In-situ генерация пероксида водорода для флуоресцентного определения флавоноидов в присутствии пероксидазы из корней хрена
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Флавоноиды – группа растительных полифенольных соединений, содержащихся в лекарственных растениях, пищевых продуктах и напитках, участвующих в антиоксидантной системе клетки. Они взаимодействуют с гидроксильным (L-О•) и пероксильным (L-ОО•) радикалами липидов с образованием феноксилов (радикалов фенолов), которые не участвуют в распространении окислительного стресса. Помимо антиоксидантных свойств, флавоноиды проявляют множество биологических свойств, таких как противоопухолевое, противовирусное и противовоспалительное действие.

Существует потребность в разработке чувствительных, селективных, но при этом простых, точных и экспрессных (время анализа 10-15 мин) методик определения флавоноидов в растительном сырье, фармацевтических препаратах, биологических объектах. Ранее в нашей лаборатории были предложены флуоресцентные сенсорные системы определения указанных биологически активных веществ, основанные на их пероксидазном окислении.[1,2] Одним из ключевых недостатков оптических сенсоров с участием пероксидазы является необходимость добавления основного субстрата пероксидазы – H2O2 извне, что усложняет сенсорную систему, снижает ее стабильность и воспроизводимость аналитического сигнала. 

Целью этой работы была разработка методики in-situ генерации H2O2 - за счёт фотокаталитического разложения воды на поверхности наночастиц TiO2 и выбор оптимальных условий получения флуоресцентного сигнала от сенсорной системы.

В ходе выполнения работы варьировали условия проведения реакции пероксидазного окисления флавоноидов (концентрации субстрата – эпикатехина и кверцетина, наночастиц TiO2, время УФ облучения при λem = 366 нм) in-situ сгенерированными пероксид-радикалами (0.1 М фосфатный буферный раствор, рН 6.5). Появление флуоресцентного сигнала λ = 480-520 нм (при λex = 420 нм) свидетельствовало о том, что происходит in-situ генерация основного субстрата, который «запускает» реакцию окисления флавоноидов в присутствии пероксидазы. 

Зависимость максимума интенсивности флуоресценции продукта окисления эпикатехина λem = 490 нм (при λex = 420 нм) от концентрации как субстрата, так и наночастиц TiO2 линейна, а оптимальное время облучения составило 10 мин.  
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