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Интерес к свободным радикалам обусловлен тем, 
что они являются участниками важнейших физиоло-
гических процессов в живых организмах, процесса 
старения организма, а также различных патологи-
ческих процессов при многих заболеваниях. Веще-
ства, способные переводить свободные радикалы в 
неактивную форму, называются антиоксидантами, и 
знание их активности чрезвычайно важно для меди-
цинской науки и практики [1–8].

Описано большое число методик определения ан-
тиоксидантной активности веществ. Однако результа-
ты таких методик напрямую зависят от способа опре-
деления и выражения антиокcидантной активности. 

Так, в работах [9–10] спектрофотометрически из-
меряли изменение оптической плотности растворов, 
содержащих специфические окрашенные свободные 
радикалы (катион-радикал ABTS (2,2'-азинобис3-
этилбензотиазолин-6-сульфонат) и радикал DPPH 
(2,2-дифенил-1-пикрилгидразил)), к которым до-
бавляли антиоксиданты. Таким образом, определяли 
способность антиоксиданта к взаимодействию с ра-
дикалами ABTS и DPPH. 

Электрохимическая методика, описанная в рабо-
те [11], основана на способности антиоксидантов уча-
ствовать в электрохимических реакциях в качестве 
восстановителя. По существу, она позволяет оценить 
восстановительный потенциал исследуемого анти-
оксиданта, равно как и любого другого соединения, 
присутствующего в среде. 

Распространенный метод ORAC (oxygen radi-
cal absorbance capacity – поглощающая способность 
кислородных радикалов) [12] основан на способно-
сти антиоксидантов перехватывать пероксильные 
радикалы, образующиеся при термическом разло-
жении органических азосоединений, и измерении 
уменьшения флуоресценции β-фитоэритрина (β-PE) 
(длины волн возбуждения и эмиссии 540 и 565 нм 
соответственно). Существуют и другие разновидно-
сти данной методики [13].

Наибольшей чувствительностью обладают мето-
дики, основанные на хемилюминесценции. В части 
этих методик используются хемилюминесцентные ре-
акции с участием пероксида водорода с пероксидазой 
из корней хрена [14] и с железом (II) [15], но так как 
пероксид водорода не стабилен и разлагается на воз-
духе, наибольшее распространение получили мето-
дики, основанные на хемилюминесцентной реакции 
между люминолом и 2,2′-азо-бис(2-амидинпропаном) 
(АБАП), разлагающимся при нагревании на два сво-
бодных радикала [16]. При этом интенсивность хеми-
люминесценции является мерой количества радика-
лов. При введении в систему антиоксидантов количе-
ство радикалов уменьшается, а вместе с этим падает 
и интенсивность хемилюминесценции. Существует 
несколько вариантов этой методики, позволяющих 
различными способами определять количество анти-
оксиданта [17–20], однако все они разработаны для 
щелочных сред (рН 8–10), что непригодно для ана-
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лиза таких биологических объектов, как сыворотка 
крови. 

При хемилюминесцентном определении антиок-
сидантов используют параметры TRAP (total reactive 
antioxidant potential – общая потенциальная актив-
ность антиоксиданта) и метод TAR (total antioxidant 
reactivity – общая антиоксидантная активность) [9, 
19–20]. Считается, что TRAP отражает количество 
антиоксиданта в системе, а TAR – его активность, т.е. 
скорость взаимодействия антиоксиданта с радикала-
ми. Оба этих подхода были применены для анализа 
биологических объектов (сыворотка крови) и пище-
вых продуктов, когда не известны антиоксиданты, 
входящие в состав данных объектов, их концентра-
ция и активность каждого из них. TRAP основан на 
измерении латентного периода (периода времени, в 
течение которого не наблюдается свечения хемилю-
минесценции), возникающего в результате добавле-
ния антиоксиданта, а в основе TAR лежит измерение 
снижения интенсивности хемилюминесценции при 
добавлении исследуемого антиоксиданта в систему. 
Конечные численные значения величин выражаются 
в эквивалентах тролокса. Тролокс (6-гидрокси-2,5,7,8-
тетраметилхроман-2-карбоновая кислота) – водорас-
творимый аналог токоферола (витамин Е) – в настоя-
щее время принят за стандарт для оценки антиокси-
дантной активности и его активность условно при-
нимается за единицу, а антиоксидантная активность 
исследуемого вещества выражается в эквивалентных 
молях тролокса на массу образца (мкмоль/мг) [14, 20]. 
В литературе имеется также описание использования 
его в качестве стандарта аскорбиновой кислоты [10].

В настоящей работе в качестве генератора 
свободных радикалов использован 2’-азо-бис(2-
амидинопропан) (АБАП) и люминол как активатор 
хемилюминесценции (ХЛ). Цель работы заключа-
лась в оптимизации условий определения при рН 7,4 
(среднее значение рН сыворотки крови).

Экспериментальная часть

Объекты исследования, реагенты и аппаратура

Использовали следующие реагенты: люминол 
(5-амино-1,2,3,4-тетрагидро-1,4-фтала-зиндион, 
гидразид 3-аминофталевой кислоты), АБАП (2,2'-
азо-бис(2-амидинопропан)гидрохлорид), кверцетин 
(3,3',4',5,7-пентагидроксифлавон), аскорбат натрия 
(натриевая соль g-лактон 2,3-дегидро-L-гулоновой 
кислоты). Все препараты фирмы «Fluka» (Германия). 

Тролокс (6-гидрокси-2,5,7,8-тетраметилхромо-2- 
карбоновая кислота) («Aldrich», Германия), диги-
дрокверцетин (ДГК) (3,5,7,3',4'-пентаоксифлавон) 

(«Диод», Россия). Раствор люминола (1 мМ) и рас-
твор АБАП (50 мМ) готовили растворением навески в 
буферном растворе (КН2РО4 100 мМ, рН 7,4). Раствор 
АБАП пригоден для работы в течение дня.

Растворы тролокса, кверцетина, дигидрокверце-
тина с концентрацией каждого 0,1 М готовили раство-
рением навески в метаноле, а растворы с рабочими 
концентрациями 1 и 10 мкМ получали разбавлением 
исходного раствора в дистиллированной воде. Мета-
нольный раствор сохранял свою активность длитель-
ное время, а водные растворы приходилось готовить 
в день эксперимента. Раствор аскорбата натрия кон-
центрацией 10 мкМ готовили растворением навески 
в дистиллированной воде в день эксперимента. Ра-
боту выполняли на хемилюминометре «Lum-5773» 
(«ДИСфот», Россия). Для сопряжения компьютера и 
хемилюминометра использовали программный про-
дукт PowerGraph (версия 3.3).

Результаты и их обсуждение

Методика эксперимента

Общий объем системы составлял 1 мл. В кювету 
помещали нагретый (37°С) в термостате буферный 
раствор (рН 7,4) и раствор люминола. Через пять ми-
нут добавляли раствор АБАП. Данный порядок добав-
ления реагентов обусловлен тем фактом, что АБАП 
практически сразу начинает генерировать радикалы 
и его необходимо добавлять в уже нагретый раствор. 
Скорость перемешивания 16 об/c. Хемилюминесцент-
ные кривые представлены на рис. 1. Интенсивность 
хемилюминесценции (Iхл) измеряли в вольтах (В).

Оптимизация условий хемилюминесцентных 
реакций

Поскольку данная методика предназначена для 
анализа биологических образцов, температура и рН 
системы были заранее определены: 37°С и 7,4 соот-
ветственно (физиологические параметры). Концен-
трации реагентов (АБАП и люминола) подбирали та-
ким образом, чтобы время эксперимента было мини-
мальным, сигнал максимальным, а расход реагентов 
как можно меньшим. 

При увеличении концентрации АБАП максимум 
хемилюминесценции возрастает (рис. 2, а), время до-
стижения максимума уменьшается (рис. 2, б). Данный 
эффект можно объяснить тем, что при увеличении кон-
центрации АБАП концентрация радикалов в системе 
возрастает, поэтому они быстрее реагируют с люмино-
лом, следовательно, активатор расходуется быстрее.

При увеличении концентрации люминола до 
10 мкМ происходит рост максимума хемилюминес-
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ценции, при концентрации люминола более 10 мкМ 
дальнейшее увеличение его концентрации приводит 
к уменьшению максимума (рис. 2, в). Возможно дан-
ный эффект связан с концентрационным тушением. 
Концентрация люминола не влияет также на время 

достижения максимума, что говорит о зависимости 
кинетики начального участка  только от концентра-
ции АБАП (рис. 2, г). 

Таким образом, рабочая концентрация люминола 
составляет 10 мкМ, поскольку при этом обеспечивает-

Рис. 1. Хемилюминесцентная кривая системы, состоящей из 10 мМ АБАП и 10 мкМ люминола в 
буферном растворе (общий объем 1 мл). Последовательность добавления реагентов, их объемы, 

начальные и конечные (в скобках) концентрации указаны на рисунке

Рис. 2. Зависимость: а – максимума хемилюминесценции от концентрации АВАР, б – времени достижения 
максимума хемилюминесценции от концентрации АБАП, в – максимума хемилюминесценции от 
концентрации люминола, г – времени достижения максимума хемилюминесценции от концентрации 

люминола. Реагент: а, б – люминол (10мкМ); в, г – АВАР (2мМ). Методику эксперимента см. на рис. 1
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Рис. 3. Хемилюминесцентная кривая системы, состоящей из10 мкМ люминола, 
3 мМ АБАП и 0,4 мкМ тролокса. Последовательность добавления реагентов, 

их объемы, начальные и конечные концентрации указаны на рисунке

Рис. 4. Хемилюминесцентные кривые систем, состоящих из 10 мкМ люминола и 3 мМ АБАП с 
антиоксидантом (1 мкМ тролокса) и без него. Методику эксперимента см. на рис. 3

ся наибольшее значение максимума хемилюминес-
ценции, рабочая концентрация АБАП – 3 мМ, так 
как в этом случае кривая хемилюминесценции бы-
стро достигает максимального значения, что умень-
шает время одного эксперимента при минимальном 
расходе реагента.

Определение антиоксидантов

При добавлении антиоксиданта к аналитиче-
ской системе АБАП/люминол развитию хемилю-
минесценции предшествует участок, на котором 
интенсивность сигнала сопоставима с фоновыми 

значениями – латентный период (рис. 3). В течение 
латентного периода все радикалы расходуются на 
реакцию с антиоксидантом. В момент, когда все ко-
личество антиоксиданта израсходовано, происходит 
увеличение интенсивности хемилюминесценции, 
поскольку радикалы начинают реагировать с люми-
нолом. В качестве аналитического сигнала выбран 
латентный период, измеряемый как интервал от вре-
мени достижения максимума хемилюминесцентной 
кривой системы без антиоксиданта до времени до-
стижения максимума в системе с антиоксидантом 
(рис. 4).
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Т а б л и ц а  1

Метрологические характеристики методики определения антиоксидантов

Антиоксидант
Уравнение градуировочной 
прямой, P = 0,95; n = 6

Коэффициент 
корреляции

Предел 
обнаружения, 
мкмоль/л

Коэффициент 
чувствительности

Тролокс tл = (8,8 ± 0,1)c − (0,07 ± 0,05) 0,999 0,05 k = 8,8 ± 0,1

Аскорбат натрия tл  = (4,2 ± 0,1)c − (0,31 ± 0,09) 0,982 0,20 k = 4,2 ± 0,1

Кверцетин tл  = (44,32 ± 0,04)c − (0,58 ± 0,06) 0,994 0,03 k = 44,32 ± 0,04

Дигидрокверцетин tл = (59,24 ± 0,03)c + (0,67 ± 0,08) 0,995 0,03 k = 59,24 ± 0,03

Рис. 5. Зависимость латентного периода от концентрации соответствующего 
антиоксиданта. Реагенты: АБАП (3мМ), люминол (10мкМ)

При увеличении начальной концентрации анти-
оксиданта латентный период возрастает. Зависимости 
латентного времени от концентрации антиоксидантов 
(тролокс, аскорбат натрия, кверцетин, дигидроквер-
цетин) приведены на рис. 5. Бóльшие значения ла-
тентных периодов для кверцетина и дигидрокверце-
тина можно объяснить их меньшей активностью по 
отношению к свободным радикалам по сравнению с 
тролоксом и аскорбатом натрия. Таким образом, ла-
тентный период характеризует не только количество 
антиоксиданта, но и его активность. Уравнения ре-
грессии и другие метрологические характеристики 
методики представлены в табл. 1.

Таким образом, для разных антиоксидантов были 
получены линейные градуировочные зависимости 

латентного периода от концентрации. Методика 
определения антиоксидантов отличается простотой, 
экспрессностью и низкими пределами обнаружения 
на уровне 0,05–0,20 мкМ. Правильность определе-
ния отдельных антиоксидантов была проверена ме-
тодом “введено-найдено” на модельных растворах 
(табл. 2).

Определение антиоксидантов в чайном 
напитке

Для оценки возможности практического приме-
нения методики проведено определение антиокси-
дантов в чайном напитке «Green Tea Lipton» (ООО 
«Юнилевер СНГ»). Для определения антиоксидантов 
использовали метод добавок – к исходному раствору 
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Т а б л и ц а  2

Проверка правильности методики определения антиоксидантов методом «введено-найдено»  
 (n = 3, P = 0,95)

Определяемое вещество Содержание, мкМ sr

введено найдено

Тролокс 0,50 0,52±0,04 0,03

Аскорбат натрия 0,60 0,64±0,07 0,04

Кверцетин 0,20 0,18±0,02 0,04

Дигидрокверцетин 0,20 0,21±0,02 0,04

чайного напитка, разбавленному в 100 раз дистил-
лированной водой, добавляли различные количе-
ства аскорбата натрия: 0; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 мкМ. 
Латентный период измеряли так, как было описано 
выше. Была построена  градуировочная зависимость 
латентного периода от концентрации добавленного 
антиоксиданта (рис. 6). Было посчитано уравнение 
градуировочной прямой:

tл = (7,3 ± 0,2)c + (10,9 ± 0,3) (P = 0,95; n = 6).

Коэффициент корреляции: r = 0,995; 
относительное стандартное отклонение sr = 0,03.
Далее посчитали содержание антиоксидантов в 

единицах аскорбата натрия в исходном растворе чая 
«Green Tea Lipton» (в бутылке): 

Рис. 6. Градуировочная зависимость латентного периода от концентрации 
добавленного аскорбата натрия. Реагенты: АБАП (3мМ), люминол (10мкМ)

с (аскорбат натрия) = (7,45 ± 0,45) мМ.

Данные значения согласуются со значениями, 
полученными для данного пищевого продукта при 
использовании спектрофотометрической методики 
определения антиоксидантов с помощью катион-
радикала ABTS (2,2'-азинобис3-этилбензотиазолин 
6-сульфонат) [10], которые также выражены в едини-
цах аскорбата натрия (с (аскорбата натрия) = (7,3 ± 
0,2) мМ). 

Таким образом, данная методика применима 
для определения содержания антиоксидантов в 
пищевых продуктах, а также отличается низкими 
пределами обнаружения, простотой и хорошей вос-
производимостью.

Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства образования и науки РФ и РФФИ 
(проект № 11-04-01743-а).
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DETERMINATION OF АNTIOXIDANTS BY SENSITIZED 
CHEMILUMINESCENCE USING 2,2′-AZO-BIS(2-AMIDINOPROPANE)

A.V. Alexeev, E.V. Proskurnina, Yu.A. Vladimirov
(M.V. Lomonosov Moscow State University, Faculty of Basic Medicine)

For the determination of antioxidants, an analytical procedure was proposed based on 
chemiluminescence. The analytical system consists of a free-radicals generator 2,2′-azo-bis(2-
amidinopropane) and luminal as a chemiluminescence sensitizer in phosphate buffer solution (pH 
7,4). The analytical conditions were optimized. The analytical procedure provides detection limits 
as low as (μM) for: trolox – 0,05; ascorbic acid – 0,20; quercetin – 0,03; dihydroquercetin – 0,03. 
The procedure was used for determination of antioxidants in food.

Key words: antioxidants, sensitized chemiluminescence, 2-2′-azo-bis(2-amidinopropane).
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