
ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2013, том 49, № 6, с. 613–618

613

Пирролохинолинхинон (ПХХ) – зависимая
метанолдегидрогеназа (МДГ, КФ 1.1.2.7), присут�
ствующая исключительно у аэробных метило�
трофных бактерий [1], является перспективным
биокатализатором электрохимических сенсоров
для чувствительного и недорогого метода опреде�
ления метанола. Как известно, МДГ, прочно свя�
занная с ПХХ, катализирует рН�зависимую двух�
электронную реакцию окисления метанола до
формальдегида при низких положительных по�
тенциалах, что отличает данный фермент от НАД�
зависимой алкогольдегидрогеназы (КФ 1.1.1.1).
Другим важным преимуществом МДГ является
независимость реакции от кислорода в отличие от
ФАД–алкогольоксидазы дрожжей (КФ 1.1.3.13)
[1–4]. 

Применение МДГ в биоэлектрокатализе отра�
жено в научной литературе весьма фрагментарно.
Так, на основе МДГ Methylobacterium (Pseudomo�
nas) extorquens был разработан биотопливный эле�
мент, анодный компартмент которого использо�
вался как кулонометрический детектор первич�
ных спиртов [5]. Также МДГ Methylobacterium
extorquens AM1, иммобилизованная на графито�
пастовом электроде, применялась для амперо�
метрической детекции аммония в присутствии
медиатора электронного транспорта – феназин�
метосульфата (ФМС). Электрод сохранял 50% ак�
тивности через 15 сут [6]. Кроме того, МДГ M. ex�
torquens AM1, иммобилизованную на поверхно�

сти стеклоуглеродного электрода, использовали
для амперометрической детекции метанола. Наи�
лучшие показатели были получены с ферроценом
(ФЦ) в качестве медиатора [7]. 

В этих экспериментах при каждом измерении
в кювету вносили медиаторы электронного
транспорта из�за неспособности МДГ передавать
электроны от активного центра к поверхности
электрода. В связи с этим представляют интерес
работы на основе электропроводящей ион�ради�
кальной соли тетратиафульвален�тетрацианохи�
нодиметана и МДГ Methylophilus methylotrophus [8,
9], а также МДГ Paracoccus denitrificans [9]. Дан�
ные электроды обеспечивали транспорт электро�
нов в отсутствиe медиаторов. 

За исключением единственной работы, графи�
то�пастовые электроды не применялись для
МДГ�биосенсора [6]. Возможно, это вызвано
трудностью иммобилизации гидрофильной МДГ
на гидрофобной поверхности графито�пастового
электрода, что негативно влияет на чувствитель�
ность и стабильность биосенсора [10–12]. Однако
известны модификации графито�пастовых элек�
тродов, придающие им гидрофильность [10, 13].
Так, недавно графито�пастовые электроды, моди�
фицированные гидроксиапатитом (ГА), были ис�
пользованы для электрохимического определе�
ния тяжелых металлов [14–16], p�нитрофенола
[17] и параквата [18]. При этом ГА значительно
улучшал аналитические характеристики электро�
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дов, благодаря уникальным сорбционным свой�
ствам и гидрофильности, что используется при
хроматографии белков и нуклеиновых кислот,
включая очистку МДГ из различных метилобак�
терий [11, 12, 19]. Ранее нами было показано, что
внесение ГА в графитовую пасту улучшало харак�
теристики биосенсора на основе МДГ Methylobac�
terium nodulans [19].

Цель работы – исследование свойств и опти�
мизация медиаторного амперометрического био�
сенсора метанола на основе МДГ M. nodulans и
графито�пастового электрода, модифицирован�
ного ФЦ и ГА в сравнение с аналогичным сенсо�
ром на основе клеток метилобактерий.

МЕТОДИКА

Выращивание бактерий, выделение и очистку
МДГ из M. nodulans ORS2060Т осуществляли по
ранее описанной схеме [19]. Удельная активность
препарата МДГ составляла 3.9 ед./мг белка, кон�
центрация – 6.7 мг/мл.

Рабочий электрод готовили, наполняя графи�
товой пастой пластиковую трубку диаметром 3 и
высотой – 95 мм. Графитовую пасту готовили
смешиванием следующих компонентов: 40–90 мг
графитовой пудры (“Fluka”, Германия), 0–50 мг
ГА (“Bio�Rad”, США), 10 мг ФЦ (“Aldrich”, Гер�
мания) и 40 мкл парафинового масла (“Fluka”,
Германия) в агатовой ступке. Трубка содержала се�
ребряную проволоку для электрического контакта
с частицами графита. На поверхность электрода
(площадь 7.1 мм2) наносили 10 мкл раствора МДГ в
20 мМ калий�фосфатном буфере (КФБ), pH 7.0,
или 5 мкл суспензии клеток (200 мг/мл) и подсуши�
вали при комнатной температуре в течение 30 мин.
Поверхность электрода накрывали диализной
мембраной с размером пор 14 кДа (“Sigma”, США),
закрепляя ее пластиковым кольцом. МДГ�элек�
трод до использования хранили при +4°C в 50 мМ
КФБ (pH 7.0) и 2.0 мМ KCN.

Амперометрические измерения проводили
при 20°C в двухэлектродной ячейке при потенци�
але 250 мВ и непрерывном перемешивании
(300 об/мин). Рабочим электродом служил моди�
фицированный ФЦ и ГА графито�пастовый элек�
трод с иммобилизованными клетками или МДГ.
Электрод сравнения – хлорсеребряный. Если не
указано особо, электролитическую ячейку запол�
няли 3.95 мл 50 мМ КФБ, рН 8.0, содержащего
15 мМ NH4Cl, 2 мМ KCN для МДГ�электрода и
3.95 мл 50 мМ КФБ, рН 7.2, для микробного элек�
трода и 50 мкл раствора метанола или формальде�
гида необходимой концентрации.

За ответ сенсора принимали величину разно�
сти силы тока (ΔI = I – I0) до внесения (I0) и после
внесения (I) субстрата в измерительную кювету.
После регистрации ответа сенсора промывали

ячейку рабочим буферным раствором для МДГ,
рН 8.0, и для клеток – рН 7.2. Регистрацию цик�
лических вольтамперограмм проводили в трех�
электродной ячейке. Рабочим электродом являлся
модифицированный графито�пастовый, вспомога�
тельным – платиновый и электродом сравнения –
хлорсеребряный.

Все электрохимические измерения и регистра�
цию данных проводили с помощью гальванопотен�
циостата IPC2000 (“Кронас”, Москва), сопряжен�
ного с компьютером с программным обеспечением
IPC�Micro 8.65 (“Кронас”, Москва) для Windows
XP. Диапазон регистрируемых токов 1 нА – 10 мА.
Ошибка измерения потенциала не более 0.1 мВ для
интервала ±5 В. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Благодаря стабильности, МДГ M. nodulans явля�
ется одним из наиболее перспективных биокатали�
заторов амперометрического биосенсора спиртов, в
частности, на основе дешевого, безопасного для
окружающей среды и простого в изготовлении гра�
фито�пастового электрода [19]. Однако МДГ
M. nodulans при потенциалах до 600 мВ не способна
передавать электроны на графито�пастовый элек�
трод в отсутствие медиатора электронного транс�
порта, подобно аналогичным ферментам [5–7]. По�
этому графитовую пасту модифицировали ФЦ, как
эффективным, нечувствительным к кислороду и
свету медиатором МДГ [7]. Тем не менее, в при�
сутствии ФЦ в пасте от 5.0 до 20% и иммобилизо�
ванной МДГ (0.25 Е) ответы сенсора на метанол в
насыщающей концентрации (12.5 мМ) при рН 9.0
в 0.05 М КФБ в присутствии 15 мМ NH4Cl не пре�
вышали 0.6 мкА.

Поскольку в процессе очистки МДГ M. nodu�
lans было установлено, что фермент прочно свя�
зывается с ГА, это вещество добавляли в графито�
вую пасту для улучшения характеристик электрода
[19]. Присутствие Ca2+ в графитовой пасте также
могло стабилизировать фермент, так как данный
ион обнаружен в активном центре МДГ [20]. 

Предварительно нами было исследовано влия�
ние ГА на окислительно�восстановительные
свойства ФЦ методом циклической вольтамперо�
метрии в трехэлектродной системе. Повышение
содержания ГА (10–50%) в пасте не влияло на ве�
личину потенциалов анодного и катодного пиков
ФЦ, но приводило к пропорциональному увели�
чению соответствующих токов, что, очевидно,
вызвано наличием ионогенных групп в ГА. Сле�
довательно, ГА не влиял на обратимость окисли�
тельно�восстановительной системы “ферроцен–
катион ферроцения” (рис. 1).

В дальнейшей работе использовали графито�
вую пасту с 30%�ной концентрацией ГА, обеспе�
чивающей приемлемую величину начального то�
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ка при выраженном влиянии на эффективность
электрода. После иммобилизации МДГ (0.25 ед.)
на поверхности электрода, содержащего в графи�
товой пасте 30% ГА и 10% ФЦ, ответ биосенсора
на метанол увеличился в 10 раз относительно пас�
ты без ГА при одинаковых условиях измерения
(рис. 2).

В отсутствие NH4Cl биосенсор не реагировал
на метанол, что согласуется с ранее полученными
данными [6, 7, 9].

Зависимость активности биосенсоров от рН
среды определяли в 0.05 М КФБ, содержащем
15 мМ NH4Cl и оттитрованным концентрирован�
ной HCl или 5.0 М NaOH до рН 6–10. Изучение
зависимости ответов сенсора на основе клеток от
значений pH среды показало, что максимальная
скорость ответа приходилась на значение pH 7.2
(рис. 3), что соответствовало оптимуму рН для ро�
ста этого штамма.

Максимальная чувствительность МДГ�био�
сенсора проявлялась в щелочной области (рН 9–
10), что соответствовало ранее полученным дан�
ным для этого фермента в условиях измерения
in vitro с ФМС [19]. Однако ФЦ, в отличие от
ФМС, обеспечивал активность МДГ в более ши�
роком диапазоне рН. Так, при рН 7.0 биосенсор
проявлял более половины максимальной активно�
сти, что представляет определенный интерес для
биоаналитических целей. Поскольку при рН выше
9.0 фермент характеризовался меньшей стабильно�
стью, дальнейшую работу проводили при рН 8.0.

Следовательно, применение клеток в качестве
биокатализатора амперометрического сенсора
позволяло выполнять анализ лишь в узком диапа�
зоне pH, при этом незначительные колебания pH
среды могут существенно снизить его чувстви�
тельность, тогда как расширенный диапазон pH
МДГ�сенсора допускал проведение измерений в
широком диапазоне pH практически без потери
активности.

Операционную стабильность биосенсора оце�
нивали на основании статистической обработки
выборок из нескольких последовательных изме�
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Рис. 1. Вольтамперные зависимости графитового
электрода, модифицированного: 10% ФЦ (1), 10%
ФЦ и 30% ГА (2).

Рис. 2. Ответы на метанол (12.5 мМ) медиаторного (10% ФЦ) биосенсора с иммобилизовованной МДГ (0.25 Е)
без ГА (1) и в присутствии 30% ГА (2).
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рений концентрации метанола. Присутствие в
графитовой пасте 30% ГА также приводило к уве�
личению операционной стабильности МДГ�био�
сенсора. При использовании графитовой пасты
без ГА, ответы биосенсора снижались практиче�
ски до нуля в течение пяти измерений (рис. 4).

Относительное стандартное отклонение отве�
тов сенсора на основе ферментного электрода,
содержащего 30% ГА, составляло 8.6% (P = 0.95 и
n = 8).Так как цианид калия является стабилиза�
тором МДГ [11, 12], в отдельном опыте KCN ис�
пользовали в качестве добавки к рабочему буфер�
ному раствору для МДГ�электрода, модифициро�
ванного 30%�ным ГА. При этом отмечалось

улучшение операционной стабильности биосен�
сора: относительное стандартное отклонение от�
ветов сенсора составляло 4.0% (P = 0.95; n = 11).
Биосенсор на основе клеток был менее стабилен
(рис. 4): относительное стандартное отклонение
ответов сенсора – 15% (P = 0.95; n = 11). Вероят�
но, ФЦ ингибировал ферментные системы кле�
ток или оказывал на них токсическое воздей�
ствие.

В присутствии 30%�ного ГА в графитовой па�
сте увеличивалась чувствительность и операци�
онная стабильность МДГ�биосенсора. Добавле�
ние 2 мМ KCN к рабочему буферному раствору
дополнительно стабилизировало биосенсор.

Определение биосенсором содержания мета�
нола в культуральной среде метилотрофов ослож�
няется присутствием формальдегида, который
тоже является субстратом МДГ [11, 12, 19], поэто�
му исследовали характеристики биосенсоров на
метанол и формальдегид. Зависимость силы тока
от концентрации метанола и формальдегида была
гиперболической, что обусловлено биокаталити�
ческой природой анализируемого сигнала (рис. 5). 

Зависимости откликов биосенсора от концен�
трации метанола или формальдегида аппроксими�
ровали уравнением Михаэлиса–Ментен [21]. Для
определения характеристик использовали линей�
ные участки градуировочных зависимостей. 

Линейный диапазон определяемых концен�
траций метанола с помощью сенсора на основе
МДГ M. nodulans составлял от 0.0135 до 0.5 мМ,
формальдегида – 0.032–1.5 мМ; для сенсора на
основе клеток – от 0.09 до 0.33 мМ метанола и от
0.4 до 8 мМ формальдегида.

Длительность единичного измерения, в кото�
рую входило развитие отклика сенсора и регене�
рация электрода, не превышала 10 мин для обоих
типов биокатализаторов. Характеристики медиа�
торных биосенсоров на основе МДГ и клеток ме�
тилобактерий приведены в таблице. 

Параметры МДГ�биосенсора (коэффициенты
чувствительности, пределы обнаружения метано�
ла и формальдегида) различались незначительно,
что указывало на невозможность селективного
определения данных соединений при совместном
присутствии. Напротив, коэффициенты чувстви�
тельности микробного сенсора по отношению к
исследуемым субстратам различались на поря�
док, что позволяло определять концентрацию ме�
танола в присутствии до 0.14 мМ формальдегида. 

Изучение долговременной стабильности био�
сенсоров выявило значительное превосходство
МДГ�электрода относительно сенсора на основе
клеток. Модификация графитовой пасты 30%�ным
ГА и внесение 2.0 мМ КСN в буфер позволили
снизить потери активности сенсора до 12 % в тече�
ние 10 сут. Низкая стабильность микробного сен�
сора может быть обусловлена негативным действи�

Рис. 3. Влияние рН на активность биосенсора на ос�
нове МДГ (1 – 1.25 мМ метанол) и клеток (2 – 6.25 мМ
метанол).
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Рис. 4. Операционная стабильность биосенсоров на
метанол (1.25 мМ): 
1 – МДГ�электрод, модифицированный 30% ГА и
10% ФЦ в присутствии 2 мМ KCN; 2 – аналогичный
электрод в отсутствии цианида; 3 – МДГ�электрод
без ГА с 10% ФЦ, 4 – электрод на основе клеток мети�
лобактерий, модифицированный 10%�ным ФЦ в
присутствии 6.25 мМ метанола. n – число измерений.
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ем ФЦ на клетки метилобактерий, что показано
при изучении его операционной стабильности.
Сравнительный анализ характеристик биосенсо�
ров подтвердил преимущество сенсора на основе
МДГ M. nodulans по основным метрологическим
параметрам (таблица). Однако для селективного
определения метанола необходимо подавить от�
клик сенсора на формальдегид. 

Известно, что цианид, образуя аддукт с ПХХ,
является конкурентным ингибитором МДГ [11]. В
присутствии 2.0 мМ KCN наблюдали значительные
различия кажущихся значений KМ МДГ M. nodulans
к метанолу и формальдегиду – 0.23 мМ и 7.2 мМ,
соответственно [19]. Еще более значительно разли�
чалась степень ингибирования ответов МДГ�элек�
трода на метанол и формальдегид при увеличении
концентрации цианида до 10 мМ (рис. 6). При этом
происходило практически полное ингибирование
ответов сенсора на ФА, тогда как окислительная
активность иммобилизованной МДГ к метанолу
снижалась незначительно.

Таким образом, нами показано, что МДГ
M. nodulans является эффективным биокатализа�
тором амперометрического медиаторного графи�
то�пастового сенсора. Использование ГА для мо�
дификации графитовой пасты обеспечивает вы�
сокие каталитические токи окисления метанола и
увеличение стабильности биосенсора. Цианид так�
же стабилизирует данный сенсор и позволяет се�
лективно определять метанол в присутствии фор�
мальдегида. Модифицированный амперометриче�
ский МДГ�биосенсор, будучи экономичным и
простым в изготовлении, не уступает, а по некото�
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Рис. 5. Зависимость откликов биосенсора, от концен�
трации метанола (1) и формальдегида (2) на основе
МДГ ((а) 0.25 ед.) и клеток метилобактерий (б).

Параметры медиаторного биосенсора на основе МДГ и клеток M. nodulans

Параметр
МДГ Клетки

метанол ФА метанол ФА

Коэффициент чувствительности, нА/мМ 7200 ± 300 3000 ± 50 980 ± 90 21 ± 1

Предел обнаружения, мМ 0.0045 0.011 0.03 0.14

Верхняя граница линейного диапазона опреде�
ляемых концентраций (KM), мМ

0.49 ± 0.03 1.5 ± 0.1 0.33 ± 0.02 8 ± 1

Стабильность, потеря активности за 10 сут, % 12 90
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Рис. 6. Зависимость откликов биосенсора с МДГ от
концентрации KCN в присутствии 1.25 мМ метанола
(1) и 1.25 мМ формальдегида (2). 
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рым аналитическим и метрологическим характе�
ристикам превосходит другие биосенсоры для
определения содержания метанола [22–24]. Ис�
пользование клеток метилобактерий в качестве
биокатализатора во многом облегчает проведение
биосенсорного анализа, поскольку исключает тру�
доемкую стадию очистки фермента. Однако мик�
робный сенсор значительно уступает по стабильно�
сти и чувствительности электроду на основе очи�
щенной МДГ. 

Работа выполнена при поддержке гранта ФЦП
14.В37.21.0561.
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Properties of Modified Amperometric Biosensors Based
on Methanol Dehydrogenase and Methylobacterium nodulans Cells
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b Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, Russian Academy of Sciences, 

Pushchino, 142290 Russia
Received April 26, 2013

Abstract—The properties of amperometric biosensors based on methanol dehydrogenase (MDH), Methylo�
bacterium nodulans cells, and the ferrocene�modified carbon paste electrode were investigated. It was shown
that the addition of hydroxyapatite (HA) to a carbon paste increased the sensitivity and operating stability of
MDH biosensors. The linear range of the electrode was 0.0135–0.5 and 0.032–1.5 mM for methanol and
formaldehyde, respectively. The detection limit of methanol and formaldehyde was 4.5 and 11.0 μM, respec�
tively. The loss of activity of the electrode within 10 days of storage in the presence of 2.0 mM KCN did not
exceed 12%. Cyanide (10 mM) completely inhibited the sensor responses to formaldehyde (1.0 mM), which
allowed for the selective determination of methanol in the presence of formaldehyde. The biosensor based on
cells exhibited lower stability and sensitivity toward methanol and formaldehyde; the sensitivity coefficients
were 980 and 21 nA/mM, respectively.
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