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ЭЛЕКТРОХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНЫЙ МЕТОД «СВЕТОВЫХ СПИНОВЫХ

 ЛОВУШЕК» — НОВЫЙ МЕТОД ДИАГНОСТИКИ ЛАБИЛЬНЫХ РАДИКАЛОВ

 В РАЗЛИЧНЫХ СИСТЕМАХ 

Одна из наиболее перспективных сфер применения явления радикал-рекомбинационной люминесценции или электрохемилюминесценции (ЭХЛ), испускаемой растворами органических соединений при фарадеевском электролизе — биомедицинские исследования: моделирование процессов в биосистемах [1,2], ранняя диагностика заболеваний, включая злокачественные новообразования [3-5], определение лекарственных препаратов [6], а также иммуноэлектрохемилюминесцентный анализ (ИЭХЛА), позволяющий изучать взаимодействия типа антиген-ан​титело in vitro [5,7-10]. При этом необходимо решение комплекса экспериментальных, теоретических и методических вопросов, учитывая достаточную неординарность данного явления, заключающего в себе основные принципы органических электрохимии, химической физики, молекулярной люминесценции, физической электроники. Подробное анализ этих аспектов требует отдельного и углубленного подхода, выходящего за рамки работы, целью которой является рассмотрение нового аналитического метода «световых спиновых ловушек», позволяющего использовать эффект ЭХЛ для определения присутствия в изучаемых системах различного происхождения, включая и биообъекты, лабильных парамагнитных осколков органических молекул — свободных радикалов (СР), обладающих неспаренным электронным спином. Важность и актуальность данной проблемы можно проиллюстрировать двумя примерами. 

Во-первых, известно, что эмиссия фотонов в ходе некоторых химических реакций в тканях животных и человека in vivo - хемилюминесценция (ХЛ) — представляет особый интерес для биологических и медицинских исследований. По этому оптическому каналу возможно получение уникальной информации о механизмах биофизических и биохимических процессов, протекающих на уровне молекул и СР, и имеющих первостепенное значение для жизнедеятельности клеток, тканей, органов организма. Развитие области обязано открытию в 60-х г.г. акад. Б.Н. Тарусовым феномена избыточного над температурным сверхслабого метаболического свечения биологических тканей и жидкостей — спонтанной и индуцированной ХЛ, обусловленной неферментативной окислительной деструкцией липидов ненасыщенных жирных кислот [11]. Ее следует отличать от присущей отдельным видам (микро)организмов биолюминесценции, испускаемой люциферин-люциферазной системой. Свободно-радикальное перекисное окисление липидов мембранных систем и липопротеидов растворенным в крови молекулярным кислородом — экзоэргический химический процесс с образованием пероксидных СР липидов, их рекомбинация приводит к рождению эмиттеров — возбужденных молекул циклических гидропероксидов, альдегидов, кетонов, биогенных аминов [11]. Отсюда понятно значение надёжной и сравнительно простой идентификации лабильных СР в исследованиях биообъектов. 

Во-вторых, во многих электродных реакций органических соединений, включая и процессы, инициирующие испускание РРЛ, отмечено присутствие промежуточных лабильных проду​ктов — СР, идентификация которых позволяет получать достаточно труднодоступную информацию о механизмах и кинетике таких электроорганических трансформаций, осложненных химическими (C) стадиями — процессы EC, ECE. Известны различные методы изучения лабильных парамагнитных частиц с неспаренным спином, способствующие идентификации механизма процесса — магнитный резонанс, масс-спектрометрия, спектроскопия комбинационного рассеяния, химические спиновые ловушки и др., большинство из которых весьма сложны при рутинных исследованиях. Так, достаточно распространенные методы определения — ЭПР, «спиновые нитроновые ловушки»
, требуют использования аппаратуры ЭПР с предварительным накоплением реагентов в резонаторе. Учитывая специфику ЭХЛ, нами предложено ее использовать как новый метод «световых спиновых ловушек» лабильных радикалов, в т.ч. радикальных интермедиатов электродных реакций органических соединений, осложненных последующими (электро) химическими стадиями [12-14]. Сущность метода заключается в доказанном эффективном (т.е. протекающем с высокой вероятностью) перехвате промежуточных лабильных радикальных продуктов — СР R( — «световыми спиновыми ловушками» — электрогенерированными электрофильными катион-(КР) либо нуклеофильными анион-радикалами (АР) соответствующих органических электрохемилюминофоров. Детектируемые кванты ЭХЛ (ecl, испускаемые в результате такого процесса, однозначно позволяют не только качественно, но, зная стехиометрию реакции «перехвата», и количественно определять с высокой точностью присутствие СР в исследуемой системе
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где 1A* — синглет-возбужденная молекула электрохемилюминофора — эмиттер. Возможности метода кратко иллюстрированы ниже на примерах изучения механизмов анодных реакций и ЭХЛ в системах с тетрафенилборатом натрия (ТФБН) (C6 H5)4 BNa и хлоридами [12-16]. 

Интерес к изучению ЭХЛ-систем с ТФБН обусловлен: а) широким применением натриевой соли Ph4B- (Ph (C6 H5) как аналитического реагента для количественного определения катионов ряда металлов (например, K+) различными методами, исключая ЭХЛ-анализ, который, как показано нами [5], обладает рядом существенных преимуществ по сравнению с традиционными аналитическими методами, прежде всего, возможностью достижения более высокой точности определений; б) известных, но противоречивых данных об электроокислении Ph4B- как процессе EC с лабильными, но достоверно не идентифицированными, радикальными интермедиатами [17] и в) обнаруженной нами ранее ЭХЛ, возбуждаемой однополярным или постоянным напряжением [18]. Отсюда, используя новый ЭХЛ-метод «световых спиновых ловушек», можно ожидать получения новых данных об электрохимии этого аниона Ph4B-, что существенно для его аналитических приложений. Проведенные электрохимических и ЭХЛ-исследований (методами цикловольтамперометрии — ЦВАМ и вращающегося дискового электрода — ВДЭ в анодной области) систем, содержащих ряд электрохемилюминофоров и ТФБН, методические вопросы изложены в [13], показали, что процесс окисления Ph4B- в N,N’-диметилформамиде (ДМФА) с фоновым электролитом LiClO4 — электрохимически необратимо и сопровождается быстрой химической реакцией с электрохимически неактивными продуктами в изученном диапазоне анодных потенциалов с «кажущимися» числа электронов napp, переносимых при реакциях окисления
, napp меняется от ( 2 при малых скоростях поляризации электрода v до (1,4 для v = 0,6 В/с, рис. 1. Наличие химической стадии подтверждается полным отсутствием на вольтамперограмме системы с Ph4B- обратного катодного пика тока, обусловленного восстановлением продукта Ox до первоначального реагента при реверсировании развёртки потенциала. Полученные данные, с учетом результатов [17] и других авторов, показывают, что анодные (E) реакции Ph4B- протекают согласно уравнениям (2): 
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с образованием лабильных радикалов C6H5(. Дальнейшая судьба этих частиц, т.е. механизм С-стадии процесса, являлась  предметом  дискуссии  авторов [13,17],  в  частности,  предполагалась  их быстрая
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Рис. 1

рекомбинация 2C6H5( ( (C6H5)2  с  выходом  бифенила  аналогично  процессу Кольбе. Однако в [17], как и в иных работах, не смогли детектировать интермедиаты C6H5(, в том числе с помощью «спиновых нитроновых ловушек». Предложенный  нами  метод  идентификации  подобных  лабильных  интермедиатов
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Рис. 2
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Рис. 3

путем их перехвата «световыми спиновыми ловушками» — эле​ктрогенерированными электрофильными КР электрохемилюминофоров (ДФСП и др.) позволил, по регистрации электролизной анодной ЭХЛ, однозначно, во-первых, доказать присутствие СР у анода на С-стадии и, во-вторых, участие нуклеофильных C6H5( в «световых» рекомбинациях с эффективно перехватывающими их у анода КР. Испускание РРЛ в отсутствие электрогенерированных АР подтверждает вышесказанное и показывает высокую скорость «световых» рекомбинаций, позволяющую их успешное конкурирование с синтезом бифенила, рис. 2, 3. Сопоставление спектров ФЛ и ЭХЛ изученной системы (рис. 3) совместно с данными иных экспериментов, например, магнитооптической диагностики, позволяет заключить, что ЭХЛ испускают синглет-возбужденные молекулы ДФСП. Это указывает на весьма высокую экзоэрги​чность «световых» процессов перехвата СР и позволяет отнести изученные системы с лабильными электронейтральными парамагнитными частицами к системам I-типа (по спектральной классификации) с реализацией S-механизма электролизной РРЛ (т.е. непосредственное рождение эмиттеров 1A* в указанных рекомбинациях с их излучательной дезактивацией) [12,13]: 
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где карбокатион Ph+ затем может участвовать в быстрой химической реакции с образованием Ph3B и бифенила Ph+ + Ph4B-( Ph3B + Ph2. Детектирование фотонов ЭХЛ (ecl (1A* ( (ecl + A) фоторегистрирующим устройством, входящим в состав комплекса «ЭЛАН-2», служит «аналитическим сигналом», показывающим наличие искомых СР (качественное определение), а при измерении абсолютной интенсивности ЭХЛ, например, в Э и ее эффективности, дающим уникальную возможность измерить их концентрацию (количественное определение). 

Изученный данным методом механизм обнаруженной высокоинтенсивной ЭХЛ в системах с хлоридами и различными электрохемилюминофорами доказал наличие в них электрофильных интермедиатов — СР, не детектируемых электрохимически из-за особенности электронного строения. Они (ACl() образуются в быстрых последующих реакции нуклеофильного присоединения Cl- к малостабильным электрогенерированным КР электрохемилюминофора 
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. Также, как и Ph(, данные частицы эффективно перехватываются (и идентифицируются), только уже 
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, вступая с ними в экзоэргические «световые» рекомбинационные реакции с переносом электрона [15]: 
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где A( = 1A( или 3A. Эмиттером ЭХЛ во всех случаях являются синглет-возбужденные молекулы 1A(. Полученные результаты, однако, не позволяют идентифицировать механизм рождения эмиттера. Последний в зависимости от соотношения между изменением свободной энергии Гиббса бирадикальных рекомбинаций и энергией синглет-возбужденного состояния молекулы может образоваться либо непосредственно (S-механизм), либо в результате суммирования энергии двух триплетных молекул (T-механизм). В то же время весьма интенсивная ЭХЛ, испускаемая композициями с Cl- {до 1012 фотон/(см2·с)}, указывает на реализацию S- или смешанного ST-механизмов рождения эмиттера с превалированием S-компоненты [12,15]. 

Изложенный метод обнаружения СР ACl( позволил также разработать титриметрический ЭХЛ-способ определения содержания анионов хлора Cl-, на который получен патент [16]. Его применение возможно в химической промышленности при производстве жидких реактивов, в микроэлектронике и др. Преимущество в сравнении с известными методами определения Cl-, например, потенциометрическое титрование Ag+ — более низкий предел обнаружения, и градуировочный график определения Cl-. катодная ЭХЛ раствора 10-3 М рубрена + + 0,1 М (С4H9)4NClO4 (электролит фона) в ДМФА; скорость развертки v = 0,1 В/с; фототок iecl - нА, ca – мМ; стандартное отклонение s =1,2, рис. 4.
Радикальные интермедиаты, обнаруживаемые с помощью рассмотренного метода «световых спиновых ловушек», позволяют не только идентифицировать механизмы протекания  парных экзоэр-
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Рис. 4

гических рекомбинаций, сопровождающихся испусканием света, но и использовать данный эффект для их количественного определения, что обсуждалось выше и может быть в заключении продемонстрировано на примере определения оксалата, существенного для биомедицинских задач. Известно, что повышенные в сравнении с нормой концентрации дианионов 
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, входящие в состав двухосновной щавелевой кислоты H2C2O4, возникают в биожидкостях при заболеваниях кишечника, почек (образование камней вызвано осаждением CaC2O4), авитаминоза и др., поэтому актуальной является разработка надёжных и эффективных тестов на содержание оксалата в биожидкостях, позволяющих диагностировать ряд заболеваний. Используемые энзимные, радиоизотопные, жидкостно-хромато-графические, вольтамперометрические и др. методы определения имеют недостаточно низкие пределы обнаружения, требуют предварительного выделения 
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 из биопробы, что усложняет анализ. Возможность ЭХЛ-определения 
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 с помощью реагента 2,2'-бипиридила рутения 
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 базируется на изученном механизме анодной ЭХЛ систем с 
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При этом аналитический сигнал - кванты ЭХЛ (ecl, испускаемые 
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- возбужденными состояния дикатионов {(
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 + (ecl} и регистрируемые в виде фототока детектирующего устройства, пропорционален концентрации ионов оксалата ca [139], что позволяет их количественное определение. На рис. 5. показаны структурная формула 2,2'-бипиридилрутения (II), где a-  градуировочный график (концентрационная анодная люмограмма) ЭХЛ-определения 
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 в водном растворе с ацетатным буфером CHCOOH/CH3COO- pH = 6 с ЭХЛ-реагентом 
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Cl2; б - вольтамперометрический электролиз в анодной области, регистрация ЭХЛ при потенциале ВДЭ (Pt (2 мм) +1,0 В отн. насыщ. каломельного электрода m = 2000 об./мин. Фототок iecl в пкА, ca - М. s =3,6 [12,20]. 

Таким образом, убедительно показаны преимущества предложенного оптического ЭХЛ-метода «световых спиновых ловушек» для идентификации лабильных свободных радикалов молекул сложных органических соединений в различных системах с помощью явления электролизной молекулярной РРЛ Это расширяет возможности как изучения таких частиц, диагностики механизмов процессов с их участием, так и аналитические приложения — непосредственное определение лабильных радикалов либо других объектов, детектируемых с их помощью. 

В заключение авторы вражают глубокую благодарность канд. физ.-мат. наук А.В. Кукобе за участие в постановке ряда работ, проведении исследований и обсуждении их результатов.
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Рис. 5


В научно-исследовательской лаборатории кафедры биомедицинских 

электронных устройств и систем.
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� нитроны - иминовые оксиды, включающие группировку � EMBED Equation.3  ���, продукты их реакций с лабильными свободными радикалами - стабильные нитроксидные радикалы, поддающиеся, в принципе, детектированию методом электронного парамагнитного резонанса (ЭПР).


� этот параметр характеризует электродный фарадеевский процесс EC-типа, т.е. наличие химических превращений продукта(ов) электролиза и позволяет оценить число электронов, переходящих через межфазную границу электрод-раствор как отношение регистрируемого предельного тока фарадеевского процесса в изучаемой системе к току, который бы протекал в отсутствие последующей C-стадии. Такой подход дает возможность применять метод «функции тока», получаемой из уравнения Рэндлса-Шевчика для тока пика ip электро-химически обратимого электродного процесса, для идентификации электродный процессов EC-типа. 
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