Амперометрические тирозиназные биосенсоры модифицированные углеродными наноматериалами для определения Aspergillus niger.
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Одним из наиболее распространенных представителей патогенных грибов является Aspergillus niger. Данный микроорганизм выступает возбудителем аспергиллеза, что представляет серьезную опасность для здоровья человека, особенно для лиц с ослабленным иммунным статусом.
Перспективным направлением в области экологического мониторинга является использование биосенсорных технологий, которые обеспечивают экспрессность анализа, экономическую доступность и возможность автономного проведения анализа. 
В качестве основы для разрабатываемых нами сенсоров служили печатные графитовые электроды конструкции «3 в 1», полученные на полимерной подложке методом печатных технологий. В составе биочувствительной части разработанного сенсора использовали гомогенат фермента тирозиназы из грибов шампиньонов. В ходе анализа было установлено, что Ar Aspergillus niger является активатором тирозиназы в диапазоне концентраций 1×10-8 -1×10-5 мкг/мг. Нижняя граница определяемых концентраций (сн) составила 7×10-9 мкг/мг, а максимальный процент активации – 119 %.
При модификации поверхности рабочего электрода восстановленным оксидом графена (ВОГ), многостенными углеродными нанотрубками (МУНТ), а также нанокомпозитом на их основе эффект активации наблюдался в более широком интервале концентраций: 5×10-10 -1×10-3 мкг/мг  с сн 7×10-11 мкг/мг – для ВОГ, 1×10-11 - 1×10-3 мкг/мг с сн 6×10-11 мкг/мг – для МУНТ и 1×10-11 -1×10-3 мкг/мг с сн 5×10-11 мкг/мг – для нанокомпозита МУНТ/НЧAu. Максимальная степень активации при действии данного антигена на фермент- субстратную систему тирозиназа - фенол составила 313 % для ВОГ, 431 % для МУНТ и 450 % для МУНТ/НЧ Au.
При изучении кинетических параметров ферментативной реакции в присутствии Ar Aspergillus niger на фермент субстратную систему тирозиназа-фенол наблюдалась двухпараметрически согласованная активация, которая характеризуется уменьшением константы Михаэлиса и увеличением максимальной скорости ферментативной реакции.
Разработанные тирозиназные биосенсоры, модифицированные МУНТ/НЧAu апробированы при определении Ar Aspergillus niger в образце репчатого лука. Определение Ar Aspergillus niger возможно с Sr не более 0.074. Полученное содержание Ar Aspergillus niger в образце лука составило (2,7 ± 0,2) × 10-5 мкг/мг. Для подтверждения полученных результатов в лаборатории микологии Казанского НИИ эпидемиологии и микробиологии Роспотребнадзора провели посев данного образца лука на наличие исследуемого патогенного гриба. Проба оказалась положительной, что хорошо согласуется с полученными нами результатами.
Предложенные биосенсоры позволили провести анализ на наличие следовых количеств Ar Aspergillus niger в образце жидкости бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ) пациента с подозрением на аспергиллез легких с положительным тестом ПЦР на Aspergillus. Образец был предоставлен детской республиканской клинической больницей г. Казани. Содержание Ar Aspergillus niger в образце БАЛ соответствовал (1.0±0,4) нг/мл. Параллельно данный образец БАЛ был исследован при помощи амперометрического иммуноферментного сенсора на основе совместно иммобилизованных холинэстеразы и смеси антител к антигенам Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus. Выявлено присутствие Ar Aspergillus (niger, fumigatus, flavus) в концентрации (1,1 ± 0,6) × 10-5 мг/мл.
