.
Даже при начальной концентрации люминола
1 нМ и избытке FeII над люминолом в 30000 раз нет
полного расходования люминола, что проявляется
в возобновлении хемилюминесценции при по-
вторном добавлении порции раствора FeII.

Величины и , и ΦFe значительно превыша-
ют квантовый выход хемилюминесценции в си-
стеме люминол/супероксид, определенный в ра-
боте [5], что указывает на образование в исследу-
емой реакции первичного окислителя (POx)
люминола, значительно более эффективного,
чем супероксид.

Для полного “сжигания” люминола требуется
добавление нескольких порций раствора FeII.
Суммированием Σ в серии таких добавлений при
концентрации люминола 0.5 нМ был получен
квантовый выход по люминолу (ΦL), равный 2 ×
10–3 Эйнштейн/моль. Такая величина типична
для хемилюминесценции люминола под действи-
ем окислителя в отсутствие пероксида водорода в
концентрации более 0.1 мМ [31], например, для
ХЛ под действием NaOCl.

Уравнение хемилюминесцентной реакции,
учитывающее различие ΦFe и , имеет вид:

в котором учтено, что  в ~8 раз превосходит ΦFe.
В отдельных опытах мы установили, что в ще-

лочном растворе катионы Fe2+ быстро теряют
способность инициировать хемилюминесцен-
цию люминола. Спустя 10 с пребывания в 1 мМ
растворе щелочи инициирующая способность
пропадает практически полностью. Таким обра-
зом, частицы POx, способные инициировать хе-
милюминесценцию люминола, появляются при
попадании катионов Fe2+ в щелочной раствор и
существуют непродолжительное время, длитель-
ность которого сравнима с длительностью на-
блюдаемой хемилюминесценции.

Верхний концентрационный предел линейной
зависимости Σ([L]) (рис. 1) можно объяснить тем,
что при концентрации люминола более 0.3 мкМ
все активные частицы, образующиеся из FeII, пе-
рехватываются люминолом до их гибели. Пусть
время жизни частиц POx равно τ, тогда в присут-
ствии люминола возникает конкуренция между
взаимодействием POx с люминолом с бимолеку-
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лярной константой скорости kPOx и процессом их
гибели. В этом случае выход света при концентра-
ции люминола, равной [L], пропорционален ве-
личине kPOx[L]/(1/τ + kPOx[L]).

Существование верхнего концентрационного
предела у линейной зависимости Σ([FeII]) было
бы легко объяснить тем, что при [FeII] > 3 мкМ
весь имеющийся в реакционной смеси люминол
окисляется, однако этого, как уже подчеркнуто
выше, не происходит. Верхний концентрацион-
ный предел не связан также и с перегрузкой фото-
приемника, поскольку при работе с высокоин-
тенсивными сигналами между фотоприемником
и реакционным сосудом помещали нейтральный
светофильтр, который ослаблял световой поток.
Верхний концентрационный предел не обуслов-
лен и ограничением реакции каким-либо другим
реагентом, например, растворенным кислородом
или щелочью, поскольку их концентрация много
больше концентраций FeII или люминола.

Возможной причиной существования верхне-
го концентрационного предела линейной зависи-
мости Σ([FeII]) при условии отсутствия полного
окисления люминола является взаимодействие
POx c FeII:

В этом случае выход света пропорционален
S([FeII])kPOxLH–/(k1 + k2[FeII]), где S([FeII]) – вы-
ход POx в зависимости от начальной концентра-
ции FeII.

Влияние ДМСО
Специфичность взаимодействия ДМСО с гид-

роксильными радикалами в настоящее время воз-
можна, вероятно, только в ряду активных форм
кислорода. Установлено, что даже в реакции
Фентона, в которой, как известно, при низких pH
генерируется гидроксилный радикал, в нейтраль-
ных средах первичным окислителем ДМСО слу-
жит не гидроксильный радикал, а формы желе-
за(IV) [32].

ДМСО – конкурентный тушитель хемилюми-
несценции люминола, инициируемой FeII (рис. 3).
Концентрация ДМСО, при которой выход света
уменьшается в 2 раза, зависит от концентрации
люминола. Величина [ДМСО]0.5 увеличивается
от 7.3 мкМ до 3.3 мМ при увеличении начальной
концентрации люминола от 0.01 до 10 мкМ, что
свидетельствует о наличии конкуренции между
люминолом и ДМСО за первичный окислитель
(POx). Конкуренция между реакциями (L + POx)

−

−

⎯⎯⎯→
+ →
→ = τ

+ →

2II HO , O

POx

1
II

2

Fe POx,

POx LH активные продукты, ,
POx неактивные продукты, 1/ ,

POx Fe неактивные продукты, .

k
k

 k
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с константой скорости kLum, и (ДМСО + POx) с
константой скорости kDMSO, при kDMSO[ДМСО]0.5 =
= kLum[L] приводит к уменьшению выхода света в
2 раза, при этом [ДМСО]0.5/[L] = kLum/kDMSO.

Из данных, представленных на рис. 3, следует,
что отношение kLum/kDMSO равно 300–700, т.е.
много больше 1. Это справедливо и для раство-
ров, в которых определенно образуются коллоид-
ные формы гидроксидов железа (линия 1, кон-
центрация железа(II) – 30 мкМ), и в растворах, в
которых нет образования коллоидных форм (ли-
ния 2, концентрация железа(II) – 0.1 мкМ).
В коллоидообразующих растворах отношение
kLum/kDMSO возрастает. Причина этого, вероятно,
в том, что взаимодействие аниона люминола и
первичного окислителя происходит на поверхно-
сти коллоидной частицы по месту образования
первичного окислителя. Однако и в растворах с
низкой концентрацией железа(II) отношение
kLum/kDMSO > 300.

Гидроксильный радикал часто выдвигается на
роль первичного окислителя в рассматриваемой
хемилюминесцентной реакции. Константа ско-
рости реакции ДМСО +  равна 5 × 109 М–1 с–1

[33], а константа скорости реакции аниона люми-
нола с  равна 8.7 × 109 М–1 с–1 [34], и, значит,
отношение констант скоростей ⁓2, что ≪300. Из
чего следует, что гидроксильный радикал никак
не может быть первичным окислителем в рас-
сматриваемой хемилюминесцентной реакции.

Влияние ЭДТА

Хемилюминесценцию люминола, инициируе-
мую FeII, наблюдают при смешивании щелочного
раствора люминола с раствором соли FeII, поэто-
му влияние ЭДТА на хемилюминесцентную реак-
цию можно изучать двумя способами: либо вводя
ЭДТА в раствор c FeII, либо – в раствор c люмино-
лом. Первый способ используют при апробации
методик обнаружения железа в природных водах,
имитируя наличие в пробе агентов, хелатирую-
щих железо. Второй способ не исследован. Мы
выполнили такое исследование, и оказалось, что
влияние ЭДТА на хемилюминесценцию в этих
случаях разное.

Введении ЭДТА в раствор c FeII при отноше-
нии [ЭДТА]/[Fe(II)] > 1 снижает на несколько
порядков количества света, испускаемого в реак-
ции с щелочным раствором люминола. На рис. 4a
показаны кинетические кривые хемилюминес-
ценции, наблюдаемой при некоторых значениях
этого отношения. Там же на вставке показана за-
висимость светосуммы от отношения [ЭДТА]/
[Fe(II)]. Тушащее действие хелатирующих аген-
тов таких, как этилендиамин, глицин, тартрат,

•HO

•HO
2.4-пентандион отмечено в [6], а для ЭДТА – в
[35], и было интерпретировано [6, 12, 35] как ис-
чезновение каталитического действия FeII после
хелатирования.

Такая интерпретация находится в явном про-
тиворечии с результатами, полученными при вто-
ром способе введения ЭДТА в систему, которые
показаны на рис. 4б. В этом случае кинетика све-
чения по мере увеличения отношения [ЭД-
ТА]/[Fe(II)] меняется от импульсной на более
плавную. Длительность свечения возрастает до
100 с. Максимальная интенсивность хемилюми-
несценции уменьшается более чем в 30 раз, но
выход света в реакции не только не уменьшается,
а возрастает. При 12-кратном превышении кон-
центрации ЭДТА над концентрацией Fe(II) на
кинетических кривых хемилюминесценции все
еще заметен импульсный выброс, наблюдаемый
сразу после смешивания реагентов, но при боль-
шем отношении [ЭДТА]/[Fe(II)] он уже отсут-
ствует.

Естественно задать вопрос: в чем причина ра-
зительного отличия эффектов ЭДТА в разных
схемах его введения в реакционную смесь? Преж-
де всего, нужно признать, что полное тушение хе-
милюминесценции при отношении [ЭД-
ТА]/[FeII] > 1 в первом случае не связано с отсут-
ствием у FeIIEDTA инициирующего действия в
хемилюминесценции люминола. Действительная
причина тушения состоит в отсутствии самого
FeIIEDTA в растворе. При добавлении ЭДТА к
раствору соли FeII происходят быстрое образование

Рис. 3. Влияние ДМСО на выход света. Условия: кон-
центрация люминола равна 0.01 (1) и 10 (2) мкМ,
[Fe(II)] = 30 (1) и 0.1 мкМ(2), концентрация NaOH –
0.8 мМ.
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комплекса FeIIEDTA и его окисление кислородом в
FeIIIEDTA. Реакция ( )
подробно исследована в [36, 37]. Время полуреак-
ции при pH 2–7 составляет всего несколько се-
кунд, поэтому за время приготовления смеси FeII

с ЭДТА реакция успевает закончиться. При ней-
тральных pH реакция протекает по нерадикаль-
ному механизму с восстановлением O2 до H2O2.
Пероксид водорода нетрудно обнаружить по хе-
милюминесценции люминола в присутствии ге-
мина [38]. И, действительно, добавление смеси
растворов FeII и ЭДТА к раствору люминола и ге-

⎯⎯→2II III OFe EDTA Fe EDTA

мина в щелочной среде инициирует хемилюми-
несценцию, кинетический профиль которой
схож с профилем хемилюминесценции в присут-
ствии H2O2.

Во второй схеме введения ЭДТА ион железа
поступает в реакционную смесь в форме , по-
этому в данном случае конкурентно образуются и
гидроксокомплексы железа(II), и комплексы
FeIIЭДТА. Выход гидроксокомплексов железа(II)
снижается с увеличением концентрации ЭДТА.
Но и при высокой концентрации ЭДТА происхо-
дит инициирование хемилюминесценции, при-

+2
aqFe

Рис. 4. Кинетические профили ХЛ и зависимость светосуммы от отношения [ЭДТА]/[Fe(II)] при добавлении 50 мкл
смеси растворов FeSO4 и трилона-Б к 450 мкл раствора люминола (0.11 мкМ) в 1.8 мМ KOH (а) и при добавлении
50 мкл раствора FeSO4 к 450 мкл раствора люминола и трилона-Б в KOH (б). Числа при кинетических кривых обо-
значают величину отношения [ЭДТА]/[Fe(II)], при котором получена данная кривая. Во всех опытах концентрация
FeSO4 1 мкМ.
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чем с большим выходом света, и, следовательно,
ни о какой потери инициирующего действия
FeIIEDTA не может быть и речи.

Железо(II) окисляется растворенным кислоро-
дом независимо от состава образующихся ком-
плексов, однако лабильные интермедиаты окисле-
ния разные. Очевидно, что быстропротекающая
импульсная хемилюминесценция инициируется
первичным окислителем, который образуется при
окислении гидроксокомплексов железа(II). Воз-
можно, что первичным окислителем люминола
являются лабильные формы железа(IV), но не гид-
роксильный радикал или супероксид-анион.
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