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Коллоидные растворы СеО2, стабилизированные цитрат-ионом, синтезированы гидролизом нит-
рата церия(III) в щелочной среде в присутствии лимонной кислоты при температурах 20–80°С.
Ферментоподобная активность полученных материалов проанализирована методом активирован-
ной хемилюминесценции люминола с участием пероксида водорода. Впервые показана зависи-
мость пероксидазоподобной активности СеО2 от условий получения коллоидных растворов. В
среднем увеличение температуры термической обработки золей СеО2 на каждые 10°С в диапазоне
20–80°С приводит к уменьшению ферментоподобной активности примерно в 1.2 раза.
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ВВЕДЕНИЕ
Сравнительно недавно обнаружено, что неко-

торые неорганические наноматериалы (Fe3O4 [1,
2], Au [3, 4], Pt [5–7], фуллерены [8, 9] и др.) могут
проявлять каталитические свойства, аналогич-
ные свойствам природных ферментов, относя-
щихся к классу оксидоредуктаз. Неорганические
аналоги ферментов получили название наноэн-
зимов или нанозимов [10, 11]. Высокий интерес к
нанозимам связан с тем, что они могут заменять
природные белковые соединения в ряде важных
практических применений: в клинической диа-
гностике [12–15], при обнаружении токсичных
соединений [16], для создания антибактериаль-
ных препаратов и покрытий [17–20], в терапии
онкологических заболеваний [21].

В отличие от большинства известных нанози-
мов, проявляющих активность, свойственную от-
дельным ферментам, для диоксида церия надеж-
но установлено наличие крайне широкого спек-
тра ферментоподобных свойств, включая
пероксидазную [22, 23], супероксиддисмутазную
[24, 25], оксидазную [26–28], каталазную [29, 30],
фосфатазную [31], галопероксидазную [32, 33],
уреазную [34], липопероксидазную и фосфоли-
попероксидазную [35] активность. Комплекс пе-
речисленных свойств определяет уникальные
перспективы применения материалов на основе

СеО2 как компонентов тест-систем для иммуно-
ферментного анализа, композиций для терано-
стики социально-значимых заболеваний [36].

Известно, что биохимическая активность фер-
ментов напрямую зависит от температуры окру-
жающей среды [37–39]. Напротив, нанозимы, в
том числе диоксид церия, принято считать мате-
риалами, ферментоподобная активность которых
крайне слабо зависит от температуры [40]. В то же
время известно, что функциональные характери-
стики диоксида церия, включая окислительно-
восстановительные свойства, определяющие его
оксидоредуктазную активность, напрямую связа-
ны с химическим составом его поверхности. Ос-
новными лигандами на поверхности наночастиц
СеО2 являются гидроксильные группы, которые
во многом определяют электронное строение
CeO2 [41], при этом степень гидроксилированно-
сти поверхности наночастиц СеО2 крайне чув-
ствительна к температуре и может существенно
изменяться даже при незначительном нагреве
[42]. Таким образом, можно предположить, что
термическое воздействие, в том числе при отно-
сительно низких температурах (до 100°С), может
оказывать существенное влияние на ферменто-
подобную активность СеО2. В то же время подоб-
ные исследования к настоящему времени практи-
чески не проводились, а факторы, влияющие на
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ферментоподобную активность СеО2, нельзя счи-
тать достоверно установленными [43].

Наиболее точные способы количественного
определения оксидоредуктазной активности на-
нозимов включают в себя методы регистрации
концентрации свободных радикалов. Надежны-
ми методами анализа содержания активных форм
кислорода являются хемилюминесцентные мето-
дики, показавшие эффективность при обнаруже-
нии высокореакционных радикалов, в том числе
в области низких концентраций. Данные методи-
ки характеризуются селективностью по отноше-
нию к различным активным формам кислорода
(гидроксил-радикал, супероксид анион-радикал,
алкилпероксильные радикалы, гипохлорит- и пе-
роксинитрит-радикал) и высокой воспроизводи-
мостью.

В настоящей работе впервые количественно
изучена зависимость ферментоподобной актив-
ности водных золей СеО2 в реакции разложения
пероксида водорода от температуры их синтеза
(20–80°С). Для анализа такой зависимости ис-
пользовали хемилюминесцентный метод, осно-
ванный на окислении люминола в присутствии
Н2О2.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В качестве исходных веществ использовали
нитрат церия (х. ч., Ланхит), лимонную кислоту
безводную (х. ч., Химмед), водный раствор амми-
ака (ч. д. а., Химмед), соляную кислоту (ос. ч.,
Химмед), дистиллированную воду. Навески нит-
рата церия (0.54 г) и лимонной кислоты (0.24 г)
растворяли в дистиллированной воде (25 мл). По-
лученный раствор добавляли при постоянном пе-
ремешивании к 100 мл 3 М раствора аммиака и
выдерживали в течение суток при комнатной
температуре. Концентрация полученного золя
диоксида церия, определенная методом термо-
гравиметрии, составила 1.72 г/л (10 мМ). Даль-
нейшую термообработку золя СеО2 проводили
при постоянном перемешивании при температу-
рах 30, 40, 60, 80°С в течение 1 ч.

Для проведения рентгенофазового анализа золь
осаждали 4 М раствором соляной кислоты, отделя-
ли осадок центрифугированием (15000 об/мин,
5 мин), несколько раз промывали дистиллиро-
ванной водой и сушили при 50°C в течение суток
на воздухе. Рентгенофазовый анализ полученных
порошков осуществляли с помощью порошково-
го рентгеновского дифрактометра Bruker D8 Ad-
vance (CuKα-излучение) в диапазоне углов 2θ 5°–
80° с шагом 0.02° и выдержкой 0.2 с/шаг. Дифрак-
тограммы индицировали с использованием базы
данных ICDD PDF2 (2012). Размеры областей ко-
герентного рассеяния (DОКР) оценивали по фор-

муле Шеррера, профили пиков аппроксимирова-
ли псевдо-функциями Войта.

Исследования образцов методом электронной
микроскопии проводили с помощью просвечива-
ющего электронного микроскопа JEOL JEM-2100
UHR при ускоряющем напряжении 200 кВ. Пе-
ред проведением исследований золь СеО2 оса-
ждали по приведенной выше методике. Суспен-
зию СеО2 в этаноле наносили на медную сетку с
формвар/углеродным покрытием (Ted Pella, Inc.).
Микрофотографии просвечивающей электрон-
ной микроскопии (ПЭМ) получали с помощью
11-мегапиксельной камеры Olympus Quemesa в
диапазоне увеличений ×20000–1500000.

Для регистрации УФ-видимых спектров по-
глощения использовали спектрофотометр СФ-
2000 (ОКБ “Спектр”, Россия). Регистрацию про-
водили в диапазоне длин волн от 200 до 700 нм с
шагом 0.1 нм.

Химический состав образцов анализировали
методом инфракрасной (ИК) спектроскопии с
помощью спектрометра Perkin Elmer Spectrum 65
методом нарушенного полного внутреннего отра-
жения в интервале 400–4000 см–1 при спектраль-
ном разрешении 1 см–1. Для регистрации ИК-
спектров золи высушивали при комнатной тем-
пературе (20°С) в течение 3 сут.

Исследование золей методом динамического
рассеяния света и измерения ζ-потенциала про-
водили при 20°С с помощью анализатора Photo-
cor Compact-Z (ООО “Фотокор”, Россия). Пред-
варительную пробоподготовку осуществляли с
помощью шприцевых фильтров Chormafil Xtra
PTFE-45/13 с диаметром пор 0.45 мкм. Корреля-
ционную функцию для каждой из выборок получа-
ли путем усреднения 10 кривых, каждая из которых
накапливалась в течение 180 с. Гидродинамический
диаметр частиц определяли с использованием ме-
тода регуляризации (ПО DynalS).

Ферментоподобную активность (пероксидаз-
ную/каталазную) золей диоксида церия исследо-
вали в модельной реакции окисления люминола в
присутствии пероксида водорода в фосфатном
буферном растворе (КH2PO4 (Sigma #1.04873),
с = 100 мМ, рН 7.4). При данном значении рН
можно получить приемлемый квантовый выход
хемилюминесценции люминола в реакционной
смеси, содержащей пероксид водорода с концен-
трацией 10 мМ [44]. Раствор люминола (5-амино-
1,2,3,4-тетрагидро-1,4-фталазиндион, гидразид
3-аминофталевой кислоты, Sigma #123072, с =
= 1 мМ) готовили растворением навески люми-
нола (0.0885 г) в фосфатном буферном растворе
(500 мл). Рабочий раствор пероксида водорода с
концентрацией 1 М готовили разбавлением 30%-
ного раствора Н2О2 (ос. ч., Химмед) дистиллиро-
ванной водой. Регистрацию хемилюминесцен-
ции (ХЛ) осуществляли в пластиковых кюветах
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объемом 2 мл на 12-канальном хемилюминометре
Lum-1200 (ДИСофт, Россия). Для сопряжения
компьютера и прибора использовали ПО Power-
Graph (версия 3.3). Регистрацию аналитического
сигнала проводили при комнатной температуре
(20°С) и при термостатировании (30 и 36°С) не-
посредственно в кюветном отделении хемилюми-
нометра. В пластиковую кювету, содержащую
фосфатный буферный раствор (100 мМ), вносили
аликвоты люминола (с = 50 мкМ) и Н2О2 (с = 10 мМ).
Регистрировали фоновое свечение в течение 60 с,
далее вносили аликвоту анализируемого золя
СеО2 (с = 60 мкМ). Общий объем реакционной
смеси составлял 1 мл. В качестве аналитического
сигнала использовали интегральную интенсив-
ность (светосумму) хемилюминесценции, кото-
рая в меньшей степени зависит от условий прове-
дения измерений, чем абсолютная интенсивность.
Светосумма пропорциональна концентрации сво-
бодных радикалов, образующихся в реакционной
смеси. Значение светосуммы SХЛ определяли как
площадь под кривой хемилюминесценции за
10 мин.

Математическое моделирование кинетики хе-
милюминесценции люминола в присутствии пе-
роксида водорода и диоксида церия проводили с
помощью ПО Kinetic Analyser (версия 3.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе для получения устойчи-

вых коллоидных растворов диоксида церия ис-
пользовали описанную ранее методику гидролиза
нитрата церия(III) водным раствором аммиака в
присутствии лимонной кислоты [45]. Последняя
может образовывать комплексные соединения с
церием(III) и (IV), в том числе сорбироваться на
поверхности частиц СеО2, стабилизируя его кол-
лоидные растворы [46, 47]. Данная методика не
требует нагрева реакционной смеси и обеспечи-
вает получение нанокристаллического СеО2 при
комнатной температуре, что позволило достовер-
но изучить влияние термической обработки на
ферментоподобную активность диоксида церия.

Согласно данным рентгенофазового анализа,
полученные золи включают в себя в качестве дис-
персной фазы однофазный диоксид церия со
структурой флюорита (PDF2 34-394). Заметное
уширение рефлексов (рис. 1а) связано с высокой
степенью дисперсности порошка СеО2. Величина
DОКР диоксида церия составляет 2 нм и при нагре-
ве золя остается неизменной.

Данные ПЭМ высокого разрешения (рис. 1б)
указывают на наличие в структуре наночастиц
межплоскостных расстояний ~3.1 Å, которые мо-
гут быть отнесены к плоскостям (111) в кристал-
лической решетке СеО2, что подтверждает дан-
ные рентгенофазового анализа (рис. 1а). Средний

размер частиц диоксида церия по данным ПЭМ
составляет около 3 нм.

В спектрах поглощения в УФ-видимой обла-
сти золей СеО2 (рис. 1в) наблюдается полоса по-
глощения в диапазоне длин волн 280–300 нм, ха-
рактерная для диоксида церия, имеющего шири-
ну запрещенной зоны ~3.3 эВ.

В ИК-спектрах (рис. 1г) золей СеО2 присут-
ствуют полосы поглощения, соответствующие
характеристическим частотам колебаний связей
C–O (1560, 1295 см–1) [48] и С–Н (2852 см–1) [49]
в цитрат-ионе. Полосы поглощения при 3044,
1405 (ион ) и 1041, 826 см–1 (ион ) указы-
вают на присутствие в составе образцов примеси
нитрата аммония [48]. Характеристические ча-
стоты колебаний связей Се–О наблюдаются при
620 и 484 см–1. В ИК-спектрах также присутствует
полоса поглощения H2O (3184 см–1), интенсив-
ность которой снижается при повышении темпе-
ратуры обработки золя СеО2. Такое снижение мо-
жет свидетельствовать об уменьшении степени
гидроксилированности поверхности наночастиц
СеО2 [50].

Согласно данным динамического рассеяния
света, в золях диоксида церия присутствуют как
индивидуальные частицы СеО2, так и их агрегаты
(рис. 2а). Полученные размеры частиц включают
в себя толщину двойного электрического слоя,
поэтому они превышают размер частиц, опреде-
ленный по данным рентгеновской дифракции и
ПЭМ.

Увеличение температуры синтеза золя СеО2 от
20 до 80°С приводит к уменьшению гидродина-
мического диаметра индивидуальных частиц
СеО2 в два раза (от 8 до 4 нм), вероятно, за счет из-
менения толщины двойного электрического
слоя. При этом размер агрегатов с повышением
температуры обработки увеличивается практиче-
ски в два раза (от 26 до 56 нм). Наблюдаемое при
этом уменьшение доли индивидуальных частиц
на 13% (рис. 2б) позволяет предположить, что
увеличение размера агрегатов происходит за счет
индивидуальных частиц СеО2.

Величина рН золей диоксида церия составляет
11. В щелочной среде поверхностные гидроксиль-
ные группы СеО2 диссоциируют, при этом по-
верхность наночастиц приобретает отрицатель-
ный заряд [51, 52]. Значение ζ-потенциала исход-
ного золя СеО2 составило –35 ± 3 мВ, что
указывает на высокую агрегативную устойчи-
вость полученных коллоидных растворов. Терми-
ческая обработка золей приводит к уменьшению
абсолютной величины ζ-потенциала до –24 ± 3
(при 40°С) и –19 ± 2 мВ (при 80°С). Полученная
зависимость может свидетельствовать о сжатии
двойного электрического слоя, что согласуется с

4NH+
3NO−



1740

ЖУРНАЛ НЕОРГАНИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 67  № 12  2022

ФИЛИППОВА и др.

уменьшением гидродинамического диаметра ча-
стиц диоксида церия. Наиболее вероятно, что
уменьшение толщины двойного электрического
слоя происходит за счет дегидроксилирования
поверхности наночастиц СеО2, т.е. уменьшения
концентрации ОН-групп, способных к диссоци-
ации.

Гидродинамический диаметр и ζ-потенциал
частиц СеО2 изменяются симбатно с ферменто-
подобной активностью диоксида церия в модель-
ной реакции окисления люминола пероксидом
водорода. На рис. 3 приведены кинетические за-
висимости хемилюминесценции люминола в
присутствии Н2О2 и золей СеО2, полученных в
диапазоне температур 20–80°С.

Можно видеть, что все кинетические кривые,
приведенные на рис. 3, имеют схожий характер.
Во всех случаях добавление СеО2 в реакционную
смесь приводит к увеличению интенсивности хе-
милюминесценции люминола, возникающей
вследствие его окисления активным формами
кислорода (прежде всего, гидроксил-радикалом).
Такой эффект однозначно указывает на то, что
золи нанокристаллического диоксида церия про-

являют выраженную пероксидазоподобную ак-
тивность. Наличие такой ферментоподобной ак-
тивности у нанокристаллического СеО2 подроб-
но обсуждали ранее [53].

Математическое моделирование кинетики
окисления люминола в присутствии диоксида це-
рия позволило оценить константы скорости (k)
реакций разложения пероксида водорода (1), вза-
имодействия люминола с гидроксил-радикалом
(2) и заключительной реакции хемилюминесцен-
ции люминола (3), где P – продукт реакции. По-
лученные константы скорости в целом согласу-
ются с литературными данными [53].
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Рис. 1. Дифрактограммы порошков СеО2 (а), микрофотография ПЭМ наночастиц СеО2 (б), УФ-видимые спектры по-
глощения золей СеО2 (в), ИК-спектры пропускания СеО2 (г). Образцы СеО2 получены при 20 (1) и 40°С (2).
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В то же время кинетические зависимости, по-
лученные для СеО2 (рис. 3), несколько отличают-
ся от аналогичных зависимостей, регистрируе-
мых для природного фермента – пероксидазы
хрена [54]. Для пероксидазы хрена характерен по-
степенный рост интенсивности хемилюминес-
ценции с выходом на постоянное значение. На-
против, добавление СеО2 вызывает быстрое уве-
личение интенсивности хемилюминесценции и
ее последующий спад. Анализ литературных дан-
ных [53, 54] позволил предположить, что наблю-
даемое различие в кинетике хемилюминесцен-
ции связано с различием механизмов взаимодей-
ствия СеО2 и пероксидазы хрена с пероксидом
водорода. Наиболее вероятно, что в присутствии
СеО2 происходит разложение пероксида водорода
с образованием свободных гидроксил-радикалов,
которые непосредственно окисляют люминол (1)–
(3). В свою очередь, в присутствии пероксидазы
хрена окисление люминола происходит под дей-
ствием продуктов обратимого окисления фермен-
та, и образования свободных радикалов не проис-
ходит [54].

Рис. 2. Зависимость гидродинамического диаметра частиц СеО2 (а) и доли частиц (б) от температуры обработки золя:
1 – частицы, 2 – агрегаты. Измерения проводили при 20°С.
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Рис. 3. Кинетические зависимости хемилюминесцен-
ции люминола (50 мкМ) в присутствии Н2О2 (10 мМ)
и золя СеО2 (60 мкМ) в фосфатном буферном раство-
ре (100 мМ, рН 7.4). Контроль: люминол и Н2О2 в
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ция хемилюминесценции при 20°С.
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Необходимо отметить, что в литературе име-
ются данные о существовании ферментов, так на-
зываемых псевдопероксидаз, под действием ко-
торых происходит разложение пероксида водоро-
да и генерация гидроксильных радикалов [55].
Такие ферменты способны расходовать пероксид
водорода, тем самым катализируя окисление суб-
страта, поэтому их рассматривают в качестве ана-
логов пероксидаз. Таким образом, несмотря на
различие в механизмах активности пероксидазы
хрена и нанозима СеО2, диоксид церия в итоге
разлагает пероксид водорода и катализирует
окисление люминола, что свидетельствует о его
пероксидазоподобной активности.

Наиболее важный вывод, следующий из дан-
ных, представленных на рис. 3, заключается в
том, что пероксидазоподобная активность диок-
сида церия зависит от температуры синтеза золя.
Для количественного сопоставления ферменто-
подобной активности золей СеО2, подвергнутых
термообработке в диапазоне температур 20–80°С,
проанализированы зависимости светосумм от
условий синтеза золей (рис. 4).

Как следует из рис. 4, при повышении темпе-
ратуры обработки золя СеО2 от 20 до 80°С перок-
сидазоподобная активность диоксида церия
уменьшается в 2.5 раза. Таким образом, актив-
ность диоксида церия по отношению к пероксиду
водорода крайне чувствительна даже к относи-
тельно малым изменениям температуры обработ-
ки СеО2, что в целом неожиданно для твердофаз-
ного материала.

Отметим, что для золей диоксида церия прак-
тически аналогичного состава в работе [43] была
получена противоположная зависимость перок-
сидазоподобной активности от температуры син-
теза. При этом авторы [43] показали, что с увели-
чением температуры синтеза СеО2 одновременно
возрастает и размер частиц СеО2 в анализируемых
золях, и его пероксидазоподобная активность.
Возможной причиной такого поведения золей
является проведение анализа ферментоподобной
активности материала в кислой среде (ацетатный
буфер, рН 4.5), поскольку в таких условиях СеО2
имеет более высокую растворимость и проявляет
сильную прооксидантную активность. Необходи-

Рис. 4. Зависимости светосумм хемилюминесценции (SХЛ) люминола (50 мкМ) в присутствии Н2О2 (10 мМ) и золя
СеО2 (60 мкМ) в фосфатном буферном растворе (100 мМ, рН 7.4) от температуры обработки золя и температуры реги-
страции хемилюминесценции.
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мо подчеркнуть, что используемая нами методи-
ка получения золей диоксида церия целенаправ-
ленно выбрана таким образом, чтобы свести к
минимуму возможный рост частиц СеО2 в ходе
синтеза.

Как видно из рис. 4, общий вид зависимости
светосуммы от температуры синтеза золя СеО2
сохраняется и при других температурах анализа
(30 и 36°С) ферментоподобной активности. При
этом с увеличением температуры анализа величи-
ны светосумм для всех золей диоксида церия по-
степенно увеличиваются.

Для природных ферментов в литературе прак-
тически отсутствуют данные об зависимости их
активности от температуры проведения анализа,
так как модельные ферментативные реакции
обычно проводят при стандартных условиях
(25°С). Тем не менее, авторы [56] показали, что
скорость разложения эстрогенов под действием
пероксида водорода и пероксидазы хрена возрас-
тает в диапазоне температур 5–35°С.

В случае природных ферментов снижение ка-
талитической активности при нагревании обыч-
но обусловлено конформационными изменения-
ми и денатурацией. Например, в кислой среде
(рН 3) активность пероксидазы хрена снижается в
1.5 раза в результате термической обработки
(48.2°С) в течение 10 мин, а дальнейшее увеличе-
ние продолжительности обработки до 1 ч приво-
дит к полной инактивации фермента [57]. В ней-
тральной среде при нагревании до 80°С в течение
1 ч наблюдается снижение пероксидазной актив-
ности фермента в 5 раз [58].

Наблюдаемое снижение ферментоподобной
активности при термической обработке золя
СеО2 (рис. 3 и 4) позволяет рассматривать этот на-
нозим в качестве лабильной субстанции. При
этом вследствие относительно низких температур
обработки рост частиц СеО2 практически невоз-
можен в связи с низкой растворимостью диокси-
да церия, а также за счет присутствия лигандов на
поверхности частиц. Так, в работе [59] показано,
что размер частиц диоксида церия, стабилизиро-
ванного полиакриловой кислотой, также практи-
чески не меняется при нагреве до 85°С и состав-
ляет в среднем 2 нм.

В качестве другого фактора, влияющего на
ферментоподобную активность диоксида церия,
зачастую рассматривают соотношение Се3+/Се4+

на поверхности частиц СеО2 [59–62]. Тем не ме-
нее, в ряде недавних публикаций отсутствие Се3+

на поверхности диоксида церия было надежно
подтверждено данными рентгеновской фото-
электронной спектроскопии при атмосферном
давлении [41, 42].

Значительное влияние на ферментоподобную
активность СеО2 оказывает химический состав

поверхности частиц [63, 64]. Поскольку поверх-
ность частиц СеО2 покрыта гидроксильными
группами, одним из ключевых факторов, опреде-
ляющих его ферментоподобную активность,
можно считать степень гидроксилированности по-
верхности. Обнаруженное в настоящей работе сни-
жение пероксидазоподобной активности диоксида
церия при его низкотемпературной термической
обработке согласуется с уменьшением гидроксили-
рованности поверхности частиц СеО2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Показано, что цитрат-стабилизированный

золь диоксида церия, полученный при комнат-
ной температуре, обладает пероксидазоподобной
активностью по отношению к Н2О2. Установлена
зависимость ферментоподобной активности золя
СеО2 от термической обработки золя и темпера-
туры, при которой был проведен анализ активно-
сти материалов. Высказано предположение о
том, что наиболее существенным фактором, ока-
зывающим влияние на ферментоподобную ак-
тивность, является состав поверхности частиц, в
частности, концентрация поверхностных гидрок-
сильных групп.
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