Разработка ферментной каскадной биосенсорной системы на основе углеродных точек для определения лактозы
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В настоящее время значительная часть людей страдает непереносимостью лактозы, поэтому очень важен контроль качества молочных продуктов. В последние годы производится большое количество безлактозной продукции, но, к сожалению, эталонные методы проверки содержания лактозы являются дорогими и неудобными [1, 2]. Сенсорные системы для быстрого анализа могут обеспечить контроль содержания лактозы в удобной форме и гарантировать комфорт и безопасность населения России.
Углеродные точки (УТ) представляют собой наночастицы размером менее 10 нм, обладающие высокой стабильностью, флуоресцентными свойствами и низкой стоимостью синтеза. Флуоресценция УТ может изменяться под действием гидроксильных радикалов, генерируемых при разложении пероксида водорода в реакции Фентона, катализируемой ионами железа, что позволяет детектировать различные вещества, включая лактозу. Лактоза с помощью ферментного каскада под действием β-галактозидазы распадается до глюкозы и галактозы, после чего глюкоза под влиянием глюкозооксидазы окисляется с образованием глюконовой кислоты и пероксида водорода [3, 4]. Пероксид водорода, находясь в одной системе с УТ и ионами железа, понижает интенсивность флуоресценции. Имея предварительно построенную калибровочную кривую зависимости степени гашения флуоресценции от концентрации аналита, можно количественно вычислять его содержание в образце.
В данной работе были синтезированы два вида УТ: допированные бором и азотом (N,B-CDs) и только азотом (N-CDs), методом гидротермального синтеза из лимонной кислоты и соответствующих допирующих агентов. Далее были проведены эксперименты по изучению степени влияния разложения пероксида водорода на флуоресценцию УТ, где N,B-CDs показали более выраженный отклик. Также был подобран источник ионов железа — хлорид железа(II) (FeCl₂) в концентрации 0,5 мМ.  Было выявлено взаимное влияние ферментов (глюкозооксидазы и бета-галактозидазы) и УТ: показано, что ферменты не гасят флуоресценцию, а УТ не влияют на активность ферментов. Кроме того, были построены калибровочные кривые по лактозе для дальнейшего применения.
В дальнейшем планируется получить калибровочную кривую на специально разработанном устройстве, которое с помощью смартфона способно детектировать изменение флуоресценции, обеспечивая портативный экспресс-анализ на месте. А также апробировать систему на реальных образцах молока.
Исследование выполнено при поддержке Российского научного фонда (проект №24-76-10093).
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