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Метанолдегидрогеназа (МДГ) является основным ферментом первичного С1-метаболизма 
метилобактерий. Этот фермент катализирует окисление метанола до формальдегида, передавая 
электроны in vivo природному акцептору электронов – цитохрому cL. Известно, что in vitro в 
присутствие феназинметосульфата (ФМС) или феназинэтосульфата МДГ способна проявлять 
активность с искусственными акцепторами электронов, получающими электроны от восстановленного 
фермента, такими как: 2,6 – дихлорфенолиндофенол (ДХФИФ), 1,6 – дихлорфенолиндофенол, голубой 
Вюрстера и др. [1]. Для характеристики свойств и описания кинетических параметров МДГ in vitro 
классическим является спектрофотометрический метод, описанный Энтони и Затманом, где в качестве 
красителей используют систему акцепторов электронов ДХФИФ и ФМС [2]. Эти данные являются 
основополагающими для применения МДГ в биоэлектрокатализе в качестве основы 
электрохимических биосенсоров и биотопливных элементов (БТЭ). Так, на основе МДГ 
Methylobacterium extorquens разработан биотопливный элемент для определения концентрации 
первичных спиртов. Наилучшие результаты были получены при использовании в качестве акцептора 
электронов N, N, N', N'-тетрамеил-4-полифенилдиамина [3]. В другой работе иммобилизованную на 
поверхности угольно – пастового электрода МДГ Methylobacterium extorquens AM1 применяли для 
амперометрической детекции аммония в присутствии. Электрод многократно использовали при 
комнатной температуре в течение 15 дней, и он сохранил 50 % своей исходной активности ФМС [4]. В 
похожем исследовании фермент иммобилизовали на поверхности стеклоуглеродного электрода для 
амперометрической детекции метанола. Показано, что эффективными медиаторами могут служить N, 
N-диметил-п-фенилендиамин, N, N, N', N'-тетрамеил-4-полифенилдиамина и ферроцена. Однако 
только в присутствии последнего сенсор давал стабильный ответ на метанола [5]. В работе [6] МДГ 
Methylobacterium nodulans иммобилизовали на поверхности графито-пастового электрода для 
определения концентрации метанола амперометрическим методом в присутствии медиатора 
электронного транспорта – ферроцена. Показано, что внесение гидроксиапатита в графитовую пасту 
повышало чувствительность и операционную стабильность МДГ-биосенсора. Электрохимическое 
окисление метанола и формальдегида под действием Eu3±МДГ метанотрофа Methylacidiphilum 
fumariolicum SolV, с собственным цитохромным акцептором электронов cGJ, изучали в работе [7]. 
Фермент был соадсорбирован биополимером хитозана на электрод, модифицированный монослоем 
меркаптоундеканола. Изучение электрохимии, показало аналогичные биокаталитические свойства 
фермента, что и полученные в присутствии искусственной медиаторной пары ФМС/ДХФИФ. 
Вышеописанные примеры свидетельствуют о перспективности применения МДГ в качестве 
биокатализатора в биосенсорах и БТЭ в присутствии различных медиаторов электронного транспорта, 
причем как искусственных, так и природных. Следует отметить, что в описанных работах использовали 
только нативные МДГ. 

Для получения нативной МДГ обычно используют хроматорафические методы, включающие, как 
правило, от 2-х до 5 последовательных стадий, что снижает выход белка и увеличивает временные 
затраты на его получение. В большинстве известных работ [8–12] очистка фермента состоит из 2–3 
хроматографических стадий с выходом от 17 до 29 %. Исключение составляет работа [13], в которой 
описана одностадийная очистка фермента посредством катионообменной хроматографии с 
последующей ультрафильтрацией, что способствует значительному увеличению выхода продукта до 
67 %. Таким образом, для увеличения выхода и уменьшения длительности получения искомого 
фермента следует применять меньшее количество стадий при его очистке. Это возможно в случае 
применения метода одностадийной очистки рекомбинантной МДГ с помощью Ni2±NTA 
хроматографии. 

В данной работе предлагается использование рекомбинантного штамма метилобактерий, 
сконструированного на основе дикого штамма Methylorubrum extorquens AM1, для одностадийной 
очистки МДГ и ее последующего применения в качестве основы амперометрического медиаторного 
биосенсора. 
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